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BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A rosszindulati daganatok agyi attétei az életet sulyosan
fenyegetd6  korképek, amelyeknek kezelési lehetdségei igen
korlatozottak. A leggyakrabban el6forduld agyi metasztazisok eml6- és
tiid6karcinoma, illetve melanoma eredetiiek. Ezek kdzll a melanéma az
egyik legnagyobb szdzalékban agyi metasztazist ad6 tumor (az esetek
55-75%-aban).

Mivel a  kozponti  idegrendszer nem  rendelkezik
nyirokkeringéssel, a metasztatikus sejtek csupéan a véraram Gtjan, vagyis
a vér-agy gaton keresztil juthatnak be az agyi parenchymaba. Ennek a
folyamatnak egyik alapveté Iépése az agyi kapillarisokat bélel6
endotéliumon valé atjutds. Az agyi endotélsejtek a pericitdk, az
asztrocitak és az idegvégzodések jelenlétében egy szoros gatat képeznek
a Vér és az idegszovet kozott. Ez a vér-agy gat, melynek kiemelkedd
szerepe a kdzponti idegrendszer homeosztazisanak fenntartasa. A ,,gat”
funkcio ellatasat az agyi endotélsejtek kilonleges tulajdonséagai teszik
lehet6vé, mint a folytonos szoros kapcsolatok (tight junctions), valamint
a kiilonb6z6 transzporterek és enzimek jelenléte. A folytonosan
elhelyezkedd szoros kapcsolatok szabalyozzak a paracellularis (sejtek
kdzotti) permeabilitast. Felépitésiikben transzmembran (a Marvel csalad
tagjai, claudinok, junkcionalis adhéziés molekuldk), valamint
citoplazmatikus fehérjék (zonula occludens proteinek: ZO-1, ZO-2,
illetve cingulin, paracingulin fehérjék) vesznek részt. A szoros
kapcsolatok kialakulasaban és fenntartdsaban fontos szerepet jatszanak
tovabba a toliikk bazolateralisan elhelyezkedd adherens kapcsolatok,
melyeket szintén transzmembran (cadherin), illetve citoplazmatikus
(catenin) fehérjék alkotnak.

Az agyi attétképzésnek  kulcsfontossagu  lépése a
melandmasejtek vér-agy gaton vald atjutasa, azonban jelenleg még igen
keveset tudunk a melanémasejtek és az agyi endotélsejtek kozott fellépo
kolcsonhatasokrol. A melandémasejtek erekb6l vald  kilépésében,
extravazaciojaban szamos  sejtfelszini és adhéziés molekula,
proteolitikus enzim és jelatviteli utvonal jut kulcsszerephez. A
tumorsejtek kétféle mozgassal képesek vandorolni: mezenchimalisan,
illetve am6boid médon. A mezenchimalis mozgas soran a sejtek elnyult



alaklak, megndvekedett proteolitikus aktivitassal és alacsony Rho-
ROCK (Rho-kinaz) aktivitassal birnak.

Kutatasaink célja olyan molekuléris mechanizmusok és
folyamatok vizsgalata volt, amelyek részt vesznek a melandmasejtek és
endotélsejtek kozotti kolcsdnhatasban. Kisérleteinkben a kovetkezd
kérdéseket probaltuk megvalaszolni:

