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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE  

 

AC133: m§sk®pp CD133, prominin (mouse)-like 1 feh®rje, Ŗssejtmarker 

ADM: adrenomedullin  

Ang-1/2: angiopoetin-1/2 

ANOVA: varianciaanal²zis 

Arp2/3: actin-related protein 2/3 

bFGF-FGFR: b§zikus fibroblaszt nºveked®si faktor / receptor 

CAC: keringŖ angiog®n sejtek  

CD31: v®rlemezke/endot®l sejtadh®zi·s molekula (PECAM-1) 

CD34: sejtfelsz²ni molekula, elsŖsorban Ŗssejteken, endoteli§lis sejteken,  

CD44: sejtfelsz²ni molekula, hialuronsav receptor 

CD44v3: a CD44 3-as splice vari§ns§t tartalmaz· izoforma 

Cdc42: Cell division control protein 42 homolog kis G-feh®rje,  

c-Met: a hepatocyta nºveked®si faktor receptor§t meghat§roz· protoonkog®n ®s annak term®ke 

ECM: extracellul§ris m§trix 

EGF/EGFR: epiderm§lis nºveked®si faktor / receptor 

EMT: epiteli§lis-mezenchim§lis tranz²ci· 

EPC: csontvelŖi eredetŤ endoteli§lis progenitor sejtek 

FAK: fok§lis adh®zi·s kin§z 

FCS: fºt§lis borj¼sav· 

FCS-: sav·mentes kºr¿lm®nyek 

FCS+: fºt§lis borj¼sav·t tartalmaz· kºr¿lm®nyek 

FITC: fluoreszcein-izotiocian§t 

Flt-1 = fms-related tyrosine kinase 1 

GAG: gluk·z-aminoglik§n 

GalNAc: N-acetil-galaktozamin 

GlcNAc: N-acetil-glukozamin 

GlcNS: N-szulfat§lt glukozamin 

GPCR: G-protein-kapcsolt receptor 

GRE-modell: graded radial extension modell a sejtmozg§sra 

HA: hialuronsav 

FIH: faktor inhib²tor HIF-1Ŭ 

HNSCC: fej-nyaki laph§mr§k 

HRE: hipoxia felelŖs elemek 

HS/HSGAG: hepar§n-szulf§t / gl¿k·z-amino glik§n 

HSPG: hepar§n-szulf§t-proteoglik§n 

HGF: hepatocyta nºveked®si faktor 

IC50: 50%-os g§tl§si koncentr§ci· 

IdoA: iduronsav 

LMWH: alacsony molekulas¼ly¼ heparin 

MAPK: mitog®n aktiv§lt protein kin§z 

MLC/MLCK/ MLCP miozin kºnnyŤ l§nc / kin§z / foszfat§z 
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MMP: m§trix metalloprote§z 

NSCLC: nem-kissejtes t¿dŖr§k 

PBS: fiziol·gi§s s·t tartalmaz· foszf§t puffer  

PDGF/PDGFRR: trombocyta eredetŤ nºveked®si faktor / receptor 

PI3K: foszfatidil-inozitol-3-kin§z 
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1. BEVEZETÉS, ELŐZETES SAJÁT EREDMÉNYEK 

 

1.1 A daganatos megbeteged®s 

 A rosszindulat¼ daganatos megbeteged®sek ®s az azok miatt bekºvetkezŖ hal§lesetek 

gyakoris§ga ®vek ·ta a m§sodik-harmadik helyet foglalj§k el a glob§lis statisztik§kban. SŖt a 

40-80 ®v kºzºtti popul§ci·ban az Egyes¿lt Ćllamokban a vezetŖ hal§lok a k¿lºnbºzŖ malignus 

elv§ltoz§sok [1]. A 2020-as adatok szerint a tºbb mint 19,2 milli· ¼j diagnosztiz§lt beteg mellett 

9,9 milli· p§ciens hal§l§t okozt§k az elt®rŖ szºveti eredetŤ daganatok [2]. Sajnos Magyarorsz§g 

mind az incidencia, mind a mortalit§s tekintet®ben kifejezetten rossz mutat·kkal rendelkezik 

(1. ábra).  

 

1. §bra. A malignus megbeteged®sek ®s hal§loz§sok gyakoris§ga orsz§gonk®nt 

 

Az incidencia ®s a mortalit§s ®rt®kei 100 000 lakosra vet²tve (Global Cancer Observatory, 

2018 [2] ) 

 

 A Nemzeti R§kregiszter adatai szerint 2018-ban 94 340 p§ciens (48 282 nŖ ®s 46 058 

f®rfi) szenvedett valamilyen malignus elv§ltoz§sban [3]. A Kºzponti Statisztikai Hivatal utols· 

t²z ®ves statisztikai adatai alapj§n haz§nkban ®vente mintegy 32-33 ezer fŖ hal meg malignus 

k·rk®p kºvetkezt®ben, mely sz§m az ®vek sor§n jelentŖsen nem v§ltozott [4]. 
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 A dolgozatomban ®rintett daganatf®les®gek 2018-as incidencia- ®s 2019-es mortalit§si 

adatait az 1. táblázatban foglaltam ºssze. 

 

1. táblázat. A dolgozat t®m§j§ban szereplŖ daganatok hazai elŖfordul§si (2018) ®s 

hal§loz§si (2019) adatai [4] 

Daganat fajtája Incidencia 

Nő                          Férfi 

Mortalitás 

Nő                          Férfi 

HºrgŖ- ®s t¿dŖr§k 10 249 

4 381                      5 968 

8 447 

3 450                       4 997 

Melan·ma (bŖr) 2 777 

1 442                      1 335 

336 

143                        193 

Vastagb®lr§k 10 550 

4 785                       5 765 

4 933 

2 096                       2 837 

Fej-nyaki daganatok 

(ajak-, sz§j-, garat- 

®s g®getumorok) 

3 922 

980                      2 942 

1 834 

345                          1 489 

 

 A malignus betegs®geket ugyan alapvetŖen genetikai betegs®gk®nt azonos²tjuk, 

azonban a daganatsejtek szaporod§sa ®s a betegs®g elŖrehalad§sa elv§laszthatatlan a 

tumorsejtek ®s azok kºrnyezet®nek kapcsolatai n®lk¿l. A tumorsejtek prolifer§ci·j§ban, 

anyagcser®j¿k saj§toss§gaiban, sejthal§l§ban sz§mos genetikai elt®r®st (mut§ci·k, expresszi·s 

v§ltoz§sok), valamint szab§lyoz§si-szignaliz§ci·s zavart ²rtak m§r le, de az olyan jelens®gek 

hat§sa a tumorok progresszi·j§ra, mint a tumorok beerezŖd®se, t§panyag- ®s oxig®nell§totts§ga, 

adh®zi·s ®s migr§ci·s tulajdons§gai, valamint kapcsolataik az extracellul§ris m§trixszal (ECM) 

®s a kºrnyezetben tal§lhat· sejtekkel ma m®g kev®sb® ismert folyamatok. Pedig ezek jobb 

megismer®se elengedhetetlen lenne a hat®konyabb ter§pi§s lehetŖs®gek kifejleszt®s®hez. 

 Az ut·bbi k®t-h§rom ®vtizedben az innovat²v ter§pi§s fejleszt®seknek kºszºnhetŖen 

sz§mtalan ¼j, targetspecifikus hat·anyag ker¿lt be a klinikai gyakorlatba. Ezek nagy r®sze egy-

egy, a tumorsejtekben expressz§l·d·, azok prolifer§ci·j§t fokozottan t§mogat· c®lmolekul§t 

t§mad, amelyek az elt®rŖ szºveti eredetŤ daganatokban m§s ®s m§s feh®rj®t jelentenek [5, 6]. 

Az ¼jfajta kemoter§pi§s megkºzel²t®snek kºszºnhetŖen tºbb, addig nagyon rossz ter§pi§s 

v§laszt ad· daganat eset®ben (melan·ma, t¿dŖr§k) jogos rem®nyek keletkeztek a kezel®sek 

hat®konys§g§nak nºveked®s®vel kapcsolatosan, azonban a klinikai lefoly§sok gyakran c§folj§k 

azokat. Ennek legfŖbb oka az, hogy a ter§pi§k alkalmaz§sa szinte kiz§r·lag a primer daganat 
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biol·giai saj§toss§gain alapszik, ugyanakkor a malignus hal§loz§sok kimagasl· tºbbs®ge az 

§tt®tek kialakul§sa miatt kºvetkezik be. Ez®rt az §tt®tk®pz®s folyamata, az azokban szereplŖ 

molekul§ris esem®nyek mind jobb megismer®se lehet az egyik kulcsa a sikeresebb ter§pi§k 

fejleszt®s®nek. 

 

1.2 Az §tt®tk®pz®s folyamata 

 A daganatok disszemin§ci·ja elsŖ l®p®sek®nt a primer helyen nºvekvŖ tumor a 

kºrnyezŖ szºvetbe inv§zi·t hajt v®gre, ®s egy bizonyos m®ret felett a t§panyagell§t§s ®s az 

oxig®n biztos²t§sa miatt valamilyen m·don v®rkering®sre tesz szert. Az §tt®tk®pz®s sor§n 

egyedi tumorsejtek vagy tumorsejtcsoportok v§lnak le a daganatr·l, ®s bel®pnek a v®r- vagy a 

nyirokkering®sbe (intravaz§ci·). A kering®sben tal§lkoznak az ott megjelenŖ alakos ®s 

szolubilis elemekkel, majd a c®lszervben kitapadnak. Ezut§n a kering®st elhagyva 

(extravaz§ci·) szaporod§snak indulnak a c®lszervben (2. ábra). A folyamat megism®tlŖdhet, 

ami m§sod-, illetve harmadlagos metaszt§zisok megjelen®s®hez vezethet [7].  

2. §bra. A metaszt§zisk®pz®s l®p®sei (Molecular Biology of the Cell, 4. kiad§sa nyom§n [8] ) 

           

 L§that·, hogy csak a kezdeti ®s a m§sodlagos helyen tºrt®nŖ tumornºveked®s sor§n van 

daganatsejt-oszt·d§s a metaszt§zisk®pz®s folyamat§ban, az ºsszes tºbbi l®p®sben annak nincs 

szerepe. Sokkal ink§bb a tumorsejtek adh®zi·s (sejt-sejt, sejt-ECM), m§trixdegrad§ci·s ®s 

primer daganat          lok§lis inv§zi·     intravaz§ci· 

        kitapad§s      extravaz§ci·  m§sodlagos daganat
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motilit§si k®pess®gei a fontosak, valamint az, hogy a tumor k®pes legyen a saj§t, funkcion§lis 

®rh§l·zat§t kialak²tani.  

1.3 Tumorok beerezŖd®si mechanizmusai 

A szervezetben ¼j erek k®pzŖd®se k®tf®le m·don tºrt®nhet: az embrion§lis korban 

j§tsz·d· vaszkulogenezis ®s a k®sŖbbi angiogenezis folyamataival [9]. Az embri·kban 

endot®lsejt-prekurzorok (angioblasztok) ºsszeolvad§s§val egy kezdetleges h§l·zat jºn l®tre, 

ami k®sŖbb az angiogenezis folyamata sor§n ®rik a v®gsŖ form§j§ra [10ï13].  

A daganatok erezŖd®s®nek hatf®le alapmechanizmus§t ²rt§k le. Ezek az ®rbimb·z§s 

(sprouting), az intusszuszcept²v ®rk®pzŖd®s, az ®rinkorpor§ci·, a glomeruloid ®rk®pzŖd®s, a 

vaszkul§ris mimikri ®s a posztnat§lis vaszkulogenezis. Azonban ezen folyamatok kºz¿l 

gyakran tºbb is megfigyelhetŖ egy daganatszºvetben, r§ad§sul elt®rŖ form§ik is lehetnek 

tºbb¿knek [11].  

1.3.1 Bimb·z§s, Ăsproutingò angiogenezis 

A sprouting, vagy m§s n®ven bimb·z· angiogenezis az 1970-ben Folkman ®s Ausprunk 

§ltal elsŖk®nt le²rt beerezŖd®si forma a daganatokban, ez®rt m§ig ez a legismertebb is. A nev®t 

arr·l kapta, hogy a tumorok ¼j oldal§gakat, bimb·kat induk§lnak a szºvetben m§r jelen levŖ 

kapill§risokb·l, venul§kb·l. Ma m§r k®t form§j§t k¿lºnbºztetj¿k meg att·l f¿ggŖen, hogy a 

Ăbimb·z·ò endot®lsejtek a kºtŖszºveti v§ndorl§suk sor§n a baz§lis membr§njukat ®s a 

sejtkapcsolataikat megtartj§k-e, vagy idŖlegesen elvesztik [14, 15].  

1.3.2 Intusszuszcept²v angiogenezis 

 A bimb·z· angiogenezis mellett a m§sodik leggyakrabban megfigyelt ®rk®pzŖd®si 

forma a tumorokban [14]. Ez az ®rk®pz®si forma is erŖsen f¿gg a kºtŖszºvetes kºrnyezettŖl, ®s 

gyakorlatilag az ®rlumen kett®oszt·d§s§t jelenti. Emiatt ¼j erek nem is k®pzŖdnek, csak a 

megl®vŖ kapill§rish§l·zat komplexit§s§t fokozza. Az intusszuszcept²v angiogenezisnek is tºbb 

form§j§t ²rt§k m§r le [16ï18].  

1.3.3 £rinkorpor§ci· 

Az ®rinkorpor§ci· sor§n a daganatok a nºveked®s¿k alatt egyszerŤen bekebelezik a 

kºrnyezet¿kben tal§lhat· ereket [19]. Ez gyakran egy¿tt j§r a bimb·z§ssal, ahol a daganat 

sz®lein sprouting angiogenezissel keletkezŖ ereket (®s a r®gebbi gazdaszºveti kapill§risokat is) 

a tumorok k®sŖbb inkorpor§lj§k [20].  
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1.3.4 Glomeruloid angiogenezis 

A glomeruloid testek ®rgomolyagokb·l fel®p¿lt jellegzetes ®rstrukt¼r§k, amelyeket 

legink§bb a kºzponti idegrendszer daganataiban (metaszt§zisaiban) ²rt§k le [21]. Nem teljesen 

ismert m®g a kialakul§suk mik®ntje [14], de k®tf®le lehets®ges folyamatot is le²rtak m§r. Az 

egyik szerint a glomeruloid angiogenezis elej®n t§g Ăanyaerekò alakulnak ki az agyszºvetben, 

melyek fal§ban az endoteli§lis sejtek §s az ereket bor²t· pericit§k is oszt·d§snak indulnak. Ezzel 

p§rhuzamosan az anyaerek kit§gulnak, ®s a prolifer§l· endot®lsejtek annak lumen®be 

nyomulnak, ahol sz§mos tov§bbi lumeneket form§lnak. K®sŖbb szelekt²v apopt·zis ¼tj§n ezek 

a lumenek egym§st·l elk¿lºn¿lnek, de az eredeti erekkel ºsszekºttet®sben maradnak, ²gy 

k¿lºn§ll· csatorn§k alakulnak ki [22]. A m§sik, jelenleg szint®n elfogadott modell szerint agyi 

mikrometaszt§zisokban a glomeruloid testek kialakul§sa m§r kºzvetlen¿l a tumorsejt 

kering®sbŖl tºrt®nŖ kil®p®se (extravaz§ci·ja) ut§n megkezdŖdik. A szºveti t®rbe ker¿lt 

tumorsejtek a kapill§risok baz§lis membr§nj§nak k¿lsŖ felsz²n®hez tapadnak ®s azokat h¼zni 

kezdik, mi§ltal hurkok jºnnek l®tre a kapill§risokb·l. A tumor nºveked®s®vel p§rhuzamosan 

elv®konyodott afferens ®s efferens ®rrel rendelkezŖ glomerulusok jºnnek l®tre, amelyek szerves 

r®szei az eredeti kering®snek [23]. 

1.3.5 Posztnat§lis vaszkulogenezis 

A kutat·munk§m sor§n a posztnat§lis vaszkulogenezis folyamat§val a t¿dŖr§kokban 

foglalkoztam r®szletesebben. 

Kor§bban ¼gy tartott§k, hogy a vaszkulogenezis csup§n a korai embrion§lis ®let sor§n 

jelentkezik, a felnŖtt szervezetben nem fordul elŖ, ott m§r csak ink§bb az angiogenezis 

folyamatai j§tsz·dnak [24]. Ugyanakkor k®sŖbb igazolt§k, hogy a posztnat§lis vaszkulogenezis 

l®tezŖ folyamat a felnŖtt szervezetben is, aminek a legfontosabb szereplŖi a csontvelŖi eredetŤ 

endoteli§lis progenitorsejtek (EPC-k). ElŖszºr ilyen sejteket az iszk®mia ®s a szºvetk§rosod§s 

ut§ni neovaszkulariz§ci· folyamat§ban mutattak ki [25], k®sŖbb azonban tºbbf®le szºveti 

eredetŤ daganatok eset®ben is le²rt§k lehets®ges szerep¿ket [26]. Ezek a speci§lis sejtek 

k¿lºnleges sejtfelsz²ni antig®nmint§zatot expressz§lnak, amelyek egyes elemei megl®te vagy 

hi§nya alapj§n lehet kategoriz§lni azokat. R§ad§sul a sejtek egyfajta ®r®si folyamaton mennek 

kereszt¿l, amelyek st§diumait a markerek mint§zat§val lehet jellemezni [27] (3. ábra). ElsŖk®nt 

VEGFR2+/CD34+ kettŖs pozit²v endoteli§lis prekurzorokat izol§ltak daganatos betegek 

kering®s®bŖl, ®s a mai napig elfogadott, hogy az ilyen kettŖs pozit²v sejtek meghat§roz§s§val 

jellemezhetŖ az EPC-k mennyis®ge a kering®sben. A csontvelŖbŖl az EPC-ket a tumor §ltal 
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termelt citokinek mobiliz§lj§k, melyek a kering®sen kereszt¿l eljutnak mind a primer 

daganathoz, mind a metaszt§zisokhoz, ahol elŖseg²thetik az ¼j erek form§l§s§t [28]. 

 

3. §bra. A posztnat§lis vaszkulogenezis sejtjeinek kialakul§sa 

      

Az endoteli§lis progenitorsejtek (EPC-k) a csontvelŖi hemangioblasztokb·l fejlŖdnek tºbbf®le 

®r®si szakaszon kereszt¿l, amelyeket sejtfelsz²ni markereik alapj§n k¿lºn²thet¿nk el [11] . 

1.3.6. Vaszkul§ris mimikri 

A vaszkul§ris mimikri folyamat§t elŖszºr primer ®s metasztatikus melan·m§kban ²rt§k 

le. Olyan, az eredeti szºvet ®rh§l·zat§val ºsszekºttet®sben §ll· csatorn§kat azonos²tottak, 

amelyek fal§t tumorsejtek hat§rolt§k [29]. A tumorsejtek jellemz®sekor azt tal§lt§k, hogy azok 

Ăendot®lò fenot²pussal rendelkeznek, endot®lsejtekre jellemzŖ g®nek expresszi·ja fokoz·dik 

benn¿k. A vaszkul§ris mimikri jelens®g®t m§s daganatokban is megfigyelt®k m§r (pl. t¿dŖ-, 

emlŖ-, petef®szek-, prosztatar§k, illetve szark·m§k eset®ben) [11]. 
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1.4 Sejtadh®zi·, sejtv§zrendszer, sejtmozg§s 

A sejtmozg§sra val· k®pess®g valamennyi sejtf®les®gre §ltal§nosan jellemzŖ, 

ugyanakkor az eg®szs®ges szervezetben a mozg§s a sejtek meghat§rozott ®letszakasz§ra 

(embrion§lis kor, differenci§ci·), vagy csak n®h§ny f®le sejtre korl§toz·dik (limfocit§k, 

makrof§gok, neutrofilek) [30, 31]. A sejtek mozg§sa az eg®szs®ges szervezetben t®rben ®s 

idŖben szigor¼ szab§lyozotts§g alatt §ll. Ezzel szemben daganatok eset®ben a lok§lis inv§zi· ®s 

a metaszt§zisk®pz®s tov§bbi l®p®sei sor§n a tumorsejtek motilit§si k®pess®ge megnŖ, 

kiszabadulnak az addig megl®vŖ szab§lyoz§si mechanizmusok al·l [32].  

 

1.4.1 A sejtek alakja, a sejtv§zrendszer elemei 

A sejtek alakj§nak fenntart§s§ban, valamint a mozg§s v®grehajt§s§ban a sejtv§zrendszer 

h§rom k¿lºnbºzŖ filamentumrendszere j§tszik szerepet. A mikrofilamentumok (aktinh§l·zat) 

biztos²tj§k a kontraktilis erŖt a miozin motorfeh®rj®vel (aktin-aktiv§lt ATP-§z), ez§ltal a 

legfŖbb felelŖsei a mozg§sjelens®gek kivitelez®s®nek. A mikrotubulusok egyfajta polariz§lt 

h§l·zatba szervezŖdnek, amelyek nem miozin t²pus¼ motorfeh®rj®k (dineinek, kinezinek, 

dinaminok) seg²ts®g®vel biztos²tj§k egyes organellumok sejten bel¿li mozgat§s§t. A harmadik 

rendszer az intermedier filamentumok h§l·zata, amelyek elsŖsorban a sejtek alakj§nak 

fenntart§s§®rt felelŖsek [33ï35]. A sejtek alakj§nak fenntart§s§ban elengedhetetlenek az 

adh®zi·k is, azok a feh®rjekomplexekbŖl §ll· pontok, amiken kereszt¿l a sejtek valamilyen 

k¿lsŖ m§trixhoz (®s m§s sejtekhez) kapcsol·dnak. Az adh®zi·kon kereszt¿l van ºsszekºtve ®s 

rºgz¿lve a sejtv§zrendszer a k¿lvil§ggal. H§msejtekben a sejtek apik§lis r®sz®n tal§lhat· szoros 

kapcsolatok (Ătight junctionsò, okkludinok ®s klaudinok a fŖ alkot·i) alatt tal§lhatjuk az 

¼gynevezett adh®zi·s ºvet, amelynek fŖ adh®zi·s molekul§i a kadherinek. Ezekhez 

intracellul§risan aktinsz§lak rºgz¿lnek, a ɓ-kateninen kereszt¿l fontos szab§lyoz·i a sejtek 

helyv§ltoztat§s§nak: a tumorsejt kialakul§sa sor§n jelentŖs v§ltoz§s §ll be az expresszi·jukban 

®s az aktivit§sukban egyar§nt. A m§sik adh®zi·s k®pzŖdm®ny a foltszerŤen elhelyezkedŖ 

¼gynevezett dezmosz·m§k (benn¿k fŖleg dezmoglein ®s dezmokollin feh®rj®kkel), amelyekben 

bel¿l katenineket tal§lunk, ®s amikhez intermedier filamentumok rºgz¿lnek. A 

hemidezmosz·m§k az eddigiektŖl elt®rŖek, mert a sejtek baz§lis r®sz®n tal§lhat·k, ®s nem sejt-

sejt, hanem a sejt-m§trix kapcsolatok kialak²t§s§ban fontosak. Ezeknek a fŖ alkot·elemei az 

integrinek, amelyek a sejten bel¿l a citoszkelet§lis elemekkel kapcsolatosak. Szerep¿k a sejtek 

mozg§s§ban elengedhetetlen [36ï38]. 
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 A sejtek mozg§s§nak §ltal§nos jellemzŖje, hogy kezdeti l®p®sk®nt a sejteken a mozg§s 

ir§ny§ba esŖ oldalon egy kit¿remked®s jelenik meg, amelyet k®t r®szre oszthatunk: 

lamellip·diumra (amibŖl filop·diumok ny¼lnak ki) ®s lamell§ra, amelyek m®rete ®s egym§shoz 

viszony²tott ar§nya sejtenk®nt elt®rŖ. Az elŖbbi egy keskeny, de lapos r®sze a sejtnek, amelyben 

sejtorganellum gyakorlatilag nem tal§lhat·, viszont rengeteg aktinfilamentum helyezkedik el 

itt. A mºgºtte tal§lhat· lamella kicsit vastagabb, m§r megjelennek benne sejtszervecsk®k, ®s az 

aktinsz§lak erŖsebb kºtegekk® szervezŖdnek, amik a sejt als· r®sz®n tal§lhat· adh®zi·kba 

futnak. Ezt a r®szt kºveti a sejttest a sejtmaggal, majd k¿lºnºsen a fibroblasztok eset®ben 

gyakran megfigyelt farokr®sz (4. ábra) [39, 40].  

 

4. §bra. Mozg· sejt sematikus §br§ja (fibroblaszt t²pus¼ sejtmozg§s) (Small JV ®s Rottner K 

alapj§n [41] ) 

 

 

 Ahhoz, hogy egy sejt el tudjon mozdulni, sz¿ks®ges, hogy valamilyen fel¿lethez 

tudjon kapcsol·dni, ®s a mozg§s ehhez a felsz²nhez k®pest tºrt®nik meg. Az erŖt az aktomiozin-

komplex adja, amit a k®t v®g®n rºgz²tett aktinkºtegek (melyekben altern§l· polarit§s¼ 

aktinsz§lak helyezkednek el) rºvid¿l®se biztos²t. A mikrofilamentum-rendszert alkot· aktin 

globul§ris (G) aktinmonomerekbŖl polimeriz§l·dik F-aktin sz§lakk§. Ezek a filamentumok a 

lamellip·di§ban a pozit²v, gyorsan nºvŖ v®g¿kkel a membr§n fel® n®znek, ®s nºveked®s¿k 

felelŖs a mozg§s ir§ny§ba esŖ membr§nkit¿remked®s®rt. Az aktinsz§lak nºveked®s®rt, 

el§gaz§sok keletkez®s®r®rt, a k®sŖbbi szervezŖd®s®®rt, valamint a negat²v v®g¿kºn a 
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lebont§suk®rt sz§mos feh®rje felelŖs (WASP/Scar, capping feh®rj®k, ADF/kofilin, Arp2/3) [42ï

46]. 

 Az aktinsz§lak mindig bekºtnek a letapad§si pontokba, amikben sz§mos Ăv§zò feh®rje 

(talin, vinkulin) ®s jel§tviteli molekula (FAK, integrinek) alak²tja ki az ¼gynevezett fok§lis 

adh®zi·kat (5. ábra) [47ï49]. 

 

5. §bra. Az aktinh§l·zat ®s a fok§lis adh®zi·k szervezŖd®se (Collins KL ®s mtsai alapj§n [50] ) 

 

 

1.4.2 Adh®zi·s molekul§k ®s azok kapcsolatai 

A speci§lis sejtalkot·kkal (ostor, csill·k) nem rendelkezŖ sejtek mozg§sa mindig 

valamilyen rºgz²tett fel¿lethez k®pest tºrt®nik. Ezekhez a fel¿letekhez a sejtek az adh®zi·s 

helyeken kereszt¿l kapcsol·dnak. A daganatsejtek metasztatiz§l§sa sor§n k¿lºnf®le szºveti 

kºrnyezetekbe ker¿lnek, ahol a sejtkapcsolatok ®s a sejt-m§trix kapcsolatok is elt®rŖek. ĉgy a 

daganatsejtek adh®zi·i is folyamatosan v§ltoznak, ak§r molekul§ris ºsszet®tel¿kben is. A 

mozg§sban fontos adh®zi·k legjellemzŖbb molekul§i a heterodimer integrinek, amelyek a 

kºtŖd®si funkci·n fel¿l (Ŭ-alegys®g) jel§tviteli molekul§k is (ɓ-alegys®g, 2. táblázat) [51]. A 

sejtmozg§son fel¿l le²rt§k szerep¿ket a prolifer§ci·ban, a differenci§ci·ban ®s az apopt·zisban 

is. Gyakori jelens®g, hogy az egyes integrinek expresszi·s szintje megv§ltozik, vagy ak§r 

m§sfajta, szºvetidegen molekul§k jelennek meg a daganatsejtek felsz²n®n a progresszi· sor§n 

[52, 53].  
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2. t§bl§zat. Integrinek ®s azok ligandumai 

 

Alegys®gek  Ligandumok 

ɓ1 Ŭ1 kollag®nek, lamininek 

 Ŭ2 kollag®nek, lamininek 

 Ŭ3 fibronektin, kollag®n, laminin 

 Ŭ4 fibronektin, VCAM 

 Ŭ5 fibronektin 

 Ŭ6 lamininek 

 Ŭ7 lamininek 

 Ŭ8 fibronektin 

 Ŭ9 tebascin, oszteopontin 

 Av fibronektin, vitronektin 

ɓ2 AL ICAM-ok 

 ŬM fibrinog®n 

 AX fibrinog®n 

ɓ3 lib fibrinog®n, vitronektin, fibronektin 

 Av fibrinog®n, vitronektin, fibronektin 

ɓ4 Ŭ6 laminin 

ɓ5 Av vitronektin 

 

 

1.4.3 A sejtmozg§s alapform§i 

A sejtmozg§s morfol·giai ®s molekul§ris le²r§sakor legelterjedtebben k®tf®le modellt 

haszn§lnak [54]. A fibroblasztok mozgása sor§n elfogadott, hogy a mozg§s megind²t§s§hoz 

®s fenntart§s§hoz sz¿ks®ges erŖket biztos²t· aktinkºtegek p§rhuzamosan futnak az elmozdul§s 

ir§ny§val [39], m²g az adh®zi·k a lamella ter¿let®n helyezkednek el a sejtek alatt. Ezenfel¿l a 

farki r®szben is tal§lhat· n®h§ny letapad§si pont, az aktinkºtegek az elmozdul§ssal 

p§rhuzamosan az elsŖ ®s a h§ts· adh®zi·k kºzºtt fesz¿lnek ki. Ez az elrendezŖd®s azt felt®telezi, 

hogy az aktinkºtegek ¼gynevezett tapos·malomszerŤ nºveked®st mutatnak a mozg§s sor§n (4. 

