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1. Bevezetés

A malignus betegségeket ugyan alapvetden genetikai betegségként
azonositjuk, azonban a daganatsejtek szaporodidsa ¢és a betegség
elérehaladasa elvalaszthatatlan a tumorsejtek és azok kornyezetének
kapcsolatai nélkiill. A tumorsejtek proliferacidjaban, anyagcsere-
sajatossdgaiban, sejthaldlaban szamos genetikai eltérést (mutéciok,
expresszios valtozasok), valamint szabalyozasi-szignalizacios zavart irtak
mar le, de az olyan jelenségek hatasa a tumorok progresszidjara, mint a
tumorok beerezddése, tapanyag- ¢és oxigénellatottsaga, adhézios és
migraciés tulajdonsdgai, valamint kapcsolataik az extracelluldris
matrixszal és a kornyezetben talalhat6 sejtekkel ma még kevésbé ismert
folyamatok. Pedig ezek jobb megismerése elengedhetetlen lenne a
hatékonyabb terapias lehetdségek kifejlesztésében.

A daganatok mikrokdrnyezetét nagyrészt a daganatsejtek maguk
hozzak létre, vagy a tumorok altal generalt kapcsolatok késztetik a
gazdaszovet megvaltozasait. A kialakul6é daganat szoveti mikrokornyezete
(TME) o0szt6d6 és elhal6 tumorsejtekbdl, tumorstromabdl, tumort infiltrald
erekbdl, a beszivargd gyulladasos sejtekbdl és szamos egyéb sejttipusbol,
auto- és parakrin molekularis szignalokbol all. Ez egy egyediilallo
kornyezet, amely a daganat progresszidja soran jelenik meg a
gazdaszovettel vald interakciojanak eredményeként.  Létrejottét,
fennmaradasat és valtozasait alapvetOan a tumorsejtek alakitjak szamtalan
molekularis és sejtes eseményen keresztiil. Ezek kozott altalanosan
elfogadottként szerepel a korlatlan szaporodas, kitérés a novekedésgatlas
alol, a lokalis szoveti invazio és az attétek megjelenése, az
apoptdzisrezisztencia, az érképzodés beinditasa, a proliferativ szignalok
folyamatos fenntartdsa, a sejt energiahaztartdsdnak 4talakulésa,
immunrezisztencia, a genom instabilitasa és mutaciok felhalmozodasa,
valamint gyulladasos reakciok fokozodasa.

Az utobbi két-harom évtizedben az innovativ terapids
fejlesztéseknek koszonhetéen szdmtalan 1j, targetspecifikus hatéanyag
keriilt be a Kklinikai gyakorlatba. Ezek nagy része egy-egy, a
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célmolekulat tamad, amelyek az eltérd szdveti eredetli daganatokban mas
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¢s mas fehérjét jelentenek. Az ujfajta terapias megkozelitéseknek
kdszonhetéen tobb, addig nagyon rossz vélaszt add daganat esetében
(melandéma, tiidorak) jogos remények keletkeztek a kezelések
hatékonysaganak ndvekedésével kapcsolatosan, azonban a klinikai
lefolyasok gyakran cafoljdk azokat. Ennek legfébb oka az, hogy a terapidk
alkalmazasa szinte kizdrélag a primer daganat biologiai sajatossdgain
alapszik, ugyanakkor a malignus haldlozasok kimagasld tobbsége az
attétek kialakulasa miatt kovetkezik be. Ezért az attétképzés folyamata, az
azokban szerepld molekularis események mind jobb megismerése lehet az
egyik kulcsa a sikeresebb terapiak fejlesztésének.

2. Célkitiizések

Kutatasaim f6leg a daganatsejtek mozgasanak jobb megismerésére
iranyultak, vizsgalva a mozgas befolyasoldsat és annak hatasat az
attétképzésre. Mivel a daganatsejteket az invaziojuk sordn tobbféle
kornyezeti hatas éri, a kutatasok kozel két évtizede alatt tobbféle kiilsd
kortilményt vizsgaltunk, melyek hatassal lehetnek a daganatok
attétképzésére. Ezek kozott célként szerepeltek

1. a daganatsejtek mozgasanak vizsgalata haromdimenzids
modellben, fokuszalva az aktinhalozat ¢és az adhéziok
dinamikajara

2. a heparinkezelésekkel kapott eredményeink alapjan még kisebb
oligoszacharidok hatasanak vizsgalata a tumorsejtek mozgasara és
metasztatizalasara