1. Hogyan hatnak a melanémasejtek az agyi endotélsejtekre
extravazaciojuk soran?

2. Milyen transzmigréciés Utvonalon képesek a melandmasejtek
athatolni az agyi endotéliumon?

3. Mely proteazok segitik el6 a melanomasejtek atjutasat az agyi
endotélsejteken?

4. Milyen szerepet jatszik a Rho-ROCK jelatviteli utvonal a
melandma agyi attétképzésében?

ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejttenyésztés és kezelések

Az A2058 human melandmasejteket 5% magzati marha
szérummal (fetal bovine serum, FBS) (Lonza), valamint Glutamax-szal
(Invitrogen) kiegészitett MEM (Sigma) tapfolyadékban tenyésztettik. A
B16/F10 egér melandmasejteket RPMI  (Sigma) médiumban
tenyésztettilk, mely 5% FBS-t (Lonza) és Glutamax-ot tartalmazott. A
human agyi mikrovaszkularis endotél sejtvonalat (h\CMEC/D3, réviden
D3) patkanyfarok kollagénnel bevont tenyészt6 csészékben novesztettiik
EGM-2MV (Lonza) ndvekedési faktorokkal és szérummal kiegészitett
EBM-2 (Lonza) tapfolyadékban. A primér patkany agyi endotélsejteket
(rat brain endothelial cells, RBEC) 2-3 hetes patkanyokbdl izolaltuk. Az
endotélsejteket fibronektinnel és IV-es tipusu kollagénnel bevont
cseszében tenyesztettik DMEM/F12 (Invitrogen) tapfolyadékban,
melyet 10% plazmabdl készitett szérummal (First Link) és ndvekedési
faktorokkal egészitettlink ki. A mas tipusd sejtekt6l mentes, tiszta
endotéltenyészet elérése érdekében az elsd két tenyésztési napon a
tdpfolyadékhoz 4 pg/ml puromycint adtunk. Az izoldlds sordn a
laboratoriumi  &llatokkal a hazai és a nemzetkozi el6irasoknak
megfelelden jartunk el.



Kisérleteinkben a koévetkez6 finomvegyszereket hasznaltuk: a
Pefabloc-ot (Roche) 200 um koncentracioban, az Y27632-t (Tocris) és a
fasudil-t (Santa Cruz) (ROCK-1 és ROCK-2 gatloszereket) 10 pM-os
koncentracioban, a CT04 irreverzibilis Rho GTPaz gatlészert 1 pg/mi
koncentracioban alkalmaztuk.

Adhézios kisérletek

Az agyi endotélsejteket (patkany RBEC vagy human D3) 24
lyuka tenyésztéedényben novesztettiik a konfluencia eléréséig. A
kisérletek kezdetén a melan6masejteket (A2058 vagy B16/F10)
fluoreszcens festékkel (Oregon Green ® 488 karboxilsav diacetét
szukcinimidil észter, Invitrogen) jeléltik meg. Ezt kovetéen 5*10°*
melandmasejtet helyeztink  az  egyes lyukakban  levd
endotélsejtrétegekre  szérummentes  tapfolyadékban, majd a
melandmasejteket hagytuk kitapadni kiilonb6z6 idéintervallumokig. Ezt
kovetden a ki nem tapadt sejteket lemostuk, és a kitapadtakat etanol-
ecetsav (95/5 v/v) keverékével fixaltuk -20°C-on 6t percig. Az
endotélréteghez tapadt melandmasejteket fluoreszcens mikroszképhoz
kapcsolt digitalis kameraval lefényképeztik, majd Image Pro Plus
szoftver segitségével megszamoltuk.

Immunfluoreszcencia és aktin festés

Fibronektinnel és IV-es tipusi Kkollagénnel bevont (veg
fed6lemezeken konfluencidjuk eléréséig novesztettiink patkany agyi
endotélsejteket. A  melandmasejteket (A2058 vagy B16/F10)
CellTracker™ Blue CMAC (Invitrogen) vagy Oregon Green
fluoreszcens festékekkel jeldltik meg, majd az endotélrétegre helyeztiik.
Ot ora elteltével etanol-ecetsav (95/5) keverékével fixaltuk. Ezt
kovetden a fedblemezeket 3%-0s BSA oldattal blokkoltuk 30 percig,
majd az elsddleges ¢és a fluoreszcensen jelolt masodlagos
ellenanyagokkal inkubaltuk. Végil a fed6lemezeket bedgyazd
médiumban (Biomeda) rogzitettik a targylemezekhez. Aktin festés
esetén a fedblemezeken tenyésztett melanomasejteket 4%-0S
paraformaldehiddel fixaltuk, majd -20°C-on 10 percig permeabilizaltuk
acetonnal. A blokkolast kovetden a sejteket Alexa488-cal jelolt
falloidinnel festettik meg. A fedélemezeket beagyazé médiumban
rogzitettik, majd fluoreszcens mikroszképhoz (Nikon Eclipse
TE2000U) kapcsolt digitdlis kameraval (Spot RT KE) felvételeket
készitettik réluk. A melandmasejtek és endotélsejtek  kdzotti

3



kolcsonhatasok vizsgalatdhoz konfokalis mikroszkdpos analizisnek is
alavetettik az immunfluoreszcensen megjel6lt mintdkat. A mintak
harom dimenziés optikai szeletelését Olympus Fluoview FV1000
konfokalis 1ézer mikroszkdppal végeztik. A kapott digitalis képeket az
Olympus Fluoview szoftver segitségével elemeztik.