ábra). Ez a modell azonban nem ad kiel®g²tŖ magyar§zatot arra, hogy mi lesz a sorsa a farok 
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beh¼z§sa ut§n megszŤnŖ aktink§beleknek, amelyek inn®t a vezetŖ ®lig futnak, valamint a 

lamella alatti adh®zi·k sorsa is bizonytalan a mozg§s sor§n. 

A m§sik modellt a halak epidermiszsejtjeinek mozgása sor§n ²rt§k le. Ezek a sejtek 

sokkal nagyobb sebess®ggel (10-30 ɛm/perc) k®pesek mozogni, mint a fibroblasztok (0,5-1 

ɛm/perc) [55ï58]. Az alakja egy jellegzetes f®lkºr, amibe a sejttest ®s a lamella is tartozik. 

Farki r®szt ebben a mozg§sform§ban nem figyelhet¿nk meg. Aktinkºtegeket szinte kiz§r·lag 

csak a lamella/sejttest hat§ron lehet megfigyelni, az orient§ci·juk merŖleges az elmozdul§s 

ir§ny§ra. Az ilyen t²pus¼ sejtmozg§s le²r§s§ra az ¼gynevezett GRE-modellt haszn§ljuk (graded 

radial extension [56, 59]), amely azt mondja, hogy a sejt frontj§nak minden pontja (bele®rtve 

az itt l®trejºvŖ ¼j adh®zi·kat is) a sejtsz®lre merŖlegesen mozdul el, a sejt h§ts· r®sz®hez 

kºzeledve egyre kisebb m®rt®kben. Ez a fajta elmozdul§s egy virtu§lis gºrb®t eredm®nyez a 

szubsztr§thoz k®pest, amin mozog a sejt (6. ábra). 

 

6. §bra. A hal epidermiszsejt mozg§sa, a GRE-modell 

 

A GRE-modell a sejtek felsz²n®n tal§lhat· pontok elmozdul§s§ra vonatkozik. Bal §bra: 

nagy ny²l (v): a sejt mozg§s§nak ir§nya. Kis nyilak: a sejtfelsz²n egyes pontjainak 

elmozdul§sa (ir§ny ®s nagys§g). Jobb §bra: p-pô ò: a mozg· sejt felsz²n®n egy pont 

l§tsz·lagos elmozdul§sa az aljzathoz k®pest az idŖ elŖrehaladt§val (t=0-3) [56]  
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1.4.4 Saj§t eredm®nyek a tumorsejtmozg§s morfol·giai le²r§s§ban 

 K²s®rletes munk§ink sor§n HT1080 hum§n fibroszark·masejtek mozg§s§t, azon bel¿l is 

az adh®zi·s plakkok ®s az aktinh§l·zat dinamik§j§t, valamint a miozin eloszl§s§t vizsg§lva 

le²rtunk egy modellt a sejtek k®tdimenzi·s mozg§s§ra (7. §bra) [60].   

 

 

7. §bra. Tumorsejtmozg§s k®tdimenzi·s modellje (HT1080 fibroszark·masejtek alapj§n) 

 

 

 

 Ez a modell alapvetŖen a kor§bban le²rt GRE-modellen alapszik, ®s elt®r a szint®n m§r 

ismertetett fibroblaszt-t²pus¼ mozg§st·l. A HT1080 sejtek a kiter¿l®st kºvetŖen nagy 

sebess®ggel (1,5 ɛm/perc) hossz¼ ideig mozogtak a szubsztr§t felsz²n®n. Ez a sejtvonal 

fibroblaszt eredettel rendelkezik, motilis form§juk m®gis a hal epidermiszsejtekhez hasonl· 

morfol·gi§t mutatott (8. ábra). A v§ndorl§s sor§n f®lkºr alakot vettek fel, hossztengely¿k a 

mozg§s ir§ny§ra merŖleges volt. 
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8. §bra. Mozg· HT1080 hum§n fibroszark·masejt morfol·gi§ja  

 

 

F§ziskontraszt k®p a mozg· HT1080 sejtrŖl. A sejt alakja a hal epidermiszsejtek®re hasonl²t 

 

 

 Adh®zi·s pontok kiz§r·lag a vezetŖ lamella perem®n tal§lhat·k egy-k®t sorban (a 

hosszabb adh®zi·k merŖlegesek a sejt perem®re), ®s tartalmaztak minden komponenst 

(vinkulin, FAK, talin, integrinek), amelyek a fok§lis adh®zi·kra jellemzŖek (az adatokat nem 

mutatom). Az adh®zi·k a migr§ci· sor§n a GRE-modellnek megfelelŖen elŖre ®s oldalra 

haladnak, majd el®rve a sejtek egyenl²tŖi s²kj§t a sejt belseje fel® mozdulnak, ®s eltŤnnek. ĉgy 

egy l§tsz·lagos elmozdul§st v®geznek egy gºrbe p§lya ment®n a sejt mindk®t oldal§n. Đj 

adh®zi·k diszkr®t pontokk®nt keletkeztek egy sorban a vezetŖ ®len n®h§ny mikrom®terre a m§r 

megl®vŖ letapad§sokhoz k®pest (9. ábra).  
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9. §bra. Az adh®zi·k dinamik§ja a mozg· tumorsejtben 

      

 

A GFP-vinkulinnal jelºlt adh®zi·k a sejtek frontj§n kis pontokk®nt tŤnnek elŖ (A, ny²l), a 

mozg§s sor§n az ¼jak (3ï5 perc) szint®n itt keletkeznek egy ¼j sorban (B, als· ny²l). C) 20 

perces mozg§s sor§n k®sz¿lt k®pek egym§sra vet²t®se. Az adh®zi·k a GRE-modellnek 

megfelelŖen Ămozognakò a sejt frontj§n. A sejtek h§ts· fel®hez kºzeledve az adh®zi·k egyre 

nagyobbak ®s elny¼jtottak (az egyre nagyobb, aktin §ltal gener§lt h¼z·erŖ miatt) a sejtek 

hossztengely®be ®rve az adh®zi·k elszakadnak a szubsztr§tt·l ®s a sejtek belsej®be ker¿lnek 

 

 A sejt sz®l®n tal§lhat· letapad§si pontokba fut· aktinkºtegek az elmozdul§s ir§ny§ra 

merŖlegesek voltak, ®s enyh®n ²velt form§t vettek fel (a homor¼ oldaluk mutatott a mozg§s 

ir§ny§ba). Ez az alak biztos²tja, hogy a kºtegben elcs¼sz· aktinsz§lak a halad§s ir§ny§ba 
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fejtsenek ki erŖt a szubsztr§thoz k®pest. Az ²velt aktinkºtegek hossza a mozg§s elŖrehaladt§val 

fokozatosan nŖ, ®s az egyenl²tŖi s²kban elvesz²tik konk§v alakjukat. A sejt cs¼cs§n 

folyamatosan ¼j adh®zi·k ®s konk§v aktink§belek jelennek meg (10. ábra). A modellben (7. 

ábra) a k®k ®s lila nyilak mutatj§k az aktinkºteg ®s a szubsztr§t §ltal kifejtett erŖ ir§ny§t, az 

ebbŖl sz§rmaz· eredŖ erŖ (piros ny²l) biztos²tja a sejt saj§t hossztengely®re merŖleges ir§nyba 

tºrt®nŖ elmozdul§s§t. V®g¿l az aktinkºtegek maxim§lis m®ret¿ket a sejt hossztengely®n®l ®rik 

el, az adh®zi·k a sejt k®t oldal§n szimult§n szŤnnek meg, ami az aktinkºtegek leboml§s§val is 

j§r. 

 

10. §bra. Aktinh§l·zat szervezŖd®se a mozg· tumorsejtekben 

 

Az aktinsz§lakat rodamin-falloidinnel jelºlt¿k. Az ²vek a mozg§s ir§ny§ra konk§v 

§ll§s¼ak 

 

A tumorsejtek eset®n is n®ha megfigyelhetŖ a fibroblasztokhoz hasonl·an a farok 

jelenl®te, ebben egyetlen adh®zi·s pont detekt§lhat·, melybŖl szint®n fut aktinkºteg a vezetŖ 

lamell§ba. Azonban ez az aktinkºteg nem vesz r®szt az elŖre tart· mozg§shoz sz¿ks®ges erŖ 

kifejt®s®ben. FeltehetŖen a lamell§ban mŤkºdŖ rendszer ºn§ll·an k®pes az elŖre halad§st 

biztos²tani. Val·sz²nŤ, hogy a HT1080 sejtekn®l ritk§n elŖfordul· farokban az adh®zi·s pontot 

egy hiba folyt§n a migr§ci· kezdet®n a sejt nem volt k®pes felszak²tani, ²gy az h§tr§ltatja a 

mozg§sban. A folyamat val·sz²nŤleg a tumorsejthez hasonl·an j§tsz·dik le valamennyi 

sejtt²pusn§l, ²gy a fibroblasztokn§l is. 

               tovari.jozsef_19_22



22 

 

Ez a k®tdimenzi·s modell magyar§zni tudott sz§mos ellentmond§st, ami a fibroblasztok 

mozg§si modellj®ben van. 1. A letapad§si pontok dinamik§j§t val·j§ban a GRE-modellben 

le²rtak jellemzik a legjobban. 2. Nincs sz¿ks®g az aktinkºtegek polarit§s§nak v§ltoz§s§ra a 

mozg§s sor§n. 3. A leboml· adh®zi·k ®s az azokat ºsszekºtŖ aktinkºtegek nem befoly§solj§k 

a tºbbi adh®zi· ®s az azokat ºsszekºtŖ aktinsz§lak stabilit§s§t. Ugyanakkor ®rdekes k®rd®s, 

hogy h§romdimenzi·s rendszerben hogyan mozognak az adh®zi·k ®s a sejtv§z elemei. 

1.4.5 A sejtmozg§s szab§lyoz§sa (motog®nek, mitog®nek) 

 A sejtmozg§s szab§lyoz§s§ban autokrin ®s parakrin szign§lok, sejtfelsz²ni receptorok ®s 

intracellul§ris szign§l¼tvonalak vesznek r®szt. Sz§mos citokint ®s kemokint (kºzt¿k olyanokat 

is, amelyeket kor§bban a sejtoszt·d§s szab§lyoz§s§ban ismert¿nk meg), valamint azok 

receptorait azonos²tott§k, amelyek a norm§lis ®s a patol·gi§s sejtmozg§s fontos szab§lyoz·i 

[61ï63]. A receptorok egy r®sz®rŖl bebizonyosodott, hogy proto-onkog®nk®nt is 

funkcion§lhatnak (3. táblázat).  

 

3. t§bl§zat. A sejtmozg§st befoly§sol· citokinek, kemokinek 

Kemokin/citokin Kemokin/citokin receptor 

Kemokin CC csal§d  

CCL3, CCL5, CCL7, CCL14 CCR1 

CCL2, CCL7, CCL8, CCL13, CCL16 CCR2 

CCL5, CCL7, CCL8, CCL11, CCL13 CCR3 

CCL17, CCL22, CCR4 

CCL3, CCL4, CCL5, CCL11, CCl14, 

CCL16 

CCR5 

CCL20 CCR6 

CCL19, CCL21,  CCR7 

CCL25 CCR9 

CCL27, CCL28 CCR10 

CXC csal§d  

CXCL6, CXCL8 CXCR1 

CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, 

CXCL6, CXCL8 

CXCR2 

CXCL11, CXCL10, CXCL11 CXCR3-A 

CXCL4, CXCL9 CXCL10, CXCL11 CXCR3-B 

CXCL12 CXCR4 

CXCL13 CXCR5 

CXCL16 CXCR6 

CX3C csal§d  

CX3CL1 CX3CR1 

XC csal§d  

XCL1, XCL2 XCR1 

HGF cMET 

IGF-I, IGF-II  IGFR 

TGFɓ TbetaR1, TbetaR2 

IL-6 IL-6R 

bFGF FGFR 

VEGF VEGFR 

PDGF PDGFR 
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1.4.6 A Rho GTP-§zok szerepe a sejtmigr§ci·ban 

 A k¿lºnbºzŖ receptorokr·l indul·, a sejtek alakj§t ®s a sejtmozg§st befoly§sol· 

szignaliz§ci·s ¼tvonalak elt®rŖ eredetŤek lehetnek, de kºzºs jellemzŖj¿k, hogy a Ras 

szupercsal§d kis G-feh®rje alcsal§dj§ba tartoz· Rho GTP-§zokon (Rho, Rac, Cdc42) kereszt¿l 

fejtik ki hat§sukat [64ï66]. Ezeknek a feh®rj®knek alapvetŖ szerep¿k van sz§mos sejtfolyamat, 

elsŖsorban az aktin citoszkeleton szab§lyoz§s§ban, de befoly§solj§k a sejt polarit§s§t, a 

mikrotubulusok mŤkºd®s®t, a membr§ntranszport ¼tvonalakat ®s jelentŖs®g¿k van a 

transzkripci·s faktorok aktivit§s§ban is [67ï69]. A feh®rj®k rendk²v¿l konzerv§ltak az 

evol¼ci·ban ®s szinte minden eddig szekven§lt eukari·t§ban megtal§lhat·k. Az emberekben 20 

Rho GTP§z g®n van, amelyek tºbbs®ge 20ï28 kDa feh®rj®ket k·dol. A Rho GTP§z expresszi· 

szºvetenk®nt v§ltozik, ®s tºbbf®le effektor c®lfeh®rje (proteinkin§zok, foszfolip§zok, adapter 

feh®rj®k, aktinnukle§torok) mŤkºd®s®t is befoly§solj§k [70]. A biol·giai komplexit§suk azon 

alapszik, hogy egyetlen GTP§z bekapcsol§s§val tºbb k¿lºn§ll· jel§tviteli ¼tvonal lehet 

koordin§ltan aktiv§lva. Ugyan a c®lfeh®rj®ken nem tal§lhat·k olyan felismerhetŖ 

szekvenciamot²vumok, amelyek adatb§zis-keres®sekben haszn§lhat·k lenn®nek, de a Rho-

csal§d h§rom legismertebb tagj§nak (Rho, Rac ®s Cdc42) eddig tºbb mint 60 c®lmolekul§j§t 

azonos²tott§k k²s®rletileg [71, 72].  

 A Rho GTP§zok t®rben ®s idŖben is szab§lyozz§k a sejtmozg§s egyes folyamatait. A 

Rac szab§lyozza az aktin polimeriz§ci·j§t a sejt vezetŖ ®l®n ®s integrinadh®zi·s komplexet 

induk§l, ezzel elŖseg²ti a protr¼zi·k kiemelked®s®t ®s a megny¼l§s§t [73, 74]. A Rac1 a WAVE 

komplex aktiv§l§s§n kereszt¿l szab§lyozza az Arp2/3 komplexet, mely az el§gaz·d· 

aktinh§l·zat kialakul§s§®rt felelŖs, de novo aktinpolimeriz§ci·t ®s ¼j filamentumok kialakul§s§t 

kataliz§lja [75, 76]. A Cdc42 szint®n a sejt elej®ben mŤkºdik, ®s a mozg§st az ir§ny 

stabiliz§l§s§val szab§lyozza az extracellul§ris jeleknek megfelelŖen. A Cdc42 aktiv§lja az 

aktinasszoci§lt feh®rj®ket, bele®rtve a faszcint, a formint (mDia2), valamint induk§lja az 

Ena/VASP-t ®s az F-aktin kºtegek k®pzŖd®s®t [77, 78].  

 Az inv§zi· ®s az §tt®tk®pz®s sor§n a h§meredetŤ daganatsejtek citoszkeletonja 

§tprogramoz·dik, a merev, mozdulatlan h§msejtek mozg·, invaz²v r§ksejtekk® alakulnak. Ezt 

a folyamatot epiteli§lis-mezenhim§lis tranz²ci·nak (EMT) is nevezik [79, 80]. A GTP§zok Rho-

csal§dj§nak tagjai kºzponti szerepet j§tszanak ebben a folyamatban az§ltal, hogy molekul§ris 

kapcsol·kk®nt mŤkºdnek, amelyek szab§lyozz§k a morfogenezist ®s a mozg§st [81, 82](11. 

ábra). 
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11. ábra. A Rho-csal§d kis G-feh®rj®inek szerepe a sejtmozg§s szab§lyoz§s§ban (Infante E 

alapj§n [64] ) 

 

 
  
 

1.5 Tumorsejtek kºlcsºnhat§sai az extracellul§ris m§trixszal 

 

A tumorsejtek mozg§sa mindig valamilyen extracellul§ris m§trixban tºrt®nik az ®lŖ 

szervezetben. A folyamatot sz§mtalan k¿lsŖ stimulus befoly§solja, amelyeket a tumorsejtek 

felsz²n®n tal§lhat· receptorok kºzvet²tenek a sejten bel¿lre (citokin/kemokin receptorok, 

integrinek, egy®b adh®zi·s molekul§k).  

Az extracellul§ris m§trix egy ºsszetett h§l·zat, amely fŖ alkot·i a k¿lºnbºzŖ 

kºtŖszºveti rostok (kollag®n, fibronektin, laminin), k¿lºnbºzŖ proteoglik§nok ®s 

glikoproteinek [83ï88]. A proteoglik§nok speci§lis szerkezetŤ feh®rj®k, amelyekhez kovalens 

kºt®ssel k¿lºnbºzŖ poliszacharidok, ¼gynevezett gl¿k·zaminoglik§nok (GAG-ok) 

kapcsol·dnak [89, 90]. A szerkezet¿kbŖl ad·d·an (tºbb szulf§t- ®s karboxilcsoport tal§lhat· 

rajtuk) negat²v tºlt®sŤek, amelyek alkalmasak tºbb nºveked®si faktor megkºt®s®re. Ezek a 

faktorok a tumorsejtek m§trixban tºrt®nŖ mozg§sa sor§n felszabadulnak (a degrad§ci· miatt), 

amik befoly§solj§k a sejtek biol·giai mŤkºd®s®t [91, 92]. A GAG-ok egyik nagy csoportja a 

hepar§nszulf§t-gl¿k·zaminoglik§nok (HSGAG-ok), amelyek mind extracellul§risan, mind a 

sejtfelsz²nen is megtal§lhat·k, ®s szinte minden¿tt jelen vannak a term®szetben [93, 94]. A 

HSGAG-ok is kapcsolatba l®pnek extracellul§ris szign§lmolekul§kkal, ®s tºbbf®le 
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tumorasszoci§lt folyamatban (autokrin szign§l¼tvonalak befoly§sol§sa, angiogenezisindukci·, 

fibrinkºpeny ®s v®rlemezke-aggreg§ci· a tumorsejtek kºr¿l, immuneffektorsejtek mozg·s²t§sa) 

is le²rt§k potenci§lis hat§saikat [95]. A heparinok is a HSGAG csal§d tagjai, amelyek a Ram 

Sasisekharan ®s munkat§rsai §ltal alkotott modell szerint az §tt®tk®pz®sben g§tolj§k a 

heparan§zok mŤkºd®s®t, kapcsolatba l®pnek az integrinekkel, m·dos²tj§k a lok§lis alvad§si 

param®tereket, befoly§solj§k a fibrinh§l· kialakul§s§t ®s m·dos²tj§k k¿lºnbºzŖ nºveked®si 

fajtorok (VEGF, FGF) hat§s§t, amelyek szab§lyozz§k a tumorsejtek prolifer§ci·j§t, motilit§s§t 

®s az angiogenezist is [96ï98]. A fentiekhez kapcsol·dva az is ismert, hogy mind a nem 

frakcion§lt heparinnak (UFH), mind a kis molekulas¼ly¼ heparinoknak (LMWH-k) 

antitumor§lis ®s antimetasztatikus hat§suk lehet [99ï103]. Ezt a potenci§lis §tt®tk®pz®st 

csºkkentŖ hat§st mi is vizsg§ltuk, tesztelve, hogy az vajon f¿ggetlen-e az antikoagul§ns 

hat§sokt·l, illetve kerest¿k a molekul§ris mechanizmusokat a folyamat mºgºtt [104].  

1.5.1 Antikoagul§nsok hat§sa a hum§n melan·masejtek t¿dŖ- ®s m§j§tt®tk®pzŖ 

k®pess®g®re  

 A heparinokkal (UFH, LMWH) elŖkezelt, majd a tumorsejtek intrav®n§s bead§s§t 

kºvetŖ 3 napban napi egyszer kezelt SCID egerekben a HT168-M1 melan·masejtek 

t¿dŖkoloniz§ci·s k®pess®ge szignifik§nsan csºkkent a kontroll egerekhez k®pes (12. ábra). Ez 

a megfigyel®s nem az antikoagul§ci·s hat§snak volt kºszºnhetŖ, mert a rekombin§ns hirudin 

nem mutatott ilyen eredm®nyt. R§ad§sul a kis molekulatºmegŤ heparin a t¿dŖ§tt®tek 

incidenci§j§t is csºkkentette, ami a nem frakcion§lt heparin eset®ben nem volt kimutathat·.  

12. §bra. Heparinok ®s hirudin hat§sa HT168-M1 hum§n melan·masejtek 

t¿dŖkoloniz§ci·j§ra 

 

A heparinok (20-63-200 IU/kg) g§tolj§k a farokv®n§ba oltott melan·masejtek 

t¿dŖkoloniz§ci·j§t (n=9-10, *p<0,05) 
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 Egy m§sik in vivo tesztrendszerben (m§jkoloniz§ci·s modell) is hasonl· eredm®nyeket 

kaptunk: az LMWH m§r viszonylag alacsony d·zisban (a hum§n-ekvivalens d·zis 1/10-n®l) is 

szignifik§nsan csºkkentette a m§jkol·ni§k kialakul§s§t (13. ábra), m²g a heparin a hum§n 

d·zisnak megfelelŖ ®rt®kn®l mutatta ezt a g§tl§st. A hirudinnak itt sem volt kol·niasz§m-

csºkkentŖ hat§sa.  

13. §bra. Heparinok hat§sa a m§jkol·ni§k kialakul§s§ra 

 

A heparinok (20-200 IU/kg) g§tolj§k a l®pbe oltott melan·masejtek m§jkoloniz§ci·j§t. 

De ebben nem a v®ralvad§s g§tl§sa j§tszik szerepet, mert a hirudin (3 mg/kg) nem 

befoly§solta a folyamatot (n=9-10, *p<0,05) 

 

1.5.2 A heparinok hat§sa a daganatsejtek prolifer§ci·j§ra ®s adh®zi·j§ra  

 Sem az UFH, sem az LMWH nem volt hat§ssal a hum§n melan·masejtek in vitro 

prolifer§ci·j§ra, vagy a szubkut§n daganatok in vivo nºveked®s®re (az adatokat nem mutatom). 

Ugyanakkor a heparinok szignifik§nsan csºkkentett®k a daganatsejtek in vitro motilit§s§t ®s 

inv§zi·s k®pess®g®t (14. ábra).  
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14. §bra. Heparinok hat§sa a HT168-M1 hum§n melan·masejtek migr§ci·j§ra ®s 

inv§zi·j§ra 

 

A heparinok (1 IU/ml) szignifik§nsan csºkkentik a HT168-M1 sejtek in vitro motilit§s§t ®s 

inv§zi·s k®pess®g®t. Boyden-kamr§s vizsg§latok, migr§ci·: 4 ·ra, inv§zi·: 24 ·ra. n=6, tºbb 

ism®telt vizsg§lat eredm®nye (*p<0,05) 

A sejtek adh®zi·j§nak befoly§sol§sakor azt tapasztaltuk, hogy a heparinoknak nincs hat§sa a 

hum§n melan·masejtek adh®zi·j§ra k¿lºnf®le extracellul§ris m§trix (fibrinog®n, Matrigel) 

komponensekhez (az eredm®nyt nem mutatom), azonban szignifik§nsan csºkkentik a sejtek 

kitapad§s§t endoteli§lis sejtekhez (15. ábra). 

15. §bra. Heparinok hat§sa a hum§n melan·masejtek adh®zi·j§ra endoteli§lis sejtekhez 

 

 

HT168-M1 hum§n melan·masejtek adh®zi·ja endoteli§lis (KS-Imm) sejtekhez (n=4, 60 

perc, az UFH ®s LMWH koncentr§ci·ja is 1 U/ml; *p<0,05) 
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Az adh®zi· blokkol§s§t in vivo is megfigyelt¿k. A daganatsejtek a heparinkezel®s hat§s§ra 

sokkal kisebb m®rt®kben tapadtak ki a t¿dŖszºvetben (16. ábra), a kezel®s a kering®sben 

tartotta a sejteket, ahol elpusztultak. 

16. §bra. Heparinok hat§sa a HT168-M1 hum§n melan·masejtek kitapad§s§ra a 

t¿dŖszºvetben 

 

Reprezentat²v immunhisztok®mia a melan·masejtek kimutat§s§ra (HMB45/MART-1 jelºl®s) a 

t¿dŖben. A farokv®n§ba olt§s ut§n tºbb idŖpontban vett mint§kban l§that· volt, hogy a 

kontrollhoz k®pest (A) jelentŖsen csºkkent a kitapadt sejtek sz§ma a heparinkezel®s (B) 

hat§s§ra. Heparinkezel®s (LMWH): 200 IU/kg 1 nappal a tumorsejtek olt§sa elŖtt. Inkub§ci·: 

5 perc. Nyilak: jelzett melan·masejtek. M®rce: 250 Õm 

 

1.6 A hipoxia hat§sa a daganatokra 

 A daganatokat befoly§sol· kºrnyezeti hat§sok kºzºtt eml²thetj¿k a tumorsejtek oxig®n- 

®s t§panyag-ell§totts§g§t is. Sz§mos klinikai megfigyel®s sugallja, hogy a csºkkent szºveti 

oxig®nell§totts§g (hipoxia) fokozza a daganatok agresszivit§st ®s elŖseg²ti a rosszindulat¼ 

progresszi·t [105, 106]. A lok§lisan elŖrehaladott szolid daganatok ºtven-hatvan sz§zal®k§ban, 

bele®rtve a melan·m§kat, vastagb®l-, t¿dŖ- ®s fej-nyaki r§kokat (HNSCC), a hipoxiaùanoxia 

nagy ter¿leteit is ®rinti a daganatszºvetnek. Ezen k²v¿l a hipoxi§t f¿ggetlen prognosztikai 

faktork®nt ²rt§k le tºbbf®le szºveti eredetŤ rosszindulat¼ daganatokban, p®ld§ul 

m®hnyakr§kban ®s HNSCC-ben [107]. 
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 A hipoxia a szºvetek oxig®nell§t§sa ®s -fogyaszt§s§nak megbomlott egyens¼lyhi§nya 

miatt alakul ki. Szolid daganatokban sz§mos mechanizmus l®tezik, amelyek hipoxi§hoz 

vezetnek: az intratumor§lis erek szerkezeti/funkcion§lis rendelleness®gei (csºkkent perf¼zi· 

miatt csºkkent az O2 sz§ll²t§sa), diff¼zi·s rendelleness®gek (O2 rossz diff¼zi·ja) ®s a tumor 

vagy ter§pia §ltal induk§lt an®mia (an®mi§s hipoxia) [108].  