3. hipoxia hatasainak vizsgalata a daganatsejtek in vitro mozgasara
és in vivo kisérletes attétképzésére

4. a daganatszovet novekedése soran a foleg a hipoxia indukcioja
miatt kialakulé egyik angiogenezistipus, a vaszkulogenezis
vizsgalata klinikai mintakban

5. hipoxia/anémia korrekcidjara alkalmazott rekombinans
eritropoetin (rHuEPO) hatasanak vizsgalata in vitro és in vivo
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kisérletes tumormodellekben, valamint az EPO-receptor (EPOR)
expresszioja esetleges klinikai relevancidinak leirasa.

3. Anyagok és modszerek

3.1 In vitro sejtes vizsgalatok
A kutatasaimban szdmos szdveti eredetli daganatsejtet €s tobbféle sejtalapti
technikat hasznaltunk hatéanyagok, kezelések tumorellenes hatdsédnak
vizsgalatara. Ezek kozott szerepeltek proliferacios tesztek (MTT, SRB),
kolonizacios esszé, apoptozis- €s sejtadhézios (extracellularis matrix
proteinekhez, vagy endotelidlis sejtekhez) vizsgalatok. A sejteket
normoxias és hipoxias (1%, 5% O,) koriilmények kdzott is vizsgaltuk.

3.2 Molekularis biologiai vizsgalatok
A vizsgalatok soran PCR és kvantitativ PCR teszteket végeztiink egyes
gének (VEGFR, HIF1, RhoA, Racl, cdc42, EPOR, CD133, VE-cadherin,
VEGFR, VEGFA, CD34) expresszidoinak ¢és azok valtozasainak
kimutatasara, valamint shRNS-sel géncsendesitést alkalmaztunk a
motilitas és a hipoxia kapcsolatanak vizsgalatakor.

3.3 Sejtmozgads- és sejtvazrendszer-vizsgadlatok

A sejtek motilitasat 2D és 3D rendszerekben vizsgaltuk. Ehhez modositott
Boyden-kamrat, valamint ,,time-lapse” videdmikroszkdpiat hasznaltunk.
Az adhéziokat GFP-vinculinnal jelenitettiik meg, a sejtvaz egyes elemeit
immuncitokémiai jelolésekkel és fluoreszcens mikroszkopiaval, valamint
elektronmikroszkoppal vizsgaltuk. A motilitast tobbféle hatéanyaggal
(citokinek,  oligoszacharidok,  heparinszarmazékok,  HIF-gatlok)
befolyasoltuk. Az invazids vizsgalatok esetében a kamra membranjat
Matrigellel vontuk be.

3.4 Fehérjeaktivitdasi mérések
Az egyes vizsgalt enzimek (miozin-foszfataz-1, RhoA) aktivitasanak
valtozasait a kezelések alatt gyari kitekkel hataroztuk meg, a gyarto
eléirasainak megfelelGen.
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3.5 Aramldsi citometriai mérések
Keringd endotelialis prekurzor sejteket (CD34+/VEGFR2+, vagy
CD133+), valamint az EPOR expresszigjat kiilonbozé sejteken aramlasi
citométerrel (Partec, BeckmanCoulter) hataroztuk meg.

3.6 Western-blot analizisek
A RhoA, Racl, cdc42, HIF-1o fehérjéket az izolalasuk utan HRP-
konjugalt masodlagos antitestekkel kemilumineszcens el6hivo rendszerrel
detektaltuk a blotmembranon.

3.7 Allatkisérletek

A vizsgalatok sordn tobbféle allatmodellt alkalmaztunk. A kisérleteket és
az allatok elhelyezését a hatalyos nemzetk6zi standardok és hazai
eldirasoknak megfeleléen végeztikk, az Intézeti Allatj6léti Bizottsag
jovahagyasaval. A vizsgalatokban szovettenyészeti sejteket hasznaltunk
szubkutan oltassal, 1ép-m4j kolonizacios és farokvéna-tiidékolonizacios
technikakkal. A mintakat a kisérletek végén immunhisztokémiai és rutin
patolédgiai technikakkal elemeztiik.

