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2. ROVIDITESEK

AJ: adherens junction

BDNF: brain-derived neurotrophic factor

bFGF: basic fibroblast growth factor

BSA: bovine serum albumin

CCR: C-C chemokine receptor

CAR: coxsackievirus and adenovirus receptor

CLMP: coxsackie- and adenovirus receptor-like membrane protein
CMAC: 7-amino-4-chloromethylcoumarin

CPT-cAMP: 8-(4-chlorophenyl)thio-cyclic adenosine monophosphate
EBM-2: endothelial basal medium -2

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid

EGM-2: endothelial cell growth medium-2

ESAM: endothelial cell-selective adhesion molecule

FBS: fetal bovine serum

GDNF: glial cell line-derived neurotrophic factor

GUK: guanylate kinase

hCMEC/D3: human Cerebral Microvascular Endothelial Cells, D3 clonal population
HRP: horseradish peroxidase

JAM: junctional adhesion molecule

KIR: kdzponti idegrendszer

MAGUK: membrane-associated guanylate kinase

MEM: minimum essential medium

MLCK: myosin light-chain kinase

MMP: matrix metalloproteinases

MTT: melanotransferrin

NGF: nerve growth factor

NT: neurotrophin

PBS: phosphate buffered saline

PDZ: post synaptic density protein (PSD95), Drosophila disc large tumor suppressor
(DIgA) and ZO-1 protein

PKC: protein kinase C

PVDF: polyvinylidene difluoride



RBEC: rat brain endothelial cell

GTPase: guanosine triphosphatase

ROCK: rho-associated protein kinase

RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium
TBS-T: Tris buffered saline with 0,1% Tween-20
TEER: transendothelial electrical resistance
TGF-B2: transforming growth factor-beta 2

TJ: tight junction

VCAM-1: vascular cell adhesion molecule -1
VEGF: vascular endothelial growth factor

Z0: zonula occludens



3. BEVEZETES
3.1 A melanéma karakterisztikdja, patolégiai sajatsagai

A tumorok egészségiigyi kockazatat jol példazza, hogy jelenleg Magyarorszagon és
kiilfoldon is a vezetd haldlokok kozott szerepelnek a daganatos megbetegedések, rogton a
sziv- és érrendszert érintd betegségek utan [1]. A borrakok az egyre gyakrabban megjelend
tumortipusok kozé tartoznak, dm nagyrésziik a korai felismerhetdség miatt kdnnyen
gyogyithatd [2]. Koziilik a melanoma malignum (melanoma) az, amely napjainkban egyre
nagyobb figyelmet kap mind az onkologusok, mind a népesség korében. Ez a melanéma
incidenciai és patoldgias sajatsagainak koszonhetd.

A melanéma a bdr pigmenttermeld sejtjeibdl, a melanocitakbol fejlodik ki.
Kinézete legtobbszor anyajegyszerii, jellemzéen szabalytalan korvonallal — és
pigmentaltsaggal, megjelenése azonban valtozatos lehet [3]. Ezen jellemzék miatt sokszor
nehéz elkiiloniteni az anyajegyekt6l vagy az ép borfelszintdl, ami felismerését neheziti. A
melandma esetében az idében torténd észrevétel és eltavolitas kritikus az attétek
megeldzésének szempontjabol, hisz a tumor erdsen invaziv jellegli és akar kialakuldsatol
szamitott fél éven beliil képes attétet képezni a szervezetben [4]. Statisztikai adatok alapjan
az is megallapithato, hogy a metasztazisok tobbsége (az Gsszes metasztazis kozel 40%-a) a
kozponti idegrendszert (KIR) érinti [4].

Mivel a KIR nem rendelkezik nyirokkeringéssel, ezért a molekuldk és sejtek a
vérkeringést kihasznalva képesek szdveteibe jutni. A vér és az agyi parenchyma
hatarfeliiletén talalhatdé a vér-agy gat, amelynek ismerete azért igen fontos a
melandmakutatas szempontjabol, mert a tumorsejtek foéleg ezen a tamadasi ponton

keresztiil képesek a vérbdl a kozponti idegrendszerbe behatolni.
3.2 A vér-agy gat szerkezeti felépitése

A vér-agy gat a KIR homeosztazisa szempontjabol elengedhetetlen, {6 feladata egy
aktiv hatarfeliilet létrehozasa a vér és a kozponti idegrendszer kozott. Ennek a tobb
sejttipusbol allo képletnek a 1ényegi részét egy cerebralis endotélsejtekbdl allo egysejtréteg
képezi [5]. Az endotélsejtek apikalis felszinhez kozel lokalizalodo szoros kapesolat (tight
junction; TJ), és az ez alatt hizodo adherens kapcsolat (adherens junction; AJ) alkotja a
vér-agy gat fizikai részét. A két junkcio integritdsa nagyban meghatarozza a paracellularis
permeabilitas mértékét. A fizikalis gat mellett az endotélsejtek képesek olyan enzimek

eléallitasara, melyekkel metabolikus gatat képeznek a KIR-re potencidlisan karos
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molekulakkal szemben [6]. Ezen enzimek mellett specialis efflux pumpak (koztik
multidrog rezisztancia proteinek) is részt vesznek a nemkivanatos molekuldk és

gyogyszerek KIR-be torténé bedramlasanak megakadalyozasaban [7].

Bazalis
lamina

Neuron Pericita

Endotélsejt

Asztrocita

Szoros és Adherens kapcsolatok vegtalp

1. 4abra: A neurovaszkularis egység sémaja (Armin Kiibelbeck
(http://lwww.hbz-da.de/cms/pmwiki.php?n=Bezirk. ArminK%fcbelbeck)  utan, a
szerz6 altal médositva)

Az agyi endotélsejtek vér-agy gat tulajdonsagainak kialakitdsa és fenntartasa
szempontjabol a KIR mas sejtjeinek is fontos szerep jut. A pericitak a mikroerek falaban
talalhato sejtek, melyek a vér-agy gat kornyékén nagyobb aranyban fordulnak eld, mint a
kardiovaszkularis rendszerben barhol mashol. Szerepiik van a vazoregulacioban és az erek
permeabilitasanak szabalyozasaban [8]. Az asztrocitak a KIR-re jellemzd, jellegzetes
membranjat. Ez a kapcsolat a vér-glia anyagaramlas ellatasa mellett bizonyos foku
tamasztast is biztosit az ereknek [8]. Pontos funkcidjuk a vér-agy gat szabalyozasaban nem
ismert, am az altaluk termelt faktorok (pl.. GDNF, angiopoietin-1) fontossagat tobb in vitro
vér-agy gat modellben kimutattak [8,9].

A sejtes elemek mellett a vér-agy gat részét képezi az endotéliumot
abluminalis iranybol takar6 bazalis lamina [8]. A bazalis lamindhoz rogziilnek az
endotélsejtek, emellett feladata a pericitak koriilfogasa, valamint a KIR-rel hataros oldalan

az asztrocita végtalpakkal valo kapcsolat kialakitasa.