A transzendotelialis elektromos ellenallas (TEER)
mérése

A patkany agyi endotélsejteket fibronektinnel és 1V-es tipusu
kollagénnel bevont szemipermedbilis filetereken (4 pum pérus méreti,
1,12 cm? Costar Corning Transwell Clear) nfvesztettink. A
konfluencia elérése wutdn a sejtek tapfolyadékat 550 nM
hidrokortizonnal, 250 uM CPT-cAMP-vel (Sigma) és 17,5 uM RO-
201724-gyel (Roche) egészitettik ki. A filtereket asztrocita kondicionalt
médiummal feltoltott CellZScope (nanoAnalytics) mérdkésziilékbe
helyeztilk, s megmértiik a transzendotelialis ellenallast. Alland6sult
TEER értékeknél 10° melandmasejtet helyeztiink a filterek apikalis
részébe, s mértik az altaluk kivaltott ellendllas valtozést tovabbi 24
oraig.

Atomi erd mikroszkopos mérések

Kisérleteinkben ¢é16 melandmasejt és endotélsejtek kozott
fellépd adhézios erét mértiink és jellemeztiink atomi eré mikroszkoppal.
A mérésekhez Asylum MFP-3D fejet és Molecular Force Probe tipusud
atomi er0 mikroszképot hasznaltunk, melynek vezérlé programja Igor
Pro (v. 6.22A, Wavemetrics) szoftverben készilt. Szilikon-nitrid ti
nélkiili konzolokat hasznaltunk (MikroMasch), melyek rugoéallanddjat
meghatarozva 30 pN/nm atlagértéket kaptunk. A fluoreszcensen jel6lt
melandmasejteket biotinilalt-BSA/streptavidin/biotinilalt-Concanavalin-
A rétegekkel bevont konzolokhoz rogzitettik. Az igy rogzitett
melandmasejtet a tenyészté csészében levé konfluens D3
endotélréteghez kozelitettiik, mig a nyomoder6é elérte a 2 nN-t. A
kisérleteket Leibovitz médiumban végeztiik, amit 25 perc elteltével a
mérés sordn friss médiumra vagy 10 pM-os koncentracioju Y27632
ROCK gatloszert tartalmazo tapoldatra cseréltink. Ezt kovetden kb. 45
masodpercenként tovabbi 90 percig mértik a sejtek kozotti adhézios
erot.



Transzmigracios kisérletek

A transzendotelidlis migréacié vizsgalatdhoz a patkany agyi
endotélsejteket fibronektin/kollagén keverékével bevont filterekre (8 um
porus méret, 1,13 cm? Millipore) helyeztik. Az endotélréteg barrier
tulajdonsagait a TEER mérésével ellendriztiik. Ezt kdvetden 10° Oregon
Green-nel fluoreszcensen megjeldlt melandmasejtet helyeztiink az
apikalis részbe. Az als6 kompartimentumot 100 pg/ml I-es tipusu
kollagént tartalmazo szérummentes médiummal toltéttik fel. Ot ora
elteltével a sejteket megmostuk, majd etanol/ecetsav keverékével
fixaltuk. A fels6 részben levd sejteket oOvatosan letoroltiik, majd
fluoreszcens mikroszkdp segitségével megszamoltuk a filter aljara
atvandorolt melanomasejteket.