3.8 Klinikai mintak

A keringd EPC-k szamat és az EPC-specifikus gének szintjét a diagnozis
idépontjaban ¢és a megfeleld daganatellenes kezelések utan 53 NSCLC
beteg periférias vérébol hataroztuk meg. A mintaban 28 férfi és 25 noi
beteg volt, median életkora 58 év (tartomany: 45-67 év). Az NSCLC
betegeket radiologiai és patologias vizsgalatok alapjan soroltuk be.
Kontroll vérmintakat 14 egészséges onkéntestol vettiink. 23 laphamsejtes,
26 adenokarcindoma és 4 adenoszkvamozus karcinomas beteg volt a bevont
populacioban.

Az EPOR-expresszio mértekét és valtozasat 43 elérehaladott stadiumu
(stage 1lI-IV) adenokarcindbmis NSCLC beteg bronchoszkopos kefe
mintadiban hataroztuk meg. A diagnoézis felallitdsdhoz hasznalt
bronchoszkopos kefe mintakat -80°C-on taroltuk az RNS izolalasaig.
Minden betegtél két mintat vettiink, egyet a tumorszovetbél, egyet pedig a
tumortol tavolabb es6, normal endobronchialis felszinrél. Minden mintat,
a felhasznalast megelézden citologus elemzett. A kohorszunkba 19 férfi-
¢és 24 nobeteget vontunk be, atlagéletkoruk 61 év.
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3.9 Statisztikai elemzések
A normalités ellen6rzésére Shapiro-Wilks probat hasznaltunk. Az
in vitro és az in vivo adatokra a megfelelé Student-féle t-probat, ANOVA-
t, kiegészitve post hoc Scheffé-teszttel, vagy Bonferroni-, vagy Dunn-
teszteket, Mann-Whitney U- és Kruskal-Wallis teszteket hasznaltunk.

A kategorikus adatokat Fisher exact teszttel és Chi-négyzet-probaval
szamoltuk. A teljes talélést (OS), mint iddintervallumot a diagnozis
pillanatatol a halal idopontjaig hataroztuk meg. A betegek teljes tulélési
analizisét Kaplan-Meier modszerrel végeztik el és log-rank teszttel
hataroztuk meg a kiilonbségek szignifikanciajat. A klinikai paraméterek
multivariacios analizisét Cox regresszios modellel készitettik.

Statisztikailag szignifikans kiilonbségnek azokat az eseteket tiintettiik fel,
ahol p<0,05. A statisztikai elemzéseket CSTAT, PASW Statistics 18.0
(Predictive Analytics Software, SPSS Inc., Chicago, IL), GraphPad Prism
5.0 (GraphPad Inc., San Diego, CA) és Statistica 7.0-11.0 szotverekkel
végeztiik el (StatSoft, Tulsa, OK).

4. Eredmények

4.1 Human fibroszarkoma-sejtek motilitasanak modellezéSe két- és
haromdimenzids rendszerekben

A vizsgalatainkban HT1080 human fibroszarkoéma-sejteket hasznaltunk.
Videomikroszkopia segitségével megallapitottuk, hogy a tumorsejtek nem
a fibroblasztokra jellemz6 morfologiat vesznek fel a mozgasuk soran,
hanem a hal keratinocitakéra jellemzot. A videdmikroszkoppal detektalt
motilitas soran 0j adhéziok kizardlag a sejtek frontjan keletkeznek a GRE
(graded radial extension) modellnek megfeleléen, ami azt jelenti, hogy az
elére mozgas soran latszolag kicsit oldalra mozognak. Ezeket az adhézids
plakkokat az elmozduléds irdnyara merdleges, enyhén ivelt aktinszalak
kotnek Ossze, ezek vastagsaga erdsodik a sejtben hatrafelé, amiknek végiil
a sejt oldalsd hatso felén talalhatd adhéziok feltépésében van szerepiik. A
miozin is féleg a frontalis régioba koncentralodik, ami a mozgas
fenntartasahoz sziikséges erd generalasaban vesz részt az aktinokkal. A
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kétdimenzios eredményeket 3D modellekben is megerdsitettiik, ahol az
elektronmikroszképos eredmények is azt mutattak, hogy a mozgasi er6t
biztositd aktinmolekulak a sejtek frontjan szervezOdnek csak
filamentumokba, és adhézidk is csak ebben a sejtrészben talalhatok. A
Boyden-kamra membranjanak porusan athalado sejt a ttloldalon kitertil,
ahol ezt a spreadinget egy minden iranyba térténd mozgéasként foghatjuk
fel. A vimentinfilamentumok mind a 2D, mind a 3D rendszerekben a
sejtmagot koriilvéve az aktinban gazzdag vezet6 lamella mogott
lokalizalédtak a mozgas soran. Eredményeink azt mutatjak, hogy a
klasszikus fibroblaszt alak esetében leirt farki adhézidoknak és vastag
aktinkotegeknek nincs szerepiik a fronton keletkez6 huzoerd
létrehozasaban, s6t inkabb hatraltatjak a sejtmozgast.