A vér-agy gat f6 részét tehat az endotélsejtek és kapcsolataik alkotjak, am
megfeleld miikodéséhez sok egyéb sejtre és extracellularis molekulara van sziikség.
llyenek a fentebb targyalt pericitak, az asztrocitak, a bazalis lamina alkotok, amelyeket

Osszefoglaloan neurovaszkularis egységnek hivjuk (1. abra).

3.2.1. Szoros kapcsolat

= —-

Afadin/AF-6 -
ctrianodr'mlCinguh"

Spe

Occludin

2. abra: A szoros kapcsolat szerkezete (Forras: Nyil-Téth Adam rajza)

A TJ a paracellularis gat legfontosabb alkotdoeleme (2. abra). Feladata a
vizoldékony elemek és ionoK sejtek kozotti szabad mozgasanak korlatozasa (gat (barrier)
funkcid). A megfeleld anyagok vérbdl az agyba torténd atjutasat igy az endotélsejtek
szabalyozhatjak kiillonbozé transzcellularis transzport folyamatokkal. A TJ egy masik
funkcioja az un. kerités (fence) képzés, amely megakadalyozza a lipidek és fehérjék szabad
diffaziojat a membranban, ezaltal segit fenntartani a szoros kapcsolattal rendelkezd sejt
polaritasat [10,11].



A TJ-t alkotd fehérjék a sejtkapcsold struktiran beliili elhelyezkedésiik és
funkciojuk alapjan két részre oszthatdak: az egyik az intercellularis kapcsolatokat fenntartd
transzmembran fehérjék csoportja, a masik az intracellularis plakk fehérjék csoportja. A
transzmembran fehérjék kozé tobb molekula csaladot sorolunk: az occludint, a claudinokat
és a junkcionalis adhézios molekulakat vagy JAM-eket.

Ezek koziil el6szor a 65 kDa-os occludint irtak le 1993-ban [12]. Szerkezetileg
négy domén alkotja: két extracellularis hurok taldlhat6 a membran kiilsé oldalan, valamint
egy hosszabb karboxi- (C) és egy amino-terminalis (N) domén, melyek a citoplazmaban
helyezkednek el. A hurkok feladata az intercellularis kapcsolat kialakitdsa a szomszédos
sejt occludin molekulaival, mig a C-terminalis domén az occludin intracellularis fehérjéken
(cingulin, ZO fehérjék) keresztiil torténd aktin citoszkeletonhoz valo rogzitésérdl, illetve az
egyes szignal fehérjékkel (pl.: c-YES, PKC) vald kapcsolatarél gondoskodik [10]. Az
occludin 1ényeges modulator funkciot is betdlt a szoros kapcsolatokon beliil, azonban azok
kialakitasaban nem esszencialis [13].

A claudin molekulacsaladot nem sokkal az occludin utan fedezték fel [14]. A 18-27
kDa tomegi claudinok szerkezetileg hasonlitanak az occludin molekulara, de szekvencia
homoldgia nincs koztiik [10]. Az ide tartozo fehérjék rovid C-terminalissal rendelkeznek,
illetve PDZ-k6té motivumot tartalmaznak, amely a PDZ doménnel rendelkezé plakk
fehérjéket (Z0O-1,-2,-3) koti. Az extracellularis hurkok koziil az els6 joval nagyobb, mint a
masodik [10]. Szerepiiket tekintve a claudinok a paracellularis permeabilitas 6
szabalyozojaként a TJ gerincének is tekinthetéek [10]. A vér-agy gat szempontjabol a
legfontosabb claudin molekula a claudin-5 [15].

A 30-40 kDa tomegii JAM molekulak az immunglobulin (lg) szupercsalad részei.
Extracellularisan az N-terminalis utadn két Ig szerkezetre emlékezteté domén helyezkedik el
[16]. Ezek a transzmembran régiohoz kapcsolodnak, amely egy hossz, PDZ koto
alegységgel rendelkez6 intracellularis C-terminalisban végzddik. A csaladon beliil két
csoportot, a ll-tipust (JAM A-t (1), B-t (2/3) és C-t (2/3)), és az I-tipusa (CAR, ESAM,
JAM-4 és CLMP) PDZ-kot6 doménnel rendelkezd fehérjéket kiilonboztetjik meg [10].

Funkcidjukat tekintve igen valtozatos folyamatokban vesznek részt. Ilyen a homofil

crer

crcr

doménnel rendelkezé JAM molekulak vesznek részt [18].
A TJ intracellularis fehérjéi a plakk molekulak. Ezek f6 szerepe a transzmembran

fehérjék citoszkeletalis elemekhez (pl.: aktin filamentumhoz) torténé rogzitése.



Szerkezetlik alapjan két csoportra kiilonithetéek, a 80-90 aminosav alkotta PDZ domént
tartalmazo, és a PDZ doménnel nem rendelkezd plakk fehérjékre [10].

A legfontosabb plakk molekulak a zonula occludens, azaz a ZO-1, -2 és -3 fehérjék,
melyek a MAGUK (membrane associated guanylate kinase) proteinek csaladjaba
tartoznak. A MAGUK fehérjék fontos ismertetéjegye, hogy egy tirozin kinaz homolog
SH3 domént, valamint egy guanilat kinaz (GUK) régiot is tartalmaznak a PDZ domének
mellett [10]. A ZO-1 a szoros kapcsolatok szamos fehérjéjével (occludin, claudin, JAM,
70 fehérjék), az adherens kapcsolatokba talalhaté a-cateninnel és az aktinnal is képes

..........

szabalyozasaban is aktivan részt vesznek [10].
3.3. Sejtes elemek bejutasa a kozponti idegrendszerbe
3.3.1. Leukocitak atvandorlasa az endotélrétegen

A daganatos sejtek atvandorlasa az ereket béleld endotélsejtek rétegén egy kevéssé

ismert folyamat, amely azonban szamos hasonlosdgot mutathat a fehérvérsejtek

crer
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extravazacids folyamat megkezdésében lokalizacios szignalmolekulak expresszalasa altal
az endotélsejtek is részt vesznek [17].

A leukocita kilépési folyamat harom f6 1épésre bonthato, ezek: gordiild adhézid az
érfalon, kitapadas az endotélsejtekhez és végiil a leukocitdk endotélium rétegen vald
diapedézise [17]. A marginacio soran lelassult leukocitak sejtfelszini molekulaikkal laza
kapcsolatot 1étesitenek az endotélium sejtjeivel. A leukocitak az aramlas hatasara tovabb
gordiilnek az érfal felszinén, folyamatosan tijabb laza kapcsolatokat hozva létre haladas
kozben. Ezt a folyamatot nevezziik gordilé adhézionak [19]. A gordiilé adhézid soran
1étrejovo kapcesolatok szelektin molekulakon keresztiil valosulnak meg [17].

A extravazacid masodik lépésében, a kitapadasban a leukocitdk stabilan, nagy
affinitasu kotésekkel rogziilnek az endotélsejtekhez [17]. A kitapadasban molekularisan a
leukocitdk membranjaban talalhaté integrin fehérjék és az endotélsejtek felszinén
expresszalt intercellularis adhézios molekulak jatszanak szerepet. Az integrinek mellett
manapsag Novekvo szamu bizonyiték mutat arra, hogy a galektin molekulacsalad tagjai is

részt vesznek az extravazacios folyamatban [21,22].