Western-blot

Szérummentes tapfolyadékban melandmasejteket helyeztink a
konfluens endotélsejtrétegekre (D3 vagy RBEC), majd a sejteket 24
oran keresztil egydtt tenyésztettiik. Ezutan a sejteket PBS-sel mostuk,
és RIPA lizispufferben (6sszetétele: 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,5%
Triton X-100, 1% deoxikolat, 0,1% SDS, 1 mM Na-vanadat, 10 mM
NaF, 1 mM EDTA, 1 mM Pefabloc®) homogenizaltuk. A mintakat 30
perc jégen torténd inkubalds utan lecentrifugaltuk (10000*g, 10 perc,
4°C). A kapott fehérjemintak koncentréaci6jat BCA (Pierce) mddszerrel
hataroztuk meg. A mintaban levé fehérjéket SDS-poliakrilamid gél
elektroforézissel vélasztottuk el, majd PVDF (Millipore), illetve
nitrocellul6z (Bio-RAD) membrénokra blottoltuk. A nem specifikus
kotohelyek blokkoldsa utan a membranokat elsddleges ellenanyagokkal
(anti-claudin-5, illetve anti-occludin) inkubaltuk, majd TBS-T-vel
mostuk. Ezt kovette a HRP-konjugalt masodlagos antitesttel valo
inkubacié, majd Gjabb mosas. Az immunreakciét Immobilon ECL
detektal6 segitségével rontgenfilmen tettiik lathatéva.

Zselatin zimografia

A D3 endotélsejteket 12 lyuku tenyésztéedényekben a
konfluencia eléréséig névesztettilk, majd 2*10°> A2058 melanémasejtet
helyeztunk rajuk szérummentes tapfolyadékban, 6t oréara. Ezt kovetden a
médiumokat begylijtottiik, lecentrifugaltuk (10000*g, 10 perc, 4°C), és
merkaptoetanol mentes Laemmli pufferrel elékészitettiik zimografias
vizsgalathoz. A sejteket PBS-sel mostuk, 1,5%-0s Tx-114 lizis
pufferben homogenizaltuk, majd lecentrifugéltuk, és a membranfrakciot
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szintén merkaptoetanol mentes Laemmli pufferrel készitettik el6. 1,5
mg/ml zselatint tartalmaz6 SDS-poliakrilamid gélen a fehérjéket
elektroforetikusan szétvalasztottuk. A géleket 2,5% Triton-X-100
pufferrel, majd desztilalt vizzel mostuk. A géleket ezt kovetéen 37°C-on
két napig inkubdltuk a kovetkezé oOsszetételti pufferben: 50 mM Tris
pH=7,4, 5 mM CaCl,, 1 mM ZnSO,, 1 mM MgCl, és 0,2 M NacCl,
illetve 50 mM Tris pH=7,4, 0,2 M NaCl és 5 mM EDTA. A
zselatindzok aktivitasat Coomassie BBR250 festéssel mutattuk ki. A
festés utan az atlatszo zselatinolitikus savok lathatova valtak.

RNS interferencian alapulé géncsendesités

A Stealth™ siRNS duplaszali oligoribonukleotidokat (1.
tablazat) az Invitrogen BLOCK-iT™ RNAi tervezd programmal
terveztik, és az Invitrogen-t6l vaséroltuk meg. Az A2058
melandmasejteket ndvekedési fazisban, 50%-o0s konfluencia elérésekor
transzfektaltuk a tablazatban feltlintett szekvenciakkal. A géncsendesités
hatékonysagat ismételt transzfekcioval noveltik. A melanémasejteket a
masodik transzfekciot koveté napon hasznaltuk fel a kisérleteinkben. A
géncsendesités sikerességét minden alkalommal valds idejii polimeraz
lancreakcidval ellendriztik.

1. tblazat. A géncsendesitéshez hasznalt szekvencidk.