4.2 Tumorsejtek motilitasanak befolydsoldsa heparinszarmazékokkal

Irodalmi adatok felvetették a heparin és szarmazékainak lehetséges
antimetasztatikus hatasat. A mi vizsgalatainkban azt tapasztaltuk, hogy
mind a nem frakcionalt (UFH), mind a kis-moélsulyt heparinok (LMWH)
szignifikansan  csokkentették human melanomasejtek in  vivo
kolonizaciojat mind 1ép-m4j, mind farokvéna-tiidé6 modellekben. Ez a
gatlas nem a szerek antikoagulacios hatasatol fliggott, mivel hirudinkezelés
nem befolyasolta a melanomasejtek metasztatizalasi képességét. A hatas
felderitésekor azt tapasztaltuk, hogy a kezelések nem befolyasoltak a sejtek

s
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extracellularis matrix komponensekhez és endotélsejtekhez egyarant. Ezt
megerdsitettiik in vivo kitapadasi kisérletekkel is, ahol azt tapasztaltuk,
hogy az egy dozisban elékezelt allatokban a tumorsejtek nem voltak
képesek hatékonyan megtapadni a tiido ereiben (adhézid) és extravazalni
(matrixdegradaci6 és motilitas) onnan a szoveti térbe.

Tovabbi vizsgalatainkba kollaboracios partneriink segitségével még
kisebb (4-22 cukormolekulat tartalmazo) heparinszarmazékokat vontunk
be (dp4-dp22). Ezeknek mar nincs koagulaciot befolyasold hatasuk, és azt
tapasztaltuk, hogy vegyesen befolyasoltak a sejtek in vitro proliferaciojat
¢és motilitasat. A sejtosztodast csak a dp18 csokkentette, a tobbi anyagnak
nem volt hatasa arra, mig a motilitdst szinte mindegyik gatolta. Ezért
kivalasztottunk kettét (dp4, a legjobb mozgasgatld, és dpl8, ami mind a
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motilitast, mind a proliferaciot gatolta), kontrollként hasznalva a dp22-t,
ami egyikre sem hatott, ¢és tiidokolonizaciés vizsgalatokban azt
tapasztaltuk, hogy mindkét szer, amely a motilitast befolyasolta,
szignifikansan csokkentette a melanomasejtek metasztatizalasi képességét.
A dp4 és a dpl8 szignifikansan csokkentette a koloniak szdmat, a dp18,
ami proliferacidogatld is, még a koldnidk méretét is csokkentette. A dp22-
nek nem volt hatdsa a metasztatizalasra. A hatas mogott itt is elsésorban a
migraciogatlas all, mivel az oligoszacharidok jelentésen csokkentették a
miozin kdonnytlanc foszfatazaktivitasat.

4.3 A hipoxia hatdsa a daganatsejtek motilitdsdra és dttétképzésére

A hipoxias kornyezetr6l is voltak korabbi adatok arra vonatkozodan, hogy
fokozhatja a tumorok agresszivitasat (fej-nyaki daganatokban 06nallo
prognosztikai marker). Ez féleg a rosszabb biologiai koriilményekkel
indokolhatd, de hogy ennek milyen kozvetlen hatdsa van a sejtek
motilitasara, az még nem teljesen tisztazott. A mi vizsgalatainkba tobbféle
szoveti eredetli sejtvonalat vontunk be, amelyek motilitasi képességét
hasonlitottuk O0ssze normoxias és hipoxias koriilmények kozott. Azt
sejtmozgast néhany sejtvonal esetében szignifikansan fokozta. Azonban
voltak olyan sejtvonalak, amik nem reagaltak motilitasvaltozassal a
hipoxiara. Erdekesség, hogy ezek a sejtvonalak kiilonboztek az alap
motilitasi képességeikben is: azoknak fokozta a hipoxia a motilitdsukat,
amelyek jol mozogtak eleve is, mig a lassabb sejtvonalak esetében nem
tortént valtozas. Ezért gén- és fehérjeexpresszios tesztekben vizsgaltuk a
hipoxiaszenzor HIF-1o-t, valamint a sejtmozgas szabalyozasaban fontos
szerepet jatszo kis G-fehérjéket (RhoA, Racl, cdc42). Itt is azt az
eredményt kaptuk, hogy a sejtek nem egyforman valaszolnak a hipoxiara.
Két sejtvonalat kivalasztva (HT168-M 1, human melanéma, jol mozgo sejt,
ami migraciofokozodassal valaszolt a hipoxiara és a lassan mozgd HT29
human vastagbélrak sejtvonal, ami nem reagalt a hipoxiara) kolonizacios
és metasztazis tesztekben vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a
hipoxiamimikalas  (CoCl.-itatdas)  fokozta ~a  melanomasejtek
metasztatizalasat, ami csokkenthetd volt HIF-1 gatloszerrel (chetomin), de
a HT29 sejtek esetben sem a tiidében, sem a majban nem volt