A leukocitdk kétféle modon juthatnak 4t az endotéliumon: vagy a sejteken
keresztiil, azaz transzcellularisan, vagy a sejtek kozott, paracellularisan [17]. A
paracellularis Gtvonalon két endotélsejt kozott migralnak, azaz mind a TJ, mind az AJ
szerkezetén at kell haladniuk. Ezt az endotélsejtek kozotti junkciok atmeneti
megszakitasaval érik el, melyek helyét a leukocita megfeleld adhézios fehérjéi veszik at
[23]. A transzcellularis diapedézis folyamata kevésbé ismert, mint a paracellularisé. A
jelenlegi adatok szerint transzcellularisan gyorsabban jutnak at a leukocitak. Az, hogy
milyen tipusu fehérvérsejt mikor hasznalja ezt az utat, valésziniileg az endotélium tipusatol
¢és a kornyezetben 1évo jelmolekulaktol fiigg [23,24,26]. Bizonyos sejtadhézios molekulak
szintén fontos szerepet latnak el a transzcellularis migracié soran [25]. Ha a leukocitak
sikeresen atjutottak az érendotéliumon, annak taloldalan a bazalis membran altal jelentett
akadalyba ltkoznek. [Ezen a  szekretalt —matrix-metalloproteinazok  (Matrix-
metalloproteinase; MMP) segitségével képesek attorni [27].

A leukocitak vérbol KIR-be torténd kilépése eltér a mas szerveknél tapasztalt
sématol [17,28]. Fiziologias koriilmények kozott az agyi teriiletekre csak kis mennyiségii
fehérvérsejt jut be, az altalanos agyi immundrjarat részeként [28]. Ez a vér-agy gat

nagyfokl anyag- és sejtaramlast limitalo jellegébol adodik.
3.3.2. Tumorsejtek atvandorlasa az endotélrétegen

A tumorok metasztazisanak extravazacios lépése Osszetett folyamat, mely nagy
vonalakban megegyezik ugyan a fehérvérsejtek kilépési mechanizmusaval, részleteiben
mégis eltér attol. Statisztikai adatok alapjan megallapithatd, hogy egyes tumortipusok
nagyobb valosziniiséggel képeznek bizonyos szovetekben metasztazist, mely jelenség
hatterében kemoattraktansként haté kemokin molekulak allhatnak [29,30].

A tumorok gordiild adhézios mechanizmusa hasonlit a fehérvérsejtekéhez, de az
extravazacid megfigyelése soran tapasztaltak eltéréseket, mely alternativ molekularis
folyamatok meglétére engednek kovetkeztetni [20]. A daganatos sejtek receptorai, és az
endotélsejteken talalhato ligandok kozotti specifikus kapcsolatok magyarazatot adhatnak a
tumor tipusok kiilonbozé attétképzési sajatossagaira is [31]. Tobb tanulmany szerint is
talalhatoak E-szelektin ligandok a tumorsejtek felszinén, melyekkel képesek voltak
gordiilé adhéziot és migraciot végrehajtani E-szelektineket expresszalo endotélium rétegen
[17]. A tumorsejtek egy része tovabba képes lehet leukocitakon keresztiil is kapcsolatba
1épni az endotéliummal, bizonyos tipusu metasztatikus sejteknél pedig N-cadherin altal

medialt gordiilé adhéziés mechanizmust is leirtak [32].
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Az integrinekkel szemben a tumorsejtek kitapadasi mechanizmusaban a
fehérvérsejtekével megegyez6 galektin adhézids receptorok vehetnek részt [34]. Az elmult
években tett megfigyelések alapjan Ggy tlinik, hogy a tumor sejtfelszini fehérjék
megvaltozott glikozilaltsaga, illetve a tumorsejtek glikoproteineknek vald kitettsége
elésegitheti az endotéliumhoz valo kotédésiiket [22].

A transzmigracio folyaman a tumorsejteknek at kell jutniuk az endotélium altal
képzett akadalyon. A daganatos sejtek mérete joval nagyobb a leukocitakénal, ezért
nehezen jutnak at az endotélsejteken keresztiil vagy az azok kozotti kisméretti réseken az
endotélium  karositasa nélkiil. A  tumorsejtek  paracellularis  transzmigracios
mechanizmusaiban az N-cadherin is szerepet jatszik [17].

Az attétképzd sejtek transzcelluldris kilépés folyamatardl jelenleg igen keveset
tudunk [20]. Az egyetlen tumor transzcellularis migraciorél rendelkezésre allo tanulmany a
a folyamatban az endotelialis miozin konnyti lanc kinaz (myosin light chain kinase,
MLCK) tolt be fontos szerepet [35]. Extravazacié soran hasonlé mechanizmust eddig még
nem figyeltek meg.

A leukocitdkhoz hasonldéan a tumorsejteknek roncsolniuk kell a bazalis laminat
ahhoz, hogy a kornyez6 szovetekbe tudjanak jutni. Tumorsejteknél ezt el6segité molekulak
a kiilonboz6 MMP-K ¢és egyéb proteazok, amelyek a bazalis lamina {6 Gsszetevdit bontjak
[38]. Az MMP-k termel6désének gatlasat célzo kisérletek azt mutatjak, hogy a fehérjék
expresszidjat akadalyozva a tumor metasztatikus képessége is romlik [36,37].

A metasztatikus sejtek tobbféle migraciés mechanizmusra képesek, ezért valtozatos
kornyezeti koriilmények kozott is képesek lehetnek vandorolni. A mozgastipusok kozotti
valtast a Rho GTP-azok altal medialt Gtvonalak feliigyelik [39]. Mivel ezek a fehérjék igen
széleskorli szabalyozd szerepet toltenek be, ezért nem meglepd, hogy a motilitas
kontrolljan kiviil szerepet jatszanak mas tumormigracioval kapcsolatos folyamatokban is.
Néhany tanulmany azt sugallja, hogy a RhoA és a RhoC a ROCK-on (Rho-associated,
coiled-coil containing protein kinase) keresztiil részt vesz az extravazacié szabalyozasaban

[20].
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3.3.3. A melanémasejtek és az agyi endotélsejtek kozotti interakciok

crer

crer

ritkan alkalmaznak agyi endotélsejteket, igy a tumorsejtek és az agyi endotélium
interakcidiban résztvevd specifikus mechanizmusokrol szintén hidnyosak ismereteink. A
daganatok koziil a melanoma rendelkezik a legnagyobb kozponti idegrendszeri affinitassal.
A kovetkezokben a melanomasejtek agyi attétképzésérdl és annak molekularis hatterérol
alkotott jelenlegi képiinket szeretném részletesebben bemutatni.