 Modellek sz§m²t§sai szerint a v®red®nyekbŖl az oxig®n diff¼zi·ja kºr¿lbel¿l 100-200 

Õm t§vols§gig el®gs®ges, enn®l nagyobb t§vols§gban l®vŖ sejtek m§r erŖs hipoxi§nak vannak 

kit®ve [108]. A hipoxi§ra a sejtek reag§lnak, az ¼gynevezett oxig®nszenzorr·l indul· jelek 

sz§mos hipoxi§val kapcsolatos g®nt ir§ny²tanak, amelyek kºzºs jellemzŖje a g®nek 

promoterszakasz§ban tal§lhat· ĂhipoxiafelelŖs elemek (HRE)ò szekvencia [109]. Ehhez a 

szekvenci§hoz kapcsol·dnak a hipoxia-induk§lhat· transzkripci·s faktorok (HIF-ek, 

elsŖsorban a HIF-1). A HIF-ek egy Ŭ- ®s egy ɓ-alegys®get tartalmaz· dimerek, de csak az Ŭ/ɓ 

komplex egy¿ttesen k®pes a hipoxi§val kapcsolatos g®nek szab§lyoz§s§ra [110]. Mindk®t 

alegys®g folyamatosan expressz§l·dik a sejtekben, azonban a Ŭ-alegys®g normoxi§ban 

lebomlik. ElŖszºr prolil -hidroxil§z (PHD1-PHD3) ®s a faktor inhibitor HIF-1Ŭ (FIH) proteinek 

hidroxil§lj§k a feh®rj®t, majd a Von Hippel-Lindau feh®rje kºtŖd®se ut§n a hozz§ kapcsol·d· 

26S ubikvitin feh®rje lig§z komplex seg²ts®g®vel az Ŭ-alegys®g lebomlik. Ez§ltal normoxi§s 

kºr¿lm®nyek kºzºtt nem tud felhalmoz·dni, ®s a sejtmagba transzlok§l·dni a HIF-1Ŭ [111]. 

Csºkkent oxig®nszint mellett a hidroxil§ci· elmarad, ez§ltal az Ŭ-alegys®g nem degrad§l·dik, 

®s gyors felhalmoz·d§sa figyelhetŖ meg a citoplazm§ban. Ezut§n az alegys®g a sejtmagba 

transzlok§l·dik, ahol k¿lºnbºzŖ koaktiv§torok seg²ts®g®vel (p300 ®s CBP) komplexet alkot a 

ɓ-alegys®ggel, ²gy v§lva transzkripci·s faktorr§ (17. ábra) [113, 114]. 
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17. §bra A HIF -1Ŭ feh®rje sejten bel¿li szab§lyoz§sa normoxi§s ®s hipoxi§s kºr¿lm®nyek 

kºzºtt [115]  

 

 

 

 

 A HIF-1 c®lg®njei kºzºtt sz§mos, gyakran nagyon elt®rŖ biol·giai folyamatban 

r®sztvevŖ feh®rje szerepel (4. táblázat). Ezek kºzºtt megtal§lhat·ak  az angiogenezis 

serkent®s®t, az extracellul§ris t®r szab§lyoz§s§t, a sejtek energiah§ztart§s§t, gl¿k·z- ®s 

nukleotid- anyagcser®j®t, valamit oszt·d§s§t §s t¼l®l®s®t befoly§sol· feh®rj®k egyar§nt [116ï

118]. Ezeken fel¿l a HIF-1 a sejtek mozg§s§t (ezzel p§rhuzamosan az inv§zi·t ®s a 

metaszt§zist), valamint a ter§pi§s modalit§sok (sug§r-, kemoter§pia) hat§soss§g§t is 

befoly§solja [119ï122].  
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 4. t§bl§zat. Hipoxia hat§s§ra aktiv§l·d· g®nek 

Biológiai funkció Gén szimbóluma/ alias Referenciák (az 

id®zett cikkben) 

Transzkripci·s faktorok  Twist1, Snail, Slug, ZEB1, ZEB2, 

E12/E47, ID2, EWS-FLI1, ɓ-katenin, 

CDX2, SMAD7 

[13-16, 20-24] 

Hisztonm·dos²t·k  JMJD2B, JMJD2C, MLL1  [25-28] 

Enzimek MMP1, MMP3, MT1-MMP, LOX, 

ADAMTS1, ACE, ACE2, Hsulf-1, 

IDH2, XPA  

[29-33,35-39] 

Receptorok, 

receptorasszoci§lt kin§zok  

CXCR4, CX3CR1, Notch, uPAR, PAI-

1, 67-kDa lamininreceptor, TLR4, c-

Met, RON tirozinkin§z, EPOR 

 

[40-51] 

 

Kis GTP§zok, intracellul§ris 

szign§lmolekul§k  

Cdc42, Rac1, RhoA, RhoE, IRS-2  [52-54] 

Transzporterek glut-1, MDR1, VDAC1 [55-57] 

Membr§nproteinek  

 

ANGPTL4, L1CAM, Ŭ5 integrin, 

CD151, CD24, CD147, galektin-1, 

MUC1, 

szemaforin 4D, kaveolin-1 

[58-66] 

Scaffold proteinek, 

citoplazmatikus feh®rj®k 

HEF1, liprin-Ŭ4  

 

[67,68] 

mikroRNS-ek miR-210, miR-15b/16, miR-21, miR-

372/373, miR-34a, miR-17/20a, miR-

103/107, miR-126 

[73-80] 

Tsai and Wu, Journal of Biomedical Science 2012, 19:102 nyom§n [119] 

 

1.6.1 A hipoxia szerepe az angiogenezisben 

A hipoxia szerepe az angiogenezis szab§lyoz§s§ban alapvetŖ. Sz§mos, az 

angiogenezisben kit¿ntetett szerepet j§tsz· molekula (g§tl·k ®s serkentŖk egyar§nt, receptorok, 

citokinek stb.) expresszi·ja §ll HIF-szab§lyoz§s alatt (5. táblázat) [123ï125]. 
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5. t§bl§zat. Az angiogenezisben meghat§roz·, HIF §ltal szab§lyozott molekul§k 

Pro-angiogén Anti -angiogén 

VEGF, Flt-1 (VEGF-R1), Kdr (VEGF-R2) DLL1-4, vasohibin-1, trombospondin-1 

Angiopoetin-1/2 (Ang-1/2), Tie-2 Carbonic anhydrase-9 (CA-9) 

ADM, FGF, PLGF, SCF Regulator of G-protein signaling 5 

Oszteopontin, PAI-1 Angiosztatin, endosztatin, kansztatin 

MMP, TIMP, NOS, COX-2 Interferonok (IFN-Ŭ, IFN-ɓ, IFN-ɔ) 

Endoglin, Ŭ1B-adrenerg receptor, endotelin-

1 

 

Szemaforin 4D, integrinek, leptin, 

endoszialin 

 

Adenozin A2A receptor  

Oxygen-regulated protein-150  

SDF-1  

Interleukinek (IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, 

IL-10) 

 

 

 Ezek a molekul§k fontos szerepet j§tszanak az endot®lsejtek prolifer§ci·j§ban ®s 

migr§ci·j§ban, az erek ®r®s®ben, §t®p¿l®s®ben, stabiliz§ci·j§ban ®s permeabilit§suk 

szab§lyoz§s§ban, a pericit§k ®s a simaizomsejtek toborz§s§ban, az extracellul§ris m§trix 

lebont§s§ban, valamint a keringŖ angiog®n sejtek (CAC) ®s az endoteli§lis progenitorsejtek 

(EPC-k) mobiliz§l§sban a csontvelŖbŖl [11, 126]. Az EPC-k szerepe az embrion§lis 

angiogenezisben j·l ismert, a funkci·juk ott is HIF-szab§lyoz§s alatt §ll. Arra is sok irodalmi 

adat van (b§r egy r®sz¿k ellentmond§sos), hogy a CAC sejtekkel egy¿tt iszk®mi§ban elŖseg²tik 

az ®rrendszer javul§s§t ®s az ®r §t®p¿l®s®t. A csontvelŖbŖl sz§rmaz· sejtek egy®rtelmŤen a 

hipoxi§s ter¿letre v§ndorolnak, m®ghozz§ SDF-1- ®s CXCR4-f¿ggŖ m·don [127, 128]. A 

megnºvekedett HIF-1Ŭ elŖseg²ti a CAC-ok ®s az EPC-k be®p¿l®s®t, m²g a HIF-1Ŭ g§tl§sa 

csºkkenti a CAC ®s az EPC felv®tel®t az als· v®gtag ®rrendszer®be iszk®mia ut§n [129]. 

Tumorokban is le²rt§k m§r az EPC-k lehets®ges ®rintetts®g®t [130], de kor§bban klinikai adatok 
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kisebb sz§mban §lltak rendelkez®sre ezen sejtek lehets®ges szerep®rŖl a daganatos 

megbeteged®s progresszi·j§ban. 

1.6.2 A hipoxia szerepe a Rho-Rac-Cdc42 szab§lyoz§s§ban norm§l- ®s 

daganatsejtekben 

 J·l dokument§lt, hogy a hipoxia szab§lyozza a Rho-szerŤ G-feh®rj®k mŤkºd®s®t 

k¿lºnbºzŖ norm§lis sejtekben [131]. A hipoxia ®s a reoxigeniz§ci· az endot®lpermeabilit§s 

v§ltoz§sait induk§lja, amelyek a Rac1 ®s RhoA ºsszehangolt tev®kenys®geinek eredm®nyei 

[132]. A Rac1 ®s RhoA gyorsan reag§l az oxig®nszint v§ltoz§saira, ®s aktivit§suk f¿gg a 

NADPH-oxid§z- ®s PI3-kin§z-f¿ggŖ ROS termel®s®tŖl. Az akut hipoxia a RhoA 

aktiv§l·d§s§hoz vezet, amelyet stresszrostok k®pzŖd®se, az adherens kºt®sek lazul§sa ®s az 

endot®l permeabilit§s§nak fokoz§sa kºvet. A reoxigeniz§l§s erŖsen aktiv§lja a Rac1-et, ®s 

helyre§ll²tja az F-aktin ®s a VE-kadherin kortik§lis lokaliz§ci·j§t. Ez a hat§s a RhoA §ltal 

kºzvet²tett g§tl§s eredm®nye, ®s a RhoA-aktiv§torokkal megakad§lyozhat· [133ï136]. 

 Daganatsejtekben is le²rt§k a RhoA hipoxia-induk§lt aktivit§sv§ltoz§s§t. Egy 

emlŖtumorokon v®gzett tanulm§ny szerint a RHOA ®s ROCK1 g®nek hipoxia-induk§lt HIF-

f¿ggŖ g®nek, melyek fokozott expresszi·ja a MYPT g§tl§s§t eredm®nyezi ®s nºveli az MLC 

foszforil§ci·j§t, ez§ltal befoly§solja az aktinpolimeriz§ci·t, az aktomiozin-ºsszeh¼z·d§st ®s 

fokozott sejtmozg§st induk§l (18. ábra) [137].  

 

 

18. ábra. A RHOA ®s a ROCK1 HIF-ek §ltali aktiv§l§s§nak kºvetkezm®nyei (Gilkes DM 

alapj§n [138])  

 
 

 Tºbb kor§bbi munka bizony²tja, hogy a k¿lºnbºzŖ sejtfelsz²ni receptorokr·l (GPCR-

ek, TK-receptorok, integrinek, amelyek HIF-1 c®lg®nek) indul· szign§lok is befoly§solj§k a 
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Rho GTP-§zok aktivit§s§t, ez§ltal az aktinh§l·zat dinamik§j§t. Ezek §ltal§ban hipoxi§ban 

stimul§lj§k a kis G-feh®rj®k szab§lyoz§s§ban r®sztvevŖ guanin kicser®lŖ faktorokat (GEF-ek) 

[139ï142]. 

 A Rac1 ®s a Cdc42 expresszi·ja ®s aktivit§sa is befoly§solhat· hipoxi§val 

daganatsejtekben. A RhoA-hoz hasonl·an a Rac1 ®s Cdc42 aktiv§l§sa is idŖ¿ggŖ, a hipoxi§s 

indukci·t kºvetŖ ·r§kban ®ri el a cs¼cs§t. Ugyanakkor a szab§lyoz§s egyfajta kºlcsºnºss®g®re 

is van irodalmi adat. Megfigyelt®k, hogy a Rac1 ®s Cdc42 domin§ns-negat²v form§ival v®gzett 

k²s®rletekben a HIF-1Ŭ stabiliz§ci·ja ®s a HIF-1-c®lg®nek expresszi·ja szignifik§ns csºkken®st 

mutattak, teh§t a Rac1 ®s Cdc42 hozz§j§rulnak a HIF-1 szab§lyoz§s§hoz. Ezt ugyanakkor nem 

kºzvetlen¿l teszik, hanem a prolil-hidroxil§z dom®n enzimek (PHD-k) hat§s§nak 

szab§lyoz§s§n kereszt¿l [143, 144]. 

 

1.7 Hipoxia ®s v®rszeg®nys®g korrekci·ja daganatos betegekben 

 A daganatos betegekben vagy mag§t·l a tumort·l, vagy a kezel®s miatt gyakran alakul 

ki an®mia, ami a daganatszºvetben is fokozza a hipoxia m®rt®k®t. Az an®mia f¿gg a daganatok 

szºveti t²pus§t·l, a tumorok st§dium§t·l, a kezel®si protokolokt·l ®s a csontvelŖ ®ps®g®tŖl is. 

Egy eur·pai felm®r®sben azt tal§lt§k, hogy a v®rszeg®nys®g elŖfordul§sa ºsszess®g®ben a 

vizsg§lt popul§ci·ban 54% volt, kemoter§pi§ban r®szes¿lŖ betegek kºr®ben 63%, az egyidejŤ 

kemoradioter§pi§ban r®szes¿lŖkn®l 42%, a csak sug§rter§pi§ban r®szes¿lŖk eset®ben pedig 

19,5% [145ï148].  

1.7.1 A v®rszeg®nys®g korrekci·ja eritropoetinnel daganatos betegekben 

 A daganatos megbeteged®ssel ºsszef¿ggŖ an®mia korrekci·j§ra t¿neti kezel®sk®nt a 

vºrºsv®rtestek transzf¼zi·ja ®s a rekombin§ns hum§n eritropoetinek (rHuEPO-k) bead§sa 

alkalmazhat· [148ï150]. Ezek azonban nem eredm®nyezik a val·di kiv§lt· okok 

megsz¿ntet®s®t. Az eritropoetin egy glikoprotein hormon (EPO, MW 30,4 kDa), az I. oszt§ly¼ 

citokinek csal§dj§ba tartozik. Az endog®n EPO fŖ c®lpontjai a Ăburst forming unitò (BFU-E) ®s 

a Ăcolony forming unitò (CFU-E) eritroid Ŗssejtek a csontvelŖben. Az EPO elsŖsorban ezen 

Ŗssejtek prolifer§ci·j§t serkenti ®s k¿lºnºsen a sejthal§luk (apopt·zis) g§tl§s§t eredm®nyezi. 

Hat§s§t az EPO-receptoron (EPOR) kereszt¿l fejti ki, aminek a fŖ downstream jel§tviteli 

¼tvonala a JAK2/STAT5. A foszfo-STAT5 molekul§k dimeriz§ci· ut§n a magba 

transzlok§l·dnak, ahol transzkripci·s faktork®nt olyan c®lg®neket aktiv§lnak, amelyek az 

eritroid differenci§l·d§st serkentik [151ï154]. 
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 A klinikai gyakorlatban tºbbf®le rekombin§ns hum§n eritropoetikus feh®rj®t (az alfa-

epoetin, a b®ta-epoetin ®s az alfa-darbepoetin) is alkalmaznak a hemoglobinszint nºvel®s®re 

(10 g/dl alatti ®rt®kek eset®ben, kemoter§pia mellett) [155ï157]. 

1.7.2 Vitatott klinikai ®s k²s®rletes adatok az rHuEPO-k alkalmaz§s§r·l 

 A rekombin§ns EPO-k alkalmaz§sa a kezdeti lelkesed®s ut§n komoly kritik§t is kapott. 

Kider¿lt, hogy az EPOR nem csak az eritropo®zisben szerepet j§tsz· sejteken jelenik meg, 

hanem m§s, kºzt¿k tumorsejtek is expressz§lj§k [158ï160]. Ez®rt jogos a felt®telez®s, hogy a 

k¿lsŖ EPO m·dos²thatja ezeknek a sejteknek is a biol·giai viselked®s®t. Sz§mos in vitro ®s in 

vivo preklinikai k²s®rletben le²rt§k, hogy az rHuEPO-kezel®s modul§lja a tumorok nºveked®s®t 

®s a daganatellenes ter§pi§k hat®konys§g§t. Azonban ezek az adatok ellentmond§sosak ®s 

gyakran megmagyar§zhatatlanok voltak [161, 162]. Tºbbf®le tumort²pusban mutatt§k ki az 

EPO ®s EPOR mRNS-eket, k¿lºnºsen hipoxi§s kºr¿lm®nyek kºzºtt. N®h§nyukban (pl. emlŖ- 

®s vesesejtes karcin·ma) az exog®n rHuEPO fokozta a daganatsejtek in vitro prolifer§ci·j§t 

[159, 160]. Ugyanakkor, m§sok azt mutatt§k ki, hogy az exog®n rHuEPO-nak nincs nºveked®st 

modul§l· hat§sa nem hematopoetikus tumorsejtvonalra, kºztŖk t¿dŖr§ksejtekre [162ï166]. 

M§s kutat§sok hasonl·k®ppen tal§lt§k, hogy az EPOR+ melan·ma- ®s emlŖkarcin·ma-

sejtvonalak, valamint hat m§sik EPOR-pozit²v tumorsejtvonal nem szaporodtak rHuEPO 

jelenl®t®ben. Ezenk²v¿l az rHuEPO fokozta az egerekben alkalmazott fotodinamikai ter§pia 

tumorellenes hat®konys§g§t ®s helyre§ll²totta a patk§nydaganatokban a ciklofoszfamid 

citotoxicit§s an®mia §ltal kiv§ltott csºkkent®s®t ®s a k²s®rleti daganatok sug§r®rz®kenys®g®t 

Egy tanulm§nyban 31 in vivo §llatmodell eredm®nyeit foglalt§k ºssze, amelyben 14-ben nem 

volt hat§sa az EPO-kezel®snek, 2-2-ben ºnmag§ban fokozta vagy csºkkentette a tumorok 

nºveked®s®t, ®s 13-ban fokozta a kezelŖszerek daganatellenes hat§s§t [161]. 

 A klinikai tapasztalatok is hasonl·an ellentmond§sosak voltak [167]. Volt, hogy f§zis 

III -as vizsg§latot §ll²tottak le amiatt, hogy az rHuEPO-t kap· karon magasabb volt a mortalit§s 

emlŖr§k eset®ben [168], vagy csºkkent a progresszi·mentes t¼l®l®s fej-nyaki daganatok 

eset®ben [169]. Ugyanakkor m§s vizsg§latokban azt tal§lt§k, hogy a kemoter§pia §ltal induk§lt 

an®mi§ban szenvedŖ betegeknek beadott epoetinek jav²thatj§k a daganatos betegek t¼l®l®s®t 

[170], vagy nincs hat§sbeli k¿lºnbs®g az rHuEPO-t nem kap· karral ºsszehasonl²tva [171ï

174]. 

Mindezen ellentmond§sos elŖzetes adatok miatt a mi csoportunkban is kutat§sokat 

kezdem®nyezt¿nk az exog®n rHuEPO hat§s§nak vizsg§lat§ra k²s®rletes daganatmodellekben. 
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2. CÉLKITŰZÉSEK 

Kutat§saim fŖleg a daganatsejtek mozg§s§nak jobb megismer®s®re ir§nyultak, vizsg§lva 

a mozg§s befoly§sol§s§t ®s annak hat§s§t az §tt®tk®pz®sre. Mivel a daganatsejteket az 

inv§zi·juk sor§n tºbbf®le kºrnyezeti hat§s ®ri, a kutat§sok kºzel k®t ®vtizede alatt tºbbf®le 

k¿lsŖ kºr¿lm®nyt vizsg§ltunk, melyek hat§ssal lehetnek a daganatok §tt®tk®pz®s®re. Ezek 

kºzºtt c®lk®nt szerepeltek 

1. a daganatsejtek mozg§s§nak vizsg§lata h§romdimenzi·s modellben, f·kusz§lva az 

aktinh§l·zat ®s az adh®zi·k dinamik§j§ra 

2. a heparinkezel®sekkel kapott eredm®nyeink alapj§n m®g kisebb oligoszacharidok 

hat§s§nak vizsg§lata a tumorsejtek mozg§s§ra ®s metasztatiz§l§s§ra 

3. hipoxia hat§sainak vizsg§lata a daganatsejtek in vitro mozg§s§ra ®s in vivo k²s®rletes 

§tt®tk®pz®s®re 

4. a daganatszºvet nºveked®se sor§n a fŖleg a hipoxia indukci·ja miatt kialakul· egyik 

angiogenezist²pus, a vaszkulogenezis vizsg§lata klinikai mint§kban 

5. hipoxia/an®mia korrekci·j§ra alkalmazott rekombin§ns eritropoetin (rHuEPO) 

hat§s§nak vizsg§lata in vitro ®s in vivo k²s®rletes tumormodellekben, valamint az EPO-

receptor (EPOR) expresszi·ja esetleges klinikai relevanci§inak le²r§sa.  
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

3.1 A k²s®rletek sor§n haszn§lt tumorsejtvonalak ®s szºvetteny®szt®si kºr¿lm®nyek 

 K²s®rleteinkben sz§mos, k¿lºnbºzŖ szºveti eredetŤ tumorsejtvonalat haszn§ltunk az in 

vitro ®s az in vivo vizsg§latainkhoz (6. táblázat). A sejteket 5-10% fºt§lis borj¼sav·t (FCS, 

Sigma, St Louis, MO, USA), 1% penicillin-sztreptomicint (PS, Sigma) tartalmaz· 

szºvetteny®szeti t§pfolyad®kokban (l§sd al§bb) 5% sz®ndioxidos, tel²tett p§ratartalm¼ 37ÁC-os 

inkub§torban teny®sztett¿k.  

6. t§bl§zat. A dolgozat t®m§j§ban haszn§lt sejtvonalak 

 

Sejtvonal k·dja Szºveti eredet Sz§rmaz§s 

HT1080 hum§n fibroszark·ma American Type Culture Collection (ATCC, 

Manassas, VA, USA) 

HT168-M1 hum§n melan·ma A2058 sejtvonalb·l a laborat·riumunkban 

kor§bban szelekt§lt magas metasztatiz§l· 

k®pess®gŤ sejtvonal [175] 

LX2 immortaliz§lt hum§n m§j 

sztell§tsejt 

ATCC 

HT29 hum§n kolonkarcin·ma ATCC 

HT25 hum§n kolonkarcin·ma ATCC 

H358 t¿dŖ-adenokarcin·ma ATCC 

H1975 t¿dŖ-adenokarcin·ma ATCC 

H1650 t¿dŖ-adenokarcin·ma ATCC 

K562 hum§n eritroleuk®mia  ATCC 

A431 hum§n epidermoid (vulva-) 

karcin·ma 

ATCC 

B16a amelanotikus eg®r 

melan·ma 

Animal and Human Tumor Bank of National 

Cancer Institute (Frederick, MD, USA) 

KS-Imm Kaposi-szark·ma eredetŤ, 

endoteli§lis fenot²pust 

mutat· sejtvonal 

Albini A. aj§nd®ka [176] 

RPMI, 10% FCS: HT1080, HT29, HT25, H358, H1975, H1650, K562; RPMI, 5% FCS: 

HT168-M1, B16a; DMEM (Sigma), 10% FCS, 4500 mg/L gl¿k·z: LX2, A431; Iscoveôs MEM 

(Sigma), 10% FCS: PE/CA-PJ15 
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3.2 Sejtprolifer§ci·s vizsg§latok 

 A prolifer§ci·s vizsg§latok §ltal§nos jellemzŖje volt, hogy 96-lyuk¼ szºvetteny®sztŖ 

ed®nybe tett¿k ki a sejteket (az adott vizsg§latnak ®s tumorsejtnek megfelelŖen) FCS-t (Sigma) 

tartalmaz· m®diumban, majd 24 ·ra eltelt®vel kezelt¿k azokat sz®rumos (5-10 % FCS, Se+), 

vagy sz®rummentes (Se-) kºzegben. Az inkub§ci· v®g®n (48-72 ·ra) kolorimetrikus vizsg§latot 

(metil-tetraz·lium ï MTT, vagy szulforodamin B ï SRB, Sigma) v®gezt¿nk [177]. Az MTT-

vizsg§latokban az inkub§ci· v®g®n 20 ÕL 5 mg/ml 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-yl)-2,5-difenil-

tetraz·lium-bromidot (Sigma) adtunk a sejtekhez 4 ·r§n §t 37 ÁC-on, majd a kialakult 

tetraz·liumkrist§lyokat 100 ÕL DMSO/etanol (Sigma) 1:1 ar§ny¼ kever®k®ben feloldottuk. Az 

SRB detekci·jakor a sejteket az inkub§ci· v®g®n 10%-os trikl·r-ecetsavval fix§ltuk (60 perc), 

majd 0,4% szulforamid-B-vel festett¿k 15 percig. A fest®k felesleg®t tºbbszºri mos§ssal 1% 

ecetsavval t§vol²tottuk el. V®g¿l a feh®rj®khez kºtºtt fest®ket feloldottuk 10 mM Tris pufferben. 

A jelºl®s v®g®n kapott sz²nes lyukak abszorbanci§j§t 570 nm-en mikrotiterlemez-leolvas·val 

(550. modell, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) m®rt¿k 4-6 p§rhuzamos mint§ban. A kontrollok 

§ltal§ban az old·szerrel kezelt sejtek voltak. 

 A heparinos vizsg§latokban RPMI-1640 + 5% FCS t§pkºzegben voltak a HT168-M1 

hum§n melan·masejtek (2Ĭ103/well kiindul§si sejtsz§mmal), ®s a kezel®shez 0,01ï1 NE/ml 

UFH-t (Richter Gedeor Rt, Budapest, magyarorsz§g), vagy LMWH-t (Mw: 5000 Da, 

FragminÈ, Pharmacia/Pfizer, Stockholm, Sv®dorsz§g) haszn§ltunk 72 ·r§n §t 37 Á C-on.  

 Az oligoszacharidos k²s®rletekben a HT168-M1 sejteket (5Ĭ103/well kiindul§si 

sejtsz§m) sz®rummentes kºzegben kezelt¿k a k¿lºnbºzŖ oligoszacharidokkal (10 ɛg/ml) 48 

·r§n kereszt¿l. A hat§sokat ezekben a k²s®rletekben is MTT-vel detekt§ltuk. 

 A hipoxia sejtprolifer§ci·ra gyakorolt hat§s§nak vizsg§latakor 1-5Ĭ103 volt a kiindul§si 

sejtsz§m, ®s a 72 ·r§s inkub§ci·s peri·dust kºvetŖen (1 vagy 5% O2) a sejtsŤrŤs®get SRB-

fest®ssel hat§roztuk meg. A kontroll sejteket (amelyeket 72 ·r§n §t normoxi§ban (21% O2) 

teny®sztett¿nk) szint®n megm®rt¿k ®s ºsszehasonl²tottuk. Az eredm®nyeket a kontroll 

(normoxi§ban tartott) teny®szetekben kapott ®rt®kekhez viszony²tott §tlagos sz§zal®kban 

fejezt¿k ki. 

 Az rHuEPOŬ-k²s®rletekben lyukank®nt k®tezer A431 ®s HT25 tumorsejtet 

sz®lesztett¿nk 5% sz®rumot tartalmaz· kºzegben, majd 24 ·r§val k®sŖbb hum§n rekombin§ns 

eritropoetin alf§val (rHuEPOŬ, epoetinum Ŭ; Janssen-Cilag, Shaffhausen, Sv§jc) inkub§ltuk 

k¿lºnbºzŖ koncentr§ci·kban (0,1-10 NE/ml) 72 ·r§n §t 200 ÕL sz®rumtartalm¼ vagy 

sz®rummentes kºzegben. A detekt§l§st MTT-vel v®gezt¿k.  
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 Az 5-fluorouracil (5-FU, TEVA, Pharmachemie BV, Haarlem, Hollandia) ®s az 

rHuEPOŬ (Janssen-Cilag) kombin§ci·k sejtprolifer§ci·ra gyakorolt hat§s§nak kimutat§s§ra az 

A431 tumorsejteket k¿lºnbºzŖ d·zisokban kezelt¿k 5-FU-val (0,2-20 Õg/ml) ®s epoetinum Ŭ-

val (0,1-10 NE/ml) egyszerre. A hat§sok detekt§l§s§hoz MTT-tesztet alkalmaztunk. 