Név Szekvencia (5' -3")

sense UAGAGUGUCGAAGAUGCCAUGUUAA

ROCK I
antisense UUAACAUGGCAUCUUCGACACUCUA
sense CCGUUGCCAUAUUAAGUGUCAUAAA

ROCK Il
antisense UUUAUGACACUUAAUAUGGCAACGG
sense AAGAAGUGUGUUACUUGCCAUCUAA

Szepraz
antisense UUAGAUGGCAAGUAACACACUUCUU
sense GACGUAGAGAGAGUUCCGACAUACA

Kontroll
antisense UGUAUGUCGGAACUCUCUCUACGUC




EREDMENYEK

A melanomasejtek és az agyi endotélsejtek kozotti
kélcsonhatdsok:  kitapadds  (adhézi6) és  atvandorlas
(transzmigracio)

Kisérleteink soran megfigyeltik, hogy mind a human A2058,
mind az egér B16/F10 melandmasejtek kitapadtak az agyi endotélsejtek
rétegéhez (RBEC és D3 sejtekhez). A melandmasejtek adhézidja az
endotéliumhoz mar 15 perc utan megfigyelhetd volt, majd jelentdsen
novekedett 30 perc elteltével. A két melandémasejt tipus kozil a
B16/F10 adhézigja idében ¢és szamban is meghaladta a human
melandmasejtekét.

A metasztdzis képzés soran a kitapadast kovetd Iépés a
tumorsejtek transzmigréacidja az endotélsejtek rétegén. Konfokalis
mikroszkoppal készult felvételeken lathatdak voltak az endotélréteg
bazolaterdlis oldalan a melanémasejtek  nydlvanyai.  Ezért
megvizsgaltuk, hogyan befolyasoljak a melanémasejtek az agyi
endotélium barrier tulajdonségait.

A melanémasejtek hatdsa az agyi endotélsejtek
junkcioira

A barrier  funkci6  vizsgalatdhoz az  endotélréteg
transzendotelialis  elektromos ellenallasanak (TEER)  valtozasat
kovettiik. Megfigyeltlik, hogy mind a human (A2058), mind az egér
(B16/F10) melandémasejtek endotélrétegre helyezve 24 6ra elteltével
jelent6sen csokkentették a TEER-t. Az endotélréteg rezisztencidjanak
csokkenése a junkcidk sérilésére utalt, ugyanakkor felvettette annak
lehetdségét, hogy a melandmasejtek elsésorban paracelluldrisan jutnak
at az agyi endotéliumon. A paracellularis vandorlas kdvetkeztében
sérulhetnek az endotélsejtek kozotti junkciok, ezért a tovabbiakban
megvizsgaltuk a  junkcionalis  fehérjék lokalizaciojaban  és
expressziojaban melanémasejtek hatasara bekdvetkezo valtozasokat.

Immunfluoreszcens  technikékkal kimutattuk, hogy a
melandmasejtek kitapadasénak helyén az endotélsejtek junkcionalis
fehérjéinek (claudin-5, occludin, Z0O-1) festése szakadozotta valt.
Ugyanakkor — western-blot  alkalmazasaval —megfigyeltik, hogy
melandmasejtek jelenlétében, illetve az Aaltaluk termelt kiilonb6z6
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faktorok hatasara elbomlanak a szoros kapcsolatokat alkotd junkciondlis
fehérjék.

A melandémasejtek altal termelt proteolitikus enzimek
hatasa a transzmigraciora

A melandmasejtek  transzmigracidéjuk  sordn  szdmos
proteolitikus enzimet termelnek, amelyek eldsegitik vandorlasukat és
ezéltal az attétképzést. Kimutattuk, hogy endotélsejtek jelenlétében a
melandmasejtek proteolitikus aktivitasa jelentésen megnétt. Kiilonb6zo
proteéz gatloszereket (EDTA  métrixmetalloproteaz, E64
ciszteinprotedz,  Pefabloc  szerinprotedz  inhibitor) alkalmazva
megprobaltuk kimutatni, hogy melyek a melanémasejtek altal termelt
fobb proteazok. A melanomasejtek altal termelt proteazok aktivitasat az
alkalmazott gatloszerek kozll csupan a Pefabloc csdkkentette, igy arra a
kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a melandmasejtek agyi endotélsejtek
hatasara elsdsorban zselatinolitikus szerin proteazokat termelnek, és
szabaditanak fel. Transzmigracios kisérleteinkben Pefabloc segitségével
sikerilt a melandmasejtek atvandorlasat is csokkentenink. A
melandmasejtek altal termelt szamos szerinproteaz kozil géncsendesités
alkalmazasaval sikeriilt kimutatnunk a szeprazt. A szepraz-csendesitett
melandmasejtek transzmigracioja jelentdsen csokkent a kontroll
sejtekéhez képest. Mivel a daganatos sejtek esetében a jelentds
proteolitikus aktivitas, valamint alacsony Rho-ROCK aktivitds az Un.
mezenchimalis mozgéasforméra jellemz6, a tovabbiakban ezen
mozgastipus szerepét vizsgaltuk meg a melandmasejtek vér-agy gaton
val6 atjutasaban.