A melanomasejtek agyi transzmigracios sémaja fobb 1épéseiben hasonlit mas agyi
attétet képzOo tumorokéhoz. Agyi metasztazisok esetén a tumorsejtek legtobbszor a
kapillarisokban, illetve a posztkapillaris venulakban tapadnak ki, ahol az egyes erek
atmérdje megkozeliti az tumorsejtek nagysagat [41,64]. Jelenlegi ismereteink szerint a
tumorsejtek agyi extravazacioja jelentdsen hosszabb id6t vesz igénybe a mas szerveknél
tapasztaltakhoz képest. A melanomasejtek agyi erekbdl vald kilépése akar 14 napig is
tarthat, a makrometasztazisokat kialakit6 sejtek azonban a kitapadastol szdmitott harmadik
nap végére mar elhagyjak az érlument [64]. Valosziniisithetd, hogy a folyamat diapedézis
része gyorsan lezajlik [42], az endotéliumhoz kitapadt tumorsejteknek tehat az agy
esetében hosszabb ideig kell tulélnie az véraramban, mint mas szerveknél [41]. Ekozben a
tumorsejtek membranjan folyamatos nytlvanyképzddés €s -regresszid tapasztalhatd, mely
a kilépési folyamat dinamikus voltara utal [64].

Az endotélsejtek tumorsejt extravazaciohoz torténd hozzéjarulasa szintén szerv-
specifikus tulajdonsagokat mutat. Az agyi endotélium mas szerveknél tapasztaltakkal
szemben nem takarja be a sikeresen transzmigralt tumorsejteket, inkabb az endotélsejtek
visszahuzddasa jellemzd a transzmigracio helyérdl [42]. Az eddigi ismeretek azt a kérdést
is felvetik, hogy az endotélréteg a leukocita extravazacidhoz hasonlatosan intakt marad-e a
tumorsejtek atvandorlasat kovetOen, vagy pedig strukturalis sériilést szenved. Ennek
megvalaszolasat neheziti, hogy a vér-agy gat szerkezete a metasztatikus sejtek
képzett 1éziok esetében is tapasztalhato volt [43].

A tumor- és endotélsejt kapcsolatokban €s a metasztazisképzésben szerepet jatszod
molekulak altalanosan rosszul karakterizaltak, és az agyi endotélium-specifikus

mechanizmusokrél még ennél is kevesebb ismeret all rendelkezésre. A tumorsejtek részben
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kihasznalasara transzmigraciojuk folyamén. A transzmigracié folyamataban mind az
endotélsejtek, mind a melandmasejtek felszinén 1évé molekuldk részt vehetnek. Ezen
molekulak koziil érdemes kiemelni a melanotranszferrint, amely egy els6ként
melandémasejtekben kimutatott transzmembran fehérje. A melanotranszferrin expresszios
szint a melandmasejtek vér-agy gaton valo transzmigracids képességével erds korrelaciot
mutat, mig a fehérjét blokkolva a transzmigracioban szignifikans csokkenés tapasztalhato.
A melanotranszferrin valoszintisithetden a plazmin-metalloproteindz rendszeren keresztiil
befolyasolja a transzmigracio sikerességét [37].

Agyi eredetli szolubilis faktorok szintén fontos szerepet jatszhatnak a kodzponti
idegrendszerbeli metasztazisok kialakuldsdban. Ez a melandémasejtek esetén kiilondsen
igaznak tlinik, hisz az agyi metasztdzisok nagyaranya kialakuldsa mogott
valdszintsithetéen eddig ismeretlen kemoattraktans hatds all, melyet a melanocitdk
idegsejtekkel kozos embrioldgiai eredete is alatimasztani latszik [45]. Ilyen molekulak
példaul egyes neurotrofinok és kemokinek.

A neurotrofinok kozé soroljuk a neuronalis novekedési faktort (NGF), az agyi

eredetli neurtrofikus faktort (BDNF) valamint a neutrofin-3-at és -4/5-6t is (NT-3,-4/5).

......

rrrrr

neurotrofinok jelenlététdél, melyet a kozponti idegrendszert alkotd sejtek maguk
szekretalnak. SOt az agyl metasztatikus melandmasejtek akar sajat maguk is indukalhatjak
az neurotrofinok kozponti idegrendszerbeli felszabadulasat [46].

A kemokinek és receptoraik hatasat szintén vizsgaltak az agyi metasztazisok soran.
Egy nemrégiben megjelent atfogd tanulmany szamos kemokin receptort és ligand
CCR4 emelkedett szinten termel6dott az agyi metasztazist képzd melanomatipusok
esetében. A CCR4 CCL22 ligandjan keresztiil az Akt szignalizacids Utvonalat képes
aktivalni, mely valosziniileg szintén részt vesz az agyi metasztazisok kialakitasaban [47].
Emellett agyi eredetli szolubilis faktorok megnovekedett CCR3 és a CCR4 expressziot
okoztak melanomasejtekben, és megndvelték cerebralis mikrovaszkularis endotéliumon
keresztiili transzmigracios képességiiket is [48]. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az
agyi mikrokornyezet elemei nem csak a mar kialakult agyi metasztazisoknak kedveznek,

hanem a vér-agy gaton transzmigral6 melanomasejtekre is eldnyodsen hathatnak.
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A melandma agyi metasztazisképzésében tobb proteolitikus enzim részvétele is
feltételezett, melyek foleg a bazalis membran lebontdsdban vesznek részt. Ilyenek egyes
MMP-K, a plazmin és a heparanaz. Ezeket a molekulakat f6képp maguk a daganatos sejtek
bocsatjak ki, am tumor indukciés hatasra az endotélsejtek és az asztrocitak is képesek
lehetnek expresszalni. Az MMP-k cink-dependens endopeptidazok, melyek az
extracellularis matrix valtozatos fehérjéit és kiilonbozoé bioaktiv molekulakat is képesek
bontani. Koziilik féként az MMP-2 szerepét mutattdk ki a melanoma agyi
metasztazisképzésben [49]. A vér-agy gaton vald athaladasban és az agyi metasztazis
kialakitasaban a fibrinolitikus rendszer is részt vehet, hiszen a plazmin gatlasanak hatasara
szignifikdnsan csokkent az agyi endotéliumon sikeresen transzmigralt melanomasejtek
szama [50].

A heparandz egy endoglikoziddz enzim, feladata a hepardn-szulfat proteoglikanok

crer

crcr

invaziojanak, metasztdzisanak ¢és angiogenezisének. Az enzim utdbbi hatésait
extracellularis matrix atépitésén, novekedési faktorok, kemokinek és angiogenikus
faktorok felszabaditdsan, bioaktiv sejtfelszini heparin-szulfat fragmentumok hasitdsan és
nem-ezimatikus szignalizacios folyamatok aktivalasan keresztiil fejti ki [51]. A heparanaz
fontos szerepet tolt be a melandomasejtek agyi metasztazisa soran is [52], de meglepd
invazivitasa [53]. A melandmasejtek mellett asztrocitak is eldallithatjdk a heparanazt, mely
szintén hozzajarulhat a melanémasejtek agyi metasztazisképzéséhez [54].

A sejtes elemek endotelialis vagy epitelidlis transzmigracidja fizioldgidsan €s
patologiasan is komplex szabalyozas alatt all. Tumorsejtek transzmigracioja soran mind az
endotél-, mind pedig a tumorsejtek aktiv részvétele sziikséges. Az ebben szerepet jatszod
szignalizacids utvonalak molekularis mechanizmusainak vizsgalata ujabb rakterapias
szerek kidolgozasat segitheti eld.