 A besug§rz§s sejtprolifer§ci·ra gyakorolt hat§s§nak kimutat§s§ra k®tezer A431 sejtet 

sz®lesztett¿nk lyukank®nt a szºvetteny®sztŖ ed®nyekbe, majd 24 ·r§s inkub§ci· ut§n egyetlen 

adaggal (1,85 Gy/perc, ºsszesen 5 Gy) besugaraztuk egy ter§pi§s rºntgenforr§ssal (THX-250, 

Medicor, Budapest, Magyarorsz§g) 200 kV, 15 mA, 0,5 mm-es Cu szŤrŖvel. Az antiproliferat²v 

hat§st 48 ·ra m¼lva MTT-teszttel hat§roztuk meg.  

 Az rHuEPOŬ- ®s gemcitabinkezel®s in vitro hat§s§nak vizsg§lata sor§n a hum§n t¿dŖ-

adenokarcin·ma sejteket (H358, H1975 ®s H1650) 5Ĭ103 sejtsz§mmal raktuk ki a 96 lyuk¼ 

sejtteny®sztŖ ed®nybe 10% FBS-t (Sigma) tartalmaz· RPMI-1640 t§pfolyad®kban. 24 ·r§s 

inkub§l§s ut§n a kezelŖszereket 3% FBS-ben adtuk a sejtekhez a kºvetkezŖ koncentr§ci·kban: 

rHuEPOŬ 1 ®s 3 IU/ml, gemcitabin 1 ®s 10 Õg/ml, illetve ezek kombin§ci·ja. A hat§sokat SRB-

teszttel m®rt¿k. 

 

3.3 Klonog®n t¼l®l®si vizsg§lat 

 Az A431 daganatsejteket (1000/lyuk, kºr¿lbel¿l 100ï200 t¼l®lŖ kol·nia elŖ§ll²t§sa a c®l 

a besug§rz§s ut§n) hatlyuk¼ szºvetteny®sztŖ lemezekre sz®lesztett¿k sz®rumtartalm¼ DMEM-

ben, ®s k¿lºnbºzŖ koncentr§ci·kban (0,1-1-10 NE/ml) kezelt¿k rHuEPOŬ-val. 24 ·r§s 

inkub§ci· ut§n a sejteket besugaraztuk (5 Gy) az rHuEPOŬ-tartalm¼ t§pkºzegben, ®s a 

lemezeket 2 h®tig inkub§ltuk (37ÁC). A hat p§rhuzamos lyukban kialakult telepeket metanolban 

fix§ltuk, Giemsa-val (Chroma, Kºngen, N®metorsz§g) megfestett¿k ®s sztereomikroszk·ppal 

megsz§moltuk (MSZ5600, A. Kr¿ss Optronic GmbH, Hamburg, N®metorsz§g). 

 

3.4 Apoptotikus frakci· kimutat§sa 

 Az rHuEPOŬ-val kezelt (48 ·ra) ®s a besug§rzott tumorsejteket etanolban fix§ltuk. K®t 

·r§s propidium-jodid ®s RN§z-os inkub§ci·s peri·dus ut§n (CyStain PI Absolute T, Partec, 

Gºrlitz, N®metorsz§g) a sejtek DNS-tartalm§nak mennyis®gi meghat§roz§s§t §raml§si 

citometri§val (CyFlow, Partec, N®metorsz§g) v®gezt¿k. Az apoptotikus sejtek (szub-G1 

frakci·) sz§zal®kos ar§ny§t a FlowMax szoftverrel hat§roztuk meg (Partec). 
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3.5 Melan·masejtek adh®zi·ja extracellul§ris m§trix (ECM) feh®rj®khez in vitro 

  96-lyuk¼ szºvetteny®szeti ed®nyben a lyukakat 5 Õg/lyuk mennyis®gben ECM-

feh®rj®kkel bor²tottuk egy ®jszak§n §t 4  hŖm®rs®kleten: fibronektin, laminin (Sigma), 

Matrigel (Collaborative Research, Bedford, MA), kollag®n IïIII  (patk§ny fark§b·l izol§lt), 

fibrinog®n (I. frakci· a hum§n plazm§b·l, Sigma), mindegyik 50 Õl PBS-ben h²g²tva. 

 A HT168-M1 tumorsejteket elŖkezelt¿k 0,1ï NE/ml UFH-val vagy LMWH-val 1 ·r§n 

§t 37 ÁC-on. A kezel®s ut§n a tumorsejteket hagytuk kitapadni a m§trixfeh®rj®khez 35ï60 

percig, sz®rummentes kºzegben (SFM). A nem tapad· sejteket ezut§n lemostuk, a kitapadt 

sejtek ar§ny§t ï ºsszehasonl²tva az ºsszes lemezen haszn§lt kontroll, nat²v felsz²nŤ lyukakkal 

ï SRB-fest®s ut§n hat§roztuk meg. 

   

3.6 Melan·masejtek adh®zi·ja endot®lsejtekhez in vitro  

 Tizenk®t-lyuk¼ lemezt (ICN Biomedicals Inc., Aurora, OH, USA) befedt¿nk 

fibronektinnel (FN, 50 Õg/ml, Sigma), PBS-ben h²g²tva 1 ·r§n §t 37Á C-on. Emberi endot®l-

eredetŤ sejteket (KS-Imm, 105/lyuk) 5% FCS-t tartalmaz· RPMI t§ptalajban hagytuk 2 ·r§n §t 

37  hŖm®rs®kleten kitapadni az FN-hez. A konfluens KS-Imm sejtekre heparinnal elŖkezelt 

(1 NE/ml UFH vagy LMWH) HT168-M1 hum§n melan·masejteket (104/lyuk) adher§ltattunk 

Se- m®diumban 60 percig, 37ÁC-on. A sejteket v®g¿l 4%-os paraformaldehiddel (PFA, Sigma) 

fix§ltuk, majd 0,2% szaponinnal (Sigma) v®gzett permeabiliz§l§s ut§n a melan·masejtek 

kimutat§s§ra immunhisztok®mi§t v®gezt¿k, amihez monoklon§lis anti-gp100 (HMB45, 

DAKO, Glostrup, D§nia; 1:100 h²g²t§s PBS-ben) ®s anti-MART-1 (M2-7 C10 hibrid·ma 

fel¿l¼sz·; 1:10 PBS-ben) antitestek 1:1 ar§ny¼ kever®k®t haszn§ltuk. A negat²v kontroll 

lyukakat PBS-sel inkub§ltuk a primer antitestek helyett. A kºtºtt antitestek detekt§l§s§hoz 

biotinil§lt anti-eg®r IgG-t (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), sztreptavidinï

peroxid§zt (DAKO) ®s 3-amino-9-etil-karbazolt (AEC, Shandon, Nottingham, Egyes¿lt 

Kir§lys§g) alkalmaztunk. A lemezek h§tt®rfest®s®hez hematoxilint haszn§ltunk. A kitapadt 

melan·masejteket f®nymikroszk·ppal (200Ĭ nagy²t§s) sz§moltuk, ®s az adatokat statisztikailag 

4 p§rhuzamos mint§ban elemezt¿k. 
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3.7 Migr§ci· ®s inv§zi· in vitro vizsg§lati m·dszerei 

3.7.1 M·dos²tott Boyden-kamra vizsg§latok 

 A migr§ci·s (kemotaxis) vizsg§latokat m·dos²tott Boyden-kamr§kban (48-96-lyuk¼ 

vari§nsok, Neuroprobe, Pleaston, CA) v®gezt¿k az Albini ®s munkat§rsai §ltal le²rt m·don 

[178]. Ennek a l®nyege, hogy a tumorsejteket a kamra felsŖ r®sz®be tessz¿k (sz®rummentes, 

vagy maximum 3% FCS-t tartalmaz· m®diumban), ahonn®t az als·ba migr§lnak §ltal§ban 

valamilyen kemoattrakt§ns ir§ny§ba, mikºzben §thaladnak egy 10 Õm vastag bevonat n®lk¿li 

(migr§ci·s vizsg§lat), vagy valamilyen feh®rjer®teggel bevont (inv§zi·s vizsg§lat) polivinil -

pirrolidon-mentes polikarbon§t membr§non (Neuroprobe Inc., Cabin John, MD, USA), 

amelynek p·rus§tm®rŖje tumorsejtek eset®ben 8 Õm (Neuroprobe). Az inkub§ci·s idŖ 

v§ltozatos (20 perctŖl 24 ·r§ig), a sejtek motilit§si k®pess®g®tŖl ®s a k²s®rletek c®lj§t·l f¿ggŖen. 

A teszt v®g®n a felsŖ r®szbŖl elt§vol²tjuk a nem migr§lt sejteket, az als· r®szre kitapadt, a 

membr§non §tjutott sejteket lefix§ljuk, megfestj¿k (§ltal§ban toluidink®kkel) ®s mikroszk·p 

alatt lesz§moljuk azokat. 

 A motilit§s 3D modellez®sekor a HT1080 hum§n fibroszark·masejteket 2Ĭ105/ml 

koncentr§ci·ban, 50 Õl-es t®rfogatban, 1% FCS-tartalm¼ t§pkºzegben adtuk a felsŖ kamraf®lbe 

(48-lyukas kamra). Kemoattrakt§nsk®nt az als· kamrafelekben fibronektint (50 mg/ml Sigma), 

Matrigelt ®s kollag®n I-et (100 mg/ml, Collaborative Research, Bedford, MA) haszn§ltunk, 

PBS-sel h²g²tva (27,5 Õl/lyuk). A sejteket 20ï45 percig inkub§ltuk 37ÁC hŖm®rs®kleten 5% 

sz®n-dioxid-atmoszf®r§ban a kamra ºsszeszerel®se ut§n, hogy elegendŖ sz§m¼ sejt legyen a 

p·rusokon bel¿l, vagy csak ®pp el®rj®k a membr§n als· fel¿let®t a k²s®rlet befejez®sekor. A 

kontrollk®nt haszn§lt LX2 immortaliz§lt hum§n m§jsejteket 90 percig hagytuk migr§lni, 

fibronektint (50 mg/ml, Sigma) haszn§lva kemoattrakt§nsk®nt. 

 A heparinok vizsg§latakor a migr§ci·s ®s az inv§zi·s vizsg§latokat 96-lyuk¼ CXF8 

lemezen hajtottuk v®gre. A membr§nokat egy ®jszak§n §t 4ÁC hŖm®rs®kleten PBS-sel 

(migr§ci·s assay) vagy Matrigellel (Sigma, 50 Õg/ml, inv§zi·s teszt) bor²tottuk. A CFX8 lemez 

als· kamr§j§ba 30 Õl 10% FCS-sel (mint kemoattrakt§ns) kieg®sz²tett RPMI-t tett¿nk. A 

tumorsejteket 30 percig elŖkezelt¿k 1 NE/ml UFH-val, vagy LMWH-val. A HT168-M1 

sejteket ezut§n RPMI-ben szuszpend§ltuk, ®s 20 Õl sejtszuszpenzi·t adtunk a membr§n felsŖ 

r®sz®re (2Ĭ104/lyuk). 4-6 ·r§n §t hagytuk migr§lni a sejteket 37ÁC-on. Inkub§l§s ut§n a felsŖ 

kamr§ban levŖ sejteket elt§vol²tottuk, a szŤrŖhºz az als· fel®n kitapadt, §tmigr§lt sejteket 

metanolban fix§ltuk 5 percig, majd 1% toluidink®kkel festett¿k ¼jabb 5 percen §t. A migr§lt 
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tumorsejtek sz§m§t (6 p§rhuzamos mint§ban) f®nymikroszk·ppal mindegyik lyukhoz h§rom 

k¿lºn§ll· mezŖben megsz§moltuk 400Ĭ nagy²t§ssal, ®s statisztikailag elemezt¿k. 

 Az oligoszacharidok vizsg§latakor annyi m·dos²t§st v®gezt¿nk, hogy a sejteket 106 

sejt/ml koncentr§ci·ban, 0,1% szarvasmarha-sz®rumalbumint (BSA) tartalmaz· m®diumban 

adtuk a kamr§ba LMWH vagy oligoszacharidok jelenl®t®ben, vagy hi§ny§ban, ®s 

kemoattrakt§nsk®nt 30 ɛl fibronektinnel (100 ɛg ml, Sigma) tºltºtt¿k fel az als· kamrar®szt. A 

CD44 vari§ns exonjait szelekt²ven felismerŖ antitesteket 20 ɛg/ml koncentr§ci·ban 

alkalmaztuk. A sejteket 6 ·r§n §t hagytuk v§ndorolni 37ÁC-on. Az inv§zi·s vizsg§lathoz 

ugyanezt a m·dszert alkalmaztuk, de a membr§nszŤrŖt kor§bban ECM-EHS Matrigellel (1 

mg/ml, Sigma) fedt¿k be. 

 A hipoxia sejtmotilit§sra gyakorolt hat§s§nak vizsg§latakor a 48-lyuk¼ m·dos²tott 

Boyden-kamr§t betett¿k egy hipoxi§s kamr§ba (1 ®s 5% O2-koncentr§ci· mellett, l§sd al§bb). 

A sejteket (2Ĭ104/lyuk) 4 ·r§n §t (HT168-M1, HT1080), vagy 20 ·r§n §t (HT25, HT29, PE/CA-

PJ15, H1975) hagytuk migr§lni, fibronektint haszn§lva kemoattrakt§nsk®nt. Az egyes 

teny®szt®si kºr¿lm®nyekre vonatkoz· eredm®nyeket hat egyedi lyuk §tlag Ñ SD ®rt®kek®nt 

fejezt¿k ki. 

3.7.2 ñTime-lapseò videomikroszk·pia 

 Amennyiben a mozg§s idŖbeni dinamik§j§r·l is szeretn®nk inform§ci·t, ahhoz a statikus 

v®geredm®nyt ad· Boyden-kamra nem megfelelŖ. Ehhez olyan videomikroszk·pi§t 

alkalmaztunk, ahol a mozg§st idŖben ñfolyamatosanò nyomon lehetett kºvetni. A k²s®rletek 

sor§n bizonyos idŖkºzºnk®nt (0,5-5 perc) sorozatfelv®teleket k®sz²tett¿nk ugyanarr·l a 

ter¿letrŖl (vagy ugyanarr·l a sejtrŖl), majd egy szoftveres rekonstrukci·val folyamatos 

mozg·k®pp® alak²tottuk a felv®teleket. 

 A HT1080 hum§n fibroszark·masejtek eset®ben 6-lyuk¼ szºvetteny®sztŖ ed®nyben 

(Greiner, N®metorsz§g) 105 sejt/lyuk koncentr§ci·ban, sz®rum jelenl®t®ben (10% FCS az RPMI 

1640 m®diumban) sz®lesztett¿k a sejteket 50ï100 Õg/ml Matrigellel (Collaborative Research) 

bevont fedŖlemezekre. A tumorsejteket hagytuk kitapadni ®s kiter¿lni 30ï60 percig, miut§n a 

sejtek gyors mozg§st mutattak 1ï2 ·r§n kereszt¿l. A kiter¿l®s ut§n a fedŖlemezek fel¿let®nek 

egy r®sz®t ñgumirendŖrrelò megtiszt²tottuk, ®s egy gy®m§nt ceruz§val azonos²t· jelet 

helyezt¿nk a tiszta fel¿letre kºzel a sejtek frontj§hoz. Ezut§n a sejteket egy ford²tott §ll§s¼, 

fŤtºtt asztallal rendelkezŖ mikroszk·pban vizsg§ltuk (Axiovert 35, Zeiss, N®metorsz§g) ahol a 

mozg· sejtek k®sŖbbi azonos²t§s§hoz fot·t k®sz²tett¿nk a vizsg§lt ter¿letrŖl. A k²s®rlet v®g®n a 
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sejteket azonnal fix§ltuk 4%-os paraformaldehidben ®s a fedŖlemezen mozg· sejteket (amelyek 

kºz¿l a t®nylegesen mozg·k ar§nya §ltal§ban 5% kºr¿li volt) a fix§l§s ut§n immunfluoreszcens 

technik§kkal jelºlt¿k. Meghat§roztuk a foszfotirozin, a vinkulin, a talin, a fok§lis adh®zi·s 

kin§z, az Ŭ6-integrin, a miozin ®s az aktin eloszl§s§t a jellegzetes f®lkºr alakot felvett mozg· 

sejtekben.  

 A HT1080 sejtek §tlagos sebess®g®nek meghat§roz§s§hoz a fedŖlemezeket meleg²thetŖ 

asztallal kieg®sz²tett (MP10DM, Kitazato, Jap§n) konfok§lis mikroszk·p al§ helyezt¿k (MRC 

1024, Bio-Rad, Hercules, CA), ahol a f§ziskontraszt k®peket ezut§n 30ï60 m§sodpercenk®nt 

k®sz²tett¿k 20Ĭ-os objekt²vvel. Meghat§rozzuk az egyes sejtek sejtmagj§nak nett· 

elmozdul§s§t (n=31). Ugyanezt a konfok§lis mikroszk·pos rendszert alkalmaztuk a GFP-

vinkulin-transzfekt§lt sejtek adh®zi·i dinamik§j§nak meghat§roz§s§ra is. A k®peket 30 

m§sodpercenk®nt k®sz²tett¿k 100Ĭ-os objekt²vvel. Az adh®zi·k elmozdul§s§nak idŖbeli 

dinamik§j§t bemutat· k®pet (a megfigyel®si idŖszak alatt k®sz²tett ºsszes k®p egyes²tett k®pe) 

a Bio-Rad Lasersharp Processing szoftverrel k®sz²tett¿k. 

 A hipoxi§s k²s®rletekben a videomikroszk·pos m®r®seket egy kor§bban le²rt eszkºz ®s 

technika seg²ts®g®vel v®gezt¿k [179, 180]. A tumorsejteket 24-lyuk¼ szºvetteny®sztŖ ed®ny 

(Sarstedt, N¿mbrecht, N®metorsz§g) 8 belsŖ lyuk§ba tett¿k a sejteknek megfelelŖ, 10% FBS-t 

tartalmaz· (Sigma) m®diumba. M§snap a m®diumot sz®n-dioxid-f¿ggetlen t§ptalajra cser®lt¿k 

(Gibco-BRL, Life Technologies, Rockville, MD, USA), 10% FBS-sel ®s 4 mM glutaminnal 

kieg®sz²tve. A belsŖ lyukakb·l tºrt®nŖ p§rolg§s csºkkent®se ®rdek®ben a k¿lsŖ lyukakat is 

feltºltºtt¿k m®diummal. A sejteket egy egyedi tervez®sŤ inkub§torban tartottuk, ford²tott 

f§ziskontraszt-mikroszk·p kºr¿l (World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA) 37ÁC-on. 

H§rom, nem §tfedŖ mikroszk·pos n®zetŤ ter¿letrŖl k®peket k®sz²tett¿nk 5 percenk®nt, egy 

nappal az oxig®ntenzi· megv§ltoztat§sa elŖtt (21% O2) ®s 3 napig ut§na (hipoxia, 1 ®s 5% O2). 

A migr§ci·s aktivit§s meghat§roz§s§hoz a f§ziskontraszt-mikroszk·pos k®peket k¿lºn-k¿lºn 

elemezt¿k egy egyedi sejtkºvetŖ szoftver seg²ts®g®vel, amely lehetŖv® teszi az egyes sejtek 

k®zi jelºl®s®t. A migr§lt t§vols§g param®tert az egym§st kºvetŖ 4 napban ¼gy hat§roztuk meg, 

hogy a sejtek elmozdul§s§t §tlagoltuk minden egyes 24 ·r§s intervallumban, az egyes 

sejtvonalakon k®t f¿ggetlen k²s®rletben ®s 3 mikroszkopikus mezŖben. Az eredm®nyeket a 

sejtek relat²v v§ndorl§s§ban fejezt¿k ki a 72-96 ·r§s idŖszakban (hipoxia harmadik napja) az 

elsŖ 24 ·r§ban megfigyelthez viszony²tva (normoxia). 
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3.8 Immunhisztok®miai, immuncitok®miai vizsg§latok 

3.8.1 A citoszkelet§lis elemek kimutat§sa a sejtmozg§s vizsg§lataiban 

 A 2D-rendszerben mozg· HT1080 hum§n fibroszark·ma sejteket 4%-os 

paraformaldehidben fix§ltuk 10 percig, majd 0,2% Triton X-100-zal permeabiliz§ltuk 5 percig. 

A vinkulint anti-vinkulin (VIN-11-5 kl·n, Sigma) primer antitesttel jelºlt¿k. Az aktin fest®s®re 

alkalmas rodamin-falloidint a Molecular Probes (Eugene, OR, USA) c®gtŖl szerezt¿k be. A 

sejteket az antitestekkel 60 percig inkub§ltuk, majd biotinilezett szekunder antitesttel 30 percig, 

ezut§n sztreptavidin-DTAF-fel (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, USA) ¼jabb 30 

percig. 

 A 3D vizsg§latokban a migr§ci· ut§n a sejteket a Boyden-kamra membr§nj§val egy¿tt 

4%-os paraformaldehidben fix§ltuk 10 percig, ®s permeabiliz§ltuk 0,2% Triton X-100-zal 5 

percig. A 3% BSA-val tºrt®nŖ blokkol§st kºvetŖen a szŤrŖket anti-vinkulin (eg®r, VIN-11-5 

kl·n, Sigma, 1:20) ®s anti-vimentin (eg®r, 3B4 kl·n, DakoCytomation, 1:100) antitestekkel 

inkub§ltuk 60 percig. Mos§s ut§n a membr§nokat biotinilezett szekunder antitestekkel (anti-

eg®r Ig-k, 1:100, Vector Laboratories) ®s sztreptavidin-fluoreszceinnel (Vector Laboratories, 

1:100) inkub§ltuk, mindegyikkel 45 percig. Az antitesteket 1% BSA/PBS oldatban h²g²tottuk. 

Az aktin jelºl®s®t tetrametil-rodamin (TRITC)-falloidin (1:500, 30 perc, Sigma) alkalmaz§s§val 

v®gezt¿k. A sejteket ezut§n konfok§lis l®zer-szkenning mikroszk·p alatt (MRC 1024, BIO-

RAD; NIKON Eclipse E6000, Nikon Optoteam, B®cs, Ausztria) vizsg§ltuk. 

3.8.2 A prolifer§ci·s index m®r®se  

 A tumort hordoz· §llatokba a termin§l§s elŖtt 5-br·m-2ô-dezoxiuridint (BrdU, 200 

mg/kg; Sigma) injekt§ltunk intrav®n§san. Egy ·r§s inkub§l§s ut§n a frissen archiv§lt 

daganatokb·l 5-7 Õm vastag fagyasztott metszeteket k®sz²tett¿nk, majd a BrdU-pozit²v 

(prolifer§l·) sejteket anti-BrdU monoklon§lis ellenanyaggal (Becton Dickinson Bioscience, 

San Jose, CA, USA) ®s TRITC-konjug§lt anti-eg®r IgG-vel (1:100, Sigma) tett¿k l§that·v§. A 

tumorsejtek ®s az endoteli§lis sejtek megk¿lºnbºztet®se ®rdek®ben az ereket patk§ny anti-eg®r 

CD31 antitesttel (1:20, Becton Dickinson Bioscience), majd biotin§lt anti-patk§ny IgG-vel ®s 

sztreptavidin-FITC-cel (Vector Laboratories) festett¿k, ®s a sejtmagokat Hoechst 33342 

fest®kkel (Molecular Probes) jelºlt¿k. A tumorsejtek ®s az eg®r endoteli§lis sejtek jelºl®si 

index®t a tumorasszoci§lt erekben ºt k¿lºnbºzŖ daganat 10 f¿ggetlen ter¿let®n hat§roztuk meg. 
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3.8.3 A daganatasszoci§lt erek morfometriai vizsg§lata 

 Szubkut§n nºvekvŖ A431 daganatokat frissen gyŤjtºtt¿nk (a daganatok beolt§sa ut§n a 

7., 10., 14., 17., 21. ®s 24. napon), majd 5ï7 Õm vastag fagyasztott metszeteket haszn§ltunk az 

immunhisztok®miai vizsg§latokhoz. A metszeteket monoklon§lis patk§ny anti-eg®r CD31 

antitesttel (1:20, Becton Dickinson) inkub§ltuk, majd biotinilezett anti-patk§ny IgG-vel ®s 

sztreptavidin-FITC-cel (Vector Laboratories). A magokat propidium-jodiddal (Sigma) jelºlt¿k. 

Metszetenk®nt ºt 300Ĭ400 ɛm m®retŤ, ®lŖ daganatsejteket tartalmaz· fel¿letet f®nyk®pezt¿nk 

®s analiz§ltunk konfok§lis mikroszk·ppal (MRC 1024, Bio-Rad) ®s sz§m²t·g®pes 

morfometri§val (CUE2 szoftver, Olympus Vanox, Toki·, Jap§n). Csoportonk®nt ºt tumorban 

meghat§roztuk az §tlagos Feret-§tm®rŖt (amelyet k®t pont kºzºtti lehetŖ legnagyobb 

t§vols§gk®nt hat§roznak meg az ®rdeklŖd®sre sz§mot tart· r®gi· hat§ra ment®n, ®s a szoftver az 

egyes erek m®r®s®nek §tlagol§s§val sz§molja 0Á, 45Á, 90Á a 135Á-os vet¿letekben), az erek 

ker¿let®t ®s a sŤrŤs®get. A CD31+/propidium-jodid+ endoteli§lis sejtek sz§m§t 100 Õm 

®rker¿letre sz§molva hat§roztuk meg az egyes daganatok ºt k¿lºnbºzŖ ter¿let®n. Az ®rfal 

pericit§it immunhisztok®miai jelºl®ssel azonos²tottuk anti-simaizomaktin ellenanyaggal 

(DakoCytomation), ®s anti-eg®r TRITC-cel (Sigma). 

3.8.4 A tumorszºvet funkcion§lis k®palkot§sa Hoechst 33342 fest®k ®s doxorubicin 

felhaszn§l§s§val 

 Egy mg/ml Hoechst 33342 fest®ket (Molecular Probes, k®k) vagy 2 mg/ml doxorubicint 

(Adriablastina PFS, Pharmacia Italia, SpA, Olaszorsz§g, piros) 0,2 ml t®rfogatban oltottunk be 

rHuEPOŬ-val kezelt ®s kontroll §llatokba intrav®n§san a tumorolt§s ut§ni 21. napon. 15 perces 

inkub§l§s ut§n a daganatokat elt§vol²tottuk, ®s 5-7 ɛm vastag fagyasztott metszeteket 

k®sz²tett¿nk, amiket vagy azonna3l, vagy Hoechst 33342-vel v®gzett magfest®s ut§n 

fluoreszcens mikroszk·ppal (Eclipse E6000, Nikon Optoteam, B®cs, Ausztria) vizsg§ltuk. T²z 

festett ter¿letet elemezt¿nk morfometrikus szoftverrel (ImageTool, University of Texas, San 

Antonio, TX, USA), hogy meghat§rozzuk a perfund§lt ter¿letet az ®lŖ tumorszºvetben.  

3.8.5 Az EPC-k azonos²t§sa konfok§lis mikroszk·ppal hum§n NSCLC mint§kban  

 Az immunfluoreszcens jelºl®seket frissen fagyasztott NSCLC-mint§kon v®gezt¿k. A 10 

Õm-es metszeteket -20ÁC-os metanolban fix§ltuk 10 percig. PBS-mos§s ut§n a kºvetkezŖ 

primer antitesteket haszn§ltuk: ny¼l poliklon§lis anti-hum§n CD31 (1:100; Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), FITC-konjug§lt anti-hum§n CD34 (1:50; BD 

Biosciences), eg®r anti-hum§n VEGFR2 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) ®s biotinnel 
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konjug§lt anti-hum§n CD133 (1:50; Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, N®metorsz§g). 