10
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metasztazisszdm-valtozas a hipoxia hatdsara. Tovabb vizsgalva a HIF-1
szerepét a folyamatokban shRNS csendesités utan is elvégeztik a
metasztazistesztet, azt tapasztalva, hogy a géncsendesités eredményeként
nincs metasztazisszam-novekedés a HT168-M1 tumorok esetében a
hipoxiamimikalasra valaszként.

4.4 Endotelidlis prekurzorsejtek szerepe tiidorakok beerezodésében

A hipoxiara adott rendkiviil sokrétii biologiai folyamatok egyike a tumorok
beerezddésének valtozasa. Sokféle mechanizmus ismert arra, hogy hogyan
alakulhatnak ki 0j erek a tumorokban, amelyek kdziil az egyik a csontvel6i
eredetli endotelidlis prekurzor sejtek (EPC-k) beépiilése a formalodo
erekbe. Human nem kissejtes tiidérakos betegekben (NSCLC) aramlasi
citometriaval hataroztuk meg a keringd EPC-k szamat (CD34/VEGFR2
kettds pozitiv sejtek), majd korrelacios analiziseket végeztiink az EPC-
szdm ¢és a betegség kimenetelével kapcsolatosan. Azt tapasztaltuk, hogy
jelentésen megemelkedett az EPC-k szdma a daganatos betegek
keringésében az egészséges kontrollokhoz képest, és érdekes, hogy
azokndl, akik reagaltak a kezelésre, ez a szdm csokkent, mig akik nem,
azokban még nagyobb mértékben fokozodott. Raadasul megallapitottuk,
hogy a keringd EPC-k kezelés el6tti szama korrelal a betegség
kimenetelével: a magasabb EPC-szdm szignifikdnsan rosszabb tuléléssel
tarsult. Tobbvaltozos korrelacios analizisben is azt az eredményt kaptuk,
hogy a keringé EPC-szam fiiggetlen prognosztikai marker a vizsgalt
NSCLC betegcsoportban. A daganatok szovetmintaiban is sikeriilt
kimutatnunk EPC-ket az intratumordlis endotélboritisban, ezek
mennyisége azonban nem korrelalt a keringésben mért szamokkal.

4.5 A hipoxia korrekciodjdra haszndlt rHuEPO-K szerepe a daganatok
beerezddésében és hatdsa a kemo- és a sugdrkezelés hatékonysdgdra