Az endothelin receptor B egy G-protein kapcsolt receptor mely a foszfatidilinozitol-
calcium masodlagos hirvive rendszeren keresztil fejti ki hatasat. A fehérje
melandémasejtekbeli  thlexpresszidjanak kovetkeztében megndvekedett a spontdn
melanomaattétek szama a kozponti idegrendszerben [56]. A TGF-B2 citokin szintén
elengedhetetlennek bizonyult a parenchymalis melanomametasztazisok kialakulasanak
szempontjabol. A molekula hianyaban a K-1735 egér melanomasejtek agyi
metasztazisképzési képessége szignifikansan csokkent [57]. A Stat3 transzkripcios faktor

aktivacioja az agyi metasztazisok kialakulasa mellett az invazidban és az angiogenezisben
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MAP kindzok altal medialt utvonalak kritikus szerepét a primer és metasztatikus
melanéma esetében is kimutattak. Koziilik a melandmasejtek altal kondicionalt
médiummal kezelt endotélsejtekben az ERK 1/2 aktivacidja tapasztalhato [55]. A fentiek
mellett olyan szignalizaciés molekulak szerepe is felvetédott a melanémasejtek agyi
metasztazisképzésében, melyek részvétele eddig csak mas szervattéteknél bizonyitott, ilyen

példaul a p-glikoprotein [58].
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4. CELKITUZESEK

A melandéma a bér pigmenttermeld sejtjeibdl kiindulo rosszindulata daganat, amely
igen gyakran ad agyi attétet. Mivel a kozponti idegrendszer nem rendelkezik
nyirokkeringéssel, az agyi parenchyma metasztazisai csupan hematogén uton
keletkezhetnek. Ezen folyamat soran a daganatos sejteknek at kell jutniuk a vér-agy gaton,
amelynek morfolégiai alapjat az agyi mikroereket béleld endotélsejtek képezik. Az agyi
metasztazisok igen rossz prognézissal birnak, ezért igen fontos azon mechanizmusok
tisztazdsa, amelyek szerepet jatszanak a melandmasejtek vér-agy gaton valo
atvandorlasdban. A tumorsejtek extravazacidja szdmos hasonlosdgot mutat a
fehérvérsejtekével. Ez utobbiak képesek a sejtek kozott (a sejt-sejt kapcsolatok szintjén,
paracelluléarisan), de ugyanakkor az egyedi endotélsejteken keresztiil (transzcellularisan) is
atvandorolni. Munkdnk sordn arra kerestiik a valaszt, hogy a melanomasejtek mely

utvonalon jutnak at az agyi endotélsejtrétegen. A kovetkezo célkitlizéseink voltak:

1. Egy in vitro modell 1étrehozasa, amely alkalmas a tumorsejtek vér-agy gaton valo

atjutasanak vizsgalatara.

2. Annak tisztazasa, hogy a melandmasejtek az agyi endotélsejtek kozott, a szoros

kapcsolatok karositasa révén jutnak-e be a kozponti idegrendszerbe.

3. Annak vizsgélata, hogy a transzcelluldris utvonal szerepet jatszik-e a melanomasejtek

vér-agy gaton valo atvandorlasaban.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK
5.1 Sejtkultira

Az A2058 human melanomasejteket (beszerzési hely: European Collection of Cell
Cultures) 5% FBS-sel (Lonza) és Glutamax-szal (Invitrogen) kiegészitett MEM-ben
(Sigma) tenyésztettik. A B16/F10 egér melandémasejteket 5% FBS-sel (Lonza) és
Glutamax-szal (Invitrogen) kiegészitett RPMI médiumban (Sigma) tenyésztettik. A
hCMEC/D3 [59] human cerebralis endotélsejteket (human cerebral endothelial cells;
roviditve D3) patkanyfarok-kollagén bevonati csészéken tenyésztettik 2,5 % FBS-sel
(Sigma) ¢és EGM-2 Bullet Kit-tel (Lonza) kiegészitett EBM-2 médiumban.

A primer patkany agyi endotélsejteket (primary rat brain endothelial cells; RBECs)
két hetes patkanyokbol izolaltuk az eldzetes leirasnak megfeleléen [60,61]. Kozvetleniil az
agyhartya eltavolitdsa utan a két cerebralis félteke kéregallomanyat apr6 darabokra vagtuk,
majd 1 mg/ml-es 2-es tipusu kollagenaz (Sigma) oldatban inkubaltuk 75 percig 37 C’-on.
A minta mielintél 20%-0s BSA-ban torténd centrifugalassal valdé megtisztitdsa utdn egy
masodik emésztés tortént 1 mg/ml-es kollagenaz-diszpadz (Roche) eleggyel 37 C°-on 50
percig. Ezutan Percoll gradiensben (Sigma) torténé 1000-g-s 10 perces centrifugalassal
kinyert mikroér fragmentumokat fibronectin-kollagén eleggyel bevont csészékre helyeztiik.
Az érfragmentumokbol Kinyert endotélsejteket 10% plazma-eredetli szérumot (plasma
derived serum; PDS, First Link), valamint névekedési faktorokat tartalmaz6 DMEM/F12 —
ben (Invitrogen) tenyésztettiik. Az esetleges nem endotelialis sejtek eltavolitasa érdekében
az els6 két nap folyaman 4 pupg/ml puromycint adtunk a kultarahoz.
gondozasi és hasznalati iranyelveknek szigortan eleget téve végeztiikk el. A protokollt a
Csongrad Megyei Kormanyhivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategészségiigyi
Igazgatosaga jovahagyta (Engedély Szédma: XVI./03839/001/2006). Az allatok

szenvedésének minimalizalasdra minden erdfeszitést megtettiink.
5.2 Transzmigracios Kisérletek

A transzmigracios kisérletekhez a primer RBEC-ket gyengén tripszinizaltuk, majd
fibronektin/kollagén bevonatu filter inszertekre (8 pm porusméretd, 1,13% cm-es filter;
Millipore) helyeztiik, melyek egy 12 well-es lemezbe keriilt. A konfluens allapot elérése
utdn a junkciok szorosabba tételének érdekében az endotélsejtek apikalis oldalara 550 nM

hidrokortizont, 250 uM CPT-cAMP-t (Sigma) és 17,5 pM RO-201724-t (Roche), mig a
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bazolateralis  részre  asztrocita  kondicionalt —médiumot adtunk 24  orara.