Negat²v kontrollk®nt norm§l eg®r- ®s ny¼l-IgG-ket (Sigma) haszn§ltunk ugyanolyan 

koncentr§ci·ban, mint a tesztantitesteket. PBS-ben tºrt®nŖ mos§s ut§n a metszeteket 

egyidejŤleg inkub§ltuk a megfelelŖ szekunder antitestekkel, vagy sztreptavidin-

konjug§tumokkal (FITC-konjug§lt kecske anti-ny¼l IgG, rodaminnal konjug§lt kecske anti-

eg®r IgG, sztreptavidin-konjug§lt rodamin ®s sztreptavidin-konjug§lt Cy5; 1:100; mindegyik; 

Jackson ImmunoResearch) TOTO-3 (1: 1000; Molecular Probes) magfest®ssel vagy an®lk¿l. A 

morfometri§s elemz®st ¼gy v®gezt¿k, hogy a CD133+ ®s a VEGFR2+/CD133+ kettŖs pozit²v 

sejtek sz§m§t megsz§moltuk t²z v®letlenszerŤen kiv§lasztott 1 mm2-es mezŖben. A metszeteket 

Nikon Eclipse 80i mikroszk·ppal vizsg§ltuk, ®s a digit§lis k®peket SPOT digit§lis 

f®nyk®pezŖg®p (Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI, USA) vagy a Bio-Rad MRC-

1024 konfok§lis mikroszk·ppal (Bio-Rad) k®sz²tett¿k. 

 

3.9 HT1080 sejtek transzfekci·ja GFP-vinkulinnal  

A HT1080 sejteket (106) GFP-vinkulin f¼zi·s g®nt kifejezŖ plazmiddal transzfekt§ltuk, amit 

Dr. Benjamin GeigertŖl (Weizmann Tudom§nyos Int®zet, Rehovot, Izrael) kaptunk. A 

transzfekci·t FuGENE 6 transzfekci·s reagens (Roche Diagnostic, Mannheim, N®metorsz§g) 

felhaszn§l§s§val v®gezt¿k a gy§rt· ¼tmutat§sait kºvetve. A transzfekt§lt sejtek ar§nya 

maxim§lisan 20% volt, ®s a teny®szeteket 3 napig haszn§ltuk migr§ci·s tesztekre. A 

transzfekci· negat²van befoly§solta a mozg§s aktivit§s§t: mind a mozg· sejtek ar§ny§t (~1%), 

mind a sebess®get csºkkentett®k. 

 

3.10 Elektronmikroszk·pos vizsg§latok 

A Boyden-kamr§s migr§ci·s teszt befejez®se ut§n a membr§nt elt§vol²tottuk, CSK-

pufferrel (20 mM HEPES, 3 mM MgCl2, 50 mM KCl, 1 mM EDTA, pH=7) mostuk ®s 

extrah§ltuk 1% CSK-oldattal ami Triton X-100-at, 4% PEG-et ®s TRITC-falloidint tartalmazott 

(1:100-as h²g²t§sban). Ezt kºvetŖen a miozin S1 (HMM) dekor§ci·t TRIS-KCl oldattal 

v®gezt¿k, amely 1 mg/ml HMM-et tartalmazott (30 perc). Kºszºnettel tartozom Dr. Hegyi 

Gyºrgynek (ELTE Biok®mia Tansz®k), aki a miozin S1 fragmenst rendelkez®s¿nkre bocs§totta. 

A mint§kat 30 percig 2,5% glut§raldehidet ®s 0,2% tannint tartalmaz· PBS-ben fix§ltuk, majd 

1 ·r§n §t 2% OsO4-be (PBS-ben) mer²tett¿k. A mint§kat felsz§ll· alkoholsorban dehidrat§ltuk 

(50%, 75% [2% uranil-acet§tot tartalmaz], 90%, 100%, majd 30 perc 1:1 ar§ny¼ alkohol-gyanta 

kever®k), v®g¿l Spurr kever®kben inkub§ltuk 60ÁC-on 24 ·r§n kereszt¿l. Az ultrav®kony 
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metszeteket Ni-gridre ¼sztatva ·lom-citr§ttal kontrasztoztuk, majd elektronmikroszk·ppal 

(Philips CM10) vizsg§ltuk. 

 

3.11 Oligoszacharid heparinsz§rmaz®kok 

A 4-22 monoszacharid egys®gbŖl §ll· oligoszacharidl§ncokat (dp4ïdp22) John T. 

GallaghertŖl kaptuk (Paterson Institute for Cancer Research, Manchester M20 4BX, UK). A 

szint®zis¿k menet®t kor§bban a csoport publik§lta [181]. Rºviden: a heparin-

oligoszacharidokat m®ret szerinti sz®tv§laszt§s ut§n depolimeriz§lt§k, majd a l§ncok 

diszacharidkomponenseit anioncser®lŖ folyad®kkromatogr§fi§val azonos²tott§k (7. táblázat). 

Vizsg§latainkban kontrollk®nt kis molekulas¼ly¼ dalteparint (LMWH, Pharmacia/Pfizer) 

haszn§ltunk. 

7. t§bl§zat. A hum§n melan·ma-sejtvonalakkal folytatott k²s®rletekben felhaszn§lt 

oligoszacharid heparinsz§rmaz®kok 

Oligoszacharid l§nchossz 

 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 

Az oligoszacharidok diszacharid ºsszetevŖi (%) 

IdoA-GlcNAc 1,9 3,1 3,0 1,5 4,1 7,3 7,3 0 0 0 

Ido-GlcNS 0 0 0,9 1,3 1,8 3,2 4,0 4,0 5,4 5,3 

Ido-GlcNAc(6S) 0 0 1,6 1,2 1,5 3,5 3,9 3,9 4,2 4,7 

Ido-GlcNS(6S) 7,7 11,0 8,7 9,2 8,8 8,5 9,7 11,5 11,6 12,1 

Ido(2S)-GlcNS 8,9 7,5 8,3 8,3 7,1 7,9 9,5 9,3 9,7 9,7 

Ido(2S)-GlcNS(6S) 81,5 78,0 77,0 78,4 76,6 69,6 65,5 67,3 66,0 65,1 

A diszacharidok szulfat§lts§ga (%) 

N-szulfat§lts§g 98,1 96,5 94,9 97,2 94,3 92,7 88,7 92,0 92,0 92,0 

2-O-szulfat§lts§g 90,4 85,5 85,5 86,7 83,7 77,5 75,0 77,0 76,0 75,0 

6-O-szulfat§lts§g 89,2 89,0 87,3 88,8 86,9 81,6 79,1 82,0 82,0 82,0 

Sorok: azonos²tott diszacharid-komponensek; oszlopok: a k²s®rletesen felhaszn§lt 

oligoszacharidok l§nchossza (dp4-dp22). IdoA, iduronsav; GlcNAc, N-acetil-gl¿k·zamin; 

GlcNS, N-szulfat§lt gl¿k·zamin; 6S, 6-O-szulf§t; 2S, 2-O-szulf§t 
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3.12 Proteinfoszfat§z-aktivit§s vizsg§lata 

 A protein-foszfat§z 1c (PP1c) katalitikus alegys®g®t ny¼l v§zizmokb·l §ll²tott§k elŖ, a 

protein-foszfat§z 2A katalitikus alegys®g®t (PP2Ac) heparin-szefar·z kromatogr§fi§val 

v§lasztott§k el [182]. A foszfat§zaktivit§st 30ÜC-on 2 ɛM 32P-jelºlt miozin kºnnyŤl§ncon 

vizsg§ltuk (32P-MLC20), melyet pulyka z¼z·gyomorb·l §ll²tottak elŖ. A k¿lºnbºzŖ 

heparinsz§rmaz®kokkal 10 ɛg/ml koncentr§ci·ban inkub§ltuk a foszfat§z enzimet 5 percig, 

majd a reakci·t szubsztr§t hozz§ad§s§val ind²tottuk el. 10 perces inkub§l§s ut§n a reakci·t 200 

ɛl 100% TCA ®s 200 ɛl 6 mg/ml BSA hozz§ad§s§val §ll²tottuk le. A kicsap·dott feh®rj®ket 

centrifug§l§ssal ºsszegyŤjtºtt¿k, ®s a felszabadult 32P izot·pot szcintill§ci·s sz§ml§l·val 

(Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) hat§roztuk meg a fel¿l¼sz·b·l. A foszfat§zaktivit§st a 

kezeletlen kontrollokban 100% -nak tekintett¿k. 

 

3.13 Hipoxi§s kult¼r§k 

 A csºkkentett oxig®ntartalm¼ kºzeget egy hipoxi§s kamr§ban (Billups-Rothenberg, San 

Diego, CA, USA) hoztuk l®tre in vitro, amiben 5% CO2, 90% vagy 94% N2 ®s 1% vagy 5% O2 

g§zkever®ket haszn§ltunk. A hipoxiakamr§ban a sejteket 37ÁC-on inkub§ltuk 72 ·r§n §t. Az 

inkub§ci· ut§n molekul§ris biol·giai vizsg§latokat (mRNS-izol§l§s, kvantitat²v RT-PCR), 

Western-blot anal²zist, enzimaktivit§si teszteket, valamint Boyden-kamr§s migr§ci·s 

vizsg§latokat v®gezt¿nk. 

 

3.14 A HIF -1Ŭ csendes²t®se 

 A HIF-1Ŭ expresszi·j§nak csendes²t®s®hez HT168-M1 ®s HT29 sejtvonalakban shRNS-

t (Gene ID 3091) haszn§ltunk MegaTran1.0 transzfekci·s reagenssel (OriGene, Rockville, MD, 

USA). A transzfekci·t a gy§rt· utas²t§sai szerint hajtottuk v®gre. A transzfekci· ut§n 

puromicint haszn§ltunk a szelekci·s folyamatban.  

 

3.15 Val·s idejŤ RT-PCR vizsg§latok 

3.15.1 RNS-extrakci·  

 A teljes RNS-t TRIzol reagenssel (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) 

izol§ltuk a gy§rt· protokollja szerint. Az RNS tisztas§g§t ®s koncentr§ci·j§t 

spektrofotom®terrel hat§roztuk meg 260 nm hull§mhosszon (NanoDrop, Wilmington, DE, 

USA). 
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3.15.2 HIF-1Ŭ ®s kis G-feh®rj®k expresszi·j§nak meghat§roz§sa tumorsejtekbŖl 

 Az RNS §t²r§s§t nagy kapacit§s¼ cDNS reverz transzkripci·s kittel v®gezt¿k 

(Invitrogen, Life Technologies) a gy§rt· utas²t§sai szerint. A reverz transzkripci· ut§n a cDNS-

mint§kat -70ÁC-on t§roltuk a tov§bbi feldolgoz§sig. A kvantitat²v val·s idejŤ PCR reakci·kat 

iCycler iQ (Bio-Rad) g®pben v®gezt¿k. A kvantitat²v PCR-hez a reakci·elegyet ¼gy k®sz²tett¿k, 

hogy mindegyik mint§hoz 10 Õl 2Ĭ TaqMan master mixet, 1 Õl primereket (Invitrogen, Life 

Technologies) ®s 7 Õl DEPC vizet adtunk. A primerek a kºvetkezŖk voltak: hum§n HIF-1Ŭ 

(Hs00936366_m1), Rac1 (Hs01902432_s1), Cdc42 (Hs00741586_mH), RhoA 

(Hs00236938_m1), ɓ-aktin (FAM/MGB 4333762, mint endog®n kontroll). A reakci·elegyet 

(18 Õl/lyuk) 96 lyuk¼ lemezen (Bio-Rad) osztottuk el, ®s mindegyik lyukhoz hozz§adtunk 2 Õl 

cDNS-mint§t (300 ng). A PCR reakci·t h§rom p§rhuzamosban hajtottuk v®gre a gy§rt· aj§nl§sa 

szerint, azonos hŖprofillal. A relat²v mRNS-expresszi· meghat§roz§sa a PCR reakci·t jellemzŖ 

(Ct) k¿szºb®rt®kek felhaszn§l§s§val tºrt®nt. 

3.15.3 A HIF -1Ŭ RNS izol§l§sa, reverz transzkripci·ja ®s expresszi·ja val·s idejŤ 

PCR-rel  

 Teljes RNS-t izol§ltuk, ®s a cDNS-t a gy§rt· utas²t§sainak megfelelŖen §ll²tottuk elŖ 

(Invitrogen). Minden 25 ɛl-es reakci·elegy 12,5 ɛl 2Ĭ iQ SYBR Green Supermix-et (Bio-Rad), 

0,5ï0,5 ɛl HIF-1Ŭ primereket (AAC-TTC-TGG-ATG-CTG-GTG-ATT ®s TGTTCA-TAG-

TTC-TTC-CTC-GGC; v®gsŖ koncentr§ci·ja 200 nM), ®s 11,5 ɛl h²g²tott cDNS-t tartalmazott. 

A ciklus kºr¿lm®nyei: 3 perc iTaqÊ DNS-polimer§z aktiv§ci· 95ÁC-on, 40 ciklus 95ÁC-on 30 

m§sodpercig, 55ÁC-on 30 m§sodpercig ®s 72ÁC-on 1 percig. A kiindul§si mennyis®geket a 

K562 hum§n leuk®miasejtekbŖl sz§rmaz· kontroll cDNS standard ºtszºrºs h²g²t§si sorozatai 

(1Ĭï625Ĭ) alapj§n hat§roztuk meg. A HIF-1Ŭ relat²v expresszi·j§t ¼gy hat§roztuk meg, hogy a 

kiindul§si mennyis®geket a ɓ-aktinra normaliz§ltuk (primerek: GTG-GGG-CGC-CCC-AGG-

CAC-CA ®s CTC-CTTAAT-GTC-ACG-CAC-GAT-TTC) ugyanazon cDNS-mint§b·l. A 2%-

os agar·z g®len elv§lasztott PCR-term®keket ¼jra elk¿lºn²tett¿k a g®lbŖl (High Pure PCR 

Product Purification Kit, Roche, Mannheim, N®metorsz§g). A DNS-szekvenci§k 

meghat§roz§s§t Big Dye Terminatorral v®gezt¿k az Applied Biosystems 3130 Genetic 

Analyzer k®sz¿l®ken (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 
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3.15.4 A hum§n eritropoetinreceptor ®s a vaszkul§ris endoteli§lis nºveked®si faktor 

expresszi·j§nak meghat§roz§sa tumorxenograftokban 

 Az eritropoetinreceptor val·s idejŤ PCR-j®hez teljes RNS-t izol§ltunk in vitro nºvekvŖ 

sejtvonalakb·l TRI reagens (Sigma) alkalmaz§s§val a gy§rt· utas²t§sai szerint. A lehets®ges 

DNS-szennyezŖd®s kik¿szºbºl®s®re TURBO kitet haszn§ltunk (Ambion, Austin, TX, USA). A 

vaszkul§ris endoteli§lis nºveked®si faktor (VEGFA) expresszi·j§t a kezelt ®s a kontroll §llatok 

tumormint§ib·l izol§lt RNS-bŖl hat§roztuk meg, amihez NucleoSpin RNAII k®szlettel 

(Macherey-Nagel, D¿ren, N®metorsz§g) izol§ltuk az RNS-t.  

 A reverz transzkripci·hoz 1 Õl 10 mmol/l koncentr§ci·j¼ dezoxinukleotid-trifoszf§t 

kever®ket (Finnzyme, Espoo, Finnorsz§g) ®s 1 Õl random primer oligo(dT) kombin§ci·t adtunk, 

hogy a v®gkoncentr§ci· 2,5 ɛmol/l legyen, ®s mindk®t esetben 2 Õg-ot haszn§ltunk a tiszt²tott 

teljes RNS-bŖl. 70   hŖm®rs®kleten 10 percen §t v®gzett inkub§l§s ut§n 2 Õl 10Ĭ M-MLV 

reverz transzkript§z puffert (Finnzyme), 1 Õl M-MLV reverz transzkript§zt (200 

egys®g/reakci·, Finnzyme), 0,5 ÕL RN§z-inhibitort (40 egys®g/Õl, Promega, Madison, WI, 

USA) ®s 6,5 Õl dietil-pirokarbon§ttal kezelt vizet m®rt¿nk ºssze, hogy a v®gt®rfogat 20 ɛl 

legyen, majd 37ÁC-on 50 percig ®s 85ÁC-on 10 percig inkub§ltuk. A reverz transzkripci· 

megtºrt®nt®t PCR-rel ellenŖrizt¿k a b-aktin h§ztart§si g®n primereinek haszn§lat§val. 

Ugyanazon minta RNS-®t haszn§ltuk negat²v kontrollk®nt a DNS-szennyezŖd®s kimutat§s§ra, 

dietil-pirokarbon§ttal kezelt vizet pedig mintamentes kontrollk®nt. 

 A kvantitat²v PCR-m®r®sekhez mindegyik 25 Õl t®rfogat¼ reakci·elegy 12,5 Õl 2Ĭ iQ 

SYBR Green Supermix-et (Bio-Rad), ®s 0,5ï0,5 Õl-t tartalmazott minden egyes primerbŖl, 200 

nmol/l v®gkoncentr§ci·ban, valamint 11,5 Õl kih²g²tott cDNS-t. A PCR-kond²ci·k a 

kºvetkezŖk: 3 perc iTaq DNS-polimer§z-aktiv§ci· 95ÁC-on, majd 40 ciklus 95ÁC-on 30 

m§sodpercig, 60ÁC (eritropoetin) vagy 64ÁC (VEGF) 30 m§sodpercig, 72ÁC 1 percig. A 

kiindul§si mennyis®geket a kontroll cDNS-sel elv®gzett standard ºtszºrºs h²g²t§si sorozat (1Ĭ-

625Ĭ) alapj§n hat§roztuk meg. A VEGF-vizsg§lat sor§n a kontrollok a kºvetkezŖk voltak: A431 

az emberi eritropoetinreceptorhoz, eg®r B16a az eg®rspecifikus primerekhez, valamint hum§n 

Kaposi-szark·ma (KS-Imm) sejtvonalak a hum§nspecifikus primerekhez. A hum§n 

eritropoetinreceptor (primerek: TCT GGC ATC TCA ACT GAC TAC A ®s CCA TCC CTG 

TTC CAT AAG TCT TG) ®s a VEGF (hum§nspecifikus primerek: CTT GCC TTG CTG TC 

TAC CT ®s TGA TGT TGG ACT CCT CAG TGG, eg®rspecifikus primerek: CTA CTG CCG 

TCC GAT TGA GA ®s CAT CTG CTG TGC TGT AGG AAG) relat²v expresszi·j§t ¼gy 

hat§roztuk meg, hogy a kiindul§si mennyis®geket normaliz§ltuk ugyanazon cDNS-minta ɓ-
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aktin h§ztart§si g®nj®re. b-aktin primerek az emberi eritropoetinreceptor meghat§roz§s§ra: 

GTG GGG CGC CCC AGG CAC CA ®s CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT TTC, valamint 

VEGF meghat§roz§sokhoz: AGA CAA CAT TGG CAT GGC TT ®s AAT GAA GTA TTA 

AGG CGG AAG ATT). A VEGF-primerek fajspecifit§s§t a hum§n minta ï eg®r primer ®s az 

eg®r minta ï hum§n primer kombin§ci·k reakci·inak elv®gz®s®vel bizony²tottuk. A val·s idejŤ 

PCR-eket Bio-Rad MyiQ egysz²nŤ val·s idejŤ PCR-detekt§l· rendszerrel m®rt¿k. 

 

3.15.5 Az EPOR expresszi·j§nak meghat§roz§sa NSCLC sejtekben ®s 

betegmint§kban 

A mint§inkb·l Trizol reagenssel (Invitrogen) izol§ltuk az ºsszes RNS-t, RNase-free 

DNase kitet haszn§lva (Ambion) a gy§rt· le²r§s§nak megfelelŖen. Minden minta eset®ben 12,5 

ɛl RNS-bŖl reverz transzkripci·val cDNS-t k®sz²tett¿nk az al§bbi reakci·eleggyel: dezoxi-NTP 

(0,5 mM), oligo-dT ®s random primer kever®ke (3 ɛM v®gkoncentr§ci·, Applied Biosystems), 

RNasin ribonukle§z-inhibitor (20 U/reakci·; Promega, Madison, WI, USA), reverz 

transzkripci·s puffer (500 mM Tris-HCl, pH 8,3, 500 mM KCl, 30 mM MgCl2 ®s 50 mM 

ditiotreitol), M-MLV reverz transzkript§z (200 U/reakci·; Sigma) ®s DEPC-kezelt v²z. Az 

§t²r§s eredm®ny®t ®s az RNS-mint§k tisztas§g§t ɓ-aktin amplifik§l§s§val ellenŖrizt¿k 

(primerek: GTG GGG CGC CCC AGG CAC CA ®s CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT 

TTC). 

 A cDNS-mint§k qRT-PCR-anal²zis®hez Applied Biosystems 7500 Real-time PCR 

System k®sz¿l®ket haszn§ltunk. TaqMan EPOR (Hs000181092_m1), ɓ-aktin 

(Hs03023880_g1), valamint GAPDH (Hs02786624_g1) g®nexpresszi·s essz®t v®gezt¿nk 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) TaqMan Universal PCR Master mixben a 

kºvetkezŖ param®terekkel: 50ÜC (2 perc), 40 ciklusban 95ÁC (10 mp), 60ÜC (1 perc) ®s 72ÜC (1 

perc). A kiindul§si mRNS relat²v mennyis®g®t egy ismert koncentr§ci·j¼ DNS-minta h²g²t§si 

sor§hoz viszony²tva §llap²tottuk meg ®s normaliz§ltuk a saj§t ɓ-aktin-, illetve a sejtvonalak 

eset®ben GAPDH-expresszi·j§hoz. A tumorszºvet EPOR-expresszi·j§t egy kºvetkezŖ 

l®p®sben normaliz§ltuk az ugyanazon beteghez tartoz· norm§lis endobronchi§lis szºvet EPOR-

expresszi·j§val (tumor/norm§l, T/N). 
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3.15.6 Az EPC-markerek szintj®nek m®r®se kvantitat²v val·s idejŤ RT-PCR 

seg²ts®g®vel 

 NSCLC-s betegek perif®ri§s v®r®t 10 percig inkub§ltuk vºrºsv®rsejt-liz§l· pufferrel 

(Sigma, M¿nchen, N®metorsz§g), ®s 20 m§sodpercig teljes sebess®ggel centrifug§ltuk egy 

mikrocentrifug§ban. A teljes RNS-t Qiagen RNeasy Mini kit seg²ts®g®vel extrah§ltuk, ®s a 

gy§rt· protokollja szerint RN§z-mentes DN§z-k®szlettel em®sztett¿k. Mindegyik mint§b·l 3 ɛg 

teljes RNS-t ²rtunk §t cDNS-re dezoxinukleotid-trifoszf§tokkal (mindegyik 0,5 mmol/l), 

v®letlenszerŤ primer ®s oligo dT kever®k®vel (v®gsŖ koncentr§ci·: 3 Õmol/l), RNasin RN§z-

inhibitorral (Promega, Madison, WI, 20 egys®g/reakci·) reverz transzkript§z pufferben MMLV 

reverz transzkript§z (Sigma; 200 egys®g/reakci·) seg²ts®g®vel. A mint§kat (30 Õl) 50 percig 

inkub§ltuk 37ÁC-on, majd 85ÁC-on 10 percig. A kºvetkezŖ primerszekvenci§kat haszn§ltuk 

[183]: AC133: TGGATGCAGAACTTGACAACGT ®s 

ATACCTGCTACGACAGTCGTGGT; VEGFR2: CACCACTCAAACGCTGACATGTA ®s 

GCTCGTTGGCGCACTCTT; VE-kadherin: TTTCCAGCAGCCTTTCTACCA ®s 

GGAAGAACTGGCCCTTGTCA; CD34: TTGACAACAACGGTACTGCTAC ®s 

TGGTGAACACTGTGCTGATTAC. A val·s idejŤ PCR-anal²zist ¼gy standardiz§ltuk, hogy a 

k®rd®ses g®neket a ɓ-aktin h§ztart§si g®nnel egy¿ttesen amplifik§ltuk (primerek, 

TCTGGCACCACACCTTCTAC ®s CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC). A val·s idejŤ 

PCR reakci·t iCycler iQ-n (Bio-Rad) szok§sos kºr¿lm®nyek kºzºtt v®gezt¿k: a primerek 200 

nmol/l, iQ SYBR Green Supermix ®s 2 Õl cDNS. Negat²v kontrollk®nt vizet haszn§ltunk 

minden egyes primerp§rhoz. A ciklusparam®terek a kºvetkezŖk voltak: 95  (3 perc), 50 ciklus 

95  (30 m§sodperc), 64  (30 m§sodperc) ®s 72  (1 perc). A mint§ban levŖ g®nexpresszi· 

kiindul§si mennyis®g®t az ismert koncentr§ci·j¼ templ§t DNS h²g²t§si sorozat§b·l elŖ§ll²tott ®s 

a saj§t ɓ-aktin expresszi·j§ra normaliz§lt standard gºrbe ºsszehasonl²t§s§val hat§roztuk meg. 

 

3.16 Ćraml§si citometri§s m®r®sek 

3.16.1 Eritropoetinreceptorok kimutat§sa tumorsejteken 

 A tumorsejteket EDTA-val (Sigma) lev§lasztottuk, sz®rummentes RPMI-vel mostuk ®s 

metanollal 20 percig fix§ltuk. A fix§l§s ut§n a nem specifikus kºtŖhelyeket 3% szarvasmarha-

sz®rumalbumin/PBS-sel (Sigma) blokkoltuk 30 percig, majd a sejteket anti-hum§n 

eritropoetinreceptor monoklon§lis antitesttel (1:20 PBS-ben, R&D Systems, Minneapolis, MN, 

USA), vagy kontroll eg®r IgG2b antitesttel inkub§ltuk (Sigma). A megkºtºtt primer 

ellenanyagot R-fikoeritrinnel konjug§lt kecske anti-eg®r immunglobulinnal (1:10 PBS-ben, 
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DakoCytomation) detekt§ltuk. A jelºlt sejtek fluoreszcenci§j§t CyFlow flow citom®terrel 

(Partec, M¿nster, N®metorsz§g) m®rt¿k ®s meghat§roztuk a pozit²v sejtek sz§zal®kos ar§ny§t. 

3.16.2 Az EPC-k meghat§roz§sa NSCLC-betegek perif®ri§s v®r®ben 

 A keringŖ endoteli§lis progenitorsejteket NSCLC-s betegek 90 ɛl perif®ri§s v®r®bŖl 

hat§roztuk meg, amelyet 30 percig inkub§ltunk 4-on PE-Cy5-konjug§lt anti-hum§n CD34 

(BD Biosciences) ®s PE-konjug§lt anti-hum§n VEGFR2 (R&D Systems) antitestekkel, vagy 

biotinnel konjug§lt anti-hum§n CD133 (Miltenyi Biotec) ®s PE-konjug§lt anti-hum§n 

VEGFR2-vel (R&D Systems). A biotinnel konjug§lt anti-CD133-at sztreptavidin-PE-Cy5 (BD 

Biosciences) alkalmaz§s§val tett¿k m®rhetŖv®. Minden fest®si elj§r§shoz megfelelŖ fluorkr·m-

konjug§lt izot²puskontrollokat haszn§ltunk. A m®r®sek ut§n (CyFlow SL flow citom®ter, 

Partec, Munster, N®metorsz§g) a CD34+/VEGFR2+ ®s a CD133+/VEGFR2+ sejtek sz§m§t a 

FlowMax szoftver (Partec) seg²ts®g®vel hat§roztuk meg ®s 1 ml v®rt®rfogatra esŖ sejtsz§mban 

fejezt¿k ki. 

 

3.17 Az akt²v RhoA meghat§roz§sa  

 A RhoA akt²v, GTP-hez kºtºtt form§j§t a gy§rt· utas²t§sai szerint G-LISA kittel 

(Cytoskeleton, Denver, CO, USA) hat§roztuk meg. 

 

3.18 Western blot vizsg§latok 

A kis G-feh®rj®k meghat§roz§s§hoz a 72 ·r§s inkub§l§s ut§n a sejteket k®tszer mostuk Tris-

pufferben, majd MLB (Millipore, Billerica, MA, USA) oldattal liz§ltuk, amely 10 Õg/ml 

aprotinint ®s 10 Õg/ml leupeptint tartalmazott. A mint§kat ezut§n homogeniz§ltuk ¼gy, hogy a 

liz§tumokat 26-as ®s 28-os m®retŤ tŤkºn ºtszºr §tpr®selt¿k, majd 2 percig centrifug§ltuk 14 

000 g-vel. A fel¿l¼sz·t haszn§ltuk az elemz®shez. A mint§kat 1:1 ar§nyban h²g²tottuk 2x 

Laemmli-pufferrel (Sigma-Aldrich), ®s -80ÁC-on t§roltuk a tov§bbi felhaszn§l§sig. Az eg®sz 

elj§r§st j®gen hajtottuk v®gre a feh®rjeboml§s elker¿l®se ®rdek®ben. A feh®rj®ket (mint§nk®nt 

40 Õg ºsszfeh®rj®t, a feh®rje koncentr§ci·t Lowry-m·dszerrel hat§roztuk meg) 10% SDS-

poliakrilamid g®lben v§lasztottuk el, majd PVDF membr§nra (Bio-Rad) vitt¿k §t, a gy§rt· 

protokolljainak megfelelŖ nedves elektroblot k®sz¿l®kkel. A Rho-t anti-Rho (-A, -B, -C; 

clone55, Millipore) antitesttel detekt§ltuk 3 mg/ml koncentr§ci·ra h²g²tva. A Rac1-et anti-Rac1, 

23A8 kl·n eg®r monoklon§lis antitest (Millipore) alkalmaz§s§val detekt§ltuk 1 mg/ml 

koncentr§ci·ban. A Cdc42-et anti-Cdc42 eg®r monoklon§lis antitesttel (Millipore) 
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azonos²tottuk, 1 mg/ml koncentr§ci·ra h²g²tva az antitestet. Mindh§rom primer antitestet HRP-

vel konjug§lt kecske anti-eg®r IgG szekunder antitesttel detekt§ltuk (Jackson 

ImmunoResearch). Az immunoblotokat kemilumineszcens rendszerrel (Millipore) h²vtuk elŖ. 