A hipoxia korrekcidjara régota alkalmaznak rekombinans eritropoetineket
(rHUEPO-K). Kisérletes tumor xenograft modellekben is igazoltuk, hogy
egerekben is helyreéllitja a daganatok okozta anémiat az EPO-kezelés.
Azonban ezek hasznalata daganatos betegek esetében megkérddjelez6dott,
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mivel a tumorsejtek expresszalhatjak az EPO-receptort (EPOR), ami
felveti annak lehet6ségét, hogy az exogén EPO fokozhatja a tumorsejtek
azt tapasztaltuk, hogy még az EPOR-pozitiv daganatsejtek osztodasat sem
befolyasolja az in vitro rHUEPO-kezelés. Ugyanakkor kemoterapiaval
kombinalva additiv hatast detektaltunk in vivo daganatmodellekben. Mivel
ezt a hatast nem lehetett in vitro is tapasztalni, felmeriilt, hogy ez nem
kozvetleniil a tumorsejteken, hanem azok kornyezetén alapul. Ismert volt,
hogy az endotelialis sejtek is EPOR-pozitivak, ezért megvizsgaltuk a
kisérletes tumorokban az rHuEPO-kezelés hatasat az intratumoralis
endotéliumra. Az tapasztaltuk, hogy a kezelés hatasara nagyobb atmérdji
erek alakulnak ki a daganatokban, amelyekben fokozott az endotélsejtek
proliferacios indexe. Raadasul a dilatalt erek miatt sokkal jobb volt a
kemoterapias szer perfizidja a daganatszovetbe. Ezt tobbféle szoveti
eredetii daganatmodell esetében is igazoltuk. Erdekes eredményiink volt,
hogy az EPO-kezelés a sugarterapiara adott valaszban is pozitiv
befolyasolod faktor. Mar in vitro tesztekben is fokozta a sugarkezelés
hatasat a sejtek apoptozisara és koloniaképzo képességére. Ezen feliil
kisérletes tumormodellekben is pozitivan befolyasolta az rHUEPO-kezelés
a besugarazast, aminek lehetséges hatterében szintén az intratumoralis
erekre gyakorolt eltér6 hatas lehet az egyik magyarazat: a kombinalt
kezelés szignifikansan fokozta a besugarazas érroncsold hatasat.

4.6 Az EPOR-expresszio szerepe elorehaladott tiidd-
adenokarcinomakban

Az ellentmondasos irodalmi adatok alapjan nem csak kisérletes
rendszerekben vizsgaltuk asz EPOR-expresszio és a tumorprogresszio
lehetséges kapcsolatat, hanem klinikai mintakban is elemeztiik NSCLC-s
betegekben. Korabban mar ismert volt, és ezt a mi vizsgalataink is
megerdsittették, hogy a normal tiidészovet EPOR-expresszidjaban is
szignifikans kiilonbség van az egyes betegek kozott, ezért a
tumorszdvetben mért EPOR-génexpresszids értékeket normalizaltuk a
beteg nem tumoros endobronchialis szévetében mért EPOR-expresszids
szintekkel. A statisztikai kiértékelések utan nem talaltunk osszefiiggést az
¢letkor, dohanyzas, nem, stadium és a kezelések tekintetében a vizsgalt
betegcsoportban. Ugyanakkor azt tapasztaltuk, hogy a magasabb EPOR-
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expresszioval rendelkezd betegek tulélése szignifikansan jobb volt, mint
az alacsony expresszios szintll betegeké. Rdadasul multivarians statisztikai
analizis soran (bevonva az altalanos prognosztikai valtozokat: életkor,
nem, tumorstadium, dohanyzasi szokasok) azt kaptuk, hogy a kezelés elotti
EPOR-szint (a nemhez és az életkorhoz hasonloan) a tébbi valtozotol
fiiggetlen prognosztikai faktor.

5. Uj megallapitasok

1. A tumorsejtek mozgasanak modellezése soran elsdként mutattuk ki,
hogy egy human fibroszarkdoma-sejtvonal nem a fibroblasztokra jellemz6
morfologidt mutat a kétdimenzidos mozgasa sordn, hanem a hal
epidermiszsejtekére. Ezt a morfologiat az ugynevezett GRE-modellel lehet
leirni, ahol az adhézids pontok és az azokat 0sszekotd, a mozgashoz
sziikséges er6t generald aktinszalak dinamikdja jol jellemzett. Szintén
elsdként irtuk le, hogy ez a kétdimenziés modell egy 3D vizsgalati
rendszerben is helytall6 és univerzalisnak tekinthetd.

2. A tumorsejtek mozgasanak befolyasoldsa témakorében végzett
vizsgalataink eredményeként elmondhaté, hogy a heparinok (a nem
frakcionalt és a kismolstlyu is) gatoljak human melandémasejtek in vitro
tiildokolonizacidjat. Ez a gatlas nem fiigg Ossze a heparinok véralvadast
befolyasold hatdsaval, amit az is Dbizonyit, hogy 4-20 tagl
oligoszacharidokkal is el tudtuk érni a tiid6koloniak szdmanak csokkenését
a kezelések hatasara. Az antitumoralis hatasban inkdbb a daganatsejtek
motilitasi képességének, valamint a tiidében torténd kitapadasanak a
gatlasa a fontos.