A megfeleld TEER értékek elérése utan szérummentes médiumban 10°
melandémasejtet a filterek apikalis részébe juttattunk, mig a bazolateralis
kompartimentumba 100 pg/ml I-es tipust kollagént tartalmazé szérummentes médium
keriilt. Ezutan 200 pM Pefabloc®-ot adtunk mind az apikalis, mind a bazolaterélis
kompartimentumba. A sejtek 5 6ra inkubacios idé utan etanol/ecetsav elegyével lettek
fixalva, majd a sejteket a filter fels6 részébdl egy vattapalcikaval eltavolitottuk. Az

endotélrétegen és a porusokon atvandorolt melanomasejteket ezutan megszamoltuk.
5.3 Immunofluoreszcens mikroszkopias képalkotas

A RBEC sejteket (0 vagy 1l-es passzazs szamu) a konfluencia eléréséig
kollagén/fibronektin bevonatii iiveg feddlemezen tenyésztettik. A melanémasejteket
(A2058 vagy B16/F10) fluoreszcensen jeloltiik CellTracker™ Blue CMAC (Invitrogen)
segitségével, majd ezt kovetden az endotélsejtek rétegére helyeztiik. 5 éra inkubacios 1d6
utan a sejteket mostuk, majd etanol/ecetsav elegyével fixaltuk. 30 perc 3%-0s BSA
(Sigma) oldattal torténé blokkolas utan a fedélemezeket occludin, claudin-5 vagy ZO-1
(Zymed) elleni elsédleges antitestekkel inkubaltuk. A festéseket Cy3- és CyS-konjugalt
masodlagos antitestek segitségével tettiikk lathatova. A feddlemezeket fakulast gatlo
médium (anti-fading medium, Biomeda) felhasznalasaval agyaztuk be, majd a jel

eloszlasat fluoreszcens mikroszkopia segitségével vizsgaltuk.
5.4 Transzendotelialis elektromos ellenallas (TEER) mérése

RBEC sejteket kollagén/fibronektin bevonatii szemipermeabilis membranon
tenyésztettiink (0,4 pm porusatmérd, 1,12 cm? Costar Corning Transwell Clear). A
konfluens allapot elérése utan az endotél egysejtrétegre 550 nM hidrokortizont, 250 uM
CPT-cAMP-t (Sigma) és 17,5 uM RO-201724-t (Roche) juttattunk, majd a CellZscope®
késziilék (nanoAnalytics) asztrocita kondicionalt médium tartalma rekeszeibe helyeztiik.
Miutan a TEER plato allapotot ért el, az inszert felsé kompartimentumaba 10°

melandémasejtet helyeztiink, majd a TEER-t tovabbi 24 6ran keresztiil rogzitettiik.
5.5 Transzmisszios elektronmikroszkdopia

RBEC sejteket 8 um porusatmérdji filter inszerteken tenyésztettiink. Ezt kovetden
az endotél egysejtrétegre 2:10° A2058 melandémasejtet helyeztiink 5 6ras inkubacios idére.

PBS-sel torténé mosas utan a sejteket 1% formaldehid és 1% glutaraldehid 0,1 M foszfat
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pufferben feloldott keverekével fixaltuk, majd 1% ozmium-tetroxid 0,1 M foszfat pufferrel
képzett oldataval utofixaltuk. A fixalt sejteket dehidratalas utan Spurr gyantaba agyaztuk
be. A vékony metszetek Leica ultramikrotom segitségével késziiltek, és uranil-acetattal,
valamint 6lom-citrattal lettek kontrasztositva. Az el6készitett metszeteket Zeiss 902 tipusu

elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.
5.6 Western blot analizis

A melanomasejteket konfluens agyi endotélsejt-rétegre (RBEC vagy D3) helyeztiik
majd szérummentes médiumban 24 6ran at inkubaltuk. A sejteket ezutan PBS-ben mostuk,
majd jéghideg lizispufferbe kaparva (20 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,5% Triton X-100, 1%
natrium-deoxykolat, 0,1% natrium-dodecil-szulfat, I mM natrium-vanadat, 10 mM NaF, 1
mM EDTA, 1 mM Pefabloc®) 30 percet inkubaltuk jégen. A lizdtumot 4 C°-on 10000-g-s
10 perces centrifugalas segitségével tisztitottuk. A fehérjéket ezutan poli-akrilamid
gélelektroforézis segitségével méret szerint elvalasztottuk, majd PVDF (Millipore) vagy
nitrocelluloz (Whatman) membranra blottoltuk. A nem-specifikus membrankotéhelyek
blokkolasa szobahémérsékleten TBS-T-ben oldott 3% BSA-val vagy 5% kazeinnel
(zsirszegény tejpor) tortént 30 percig. A kivant fehérjék jelolésére anti-claudin-5 (Zymed),
illetve anti-occludin (Tranasduction Laboratories) elsddleges antitesteket hasznalatunk. A
membranokat TBS-T-ben torténd mosas utan masodlagos antitesteket (Pierce) tartalmazo
TBS-T oldatban inkubaltuk. Az immunreakciokat az Immobilon  Western
Chemiluminescent HRP szubsztrat (Millipore) segitségével rontgen-filmen (Agfa)

rogzitettik.
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6. KISERLETI EREDMENYEK

6.1 Melanomasejtek transzendotelialis migracidojanak vizsgalata in vitro vér-
agy gat modellen

Ahhoz, hogy melanomasejtek kozponti idegrendszerbe vald transzendotelialis
cerebralis endotélsejt kulturdk (primer patkany agyi endotélsejtek: RBEC és egy human
cerebralis mikrovaszkularis sejtvonal, a hCMEC/D3), illetve két melanoma sejtvonal
(A2058 human és BI6/F10 egér sejtvonalak) felhasznalasaval. Ebben a kisérleti
elrendezésben az agyi endotélsejteket 8 um porusatmérdji filtereken a konfluens allapot
eléréséig tenyésztettiik. A sejtréteg konfluencidjat transzendotelidlis elektromos ellenéllas
(transendothelial electrical resistance; TEER) mérésekkel ellendriztiik a kisérletek elején és
végén. A filteren taldlhaté endotélrétegre ezutan 9-10* sejt/cm? aranyban melandmasejteket
adtunk, melyeket elézetesen CellTracker™ Blue flouroférokkal jeloltink. A kisérletek
soran mindkét melanoma sejtvonal képesnek bizonyult az endotélsejtek rétegén athaladva a

filter porusainak taloldalara migralni, ahol megfigyeléseink szerint a filter aljara tapadtak.
6.2 Melanémasejtek hatisa a transzendoteliilis elektromos ellenallasra

A melanomasejteknek a vér-agy gatra torténd hatasanak vizsgalata céljabol
kutatocsoportunk a transzendotelialis rezisztenciaban bekovetkez6 valtozasokat mérte. Az
A2058 vagy B16/F10 sejtek jelenléte id6 fiiggvényében csokkentette a TEER-t (3. abra).
Méréseink alapjan megallapithatd, hogy a B16/F10 melanémasejtekkel torténd inkubacié
akar mar a kisérlet megkezdése utan 5 oraval szignifikans csokkenést okozott a TEER-ben.
Az A2058 esetében szignifikans csokkenést csak a kisérlet kezdetétdl szamitott 24 ora

elteltével figyelhetlink meg, &m annak mértéke akar a 30%-ot is elérhette.
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Agyi endotélsejtek transzendotelialis elektromos
ellenallasanak valtozasa melanémasejtek hatasara
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3. abra: A transzendotelidlis elektromos ellenallasban bekovetkezett

valtozasok melanomasejtek hatasara
Az RBEC sejteket 0,4 um poérusatéréjii szemipermeabilis filtereken tenyésztettik. A TEER értékek
valtozasat CellZscope késziilék segitségével kovettiik nyomon. A csillag szignifikans valtozast jelol.