A s§vokat a GelAnalyzer 2010a szoftver (Lazar Software, Debrecen, Magyarorsz§g) 

felhaszn§l§s§val ®rt®kelt¿k, a mennyis®gi meghat§roz§shoz a feh®rjeexpresszi·t normaliz§ltuk 

a b®ta-aktin szintj®re. 

 

3.19 Hemoglobinszint m®r®se SCID egerekben 

 A sz²vbŖl vett friss v®rt (a 8., 15., 19. ®s 22. napon) ¿vegcsºvekben tartottuk 3,8% 

n§trium-citr§tban (citr§t:v®r ar§ny = 1:10 v/v). A mint§kat 4000 fordulat/perc sebess®ggel 15 

percig centrifug§ltuk, ®s a hemoglobinszintet a SYSMEX-SF-3000 hematol·giai mŤszerrel 

hat§roztuk meg. 

 

3.20 Ćllatk²s®rletek 

A k²s®rletekben felhaszn§lt §llatok az Orsz§gos Onkol·giai Int®zet K²s®rletes 

Farmakol·giai Oszt§ly§n (Budapest, Magyarorsz§g) mŤkºdŖ speci§lis patog®nmentes (SPF) 

§llath§z teny®szeteibŖl sz§rmaztak. Az §llatok gondoz§sa a ñGuiding Principles for the Care 

and Use of Animalsò vonatkoz· alapelvek szerint, valamint a ñHelsinki nyilatkozatô alapj§n 

tºrt®ntek [184]. Az §llatok steriliz§lt t§pot kaptak (SDF, Akronom Kft, Budapest, 

Magyarorsz§g,) ®s szabadon hozz§f®rtek a steriliz§lt iv·v²zhez. Az §llatokat steril, egyedileg 

szellŖztetett makrolon dobozokban (IVC) helyezt¿k el, 23-25ÁC-on, 40%-50% p§ratartalom 

mellett, 12/12 ·r§s (vil§gos/sºt®t) megvil§g²t§ssal. K²s®rleteinkben 5-10 egeret vontunk be 

csoportonk®nt. 

Az ºsszes in vivo vizsg§lat az §llatk²s®rletekre vonatkoz· aktu§lis nemzeti ®s int®zm®nyi 

szab§lyoknak [185, 186], a nemzeti szakhat·s§gi enged®lyeknek megfelelŖen (legutols· 

enged®lyek sz§mai: 22.1/722/3/2010, PEI/001/2574-6/2015), az Orsz§gos Onkol·giai Int®zet 

Munkahelyi Ćllatj·l®ti Bizotts§g§nak j·v§hagy§s§val tºrt®ntek.  

3.20.1 T¿dŖkoloniz§ci·s vizsg§latok heparinokkal 

 K®t-h§rom h·napos, s¼lyosan immunhi§nyos (SCID, CB17/Icr-Prkdcscid) nŖst®ny 

egereket haszn§ltunk, amelyekbe intrav®n§san (farokv®n§n kereszt¿l) injekt§ltuk a 

szºvetteny®szetbŖl sz§rmaz· HT168-M1 hum§n, vagy a B16 eg®r melan·masejteket (5Ĭ105 ï 

1Ĭ106 §llatonk®nt, 200 Õl sz®rummentes Medium-199 t§pfolyad®kban). Az UFH-t, LMWH-t 
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(20-200 NE/kg, 100 Õl 0,9% NaCl-ban h²g²tva minden §llaton), a hirudint (3 mg/kg), m²g az 

oligoszacharidokat (640 Õg/kg-1,8 mg/kg) intraperitone§lisan adtuk a tumorsejtek olt§sa elŖtti 

napt·l a tumorsejtolt§s ut§ni 1-3 napig naponta egyszer (3-5 kezel®s). A kontrollok 100 Õl 

s·oldatot kaptak. Az §llatokat 7 h®tig kºvett¿k, ®s Nembutal (Serva, Heidelberg, N®metorsz§g) 

t¼ladagol§ssal fel§ldoztuk amikor vagy a s¼lycsºkken®s el®rte a maximum 20% -ot, vagy a 

kontrollcsoportban l®vŖ §llatok hiperventil§ci·t mutattak., de legk®sŖbb az 50. napon A t¿dŖket 

elt§vol²tottuk, 4% PFA-ban fix§ltuk, ®s a felsz²ni tumorkol·ni§kat sztereomikroszk·ppal 

megsz§moltuk. 

3.20.2 A melan·masejtek kitapad§s§nak dinamik§ja a t¿dŖben  

 A saj§t teny®szet¿nkbŖl sz§rmaz· nŖst®ny SCID egereket heparinnal, LMWH-val (200 

NE/kg), vagy fiziol·gi§s s·oldattal (kontroll) kezelt¿k intraperitone§lisan (ip.) 1 nappal a 

HT168-M1 tumorsejtek intrav®n§s (iv.) olt§sa elŖtt (106/§llat). Az §llatokat Nembutal (Serva) 

t¼ladagol§ssal termin§ltuk 5 perc, 1 vagy 4 ·ra ut§n, majd az elt§vol²tott t¿dŖket PFA-ban 

fix§ltuk, paraffinba §gyaztuk ®s 3 Õm-es metszeteket haszn§ltunk a tov§bbi vizsg§latokhoz. Az 

immunhisztok®miai vizsg§latokhoz a metszeteken mikrohull§m¼ antig®nfelt§r§s ®s az endog®n 

peroxid§z-aktivit§s blokkol§sa ut§n (3% H2O2 metanolban) a nemspecifikus kºtŖhelyeket 20% 

kecskesz®rummal blokkoltuk. A melan·masejtek megfest®s®hez monoklon§lis HMB45 ®s anti-

MART-1 antitesteket haszn§ltunk. Az emberi melan·masejteket f®nymikroszk·ppal (400Ĭ 

nagy²t§s) sz§moltuk, ®s az adatokat statisztikailag h§rom p§rhuzamos mint§ban elemezt¿k. 

3.20.3 M§jmetaszt§zis-modell heparinokkal 

 105 daganatsejtet injekt§ltunk nŖst®ny SCID egerek l®p®be 20 Õl t®rfogatban Nembutal-

®rz®stelen²t®s alatt. A napi kezel®seket UFH-val ®s LMWH-val (20ï200 NE/kg), hirudinnal (3 

mg/kg) vagy fiziol·gi§s s·oldattal (kontroll) a 8. napon kezdt¿k a tumorolt§st kºvetŖen, ®s 2 

h®tig folytattuk. Az §llatokat Nembutal t¼ladagol§ssal termin§ltuk a 31. napon, amikor a 

kontrollcsoportokban a s¼lyveszt®s el®rte a maximum 20% -ot. A l®peket ®s a m§jat 

elt§vol²tottuk, megm®rt¿k ®s 4% PFA-ban rºgz²tett¿k. 10 §llat/csoport felsz²ni m§j§tt®teit 

sztereomikroszk·ppal hat§roztuk meg. 

3.20.4 Rekombin§ns hum§n eritropoetin ®s 5-fluorouracil -kezel®s in vivo 

 A tumorhordoz· §llatokat rHuEPOŬ-val kezelt¿k hum§n-ekvivalens d·zisban (150 

NE/kg fiziol·gi§s s·oldatban, v®gsŖ t®rfogata 0,1 ml) hetente h§romszor ip. a tumorolt§s ut§ni 

elsŖ napt·l az 5-fluorouracil (5-FU) kezel®s v®g®ig (16. nap). Az egereket 5-FU-val kezelt¿k 

               tovari.jozsef_19_22



56 

 

ip. a 12. napt·l kezdve a tumorsejtek olt§s§t kºvetŖen, napi 750 mg/m2 d·zisban, 5 napig (az 

§tlagos tumort®rfogat 50-70 mm3 volt a kemoter§pia kezdet®n). A kontroll §llatokat fiziol·gi§s 

s·oldattal kezelt¿k. A daganatok t®rfogat§t k®t §tm®rŖ m®r®s®bŖl (heti h§romszor) a kºvetkezŖ 

k®plettel hat§roztuk meg: hossz¼s§g Ĭ sz®less®g2 Ĭ ˊ/6. 

3.20.5 Rekombin§ns hum§n eritropoetin ®s gemcitabin kezel®s in vivo 

A H1795 NSCLC tumorsejtek olt§s§t kºvetŖ 5. napon az egereket n®gy csoportba 

osztottuk: 1. rHuEPOŬ-kezel®s (150 IU/kg, fiziol·gi§s s·oldatban, 0,1 ml v®gsŖ t®rfogatban) 

ip. h§romszor egy h®ten az 5. napt·l kezdve a 33. napig; 2. gemcitabin 100 mg/kg ip. ºsszesen 

n®gy alkalommal a 20., 24., 27. ®s 31. napokon; 3: rHuEPOŬ ®s gemcitabin (mindkettŖt ¼gy 

adva, ahogy k¿lºn-k¿lºn); 4. kontrollcsoport: fiziol·gi§s s·oldat minden alkalommal. A 

tumorok m®ret®t kaliperrel m®rt¿k a 19. napt·l kezdŖdŖen, h§romszor egy h®ten a t®rfogatokat 

a kor§bban le²rt k®plettel hat§roztuk meg.  

3.20.6 In vivo EPO-kezel®s ®s a daganatok besugaraz§sa 

 A tumorhordoz· §llatokat rHuEPOŬ-val kezelt¿k hum§n-ekvivalens d·zisban (150 

NE/kg) hetente h§romszor intraperitone§lisan, az 1. napt·l a besug§rz§sig (14. nap), amikor az 

§tlagos tumort®rfogat 50ï70 mm3 volt. A daganatokat egy 1 cm2-es kºr alak¼ mezŖbe 

helyezt¿k. A rºntgenbesug§rz§s egyetlen 5 Gy adagj§t helyileg adtuk be 1,85 Gy/perc d·zis 

mellett, egyedileg elŖ§ll²tott ·lomv®dŖ alkalmaz§s§val, ter§pi§s rºntgenforr§s (THX-250, 

Medicor, Budapest, Magyarorsz§g) felhaszn§l§s§val (200 kV, 15 mA, 0,5 mm-es Cu szŤrŖvel). 

8 napos inkub§l§s ut§n az §llatokat termin§ltuk ®s meghat§roztuk a tumorok tºmeg®t. 

3.20.7 Hipoxia hat§sa k²s®rletes daganatok progresszi·j§ra 

 A k²s®rlethez h²m SCID egereket haszn§ltunk. A hipoxi§s kºr¿lm®nyeknek az §tt®tek 

k®pzŖd®s®re gyakorolt hat§s§nak elemz®s®re in vivo k®tf®le koloniz§ci·s ®s metaszt§zis modellt 

alkalmaztunk. Egysejtes szuszpenzi·kat k®sz²tett¿nk a HT168-M1 hum§n melan·masejtekbŖl, 

®s 1Ĭ105/§llat tºm®nys®gben, 20 Õl t®rfogatban M®dium 199 t§pfolyad®kban (Sigma). 

injekt§ltuk az egerek l®p®be, ahonnan a m§jban kol·ni§k k®pzŖdtek. A HT29 hum§n 

kolonkarcin·ma eset®ben a szubkut§n nºvekvŖ daganatokb·l fragmenseket transzplant§ltunk 

ortotopikusan a b®lfalra az appendixr®gi·ban, ahonnan metaszt§zisok alakulnak ki a m§jban ®s 

a t¿dŖben is. A kezel®seket a tumorok olt§sa ut§ni 6. napon kezdt¿k meg (10-11 eg®r/csoportot 

haszn§ltunk a HT168-M1 eset®ben ®s 8 eg®r/csoportot a HT29 eset®ben). A kezel®si karon l®vŖ 

§llatokat v®letlenszerŤen h§rom csoportra osztottuk: kontroll (6,25% DMSO PBS-ben 
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intraperitone§lisan, hetente k®tszer 4 h®ten §t), CoCl2 (a hipoxia legismertebb k®miai 

ñmimik§l·jaò, 260 mg/l iv·v²z per os, 4 h®tig) ®s chetomin (Sigma-Aldrich, 1 mg/kg DMSO-

ban feloldva intraperitone§lisan, hetente k®tszer, 4 h®tig). A chetomin a HIF-1Ŭ szelekt²v 

inhibitorak®nt ismert, amely a HIF-1Ŭ/p300 komplex kialakul§s§nak g§tl§s§val blokkolja a 

hipoxia-induk§lhat· g®nexpresszi·t. A k²s®rleteket a tumor beolt§sa ut§n a 34. napon fejezt¿k 

be. A m§jakat ®s a t¿dŖket formalinban fix§ltuk, ®s a makrometaszt§zisokat sztere·mikroszk·p 

alatt sz§moltuk meg. 

 

3.21 Rutin hisztol·giai vizsg§latok 

 Az elt§vol²tott ®s formalinban fix§lt szºvetmint§kat felsz§ll· alkoholsorban 

dehidrat§ltuk, xilollal infiltr§ltuk majd paraffinba §gyaztuk. A szºvettani metszeteket Harris-

f®le hematoxilinnel ®s eozinnal (10:1, t®rfogatar§ny, 1% v®gkoncentr§ci·) megfestett¿k 70% -

os savany²tott etanolban, ®s lefedt¿k. A szºvettani mint§kat f®nymikroszk·ppal vizsg§ltuk 

(Olympus CH30, Olympus Optical, Jap§n). 

 

3.22 Statisztikai anal²zisek 

A normalit§s ellenŖrz®s®re ShapiroïWilks-pr·b§t haszn§ltunk. Norm§leloszl§s eset®n 

(pl. in vitro sejtes vizsg§latok, morfometriai elemz®sek) k®t csoport kºzºtti statisztikai 

k¿lºnbs®g kimutat§s§ra Student-f®le t-pr·b§t, tºbb csoport eset®n ANOVA-t, kieg®sz²tve post 

hoc Scheff®-teszttel, vagy Bonferroni-, vagy Dunn-teszteket haszn§ltunk. Az in vivo adatokat 

nem param®teres tesztekkel elemezt¿k: k®t csoport ºsszehasonl²t§s§hoz MannïWhitney U-

tesztet, tºbb csoport eset®ben KruskalïWallis-tesztet post hoc elemz®ssel kieg®sz²tve 

haszn§ltunk.  

A kategorikus adatokat Fisher-f®le egzakt teszttel ®s khi-n®gyzet-pr·b§val sz§moltuk. A teljes 

t¼l®l®st (OS), mint idŖintervallumot a diagn·zis pillanat§t·l a hal§l idŖpontj§ig hat§roztuk meg. 

A betegek teljes t¼l®l®si anal²zis®t KaplanïMeier m·dszerrel v®gezt¿k el ®s log-rank teszttel 

hat§roztuk meg a k¿lºnbs®gek szignifikanci§j§t. A klinikai param®terek multivari§ci·s 

anal²zis®t Cox regresszi·s modellel k®sz²tett¿k. 

Statisztikailag szignifik§ns k¿lºnbs®gnek azokat az eseteket t¿ntett¿k fel, ahol p<0,05. A 

statisztikai elemz®seket CSTAT, PASW Statistics 18.0 (Predictive Analytics Software, SPSS 

Inc., Chicago, IL, USA), GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Inc., San Diego, CA) ®s Statistica 7.0-

11.0 szoftverekkel v®gezt¿k el (StatSoft, USA, Tulsa, OK). 
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3.23 Klinikai adatok 

3.23.1 EPC-k vizsg§lata NSCLC klinikai mint§kban  

 A keringŖ EPC-k sz§m§nak ®s az EPC-specifikus g®nek szintj®nek m®r®s®re a diagn·zis 

idŖpontj§ban ®s a megfelelŖ daganatellenes kezel®sek ut§n 53 NSCLC-s betegbŖl perif®ri§s 

v®rt gyŤjtºtt¿nk EDTA-csºvekben. Az ¼jonnan diagnosztiz§lt NSCLC-betegek mentesek 

voltak tov§bbi rosszindulat¼, gyullad§sos vagy iszk®mi§s betegs®gektŖl, t¿dŖfibr·zist·l, 

sebektŖl ®s fek®lyektŖl, amelyek befoly§solhatj§k az EPC-k sz§m§t. Ennek megfelelŖen a 

kemoter§pia, vagy a seb®szeti sebgy·gyul§snak az EPC-sz§mra gyakorolt kºzvetlen hat§sainak 

elker¿l®se ®rdek®ben a m§sodik v®rmint§kat 21 nappal az utols· citotoxikus inf¼zi· ut§n ®s 3 

h·nappal a torakot·mia ut§n vett¿k. 28 f®rfi ®s 25 nŖi beteg volt, medi§n ®letkora 58 ®v 

(tartom§ny: 45ï67 ®v). Az NSCLC-s betegeket radiol·giai ®s patol·gi§s vizsg§latok alapj§n 

soroltuk csoportokba (American Joint Committee on Cancer/Unio Internationale Contra 

Cancrum tumor-node-metastasis classification). Kontroll v®rmint§kat 14 eg®szs®ges 

ºnk®ntestŖl vett¿nk. 23 laph§msejtes, 26 adenokarcin·ma ®s 4 adenoszkvam·zus karcin·m§s 

beteg volt a bevont popul§ci·ban. Huszonk®t betegn®l mŤt®tet v®geztek. Huszonnyolc, 

inoper§bilis beteg r®szes¿lt kemoter§pi§ban gemcitabinnal ®s ciszplatinnal, ebbŖl 10 lok§lisan 

elŖrehaladott beteg radioter§pi§ban is r®szes¿lt a kemoter§pi§val kombin§lva. Minden betegtŖl 

®s eg®szs®ges ºnk®ntestŖl beszerezt¿k a beleegyez®st, ®s a vizsg§latot az Orsz§gos Kor§nyi 

Pulmonol·giai Int®zet Etikai Bizotts§g§nak j·v§hagy§s§val, az Eg®szs®g¿gyi Vil§gszºvets®g 

Helsinki Nyilatkozat§ban elŖ²rt etikai norm§kkal ºsszhangban v®gezt¿k el. 22 NSCLC-s beteg 

mŤt®tileg elt§vol²tott fagyasztott mint§iban is meghat§roztuk az EPC-k jelenl®t®t a tumorok 

®rrendszer®ben.  

3.23.2 EPOR-expresszi· m®r®se hum§n bronchoszk·pos kefe mint§kban 

Klinikai vizsg§latunk sor§n 43 elŖrehaladott st§dium¼ (stage III-IV) adenokarcin·m§s 

beteg bronchoszk·pos kefe mint§j§ban hat§roztuk meg az EPOR expresszi·j§t. A betegeket 

2009. janu§r ®s 2010. december kºzºtt diagnosztiz§lt§k az Orsz§gos Kor§nyi TBC ®s 

Pulmonol·giai Int®zetben. A mint§k felhaszn§lhat·s§g§hoz minden beteg beleegyezŖ 

nyilatkozatot tett valamint a vizsg§latot a helyi etikai bizotts§g enged®ly®vel v®gezt¿k 

(153/PI/10; 2521-0/2010-1018EKU). A diagn·zis fel§ll²t§s§hoz haszn§lt bronchoszk·pos kefe 

mint§kat -80ÁC t§roltuk az RNS izol§l§s§ig. Minden betegtŖl k®t mint§t vett¿nk, egyet a 

tumorszºvetbŖl, egyet pedig a tumort·l t§volabb esŖ, norm§l endobronchi§lis felsz²nrŖl. 

Minden mint§t, a felhaszn§l§st megelŖzŖen citol·gus elemzett. A kohorszunkba 19 f®rfi- ®s 24 
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nŖbeteget vontunk be, §tlag®letkoruk 61 ®v. St§diumukat az American Joint Committee on 

Cancer/Union Internationale Contre le Cancer TNM klasszifik§ci· VII. kiad§sa alapj§n 

hat§roztuk meg [187]. 
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4. EREDMÉNYEK 

4.1 A sejtmozg§s modellez®se 3D rendszerben 

A bevezetŖben ismertetett HT1080 hum§n fibroszark·ma-sejtvonal hipotetikus mozg§si 

modellje k®tdimenzi·s vizsg§latokon alapult. A modell alkalmazhat·s§g§t 3D mozg§s le²r§s§ra 

Boyden-kamr§ban tºrt®nŖ kemotaktikus migr§ci· sor§n vizsg§ltuk. A Boyden-kamr§ban egy 

10 Õm vastags§g¼ membr§non kereszt¿l migr§lnak a sejtek 8 Õm §tm®rŖjŤ p·rusokban (19. 

ábra). Kemoattrakt§nsk®nt leggyakrabban fibronektint haszn§ltunk. A mozg§st k¿lºnbºzŖ 

idŖpillanatokban §ll²tottuk meg, ²gy vizsg§lhat· volt az egyes f§zisokban a migr§ci·ban fontos 

elemek lokaliz§ci·ja. Ultrastruktur§lis ®s kettŖs lokaliz§ci·s immunhisztok®miai vizsg§latokat 

tervezt¿nk, nyomon kºvetve a letapad§si pontok sors§t ®s a k¿lºnbºzŖ citoszkelet§lis elemek 

(mikro- ®s intermedier filamentumok) elrendezŖd®s®t.  

 

19. §bra. A Boyden-kamra membr§nj§n §thalad· HT1080 tumorsejt 

 

Boyden-kamr§ban migr§l· sejt elektronmikroszk·pos k®pe. A HT1080 tumorsejt a membr§n 

indul§si oldal§r·l (k®p felsŖ r®sze) §thalad a membr§n p·rus§n, majd meg®rkezve a 

t¼loldalra kiter¿l®sbe kezd (k®p als· r®sze) 

 

A letapad§si pontok a 2D modellben tapasztaltakhoz hasonl·an a h§romdimenzi·s 

rendszerben is kiz§r·lag a sejtek vezetŖ ®l®n, a membr§nfilter p·rusainak megfelelŖen, gyŤrŤt 

form§lva jelentek meg (20. ábra). A sejtek farki r®sz®n §ltal§ban nincsenek letapad§si pontok, 
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azok lebegnek a kiindul§si oldalon a m®diumban. Ez al·l akkor van kiv®tel, amikor a sejtek a 

mozg§s megkezd®se elŖtt letapadnak a kiindul§si oldalon. A p·rusban mozg· sejtek oldaln®zeti 

k®pein j·l megfigyelhetŖ a sejtek frontj§n tal§lhat·, intenz²v fluoreszcenci§t mutat· adh®zi·s 

sor (21A-B ábra). Az adh®zi·k alakj§ban is v§ltoz§sok figyelhetŖk meg a mozg§s sor§n. A 

p·rusokban kis pºttyºkk®nt jelennek meg, a membr§n t¼loldal§n viszont nagyobbak ®s 

elny¼jtottak. A membr§nfilter t¼loldal§ra ®rve a jellegzetes adh®zi·s pontokb·l §ll· gyŤrŤ 

§tm®rŖje fokozatosan nŖtt, mely a sejt kiter¿l®si folyamat§val magyar§zhat· (21C ábra). 

Hasonl· elrendez®st tapasztaltunk akkor is, amikor Matrigel vagy kollag®n 1 volt a 

kemoattrakt§ns, illetve LX2 hum§n m§j csillagsejtvonal eset®ben is (az eredm®nyeket nem 

mutatom).  

 

20. §bra. Adh®zi·k a Boyden-kamra p·rus§n §thaladva mozg· tumorsejtekben 

 

A) Boyden-kamra filter®nek als·, ®rkez®si oldala. Sz§mos kºr alak¼, vinkulin-jelzett 

adh®zi·s pont l§that·, amelyek a migr§ci·s folyamat k¿lºnbºzŖ szakaszaiban reprezent§lj§k 

a sejteket. A legkisebb §tm®rŖjŤ kºrºk azokat a sejteket mutatj§k a p·rusokban, amelyek ®pp 

el®rik a szŤrŖ als· fel¿let®t. M®rce: 20Õm. (B) V²zszintes n®zet a 30 darab optikai s²kb·l (~30 

Õm) rekonstru§lt, p·ruson §thalad· sejtrŖl. A sejt ®ppen el®rte az als· oldalon a membr§n 

sz®l®t. J·l l§that·, hogy csak a sejtek frontj§n tal§lhat·k adh®zi·k, a sejtek h§ts· r®sz®n (ami 

szabadon lebeg, ny²l) ®s a p·rusban sem lehet adh®zi·t megfigyelni. C ®s D) K®t k¿lºnbºzŖ 

optikai s²k k®t sejtrŖl (az optikai s²kok 2 mikronra vannak egym§st·l), melyek a szŤrŖn 

kereszt¿li v§ndorl§s k¿lºnbºzŖ szakaszaiban vannak. A jobb oldali sejt m®g a p·rusban van, 

®s kis pontszerŤ adh®zi·k jellemzik a sejt frontj§n. A bal oldali sejt m§r el®rte a membr§n 

t¼loldal§t, ®s megkezdte a kiter¿l®st, amit elny¼jtott alak¼, nagyobb m®retŤ adh®zi·k 

jellemeznek. M®rce: 5 Õm 
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 A sejttestek a p·rusokban minim§lis aktinjelºl®st mutattak, ®s a fronton is addig, am²g 

az adh®zi·k nem kezdtek el erŖteljesebbek lenni a p·rus t¼loldal§n, egy szerkezet n®lk¿li 

strukt¼r§t §br§zoltak. A k®tdimenzi·s modellben megfigyelt aktinh§l·zat ®s az ²velt k§belek a 

p·rus t¼loldal§ra ®rt sejtek eset®ben voltak kifejezettek. Ez a h§l·zat a sejtek kiter¿l®sekor 

megfigyelt elrendez®sre hasonl²tott (21C ábra).  

 Kolokaliz§ci·s k²s®rleteinkben a membr§n t¼loldal§ra ®rt, kiter¿l®sbe kezdŖ sejtek 

vezetŖ oldal§n fokozatosan tŤntek elŖ az aktin²vek. A letapad§si folyamat kiteljesed®s®vel az 

adh®zi·s pontokb·l §ll· gyŤrŤ §tm®rŖje ®s az aktin²vek hossza is fokozatosan nŖtt (21D ábra).  

 

 Az aktinfilamentumok szervezŖd®s®t a migr§ci· sor§n elektronmikroszk·ppal is 

vizsg§ltuk. Az eredm®nyek alapj§n elmondhat·, hogy aktinsz§lak kiz§r·lag a 

plazmamembr§nhoz kºzeli z·n§ban voltak megfigyelhetŖk a p·rus belsej®ben ®ppen §thalad·, 

®s a filter t¼loldal§ra ®rt, m§r kiter¿lt sejtekben (22. §bra) is. A legvastagabb, aktinnal gazdagon 

beh§l·zott citoplazmater¿let a protr¼zi·kra lokaliz§l·dott.  
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21. §bra. Az adh®zi·k ®s az aktinsz§lak kapcsolata a 3D migr§ci· sor§n 

 
 

A) Az oldaln®zeti k®pen h§rom sejt halad §t a membr§non (28 optikai s²k rekonstrukci·ja, ~20 Õm). A 

membr§nt kettŖsen jelºlt¿k vinkulinra (A, zºld) ®s aktinra (B, piros). A sejtek m®g a p·rusban vannak, 

az adh®zi·k a frontra lokaliz§l·dnak (A). Az aktinsz§lak a sejt elej®n ®s a membr§n tetej®n (indul§si 

oldal) figyelhetŖk meg. C) KettŖs immunfluoreszcencia-vizsg§lat vinkulinra (zºld) ®s aktinsz§lakra 

(piros). A membr§n ®rkez®si oldala felŖl n®z¿nk bele a p·rusokba, ahol a migr§ci· k¿lºnbºzŖ 

szakaszaiban levŖ sejtek figyelhetŖk meg. C1) A sejt frontja a p·rus cs¼cs§n tal§lhat·. A pontszerŤ, 

vinkulinjelºlt adh®zi·k kºr alakban vannak elrendezve. Az aktinjel nem mutat szervezett elrendezŖd®st. 