3. Leirtuk, hogy a hipoxias kérnyezet nem egyforman hat a kiillonb6zo
alapmotilitasi készséggel rendelkezd daganatsejtvonalak hipoxidban
nagyobb in vitro mozgasi aktivitast mutattak, amely hatassal volt az in vivo
attétképzo képességiikre is, szemben a kevésbé mozgékony sejtvonalakkal,
amelyek rezisztensek voltak a csokkent oxigénszint hatdsaira. Kimutattuk,
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hogy ez a hatas HIF-1-fliggd, és a kis G-fehérjék (RhoA, Rac, cdc42)
kulcsszerepet jatszanak benne.

4. A hipoxiara adott egyik valasz az angiogenezis fokozodasa. A tumorok
beerez0dése szamos mechanizmuson keresztiil valdésul meg, amelyek
koziil az egyik a csontvel6i 6ssejtekbdl ered6 endotelialis progenitorsejtek
(EPC-k) beéplilése a daganatok érrendszerébe. Vizsgalataink
eredményeként els6ként szdmoltunk be arrdl, hogy klinikai
tiildérakmintakban ezeknek az EPC-knek diagnosztikus és prognosztikus
jelentéségiik van. A daganatos betegekben megemelkedik a keringé EPC-
k szama (amik beépiilnek a daganatokba is), amely a hatékony kezelésre
csOkkenést mutat, azonban a rosszabb prognozisu esetekben még
magasabbra emelkedett. Raadasul a magasabb kezdeti EPC-szam
szignifikansan rosszabb prognoézissal jart a tlidérakos betegek esetében.

5. A hipoxia korrekciojara gyakran hasznalnak a klinikumban rekombinans
human eritropoetineket (rHuEPO-k). Vizsgalataink érdekes eredménye
volt, amit elsoként irtunk le, hogy az exogén rHuEPO-kezelés hatasara
fokozodik az intratumoralis endotélsejtek proliferacioja, amely tagultabb,
de szabalytalanabb szerkezetii, nagyobb felszinli ercket eredményezett,
ugy, hogy az erek szama kozben nem valtozott. Ezzel parhuzamosan
nagyobb teriiletet értek el a daganatokban a kemoterapias szerek, fokozva
ezzel azok antitumoralis hatasat. Ez a jotékony hatas a sugarterapiaban is
megmutatkozott, az rHUEPO-kezelés fokozta a daganatsejtek in vitro
apoptozisat, csokkentette a koloniaképzd képességét, és fokozta a
kisérletes daganatok in vivo sugarérzékenységét.

6. Az rHUEPO-k klinikai alkalmazasa kétségessé valt azutan, hogy szamos
daganatsejten is kimutathato az EPO-receptor (EPOR). Azonban a mi
vizsgalataink azt mutattak, hogy az EPOR-expresszio nem jelentett rossz
prognozist a kisérletes modellekben: az exogén rHuEPO-kezelés, a szintén
EPOR+ endotelialis sejtekkel ellentétben nem fokozta a daganatsejtek in
igazoltuk, els6ként leirva, hogy III-IV. stadiumu tiid6-adenokarcindbmas
betegek esetében épp az alacsonyabb EPOR-expresszi6 tarsult a rosszabb
prognozissal.
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6. Koszonetnyilvanitas

Legel6szor szeretnék koszonetet mondani Timar Jozsef professzor trnak,
aki diplomazo6 koromban befogadott a SOTE I. Sz. Patologiai és Kisérleti
Réakkutatd  Intézet ,Metasztdzis munkacsoportjaba”, ahol a
szakdolgozatom készitettem, ¢és késdbb a PhD kutatasaim is ott
végezhettem. Az inspiralo kozeg kialakitasaban, ami késébb a teljes
tudoményos palyafutdsom meghatdrozoja lett, kiemelkedd szerepe volt Dr.
Kovalszky Ilonanak ¢és Dr. Paku Sandornak, akik a szakmai
példamutatason feliil emberileg is sokat adtak nekem, és megtiszteltetés
szamomra, hogy a mai napig baratsaggal fordulhatok hozzajuk. Halas
vagyok Lapis Karoly professzor trnak, valamint az intézet késObbi
vezetdinek, Szende Béla és Kopper Laszlo professzor uraknak, hogy
tamogatd 1égkorben végezhettem a kutatomunkdm. Az intézet szamos
munkatarsa nyujtott segitséget az akkori és késdbbi munkamban, amit
szivbOl koszonok mindegyik kolléganak; név szerint is szeretném
megemliteni Jeney Andras professzor urat, Dr. Ladanyi Andreat, Dr. Raso
Erzsébetet, Dr. Papay Juditot, Dr. Timar Ferencet, Dr. Dezs6 Katalint, Dr.
Bugyik Edinat, Csorba Gézané Maricat, Olah Laszloné Julit, Egedi
Krisztinat, Felletar Ildikot és Laczik Ceciliat, valamint PhD-s tarsaim: Dr.
Dudas Jozsefet, Dr. Babo Istvant, Dr. Sebestyén Annat, Dr. Gallai
Moénikat, késobb Dr. Barna Gabort.