A ROCK gétlas hatdsa a melandmasejtek és az agyi
endotélsejtek kozotti kdlcsonhatasra

A melandmasejtekben a ROCK gatlas mezenchimélis
mozgastipust valt ki

ROCK gatlészer jelenlétében a melandmasejtek alakja elnyuilt,
un. mezenchimalis alakot wvett fel, szamos aktinban gazdag
lamellipodiummal és filopodiummal, ugyanakkor novekedett a
proteolitikus aktivitas is.

A melandmasejtek agyi attétképzésében jatszott szerepének
tisztazdsa végett megvizsgaltuk a ROCK gatlasanak hatasat a
melandmasejtek adhézidjara. A2058 melandmasejteket ROCK inhibitor
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jelenlététében (Y27632 vagy fasudil) vagy hianyaban (kezeletlen,
kontroll) hagytunk kitapadni huméan agyi endotélsejtekhez 90 percig.
Megfigyeltiik, hogy a ROCK gatlasa jelentésen megndvelte a kitapadt
melandmasejtek szamat mindkét gatldszer esetében. A kezeletlen
sejtekhez képest ROCK géatladsara megnétt az elnyult és kerek sejtek
szaménak aranya is. Hasonléan megndvekedett adhéziét mutattunk ki
ROCK I-I1 csendesitett melandmasejtekkel vegzett kisérleteinkben.

A ROCK gatlas noveli a melanémasejtek és endotélsejtek kdzotti
adhézios erot

A tovéabbiakban kivancsiak voltunk arra, hogy a ROCK gétlas
hatasara megndvekedett melanomasejt adhézié milyen 6sszefliggésben
all a melandmasejt-endotélsejt kozott fellépd adhézios eré mértékével.
Er6spektroszkopia alkalmazasaval megmértiik a melandmasejt és a
tenyésztd csészén levo endotélréteg kozott kialakult adhézios erdt.
Kezeletlen sejtek esetében a mért adhézios eré 200 pN volt, amit a
ROCK gatldszer jelenléte mintegy 2,5-szer megnovelt.

A ROCK gétlés eldsegiti a tumorsejtek transzendotelialis
migréaciojat

Mivel a ROCK gatlasa megnovelte a kitapadast, kivancsiak
voltunk arra is, hogy milyen hatast figyelhetlink meg a transzmigracio
soran. Kimutattuk, hogy mindkét melandmasejt esetében a ROCK
gatloszerek jelenléte igen jelent6sen megnovelte az atvandorolt sejtek
szamat. A Rho-ROCK jelatviteli  utvonal — melanémasejtek
transzmigracidjaban jatszott szerepének tisztdzasa érdekében CTO04
gatloszerrel szelektiven és irreverzibilisen gatoltuk a RhoGTPazt, s
ezéltal a ROCK-ot endotél- vagy melanémasejtekben. Kimutattuk, hogy
a Rho-ROCK utvonal gatlasa a melandémasejtekben jelent6sen
elsegitette a migraciot, mig az endotelialis Rho-ROCK gatlds nem
befolyasolta azt.

A ROCK gatloszer ndveli az agyi parenchimalis attétek szamat

B16/F10 sejteket injektaltunk C57/BL6 egerek {6 nyaki
téerébe (arteria carotis communis), majd egy résziik ROCK gatloszert
(Y27632) is kapott 500 pg/kg koncentracidban. Kezeletlen &llatokban
foként az agykamrakban és leptomeningealisan figyeltink meg
attéteket, ugyanakkor a ROCK gatloszer jelentésen ndvelte az agyi
parenchimélis daganatok szamat.