Nincsenek szervezett aktink§belek, de az aktinjelek el®rik az adh®zi·kat. C2) A vinkulinjelºlt adh®zi·k 

m§r hossz¼k§s alak¼ak, ami azt jelenti, hogy a sejt frontja elhagyta a p·rust. Aktink§belek m®g itt sem 

l§that·k. C3) A kiter¿lŖ sejtben az adh®zi·k a C2-hºz hasonl·ak, de itt m§r megfigyelhet¿nk 

form§l·d· ²velt aktinsz§lakat. C4) A mozg§s m®g elŖrehaladottabb az ®rkez®si oldalon, a hossz¼k§s 

adh®zi·kat kifejezett, ²velt aktinkºtegek kºtik ºssze. D) Teljesen kiter¿lt HT1080 tumorsejt Matrigellel 

bevont ¿vegfel¿leten. A perif®ri§s aktinsz§lak ²vekbe rendezettek, hasonl· m·don, mint C4-en l§that·. 

A sejt kºzep®n §thalad· massz²v aktink§belek a kiter¿l®s egy kor§bbi f§zis§b·l visszamaradt kifesz²tett 

²vek. M®rce (AïD): 10 Õm 
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22. §bra. Ultrastruktur§lis vizsg§lat az aktinsz§lak elrendezŖd®s®re 3D mozg· 

tumorsejtekben 

 

HMM-dekor§ci· az aktinsz§lak lokaliz§ci·j§nak vizsg§lat§ra. A fot·k teteje a membr§n felsŖ 

r®sz®nek (indul§si oldal) felel meg a Boyden-kamr§ban. A ®s B) A migr§ci· k¿lºnbºzŖ 

f§zis§ban levŖ sejtek f®lv®kony metszetei. A betŤkkel jelºlt nyilak az elektronmikroszk·pos 

k®peken l§that· sejtek k¿lºnbºzŖ r®szeire mutatnak. C ®s H) Az aktinsz§lakban gazdag 

sejfrontokat mutatja. A sejtek k¿lºnbºzŖ r®szei k¿lºnbºzŖ mennyis®gŤ aktinsz§lakat 

tartalmaznak a sejtmembr§n alatt (DïG, I ). Az aktinsz§lak mennyis®ge a p·ruson bel¿li 

membr§n alatt a legkisebb (DïF). A nem dekor§lt sz§lak intermedier (vimentin) 

filamentumok, melyek a sejt test®ben a maghoz kºzelebb helyezkednek el. A csillag jelzi a 

membr§nt. A sejtmembr§nra merŖleges vonalak az aktinsz§lakban gazdag membr§n alatti 

r®teg hozz§vetŖleges vastags§g§t mutatj§k. M®rc®k:(A ®s B): 10 Õm, (C, D, E ®s I): 1 Õm, (Fï

H): 0,5 Õm 
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Az intermedier (vimentin) ®s a mikrofilamentumrendszer (aktin) egy¿ttes vizsg§lata azt 

mutatta, hogy vimentinsz§lak a sejtek frontj§n tal§lhat· aktinh§l·zat mºgºtt, a sejtmagot 

kºr¿lºlelve ®rik el a membr§n t¼loldal§t (23. ábra). A h§romdimenzi·s vizsg§lati modell a 

vimentin elrendezŖd®se eset®ben is al§t§masztotta a k®tdimenzi·s tesztekben kapott 

eredm®nyeket. Ez az elrendezŖd®s §ltal§nosnak mondhat·, mert m§s tumorsejtvonalon 

(HT168-M1 hum§n melan·ma) v®gzett in vitro vizsg§latok sor§n ugyan elt®rŖ sebess®g mellett, 

de hasonl· morfol·gia volt megfigyelhetŖ a sejtek mozg§sa sor§n (az adatokat nem mutatom).  

 

23. §bra. Vimentimfilamentumok szervezŖd®se a migr§ci· sor§n 

 
A) 2D migr§ci· sor§n a vimentinfilamentumok kºrbevonj§k a sejtmagot, ®s az aktinban 

gazdag vezetŖ lamella mºgºtt helyezkednek el. M®rce: 10 Õm. B) 3D migr§ci· ut§n a szŤrŖ 

als· oldala, 30 optikai k®pbŖl rekonstru§lva ®s elforgatva 45 fokos szºgben. A membr§nokat 

vimentinre ®s aktinra jelºlt¿k. H§rom sejt (nagy nyilak) a membr§non tºrt®nŖ §thalad§s 

befejezŖ szakasz§ban van, a sejttestek egy r®sze m®g a p·rusokon bel¿l tal§lhat·. A kis 

ny²lhegyek az aktin, m²g a kis nyilak a vimentin legnagyobb kiterjed®s®re mutatnak. J·l 

l§that· a k®t ter¿let elt®rŖ kiterjed®se. M®rce: 20 Õm 

 

 A fluoreszcens mikroszk·pos ®s az ultrastruktur§lis vizsg§lataink alapj§n a kor§bbi, 

k®tdimenzi·s modell¿nket h§romdimenzi·s rendszerre is kiterjesztett¿k. Az adh®zi·k a 3D 

rendszerben is a sejtek vezetŖ ®l®n voltak megfigyelhetŖk, ®s ezekhez kapcsol·dtak az ²velt 

aktinkºtegek, melyek a mozg§shoz sz¿ks®ges erŖt szolg§ltatj§k. A 3D rendszerben kapott 

eredm®nyek teh§t megerŖs²tett®k a 2D modellben megfigyelteket. Ez a 3D modell is az 

adh®zi·k ®s az azokhoz kapcsol·d· aktinsz§lak elrendezŖd®s®n ®s a mozg§s sor§n tapasztalhat· 

dinamik§n alapszik (24. ábra). Az adh®zi·k a sejtek frontj§n tal§lhat·k, amikbe kezdetben 

struktur§latlan aktinsz§lak kapcsol·dnak. A mozg§s befejez®sek®nt a sejtek kiter¿lnek, ami egy 

kºr alakban, minden ir§nyba tºrt®nŖ motilit§st jelent, ®s a k®tdimenzi·s modell¿nk alapj§n 

tºrt®nik az adh®zi·juk ®s a mikrofilamentumrendszer dinamik§ja. 
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24. §bra. Az adh®zi·k ®s az aktinsz§lak elrendezŖd®s®nek 3D modellje mozg· tumorsejtben 

 

 

A v§zlatos rajzon a fekete folytonos vonallal jelºlt henger azt a lyukat jelºli, amelyen 

kereszt¿l a sejt v§ndorol, ®s maga a sejt a lyukon bel¿l van ®s pont el®ri a lyuk perem®t. A 

szaggatott fekete ter¿let a membr§n t¼loldal§n sz®tter¿lŖ sejt sz®leit jelºli. A r·zsasz²n ²vek az 

aktink§belek, a zºld pºttyºk a letapad§si pontok, ®s a zºld nyilak mutatj§k ezek ¼tj§t. A 

sejttest transzlok§ci·j§t biztos²t· kontraktilis erŖt a sejtek el¿lsŖ r®sz®n megfigyelhetŖ, 

adh®zi·khoz rºgz¿lt aktin²vek adj§k. Amikor a sejt §thalad a lyuk perem®n, az aktin²vek 

elkezdenek hosszabbodni, az ²vek v®g®n tal§lhat· adh®zi·k pedig egyenes vonalban 

mozognak. Az aktink§belek fenntartj§k az ²velts®g¿ket ®s az §ltaluk kifejtett erŖ kih¼zza a 

sejtet a lyukb·l 
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4.2 Oligoszacharid heparinsz§rmaz®kok hat§sa hum§n melan·masejtek in vitro 

migr§ci·j§ra ®s k²s®rletes metasztatiz§l§s§ra  

A kor§bbi nem frakcion§lt heparin (UFH)- ®s kis-m·ls¼ly¼ heparin (LMWH)-

kezel®sekkel kapott eredm®nyeinkbŖl kiindulva, ahol azok g§tolt§k a HT168-M1 hum§n 

melan·masejtek in vitro migr§ci·j§t ®s in vivo metasztatikus potenci§lj§t, vizsg§latainkba m®g 

kisebb (4-22 tag¼), a heparinb·l sz§rmaz· oligoszacharid fragmenseket vontunk be.  

ElŖszºr megn®zt¿k ezen oligoszacharidok (dp4-dp22) hat§s§t a HT168-M1 sejtek 

prolifer§ci·j§ra, ºsszehasonl²tva az LMWH-®val. Azt tapasztaltuk, hogy 10 Õg/ml-es 

koncentr§ci·ban a vizsg§lt oligoszacharidok kºz¿l csak a dp18-nak volt szignifik§ns 

prolifer§ci·g§tl· hat§sa (30%-os g§tl§s a kezeletlen kontrollhoz k®pest, 25. ábra). 

 

25. §bra. HeparineredetŤ oligoszacharidkezel®s hat§sa HT168-M1 sejtek in vitro 

prolifer§ci·j§ra  

 

A melan·masejteket 10 Õg/ml koncentr§ci·ban kezelt¿k az oligoszacharidokkal. Az adatok a 

kezeletlen kontrollhoz k®pest m®rt sz§zal®kokat mutatj§k, 6 p§rhuzamosb·l sz§rmaz· 

§tlagÑSD (*p<0,05, ANOVA, post hoc Scheff®-teszt) 

 

Tov§bbi vizsg§latainkban m·dos²tott Boyden-kamr§ban 6 ·r§s szimult§n alkalmazott 

hat·anyagokkal meghat§roztuk az oligoszacharidok sejtmigr§ci·ra gyakorolt hat§s§t 

fibronektint haszn§lva kemoattrakt§nsk®nt. A kezeletlen kontroll csoporttal ºsszehasonl²tva a 

dp8 ®s dp22 oligoszacharidok kiv®tel®vel az ºsszes szimult§n haszn§lt oligoszacharid 

szignifik§ns m®rt®kben g§tolta HT168-M1 melan·masejtek kemotaxis§t. A migr§lt sejtek 

sz§ma a membr§n t¼loldal§n a k²s®rlet v®g®n a kontroll 40ï60%-§ra csºkkent, amely ®rt®k j·l 
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korrel§lt a kor§bban is m®rt LMWH-hat§ssal. A k²s®rletekben a legnagyobb migr§ci·g§tl§st a 

dp4, a dp12 ®s a dp14 oligoszacharidok eset®ben tapasztaltunk (26. ábra). 

 

26. §bra. HeparineredetŤ oligoszacharidlezel®s hat§sa HT168-M1 sejtek in vitro 

migr§ci·j§ra 

 
Az adatok a kezeletlen kontrollhoz k®pest m®rt sz§zal®kokat mutatj§k, §tlagÑSD, 6 

p§rhuzamos (*p<0,05, ANOVA-teszt, post hoc Scheff®-teszt). A dp8 ®s dp22 kiv®tel®vel a 

tºbbi oligoszacharid szignifik§nsan csºkkentette a melan·masejtek migr§ci·j§t. 

 

Munkacsoportunk kor§bban kimutatta, hogy a HT168-M1 sejtvonal RNS- ®s 

proteinszinten is kifejezi a CD44 molekula k¿lºnbºzŖ vari§nsait (H, v3 ®s v6) [188]. Azt is 

le²rtuk, hogy endot®lsejtvonalon a CD44v3-nak, amihez hepar§n-szulf§t oldall§nc kºtŖdik, 

fontos szerepe van a sejtv§ndorl§s ®s az inv§zi· szab§lyoz§s§ban [189]. Ez®rt a mostani 

vizsg§latainkban CD44v3-ellenes antitestet haszn§ltunk a sejtek migr§ci·s k®pess®g®nek 

vizsg§latakor, ®s azt tapasztaltuk, hogy az antitest szignifik§nsan fokozza a melan·masejtek 

motilit§s§t (146,3%Ñ36,2% a kezeletlen kontrollhoz k®pest, p<0,05) ®s ECM-en kereszt¿li 

inv§zi·j§t (158,32%Ñ21,8% a kezeletlen kontrollhoz k®pest, p<0,01) Boyden-kamr§ban. 

Ugyanakkor az inv§zi·s k²s®rletben a kor§bban jelentŖs migr§ci·g§tl·nak bizonyult dp4 

oligoszacharid egy¿ttes alkalmaz§s§val ez a hat§s kik¿szºbºlhetŖ volt (27. ábra).  

 

 

 

 

               tovari.jozsef_19_22



69 

 

27. §bra. A dp4 oligoszacharid hat§sa az anti-CD44v3 stimul§lta HT168-M1 hum§n 

melan·masejtek in vitro inv§zi·j§ra  

 

A CD44v3-ellenes antitestet 20 Õg/ml, a dp4-et 10 Õg/ml-es koncentr§ci·ban haszn§ltuk 

szimult§n a vizsg§lat teljes ideje alatt. Az adatok az izot²puskontroll-kezelt mint§hoz k®pest 

m®rt sz§zal®kokat mutatj§k (§tlagÑSD, 6-6 p§rhuzamos; *p<0,05 a kontrollhoz k®pest; 

***p<0,01 a CD44v3-induk§lt sejtekhez k®pest; ANOVA kieg®sz²tve post hoc Scheff®-teszttel) 

 

A heparinok ®s sz§rmaz®kaik migr§ci·t befoly§sol· hat§smechanizmusainak 

megismer®s®re vizsg§ltuk a miozin-kºnnyŤl§nc foszfat§zaktivit§s§nak v§ltoz§s§t a kezel®sek 

ut§n. Kor§bban le²rt§k, hogy a PP1c-alegys®g g§tl§s§n kereszt¿l a heparin befoly§solja az 

enzim mŤkºd®s®t. A kollabor§ci·s partnereink §ltal v®gzett vizsg§latok sor§n, ahol 

szubsztr§tk®nt 32P-MLC20-at alkalmaztak kider¿lt, hogy a vizsg§lt oligoszacharidok (a 

l§nchosszukt·l f¿ggetlen¿l) szignifik§ns m®rt®kben g§tolt§k a PP1c katalitikus aktivit§s§t (8. 

táblázat). 

 

8. t§bl§zat. HeparineredetŤ oligoszacharidok hat§sa a PP1c foszfat§zaktivit§s§ra 

 

Kontroll PP1c 100,00Ñ4,75 

PP1c+Heparin 22,28Ñ1,76 

PP1c+LMWH 22,69Ñ0,14 

PP1c+dp4 21,29Ñ0,13 

PP1c+dp12 20,35Ñ0,23 

PP1c+dp14 18,21Ñ1,12 

PP1c+dp18 20,00Ñ0,03 

PP1c+dp22 20,29Ñ1,18 

Az adatok a csak szubsztr§tot tartalmaz· kontroll PP1c aktivit§s§nak %-§ban vannak 

kifejezve, §tlagÑSD, 3 m®r®s. Mind az UFH, mind az LMWH ®s valamennyi vizsg§lt 

oligoszacharid csºkkentette a PP1c foszfat§zaktivit§s§t 
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Kor§bbi vizsg§latainkban bemutattuk, hogy a nem frakcion§lt heparin, illetve m®g 

ink§bb az LMWH g§tl· hat§s¼ volt t¿dŖkoloniz§ci·s in vivo modellben. R§ad§sul ugyanilyen 

g§tl· hat§st siker¿lt kimutatnunk, amikor eg®r melan·mamodellben (B16a t¿dŖkoloniz§ci·) 

vizsg§ltuk az LMWH hat§s§t. 200 IU/kg d·zisban alkalmazott LMWH-kezel®s szignifik§nsan 

g§tolta (kontroll vs. LMWH: 95,2Ñ14,81 vs. 38Ñ7,17, p=0,004, §tlagÑSEM, MannïWhitney-

teszt, n=10) a B16a sejtek t¿dŖkol·ni§inak sz§m§t intrav®n§s olt§s ut§n. Ez®rt a m®g rºvidebb 

oligoszacharidokkal is elv®gezt¿k ezt a k²s®rletet. Az in vitro prolifer§ci·s ®s 

migr§ci·s/inv§zi·s tesztek alapj§n h§rom oligoszacharidot vontunk be a vizsg§latokba. A dp4 

szignifik§nsan g§tolta az in vitro migr§ci·t ®s az inv§zi·t is, de nem volt hat§sa a HT168-M1 

sejtek prolifer§ci·j§ra. A dp18 mind a prolifer§ci·t, mind a migr§ci·t csºkkentette in vitro. A 

dp22 sem a migr§ci·t, sem a prolifer§ci·t nem befoly§solta. A k²s®rletek sor§n az 

oligoszacharidokat intraperitone§lisan alkalmaztuk (dp4: 640 ɛg/kg; dp18 and dp22: 1,4 

mg/kg) az intrav®n§s tumorolt§s elŖtti napt·l naponta, ºsszesen 3 kezel®st adva. A k²s®rletet az 

50. napon fejezt¿k be, a t¿dŖkol·ni§kat makroszk·posan lesz§moltuk, ®s a szºveteket 

mikroszk·posan is ki®rt®kelt¿k. Azt tapasztaltuk, hogy a k®t hat·anyag (dp4, dp18), amelyek 

in vitro befoly§solt§k a sejtek motilit§s§t, g§tolt§k a kol·ni§k kialakul§s§t is in vivo. Ez a hat§s 

f¿ggetlen a prolifer§ci·g§tl§st·l, mert a dp18, amelyik a migr§ci·n fel¿l a sejtoszt·d§st is 

g§tolta in vitro, nem mutatott nagyobb hat§st az in vivo kol·niak®pzŖd®s g§tl§s§ban. A 

kontrollk®nt haszn§lt dp22 nem volt hat§ssal a kol·niak®pz®sre (28. ábra).  

 

A t¿dŖkol·ni§k szºvettani feldolgoz§sakor azt tapasztaltuk, hogy a kor§bban in vitro 

prolifer§ci·g§tl·nak bizonyult dp18 oligoszacharid szignifik§ns m®rt®kben csºkkentette a 

melan·makol·ni§k m®ret®t (§tm®rŖk, kontroll: 1,06Ñ0,08 mm; dp18-kezelt: 0,62Ñ0,08 mm, 

§tlagÑSEM, p<0,05, KruskalïWallis-teszt, post hoc anal²zissel kieg®sz²tve). A dp4 ®s a dp22 

nem befoly§solta szignifik§ns m®rt®kben a tumorkol·ni§k m®ret®t (§tm®rŖk, dp4: 1,08Ñ0,09 

mm; dp22: 1,06Ñ0,08 mm, §tlagÑSEM). A kezel®s hat§s§ra a tumorkol·ni§k szºveti 

szerkezet®ben nem tapasztaltunk elt®r®seket (29. ábra). 
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28. §bra. HeparineredetŤ oligoszacharidok hat§sa a HT168-M1 sejtek t¿dŖkoloniz§ci·j§ra 

 

 

             

FelsŖ k®p: Tumorkol·ni§k t¿dŖben (feh®r nyilak) az olt§s ut§ni 50. napon. A tumorsejteket 

(106/§llat) a farokv®n§ba oltottuk a k²s®rlet 1. napj§n. Kezel®sek: dp4: 640 ɛg/ttkg; dp18 ®s 

dp22: 1.4 mg/ttkg,  intraperitone§lisan a 0., az 1., ®s a 2. napon. Als· §bra: A tumorkol·ni§k 

sz§ma (§tlagÑSD, n=10, *p<0,05, KruskalïWallis-teszt post hoc Scheff®-teszttel) 
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29. §bra. HeparineredetŤ oligoszacharidok hat§sa HT168-M1 t¿dŖkol·ni§k szºveti 

szerkezet®re 

 

A) Kontrollcsoport: az anaplasztikus tumorban tºbb oszt·d· sejtet figyelt¿nk meg. B) dp4-

kezelt tumorkol·nia: nincs szerkezeti elt®r®s a kontrollhoz k®pest. C) dp18-kezelt t¿dŖkol·nia: 

a kontrollal ®s a tºbbi oligoszachariddal kezelt tumorokkal ºsszehasonl²tva j·l l§tszik a 

kol·ni§k kisebb m®rete/§tm®rŖje, valamint a str·ma, a nekr·zis ®s a v®rz®s hi§nya. D) dp22-

kezelt kol·nia, mely nem mutat szºvettani k¿lºnbs®get a kontrollhoz k®pest. Hematoxilin-

eozin fest®sek, 200Ĭ nagy²t§s minden k®p eset®ben 

  

A B 

D C 
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4.3 Hipoxia hat§sa elt®rŖ szºveti eredetŤ tumorsejtvonalak migr§ci·j§ra ®s 

metasztatiz§l§s§ra 

4.3.1 A hipoxia hat§sa a daganatsejtek prolifer§ci·j§ra 

 Vizsg§latainkba ºt tumrosejtvonalat vontunk be: HT168-M1 (hum§n melan·ma), 

HT25, HT29 (hum§n kolonr§kok) HT1080 (hum§n fibroszark·ma) ®s PE/CA-PJ15 (hum§n fej-

nyaki r§k). Megvizsg§ltuk, hogy a hipoxi§s kºrnyezet (1 ®s 5% O2) hogyan befoly§solja a sejtek 

in vitro prolifer§ci·j§t. A 72 ·r§s hipoxi§s kezel®s ut§n SRB-teszttel hat§roztuk meg a sejtek 

mennyis®gi ar§nyait. Meg§llap²tottuk, hogy a sejtek elt®rŖen reag§lnak a csºkkent 

oxig®nkoncentr§ci·ra (9. táblázat), de szignifik§ns hat§st csak a HT1080 sejtvonal eset®ben 

tapasztaltunk. 

 

9. t§bl§zat. Hipoxia hat§sa a daganatsejtek in vitro prolifer§ci·j§ra 

Tumorsejtvonal 5% O2 1% O2 

HT168-M1 121Ñ4,9 110Ñ1,34 

HT1080 154±16,9*  65Ñ16,6 

HT25 126Ñ8,4 107Ñ5,6 

HT29 88Ñ3,2 66Ñ16,9 

PE/CA-PJ15 107Ñ2,7 106Ñ5,3 

Az adatok a l®gkºri (21% O2) oxig®nszinten v®gzett m®r®sekhez viszony²tott (100%) 

®rt®kekbŖl k®pzett §tlagÑSD-t mutatj§k, h§rom f¿ggetlen k²s®rletben 6-6 kamra adatait 

feldolgozva (*p<0,05, Student t-teszt) 

 

4.3.2 A hipoxi§s kºrnyezet hat§sa a daganatsejtek in vitro motilit§s§ra 

A sejtek motilit§si k®pess®g®t ®s annak v§ltoz§s§t a hipoxi§s kºrnyezetben m·dos²tott Boyden-

kamr§s vizsg§latokkal (fibronektint haszn§lva kemoattrakt§nsk®nt) ®s videomikroszk·pi§val is 

m®rt¿k. A sejtek normoxi§ban is erŖsen elt®rŖ alapmotilit§si aktivit§st mutattak (30A ábra). A 

k®t kolonkarcin·ma-vonal (HT25 ®s HT29) nagyon lassan mozgott a videomikroszk·pos 

detekt§l§s sor§n, sŖt Boyden-kamr§ban nem is adtak ®rt®kelhetŖ eredm®nyt m®g 24 ·ra ut§n 

sem. Ezzel szemben a PE/CA-PJ15 sejtek (20 ·ra), ®s a HT168-M1, valamint a HT1080 sejtek 

(mindkettŖ 6 ·r§s inkub§ci·) kifejezetten gyorsan mozogtak a Boyden-kamr§ban. R§ad§sul a 

HT168-M1 ®s HT1080 sejtek motilit§si k®pess®ge erŖsen fokoz·dott a hipoxia s¼lyoss§g§val, 

a PE/CA-PJ15 sejtek pedig ellent®tesen mŤkºdtek a k®tf®le oxig®nszint mellett (30B ábra). A 

videomikroszk·pi§s m®r®sekben a hipoxia a normoxi§s kºr¿lm®nyek kºzt is mozg®konyabb 
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sejtek tov§bbi sebess®gnºveked®s®t hozta, m²g a normoxi§ban is kev®sb® mozg®kony HT25 ®s 

HT29 sejtek motilit§sa nem v§ltozott (30C,D ábra). 

 

30. §bra. A hipoxia hat§sa a vizsg§lt hum§n tumorsejtek motilit§s§ra ®s migr§ci·j§ra 

      A       B 

    
        C       D 

A) videomikroszk·pi§s vizsg§lat elemz®se a sejtek normoxi§ban mutatott alapmotili§si 

k®pess®g®re. B) HT168-M1 (6 ·ra), HT1080 (6 ·ra), valamint PE/CA-PJ15 (20 ·ra) sejtek 

ir§ny²tott mozg§s§nak vizsg§lata Boyden-kamr§ban. A sejtek migr§ci·j§t ¼gy hat§roztuk 

meg, hogy megsz§moltuk a sejteket az als· kamr§kban (kemoattrakt§ns: fibronektin; 

§tlagÑSD, n=6; *p<0,05). Videomikroszk·pos vizsg§lat 5% O2 (C) ®s 1% O2 (D) melletti 

relat²v motilit§sr·l. A f§ziskontraszt-k®peket egy sejtkºvetŖ program seg²ts®g®vel elemezt¿k, 

amely lehetŖv® teszi az egyes sejtek k®zi jelºl®s®t. A relat²v migr§ci·s t§vols§got a sejtek 

§tlagos elmozdul§s§nak ar§nya mutatja hipoxia (72ï96. ·r§ban) ®s normoxia alatt (0ï24. 

·ra, §tlagÑSD, n=3). 1= motilit§s a normoxi§ban (21% O2 az elsŖ 24 ·r§ban) 

 

 Mivel a hipoxi§ra adott v§lasz kºzponti szab§lyoz·ja a HIF-1Ŭ transzkripci·s faktor, 

amely hat§ssal van a sejtmozg§sban kulcsfontoss§g¼ molekul§k, a kis GTP-§z feh®rj®k (RhoA, 

Rac-1 ®s Cdc42) kifejezŖd®s®re, ez®rt RT-PCR vizsg§latban megm®rt¿k a HIF-1Ŭ, RAC1, 

CDC42, RHOA mRNS-szinteket az ºt vizsg§lt tumorsejtvonalon. Az eredm®nyek azt mutatj§k, 

hogy a sejtekben a vizsg§lt feh®rj®k expresszi·ja a hipoxiav§laszban elt®rŖ (31. ábra). R§ad§sul 

ezek az expresszi·s v§ltoz§sok nem mutatnak kºvetkezetess®get, ami azt felt®telezi, hogy a 
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hipoxi§ra a sejtek elt®rŖ m·don reag§lnak. A hipoxi§ra megnºvekedett motilit§st mutat· sejtek 

kºz¿l a HT168-M1-n®l mind a n®gy g®n expresszi·ja fokoz·dott, ugyanakkor HT1080 eset®ben 

ez kev®sb® volt kifejezett, sŖt 1% oxig®nszint mellett g§tl§st detekt§ltunk. A PE/CA-PJ15 5% 

O2 mellett expresszi·csºkken®st mutatott, ami 1% O2-ben helyre§llt. A HT25 ®s HT29 sejtek 

eset®ben nincs kimutathat· HIF-1Ŭ-expresszi·nºveked®s.  