A disszertacioban szerepld legtobb eredmény az Orszagos Onkologiai
Intézetben végzett kutatasaim soran keletkezett. EzGton szeretném
megkdszonni a kordbbi €s a jelenlegi féigazgatonak, Dr. Kasler Miklos és
Dr. Polgar Csaba professzor uraknak, valamint Dr. Nagy Péter professzor
urnak a kutatomunka tamogatasat és lehetOségének biztositasat az
intézetben. Tovabba kodszonettel tartozom a Tumorprogresszios Osztaly
korabbi munkatarsainak, Dr. Dobos Juditnak, Csordas Palnénak és Sinka
Ibolyanak, akik a szakmai segitségen feliil kivalo 1égkort teremtettek a
laborban. Halas vagyok a Molekularis és Daganatpatologiai Centrum
korabbi és jelenlegi vezetdinek, Dr. Szentirmay Zoltan professzor urnak,
Dr. Téth Erikanak és Dr. Sz6ke Janosnak, valamint munkatarsaiknak, hogy
a napi rutinban a mintadk biztositdsan és kiértékelésén felill mindig
fordulhattam hozzajuk segitségért. Sokat tanultam és tanulok ma is toliik.
Koszonet illeti a klinikus kollégakat, Dr. Lovey Jozsefet, Dr. Remendar
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Evét és Dr. Dobra Monikat, akik szakmai tudasa nélkiilézhetetlen volt a
kutatdsaimhoz, Koénya Miklost a képi adatok rogzitésében és
bemutatasaban nyujtott segitségéért, valamint Horvath Laszléné Siha
Monikat a palyazataim szervezéséért.

Nem sziilethettek volna meg ezek az eredmények a Kisérletes
Farmakologiai Osztdly munkatarsai nélkiil, akik odaadé6 munkaja
elengedhetetlen a daganatmodellek kialakitasaban, a kisérletek
kivitelezésében. Koszonet ezért Dr. Tatrai Enikonek, Hegediis Zitanak,
Hidvégi Anitanak, Léner Violettdnak, Bodrogi-Mayer Irénnek, Kovacs
Editnek, Bodrogi Zoltannak, Szabd Joézsefnénak, Baliga Janosnak,
Honfiné Szabo Viktérianak, Stromajer Karolanak, Kovaljovné Hegeds
Monikanak, Varnai Erzsébetnek és Juhasz Janosnénak.

Rendkiviil halas vagyok a korabbi és jelenlegi TDK- és PhD-
hallgatéimnak is, elsésorban Dr. Kenessey Istvannak, akivel a mai napig
szoros kapcsolatban vagyok, Dr. Bereczky Biborkanak, Dr. Szabd
Balazsnak, Dr. Rézsas Anitanak, Dr. lvan Randelovi¢nak, Dr. Cserepes
Mihalynak, Bajtai Eszternek, Surguta Saranak, Vari-Mez6 Diananak, Vari
Balazsnak és Svajda Lauranak.

Kiemelt kdszonet illeti Parragné Derecskei Katalint, aki tobb mint 25 éve
nagy tiirelemmel és kiemelked6 szakmai szinvonalon segiti a kutatasaim.

Ko6szonom az Orszagos Koranyi Pulmonologiai Intézet korabbi és
jelenlegi vezetdinek, valamint a Daganatbiologiai Osztaly munkatarsainak,
Dr. Dome Balazsnak, Dr. Berta Juditnak, Dr. Torok Szilvianak, Kovacs
Ildikénak és Tisza Anndnak a sok éves kollaboraciot és segitséget a
kutatdsaimban.

Végiil szeretnék koszonetet mondani csaladomnak, sziileimnek,
névéremnek és csaladjanak, feleségemnek és gyermekeimnek a feltétel
nélkiili, toretlen tamogatasukért.
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