OSSZEFOGLALAS

A melandma rendelkezik a daganatok kozil a legnagyobb
kdzponti idegrendszeri affinitassal. Az agyszdvetbe vald eljutashoz az
attétképz6 sejteknek at kell torniiik az agyi kapillarisokat béleld
endotélsejteken, amelyek a vér-agy gat legfontosabb alkot6elemei. Ez a
folyamat az agyi attétek képzOdésének egyik kulcsfontossagu 1épése.
Keveset tudunk azonban a melandémasejtek és az agyi endotélsejtek
kozotti kdlcsonhatasrol.

Kutatdsaink célja az wvolt, hogy olyan molekuléris
mechanizmusokat és folyamatokat tarjunk fel, amelyek részt vesznek a
melandmasejtek és az agyi endotélsejtek kdzotti kdlcsdnhatasban.

Munkank soran vizsgaltuk a melanémasejtek hatasara a vér-agy
gat endotélsejtjeinek szoros kapcsolataiban bekovetkezd valtozasokat,
valamint az &tvandolas Utvonalat. Tovabba tanulmanyoztuk a
tumorsejtek migréaciojaban fontos szerepet jatsz6 Rho-ROCK dtvonal és
a melandémasejtek altal termelt proteolitikus enzimek jelent6ségét az
agyi endotélsejtek és a melandmasejtek kolcsonhatasaban. A
melanémasejtek  transzendotelidlis  migraciojadt egy in  vitro
modellrendszer segitségével tanulmanyoztuk.

Megfigyeltik, hogy a melandmasejtek jelenlétében csokkent az
endotélsejtek  transzendotelialis  rezisztenciaja, ami a barrier
tulajdonsagok karosodasara utalt. Ugyanakkor, az interendotelialis
junkcidk kialakitasaért, ezaltal a vér-agy gat integritasanak
fenntartasaért felelés fehérjék, mint az occludin és a claudin-5
immunfluoreszcens membréanfestése szakadozottda valt. Hosszabb
egyutt-tenyésztés ezen junkcionalis fehérjék lebomlasat idézte elé az
endotélsejtekben. Ezen eredmények arra utaltak, hogy a melanémasejtek
képesek paracellularisan, az endotélsejtek kozott athatolni a vér-agy
gaton. Zimografias vizsgalatokkal kimutattuk, hogy az endotéliummal
kapcsolatba keriild6 melanomasejtek proteolitikus aktivitasa megnott.
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Géncsendesités alkalmazéasaval bebizonyosodott, hogy a
transzmigracioban az egyik jelentOs szereppel bir0 protedz a szepraz.

A tumorsejtek kétféle mozgastipussal képesek vandorolni: a
mezenchimalis tipussal, amelyben a Rac és az extracellularis proteolizis
jatszik szerepet, illetve az amdboid tipussal, amely a Rho-ROCK
utvonal aktivalasaval és az aktin citoszkeleton kontraktilits ndvelésével
jar. Megvizsgaltuk, hogy milyen szerepe van ezen Utvonalaknak a
melandmasejtek vér-agy gaton valo atjutdsdban. A Rho-kindzok gatlasa
a melandmasejtek mezenchimalis mozgasat idézte el6; ugyanakkor
megndvelte mind a kitapadt, mind az atvandorolt sejtek szamat. Atomi
er6 mikroszkop alkalmazasaval megmeértiik a melandmasejt-endotélsejt
kozott kialakuld adhézids erét, mely szintén megnovekedett a ROCK
gatlészer hatdsara. Ugyanakkor a ROCK gatlasa ndvelte az agyi
parenchimalis attétek sz&mat is in vivo. Ezek az eredmények arra
engednek  kovetkeztetni, hogy a melanomasejtek  elsdsorban
mezenchimalis tipusi mozgassal haladnak at az agyi endotélsejtek
rétegén.

Eredményeink arra utalnak, hogy a junkcionalis fehérjéknek, a
Rho/Rac szignalizaciés Gtvonalaknak és a melanomasejtek altal termelt
szerin proteazoknak jelentés szerepe van a melandémasejtek vér-agy
gaton val6 atjutasaban, ezaltal az agyi melandéma attétek kialakulasaban.
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