6.3 A szoros kapcsolatok fehérjéinek valtozasai melanémasejtek hatasara

A TEER-ben bekovetkezd valtozasok arra utaltak, hogy a melandomasejtek
hatasara az endotélsejtek kozotti szoros kapcsolatok integritasa sériil. Ezen folyamatok
megértése érdekében kisérleteinkben els6ként a szoros kapcsolatot alkotd fehérjék
lokalizaciojaban bekdvetkezd valtozasokat tanulményoztuk fluoreszcens mikroszkopia
segitségével (4. abra). Megfigyeléseink alapjan a melanoémasejtek gyakran Kkisebb
csoportokat alkotva tapadtak le az endotélsejtek rétegére. Konfluens endotél tenyészet
esetében a junkcionalis fehérjék folytonos fest6dést mutatnak, mintegy kirajzolva az egyes
sejtek hatdrait. Azokon a pontokon azonban, ahol a melanémasejtek sikeresen kitapadtak, a
junkcionalis fehérjék festddése megvaltozott: a claudin-5 mar két o6ra utan teljesen eltlint az
interendotelialis kapcsolatokbol, mig a ZO-1 festédése szaggatotta valt. 5 ora elteltével
mar a ZO-1 fehérje sem volt kimutathatd a melandomasejtekkel kozvetlen kapcsolatba
keriilt endotélsejtek membranjaban. Ezen eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a
melandmasejtek az interendotelialis junkciokban elsdként a transzmembran fehérjéket

karositjak, majd ezt kovetden sériilnek a citoplazmatikus fehérjék.

21



claudin-5 Z20-1 claudin-5

. A\ G Ny
A2058 egyesitett A2058 egyesitett
30 min 2h

claudin-5

A2058 egyesitett

5h
4. abra: A szoros kapcsolat fehérjéinek sériillése a melanomasejtek

transzmigraciojanak kovetkeztében

CellTracker™ Blue-val fluroeszcensen jelolt A2058 melanomasejteket konfluens RBEC rétegre helyeztiink,
majd 30 percig, illetve 2 vagy 5 oraig inkubalni hagytunk. A ki nem tapadt melanomasejteket ezutan
mosassal tavolitottuk el, majd fixalas utan a claudin-5 és a ZO-1 fehérjéket festettiik. A nyilak a sériilt
interendotelialis junkciokat jelolik. Mérce = 50 um.

Fluoreszcens vizsgalataink eredményeinek alatimasztasara Western blot modszert
alkalmaztunk (5. abra). Az occludin és a claudin-5 jelenléte a D3 és az RBEC sejtkulttra
esetében 1s megfigyelhetd volt. Ezen fehérjék vérakozasainknak megfeleléen nem
expresszalodtak sem az A2058, sem a B16/F10 sejtekben. Ha a melanomasejtekkel
kozosen inkubaltuk akar az RBEC, akér a D3 sejtek alkotta konfluens endotélium réteget,
akkor az occludin és a claudin-5 szintje is szignifikdns csdkkenést mutatott a kontroll
koriilményekhez képest. Ez a hatas RBEC sejtek esetében az A2058 és a B16/F10 sejtek
altal kondicionalt médiummal is kivalthato volt, &m ez a cs6kkenés a melandmasejtekkel
alkotott ko-kulturaéhoz képest jelentdsen kisebb volt. D3 sejtek esetében csak az occludin

mennyisége csokkent a B16/F10 altal kondicionalt médium hatasara. A megjelend 60 kDa-
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os sav az occludin bomlasara utalhat. Western blot eredményeink alapjan feltételezheto,
hogy a melanémasejtek az interendotelialis junkcionalis fehérjék bomlasat indukaljak.
Ezen kisérleti koriilmények kozott a B16/F10 sejtek junkciondlis karositd hatdsa

kifejezettebb volt az A2058 sejtekénél.
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5. abra: A szoros kapcsolatok fehérjéinek mennyiségi valtozasa

melanomasejtek vagy melanoma kondicionalt médium jelenlétében

Melanomasejteket illetve melandma kondicionalt médiumot juttatunk konfluens agyi endotéliumrétegre
(A,C: RBEC; B,D: D3). A claudin és az occludin fehérjék mennyiségének valtozasat Western blot eljarassal
vizsgaltuk.

6.4 A transzcellularis migracios utvonal vizsgalata

Eddigi eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy a melanomasejtek képesek a vér-
agy gat barrier funkciojanak megzavardsara, az interendotelidlis junkciok karositasara és
ezaltal a cerebrélis endotélsejtek kozotti paracellularis transzmigraciora. Eredményeink
azonban nem zarjak ki annak lehetéségét sem, hogy a melanomasejtek részben a
transzcellularis  utat  valasztjdk  migracidjuk sordn. Ezt tobb transzmisszios
elektronmikroszkoppal készitett felvételiink is aldtdmasztani latszik. A paracellularis
migracid folyamatdnak megismerését célzd vizsgalatok soran olyan melandmasejteket
detektaltunk, melyek feltételezhetden transzcellularis atvandorlast kisérelnek meg (6.
abra). A felvételeken a szekrécidos vezikulumok miatt denzebb citoplazmdja

melandmasejtek benyomulni latszanak a vildgosabb plazmaval rendelkezd endotélsejtek
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membranjdba. Annak igazoldsira, hogy a melanomasejtek valdéban képesek
transzcellularisan ~ atvandorolni az  agyi  endotélrétegen, tovabbi  vizsgalatok

(sorozatmetszetek) sziikségesek.

A

6. abra: Melanomasejtek transzmigraciéjanak vizsgalata transzmisszios

elektronmikroszkoppal

A melanomasejtek endotéliumon keresztiili transzmigraciojat transzmisszids elektronmikroszkopiaval
vizualizaltuk. A képeken a vezikulumokkal telitett citoplazmajli melanomasejtek valdszintisithetden
transzcellularis migraciot kisérelnek meg. A nyilak melandmasejtekbdl szarmazo sejtfragmentumokat

jeldlnek az endotélsejtekben. Mérce = 1 um.
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7. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

crer

A melanémasejtek transzendotelidlis migracidjanak vizsgélata érdekében
kutatdcsoportunk egy in vitro vér-agy gat modellt adaptalt kisérleteinkhez. K&szonhetéen
az in vitro modellekkel jard alacsony kisérleti allat igénynek és koltségeknek, azokat egyre
gyakrabban hasznaljak az in vivo modszerek mellett. Az in vitro megkozelités lehetové
teszi az agyi endotélsejtrétegen keresztiili migracid6 mechanizmusainak behatobb
tanulmanyozasat, melyeket in vivo kisérletekben a rendszer Gsszetettsége miatt nem, vagy
csak nehezen lehetne vizsgalni. Hasonl6 in vitro rendszereket mar sikerrel alkalmaztak a

A Kkisérleteinkben hasznalt in vitro vér-agy gat modellek primer patkany agyi
endotélsejtek (RBEC), illetve a hCMEC/D3 human cerebralis endotelidlis sejtvonal
kultarain alapultak. Az altalunk tenyésztett RBEC-k tapasztalataink szerint megtartjak az
agyi endotéliumra in vivo jellemzd sajatossagokat, mint: a felszini von Willebrand faktor
expressziot, a sejtek kozotti Osszefiiggd TJ halozat meglétét, a magas TEER és az alacsony
permeabilitasi értékeket, valamint a magas P-glikoprotein aktivitast. A tény azonban, hogy
ragesaloknal csak igen ritkan alakul ki spontan agyi melanoma metasztazis, arra utal, hogy
alapvetd kiilonbségek vannak az emberi és allati korlefolyasban [40]. Emellett kimutattk,
hogy a humidn melanomasejtek egerekbe injektalva spontan kozponti idegrendszeri
metasztazist okoznak, tehat a xenogenikus modellek alkalmazasa megengedhetd [64,65].
Ezen indokokbol kifolyolag sziikségszer(i a human endotélsejteket hasznalata az RBEC-k
mellett, annak ellenére, hogy azok sokkal rosszabb permeabilitasi tulajdonsagokkal
rendelkeznek. A hCMEC/D3 [44] az egyik leginkabb alkalmazott human agyi endotél
sejtvonal, melyet gyakran hasznalnak emberi vér-agy gat modellekben [66,67].

A human melanoma vonalak koziil az A2058 sejtvonalat alkalmaztunk, mely
transzmigracios kisérletek sordn sikerrel okozott agyi metasztdzist immundeficiens
egerekben [64]. Emellett egér B16/F10 sejteket hasznaltunk, melyeket alapvetéen tiidé
attét eredetliek, de esetiikben szintén kimutattdk az agyi metasztazis kialakitdsanak
képességét [68,69]. A tumorsejtek endotélrétegeken (kiilonésen a vér-agy gaton) valo
atvandorlasa egy kevéssé ismert folyamat. Feltételezhetd azonban, hogy részben hasonldan
zajlik le, minta a fehérvérsejtek extravazacidja. Tobb in vitro és in vivo kisérlet
bizonyitotta, hogy extravazacidjuk sordn a fehérvérsejtek két utvonalon képesek
atvandorolni az (agyi) endotélsejtek rétegén [70,71]. Az egyik a paracellularis, azaz a

sejtek kozotti kapcsold struktirdkon keresztiili, a masik pedig a transzcellularis, azaz az
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egyedi endotélsejteken keresztiili transzmigracid. Fehérvérsejtek esetében a két Gitvonalban
szerepet jatszo fehérjék nagy része napjainkban mar ismeretes. A kdzponti idegrendszer
azonban a leukocitdk szadmara nagyrészt elszigetelt szerv, azok szinte csak
neuroinflammatorikus folyamatok soran képesek a vér-agy gaton atjutni. Megfigyelték azt
is, hogy a gyulladt vér-agy géaton keresztiil is féleg csak a mononuklearis sejtek képesek
extravazaciora akar a para- [72], akar pedig a transzcellularis Gtvonalat kihasznalva [73].
Arr6l, hogy a metasztatikus sejtek mely ttvonalon képesek atjutni az
endotélrétegeken, kevés adat all rendelkezésre. Feltételezheté hogy, foleg folyamatos
szoros kapcsolatokkal nem rendelkez6 endotélrétegek esetén, a tumorsejtek elsésorban a
paracelluldris utvonalon keresztiil jutnak ki a keringésb6l. Tumorsejtek esetében
transzcellularis migraciot csak mellraksejtek intravazacioja kapcsan irtak le [35].
Eredményeink azt mutatjdk, hogy a melandémasejtek és agyi endotélsejtek interakcidja
soran csokken az endotélréteg elektromos ellenallasa. Ugyanakkor az endotélrétegre
letapadt melanémasejtek kozelében karosodnak az interendotelialis kapcsolatok,
valosziniileg a junkcionalis fehérjék bomlasa révén. A melandmasejtek tehat képesek az
agyi endotélsejtek kozotti sejtkapcsold strukturdk karositdsara és ezaltal a paracellularis
migraciora. Elektronmikroszkopos megfigyeléseink alapjan azonban a transzcellularis
migracids utvonal hasznalata sem zarhat6 ki, pontos konkluzié eléréséhez azonban tovabbi

vizsgalatokra van sziikség.

26



8. OSSZEFOGLALAS

A melandma a melanocitakbol szarmaz6 daganat, amely rovid idén beliil képes
attétet képezni a szervezetben, és ezen attétek jelentds része a kdzponti idegrendszert érinti.
A kozponti idegrendszer nem rendelkezik nyirokkeringéssel, ezért a daganatos sejtek
csupan a vérkeringés utjan képesek szovetébe jutni. Emiatt az attétképzo sejtek egyik 6
tdmadasi pontja a vérkeringést és a kozponti idegrendszert elvalasztdé vér-agy gat. A
igen kevéssé ismertek. A tumorsejtek extravazacidja szamos hasonlosagot mutat a
fehérvérsejtekével. Ez utdobbiak képesek a sejtek kozott (a sejt-sejt kapcsolatok szintjén,
paracellulérisan), és az egyes endotélsejteken keresztiil (transzcellularisan) is atvandorolni.
Kutatésaink soran arra kerestiik a vélaszt, hogy a melanomasejtek mely utvonalon képesek
az agyi extravazaciora.

Kisérleteinkhez egy in vitro vér-agy gat modellt hasznaltunk, amelyet tumorsejtek
transzendotelidlis  migracidjanak  vizsgalatara adaptéltunk. Az  endotélsejtréteg
konfluenciajat, majd a melanomasejtek hatasat az endotéliumra elészor a transzendotelialis
elektromos ellenallas (transendothelial electrical resistance, TEER) mérésével vizsgaltuk.
A2058 ¢és B16/F10 melanomasejtek hatasara az RBEC-rétegen mért TEER értékek jelentds
csokkenést mutattak az id6 fliggvényében a kontroll tenyészetekhez képest. Mivel a TEER-
t jelentésen befolyasolja az interendotelidlis junkcidk épsége, ezért feltételeztik ezek
sérilését a melanomasejtek transzmigracidja folyaman. Feltételezésiink megerdsitésére
tobb modszerrel is megfigyeltik a szoros kapcsolat fehérjéinek valtozasat a
melandémasejtek jelenlétében. Immunfluoreszcens vizsgéalataink azt mutattdk, hogy a
melandmasejtek az interendotelidlis junkciokban el0szor a transzmembran fehérjéket
karositjak, majd ezt kovetéen sériilnek a plakk fehérjék. Western blot kisérleteinkben
kimutattuk, hogy a melanomasejtek az agyi endotélsejtek occludin és claudin-5 fehérjéinek
mennyiségi csokkenését okozzak, valdszinlileg a fehérjék degradacidja altal. Mindezen
eredmények azt bizonyitjak, hogy a melanomasejtek képesek az agyi endotélsejtek kozotti
szoros kapcsolatokat karositani, és ezaltal az endotélsejtek kozott, paracelluldrisan
atvandorolni az extravazacio soran. Ezen eredményeink mellett azonban - a transzmigracio
tanulmanyozasat célz6 elektronmikroszkdpos vizsgalataink soran, - a transzcellularis
migracio lehetdségét felvetd képeket is sikeriilt rogziteniink. Ezeken a felvételeken a

melandmasejtek benyomulni latszanak az endotélsejtek citoplazmajaba.
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Kisérleteink alapjan kijelenthetjiik, hogy a melanémasejtek foként paracelluldris
uton képesek atjutni a vér-agy gaton, am a transzcellularis migracios utvonal sem zarhat6

ki.
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