 

31. §bra. A HIF-1Ŭ, RHOA, RAC1 ®s CDC42 mRNS-expresszi·ja normoxi§ban ®s 

hipoxi§ban 

 

 

 
Relat²v mRNS-expresszi· hipoxi§s kºr¿lm®nyek kºzºtt (72 ·r§s inkub§l§s ut§n), 

ºsszehasonl²tva a normoxi§val (normoxia=1). ĆtlagÑSD, n=3, *p<0,05. Sz¿rke oszlopok: 5% 

O2, fekete oszlopok: 1% O2 

 

 Az elt®rŖ motilit§si k®pess®geik alapj§n (magas: HT168-M1 ®s alacsony: HT29) 

kiv§lasztott sejtvonalakkal in vivo k²s®rleteket tervezt¿nk a hipoxia ®s a metaszt§zisk®pz®s 
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vizsg§lat§ra. A g®nexpresszi·s eredm®nyek megerŖs²t®s®re Western blot anal²zisben vizsg§ltuk 

a feh®rjeszintŤ v§ltoz§sokat a k®rd®ses proteinekre. Azt tapasztaltuk, hogy a HT29 sejtekben a 

24 ·r§s hipoxia (1% O2) kezel®st kºvetŖen a HIF-1Ŭ induk§l§sa mellett a RhoA, Rac1, Cdc42 

csºkkent expresszi·t mutattak, m²g a HT168-M1 sejtekn®l ilyen csºkken®s nem volt 

kimutathat· (32. ábra). Ezek az eredm®nyek nem §llnak teljes korrel§ci·ban a g®nexpresszi·s 

adatokkal, de ez kºvetkezhet a feh®rj®k poszttranszl§ci·s m·dosul§saib·l is. A hipoxi§ra 

mindk®t sejtvonalban fokoz·dott a HIF-1Ŭ felhalmoz·d§sa, amit nem csak az oxig®nszint 

csºkkent®s®vel, de a hipoxia k®miai modul§l§s§val is el lehetett ®rni (32. ábra). A kobalt-klorid 

(200 ÕM, 24 ·r§s kezel®s) g§tolja a HIF-1Ŭ bont§s§ban r®sztvevŖ prolil-hidroxil§z (PHD) 

enzimet, ²gy a HIF-1Ŭ felhalmoz·dik, ®s k®pes transzkripci·s faktork®nt mŤkºdni.  

 A kobalt-klorid-kezel®s hipoxi§t mimik§l· hat§sa az®rt is fontos, mert ²gy in vivo 

§llatmodellekben is ki tudjuk v§ltani a hipoxi§val megegyezŖ folyamatokat. Ezt kihaszn§lva 

metaszt§zismodellekben vizsg§ltuk a k®t kiv§lasztott sejtvonal §tt®tk®pz®s®t a hipoxia 

mimik§l§sa kºzben. A HT168-M1 sejtvonal eset®ben a l®p-m§j modellt haszn§ltuk, ahol a l®pbe 

olt§s ut§n m§jkol·ni§k alakulnak ki. A HT-29 sejteket pedig ortotopikusan, az §llatok b®lfal§ra 

oltva vizsg§ltuk, ahonn®t a primer daganatb·l §tt®tek k®pzŖdnek az §llatok m§j§ban ®s 

t¿dej®ben is. A k²s®rletekben azt tapasztaltuk, hogy az in vitro motilit§sfokoz·d§st mutat· 

HT168-M1 sejteknek jelentŖsen megemelkedett a metasztatikus kapacit§sa a kobalt-klorid-

kezel®s hat§s§ra, m²g a HIF-1Ŭ-g§tl· chetomin csºkkentette azt (33. ábra). Ezzel ellent®tben a 

HT-29 ortotopikus modellben sem a t¿dŖ-, sem a m§j§tt®tek sz§m§ban nem volt kimutathat· 

k¿lºnbs®g a HIF-1Ŭ modul§l§sa ut§n (33. ábra). 

 

32. §bra. Hipoxia mimik§l§sa ®s a hipoxia hat§sa a kis G-feh®rj®k expresszi·j§ra 

  
A hipoxia csºkkenti a kis G-feh®rj®k kifejezŖd®s®t a kev®sb® motilis HT29 sejtekben (bal 

§bra). A kobalt-klorid-kezel®s (hipoxiamimik§l§s) HIF-1Ŭ-felhalmoz·d§st eredm®nyez in vitro 

(jobb §bra) 
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33. §bra. Hipoxiamimik§l§s hat§sa a daganatok §tt®tk®pz®s®re 

 
Bal §bra: HT168-M1 sejtek m§jkoloniz§ci·s k®pess®g®nek vizsg§lata. A kobalt-klorid-itat§s hat§s§ra 

(HIF-stabiliz§l§s) emelkedett a m§jkol·ni§k sz§ma, m²g a HIF-1Ŭ aktivit§s§t g§tl· Chetomin 

csºkkentette azt. Jobb §bra: HT29 ortotopikus tumorok m§j- ®s t¿dŖ§tt®tei a hipoxia induk§l§sa ®s 

g§tl§sa ut§n. A kol·ni§k sz§m§ban nincs k¿lºnbs®g a kontrollhoz k®pest  

 

 Az elŖzŖekben a HIF1-1Ŭ aktivit§s§t pr·b§ltuk kºzvetlen¿l befoly§solni, a 

tov§bbiakban short hairpin RNS (shRNS) technol·gia seg²ts®g®vel le is csendes²tett¿k a 

HT168-M1 ®s HT29 sejtek HIF-1Ŭ mRNS-expresszi·j§t. A k²s®rletekben az Ă¿resò (scrambled) 

vektort haszn§ltuk kontrollk®nt. A csendes²t®s eredm®nyek®nt mindk®t sejtvonalban csºkkent 

az induk§lhat· HIF-1Ŭ mennyis®ge (34. ábra). 

 

34. §bra. HIF-1Ŭ g®ncsendes²t®s ellenŖrz®se 

 
Western-blot anal²zis a HIF-1Ŭ feh®rje felhalmoz·d§s§ra HT29 ®s HT168-M1 sejtekben normoxi§s 

(N) ®s hipoxi§s (H: 1% O2) kºr¿lm®nyek kºzºtt. A csendes²tett sejtekben (shHIF-1Ŭ) a HIF-1Ŭ 

akkumul§ci·ja jelentŖsen m®rs®klŖdºtt hipoxi§ban (H)  

 

 Mivel sikeresen tudtuk csendes²teni a HIF-1Ŭ g®nexpresszi·t, megism®telt¿k ezekkel a 

sejtekkel is az in vitro migr§ci·s, ®s HT168-M1 sejtekkel az in vivo metaszt§zis k²s®rleteket. 

Az eredm®nyek megerŖs²tett®k, hogy a HT29 sejtek mozg§sa nem f¿gg a HIF-1Ŭ szintj®tŖl, 

ugyanakkor a sokkal motilisebb HT168-M1 hipoxia §ltali motilit§sserkent®se HIF-1Ŭ-f¿ggŖnek 

bizonyult (35. ábra). Ezt az eredm®nyt t§masztj§k al§ az in vivo k²s®rletek is a HT168-M1 

metaszt§zismodellben. A kobalt-kloriddal itatott §llatok (hipoxiacsoport) m§j§ban tºbb kol·nia 
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alakult ki parent§lis ®s a scrambled sejtek eset®ben, m²g a csendes²tett sejtekben (shHIF) ez az 

§tt®tk®pz®s-fokoz·d§s nem alakult ki. Ez az eredm®ny is azt bizony²tja, hogy a HIF-1Ŭ 

induk§l§sa a motilit§s fokoz§s§n fel¿l az §tt®tk®pz®st is seg²ti ebben a modellben (35. ábra). 

 

35. §bra. A HIF-1Ŭ-csendes²t®s hat§sa a sejtek motilit§s§ra ®s a HT168-M1 §tt®tk®pzŖ 

k®pess®g®re 

      A       B 

  
 

   C 

 
A) A hipoxia motilit§snºveked®st okozott a HT168-M1 sejtek eset®ben, ami a HIF-1Ŭ-csendes²t®ssel 

kiv®dhetŖ volt. B) A HT29 sejtek motilit§sa nem volt befoly§solhat· a hipoxi§val, ®s nem volt r§ 

hat§ssal HIF-1Ŭ-csendes²t®s sem. C) HT168-M1 xenograft l®p-m§j modellben a HIF-1Ŭ indukci·ja 

(kobalt-klorid-itat§s) a metasztatiz§l· k®pess®g nºveked®s®vel j§r, shHIF sejtek eset®ben ez a hat§s 

elmarad 

  

               tovari.jozsef_19_22



79 

 

4.4 EPC-k diagnosztikus alkalmaz§sa a daganatok progresszi·j§nak ®s a ter§pi§k 

hat®konys§g§nak kºvet®s®re t¿dŖr§kban 

 A hipoxia legnagyobb hat§ssal az erek morfol·gi§j§ra ®s funkci·ira b²r. Ennek r®sze, 

hogy mobiliz§l·dnak a csontvelŖbŖl k¿lºnf®le progenitorsejtek, amelyek r®szt vehetnek 

bizonyos helyeken ®r¼jdonk®pzŖd®sben. Mivel a daganatoknak sz¿ks®ge van a nºveked®s¿k 

sor§n az azokat t§pl§l· ®rrendszer kialak²t§s§ra, jogos a felt®telez®s, hogy a tumorokban is 

szerepet j§tszanak az endoteli§lis progenitorsejtek (EPC-k) az ¼j erek form§l§s§ban.  

 Vizsg§latainkban hum§n klinikai t¿dŖr§kmint§kban (NSCLC, n=53) hat§roztuk meg 

§raml§si citometri§val, kettŖs jelºl®ssel (CD34+/VEGFR2+, 36. ábra) a keringŖ EPC-k sz§m§t 

betegekben, ºsszehasonl²tva az eg®szs®ges kontrollokkal. Azt tapasztaltuk, hogy a tumoros 

betegekben szignifik§nsan magasabb az EPC-k sz§ma a kering®sben, mint az eg®szs®ges 

kontrollokban. R§ad§sul, a kezel®sre reag§l· betegekben csºkken a keringŖ EPC-k sz§ma, 

ugyanakkor a nem reag§l· p§ciensekben a tºbbszºrºs®re emelkedik (36. ábra).  

 

36. §bra. KeringŖ endoteli§lis progenitorsejtek (EPC-k) kimutat§sa NSCLC-mint§kban 

 
Bal §bra: reprezentat²v §raml§si citometriai elemz®s a CD34/VEGFR2 kettŖs pozit²v sejtek 

sz§m§nak meghat§roz§s§ra. Q1=CD34+, Q2=CD34+/VEGFR2+, Q4=VEGFR2+ sejtek. 

Jobb §bra: a keringŖ EPC-k szintje eg®szs®ges kontrollok ®s a betegek k¿lºnbºzŖ 

kateg·ri§iban. Oszlopok: §tlagos EPC-sz§m/ml v®r ÑSE, *p<0,002 (ºsszes tumor versus a 

kontroll); **p <0,005 (v§laszad·k vs. kezel®sre nem reag§l·k) 
 

 Mivel az 53 betegbŖl 16 elhunyt a 30. h®t elŖtt, ®s ezekben a betegekben a diagn·zis 

fel§ll²t§sakor m®rt EPC-sz§m magasabb volt, mint azokban, akik t¼l®lt®k a 30. hetet 

(2,206,8Ñ552 szemben a 735,6Ñ222,3-val; p<0,02), l®trehoztunk k¿lºnbºzŖ hat§r®rt®keket 

(500, 750, 1000, 1250 / ml v®r) keresve a diagn·zis fel§ll²t§sakor m®rt EPC-sz§m ®s a betegs®g 

kimenetele kºzºtti lehets®ges korrel§ci·t. Azt tapasztaltuk, hogy ha az 1000/ml v®r ®rt®ket 

vessz¿k, akkor az ez alatti EPC-sz§mmal rendelkezŖ betegek t¼l®l®se szignifik§nsan jobb, mint 
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a magasabb EPC-sz§mmal jellemezhetŖ betegek® (medi§n t¼l®l®si idŖ: 55,5 versus 26 h®t; 

p<0,001, 37. ábra). 

 

37. §bra. Az NSCLC-s betegek teljes t¼l®l®se a kezel®s elŖtti keringŖ EPC-sz§mok alapj§n 

 
A kezel®s elŖtti keringŖ EPC-sz§mot CD34/VEGFR2 kettŖsjelºl®ssel hat§roztuk meg §raml§si 

citometri§val. Hat§r®rt®k az alacsony-magas megk¿lºnbºztet®s®re: 1000 EPC/ml perif®ri§s 

v®r 

  

Ugyanakkor a keringŖ EPC-k sz§ma nem mutatott semmilyen korrel§ci·t sem a 

klinikopatol·giai param®terekkel (®letkor, nem, doh§nyz§si szok§sok, hisztol·gia, st§dium), 

sem a kezel®s t²pus§val (kemoter§pia, kemo-radioter§pia, seb®szet, palliat²v; az adatokat nem 

mutatom). Tºbbv§ltoz·s statisztikai elemz®s (vizsg§lva a daganatok st§dium§t, a doh§nyz§si 

szok§sokat ®s a szºvettani t²pust) szint®n azt mutatta, hogy a kezel®s elŖtti EPC-sz§m f¿ggetlen 

prognosztikus markere a betegs®g kimenetel®nek (p<0,001; 10. táblázat). 

 

10. t§bl§zat. K¿lºnbºzŖ prognosztikai t®nyezŖk tºbbv§ltoz·s elemz®se NSCLC-s betegekben 

 

Prognosztikus faktor RR 95% CI p 

    

Nem (nŖ vs. f®rfi) 0,719 (0,289-1,789) 0,478 

Dohányzás (nem doh§nyos vs. doh§nyos) 1,602 (0,576-4,453) 0,366 

Hisztológiai típus (nem adenokarcin·ma vs. 

adenokarcin·ma)  0,781 (0,367-1,665) 0,523 

Stádium (I. vs. II-IV.) 1,96 (0,811-2,013) 0,04 

Keringő EPC-szám (alacsony vs. magas) 8,41 (3,333-26,610) <0,001 

RR: relat²v rizik·, CI: megb²zhat·s§gi intervallum  
  

Azt, hogy a keringŖ EPC-k eljutnak-e a daganatok intratumor§lis ereibe, 

immunhisztok®miai fest®sekkel vizsg§ltuk konfok§lis mikroszk·ppal. Ehhez a sejteken 

CD133- ®s VEGFR2-jelºl®seket v®gezt¿nk, az erek endot®lsejtjeit pedig CD31-fest®ssel tett¿k 
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l§that·v§. Az EPC-k az ®r®s¿k sor§n k¿lºnbºzŖ m®rt®kben expressz§lnak n®h§ny jellegzetes 

markert, ez®rt CD133+ ®s CD133/VEGFR kettŖs pozit²v sejteket is kerest¿nk a mint§inkban. 

Mivel a k®tf®le jelºl®s nem mutatott k¿lºnbs®get, ez®rt a teljes mint§ban a CD133+ sejteket 

tekintett¿k EPC-nek a metszeteken. EPC-pozit²vnak tekintett¿k a mint§t, ha ak§r egyetlen sejtet 

is l§ttunk az immunfest®s ut§n (38. ábra). 22 seb®szi ¼ton elt§vol²tott tumorb·l 9-ben 

azonos²tottunk EPC-ket, amik minden esetben intratumor§lisan, elsŖsorban a hajsz§lerekben, 

ritk§bban a nagyobb erek endot®lium§ban voltak megtal§lhat·k (38. ábra). A norm§lis 

szºvetben nem tal§ltunk EPC-ket. Az §tlagos EPC-sz§m 2,4Ñ1,1/mm2 volt az EPC+ mint§kban 

(§tlagÑSD, n=9), ugyanakkor ®rdemes megjegyezni, hogy nem volt kimutathat· korrel§ci· a 

szºvetben ®s a kering®sben m®rt EPC-sz§mok kºzºtt (az adatokat nem mutatom). 

 

38. §bra. Az EPC-k azonos²t§sa a hum§n NSCLC-szºvetben 

 

 
CD133+ EPC-ket (vºrºs fluoreszcencia) elsŖsorban a kis intratumor§lis kapill§risokban 

figyelt¿nk meg (ny²l) vagy megtapadtak a nagyobb kapill§risok endot®lium§ban (zºld 

fluoreszcencia, vastag ny²l). Magfest®s: TOTO-3 (k®k) 
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4.5 Az rHuEPO hat§sa a daganatok nºveked®s®re ®s a kezel®sek hat®konys§g§ra 

k²s®rletes rendszerekben 

 Az irodalomban ellentmond· eredm®nyek jelentek meg a hipoxia/an®mia korrekci·j§ra 

haszn§lt rekombin§ns eritropoetinek (rHuEPO-k) alkalmaz§s§r·l. Ennek az alapja az volt, hogy 

tumorsejteken is azonos²tott§k az EPO-receptort, ami azt sugallta, hogy az exog®n EPO-kezel®s 

serkentheti a daganatok nºveked®s®t. Az ellentmond§sok ®rtelmez®s®re ®s a kor§bbi saj§t 

eredm®nyeinkbŖl kiindulva kutat·csoportunk k¿lºnf®le k²s®rletes modelleket alap²tott az 

exog®n rHuEPO hat§sainak vizsg§lat§ra.  

 ElŖszºr szubkut§n tumormodellben (A431 xenograft) vizsg§ltuk, hogy a daganat 

nºveked®se, valamint az exog®n rHuEPOŬ-kezel®s hogyan befoly§solja az §llatok 

hemoglobinszintj®t. A 11. táblázatban l§that·, hogy a tumorok nºveked®se m®g ebben a 

lokaliz§ci·ban is csºkkenti a sziszt®m§s oxig®nszintet, amit a hum§n EPO helyre§ll²t (sŖt m®g 

a kontroll szintj®hez k®pest nºvel is). Hasonl· eredm®nyeket kaptunk a vºrºsv®rtestsz§m 

(RBC) ®s a hematokrit m®r®se eset®n is (az adatokat nem mutatom). 

11. t§bl§zat. rHuEPO-kezel®s hat§sa tumort hordoz· egerek hemoglobinszintj®re 

Tumorolt§s ut§ni napok 0 8 15 19 22 

Hemoglobin 

(g/dl) 

Kontroll 11,6°1,1 11,6°0,7 11,4°0,4 11,4°1,2 11,3°0,2 

 A431  11,3°0,5 10,9°0,6 10,4°0,5 10,1°0,5 

 A431 + rHuEPO  12,3°0,9 13,0°0,5* 12,4°0,4* 12,5°0,5* 

Az adatokat (§tlag°SD) h§rom m®r®sbŖl k®pezt¿k (*p<0,05, kontroll vs. rHuEPOŬ) 

 

 Arra is k²v§ncsiak voltunk, hogy az EPO-kezel®s hogyan befoly§solja a HIF-1Ŭ ®s az 

§ltala szab§lyozott egyik fŖ effektor, a vaszkul§ris endoteli§lis nºveked®si faktor-A (VEGF-A) 

expresszi·j§t. A molekul§ris biol·giai vizsg§latok azt mutatt§k, hogy mind a HIF-1Ŭ (39. 

ábra), mind a VEGF-A (40A ábra) expresszi·ja csºkken az rHuEPO-kezel®s hat§s§ra a 

daganatsejtekben ®s az in vivo modellekben. R§ad§sul a VEGF-A-expresszi· a nem daganatos 

gazdaszºvetekben is megfigyelhetŖ volt (40B ábra), ami azt mutatja, hogy az rHuEPO-kezel®s 

nem csak lok§lisan, a daganatokban okozott v§ltoz§sokat. 
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39. §bra. A hum§n HIF-1Ŭ g®n expresszi·ja A431 daganatokban 

 

 
A HIF-1Ŭ-t RT-PCR-rel m®rt¿k. A specifikus primerek egy 339 b§zisp§r m®retŤ term®ket 

amplifik§ltak (1ï3. s§v: kontroll, 4. ®s 5. s§v: rHuEPOŬ-val kezelt xenograftok, inzert). Az 

rHuEPO-kezel®s csºkkentette a HIF-1Ŭ-expresszi·t. Az adatok §tlagÑSD, n=5, *p<0,05 a 

kontrollhoz viszony²tva  

 

40. §bra. VEGFA expresszi·ja a tumorban (A) ®s a gazdaszervezetben (B) 

 

 
A VEGF relat²v expresszi·ja szignifik§ns (*p<0,05) csºkken®st mutatott az rHuEPO-val 

kezelt §llatok eset®ben a daganatban (A) ®s a gazdaszºvetben (B) is (¿res oszlopok: kontroll; 

fekete oszlopok: rHuEPO-val kezelt §llatok). Oszlopok: h§rom eg®rbŖl nyert eredm®nyek 

§tlagaÑSD. A gºrb®k elemz®se azt mutatta, hogy a VEGF-primerp§rok egyetlen ®s 

fajspecifikus term®ket amplifik§ltak: hum§n mint§n (Kaposi-szark·ma, A inzert) az emberi 

primerek egyetlen, j·l defini§lt cs¼csot adtak, m²g eg®r primerekkel nem tºrt®nt amplifik§ci·; 

eg®rminta (B16 melan·ma, B inzert) az egyed¿li cs¼cs csak eg®r VEGF-primerekkel volt 

kimutathat·, ®s nem volt reakci· a hum§nnal 

 

4.5.1 Az rHuEPO-val kiv§ltott ®relv§ltoz§sok hat§sa a kemoter§pi§ra 

 A kor§bbi ellent®tes irodalmi adatok miatt mi is megvizsg§ltuk, hogy az A431 sejtek ®s 

a HT25 hum§n kolonkarcin·ma sejtek expressz§lj§k-e az EPO-receptort. Azt kaptuk, hogy 

mindk®t sejtvonalban kifejezŖdik az EPOR mind RNS-, mind feh®rjeszinten (41A ábra). 

Ugyanakkor az exog®n rHuEPO-kezel®s nem fokozza (sŖt, sz®rummentes kºrnyezetben m®g 

csºkkenti is) a daganatsejtek in vitro prolifer§ci·j§t (41B ábra). R§ad§sul az rHuEPOŬ-kezel®s 

in vivo sem fokozta a xenograft tumorok nºveked®s®t, ugyanakkor ®rdekes megfigyel®s¿nk 
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volt, hogy pozit²van befoly§solta az 5-FU-kemoter§pi§t: az egy¿ttes alkalmaz§suk sor§n 

szignifik§nsan nagyobb daganatt®rfogat-csºkken®st lehetett el®rni a kezel®sekkel (41C,D 

ábrák). 

 

41. §bra. Az rHuEPO hat§sa az eritropoetinreceptorokat expressz§l·, A431 ®s HT25 sejtekre 

®s a daganatxenogr§tok prolifer§ci·j§ra ®s nºveked®s®re 

 

A       B 

  
 

C       D 

  
A) Hum§n eritropoetinreceptor kifejezŖd®se mRNS- ®s feh®rjeszinten (RT-PCR, §raml§si 

citometria). B) az rHuEPO-val tºrt®nŖ 72 ·r§s kezel®s (0,1ï10,0 NE/ml; SE+/SE-, 5% 

sz®rum vagy sz®rummentes kºr¿lm®nyek) hat§sa az in vitro sejtprolifer§ci·ra. Pontok, §tlag; 

oszlopok, SD (n=6). C ®s D) az rHuEPO in vivo hat§sai (150 NE/kg, hetente h§romszor) ®s 5-

FU-kezel®sek (750 mg/m2, hetente ºtszºr) az A431 (C) ®s a HT25 (D) xenograftokon 

(*p<0,05, 5-FU a kontrollhoz k®pest; **p<0,05, 5-FU+rHuEPO ®s 5-FU, MannïWhitney U-

teszt, n=10)  

 

 A tov§bbi vizsg§latokban ugyanakkor azt az ®rdekes eredm®nyt kaptuk, hogy az in vivo 

megfigyelt addit²v hat§s (rHuEPO + 5-FU) nem volt kimutathat· in vitro prolifer§ci·s 

tesztekben (42. ábra). Ez az eredm®ny azt sugallta, hogy nem a tumorsejteken tºrt®nŖ kºzvetlen 

hat§s §llhat a jelens®g h§tter®ben, hanem valami egy®b, az rHuEPO-kezel®s hat§s§ra a 

gazdaszervezetben kialakul· v§ltoz§s. Ezt a jelens®get keresve azt tal§ltuk, hogy az rHuEPO-
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kezelt §llatokban az intratumor§lis erek dilat§ltak, szignifik§nsan nagyobb az §tm®rŖj¿k, de a 

sz§muk nem v§ltozott jelentŖsen (43-44. ábrák).  

 

42. §bra. rHuEPO-kezel®s hat§sa az 5-FU in vitro prolifer§ci·g§tl§s§ra A431 sejteken 

 
rHuEPOŬ (0,1ï10 NE/ml) nem befoly§solta az 5-FU in vitro hat§s§t ®s az A431 sejtek 72 

·r§s prolifer§ci·j§t. Oszlopok, §tlagÑSD (n=6, *p<0,05; **p<0,01, 5-FU vs. kontroll, 

Student t-teszt) 

 

43. §bra. Az rHuEPO-kezel®s hat§sa az intratumor§lis erekre A431 ®s HT25 hum§n 

xenograftokban 

 

    

       
Az rHuEPOŬ-kezel®s hum§n-ekvivalens d·zisban (150 NE/kg, h§romszor/per h®t, (jobb oldali 

§br§k) mindk®t tumor eset®ben nºvelte az erek m®ret®t ºsszehasonl²tva a kontrollal (bal 

§br§k). Az intratumor§lis ereket anti-CD31-FITC (zºld) antitesttel jelºlt¿k, a sejtmagokat 

pedig propidium-jodiddal (piros). M®rce: 50 Õm 
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44. §bra. CD31-pozit²v erek sz§ma ®s §tlagos §tm®rŖje az rHuEPOŬ-kezel®s ut§n 

 

  
A) Az rHuEPOŬ-kezel®snek nem volt szignifik§ns hat§sa az intratumor§lis erek sŤrŤs®g®re. 

Oszlopok: §tlagÑSD (n=10; ¿res oszlopok, kontroll; fekete oszlopok: rHuEPOŬ-val kezelt 

daganatok). B), A Feret-§tm®rŖk m®rt®ke az A431 daganatokban a 10. ®s 17. napon. Az 

rHuEPOŬ-val kezelt daganatokban szignifik§nsan nagyobbak az erek §tm®rŖi a 17. napon. 

Oszlopok: §tlagÑSD (*p<0,05) 

 

 Az erek §tm®rŖje rHuEPOŬ-kezel®s hat§s§ra megmutatkoz· nºveked®s®nek h§tter®ben 

az endot®lsejtek prolifer§ci·j§nak fokoz·d§sa §llt (45-46. ábrák). £rdemes ugyanakkor 

eml®kezn¿nk arra a t®nyre, hogy ez az oszt·d§sfokoz·d§s annak ellen®re kºvetkezett be, hogy 

mind a tumorokban, mind a gazdaszºvetben csºkkent a VEGFA expresszi·ja az rHuEPOŬ-

kezel®s hat§s§ra (40. ábra). Ugyanakkor megfigyelt¿k, hogy az endot®lsejtekkel ellent®tben a 

daganatsejtekben, amelyek szint®n EPOR-pozit²vak, az rHuEPO-kezel®s nem befoly§solta a 

sejtek prolifer§ci·j§t (46. ábra).  

 

45. §bra. Az rHuEPOŬ hat§sa az A431 hum§n tumorsejtek ®s eg®r endot®lsejtek BrdU-

jelºl®si index®re 

 

    
Immunfluoreszcenci§s mikroszk·pia: BrdU (piros), CD31 (zºld) ®s Hoechst 33342 

(magfest®s, k®k) a kontroll (bal) ®s rHuEPO-val kezelt (jobb) daganatokban a tumor olt§s§t 

kºvetŖ 18. napon. Nyilak, CD31+/BrdU+ endot®lsejtek, m®rce: 25 Õm 
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46. §bra. rHuEPO-kezel®s hat§sa a daganatsejtek ®s az endot®lsejtek prolifer§ci·j§ra 

 
Az rHuEPO-kezel®s szignifik§nsan nºveli a mikrovaszkul§ris endot®lsejtek BrdU-jelºl®s®t a 

daganatban (18. nap), de nincs hat§ssal a perivaszkul§ris tumorsejt-popul§ci·ra. Oszlopok: 

§tlagÑSD, n=10 (¿res oszlopok: kontroll; fekete oszlopok: rHuEPO-val kezelt minta; 

*p<0,001) 
 

Az eredm®nyeink valid§l§s§hoz t¿dŖr§k-sejtvonalakat (H1650, H1975, H358) is 

bevontunk a vizsg§latainkba. Ezekben kvantitat²v val·s idejŤ PCR-rel meghat§roztuk az EPOR 

mRNS-szintj®t, pozit²v kontrollk®nt hum§n kºldºkzsin·rv®r-eredetŤ endot®lsejteket 

(HUVEC), valamint K562 leuk®mia-sejtvonalat haszn§ltunk. A H1650 ®s a H358 

sejtvonalakban igen alacsony volt az EPOR-expresszi·, m²g a H1975 sejtvonal m®g a pozit²v 

kontroll K562-n®l is magasabb szinten expressz§lta azt (47. ábra). 

 

47. §bra. EPOR-expresszi· hum§n t¿dŖ-adenokarcin·ma sejtvonalakban 

  

A, EPOR mRNS-expresszi·j§nak kimutat§sa hum§n t¿dŖ-adenokarcin·ma sejtekben RT-PCR-rel 

(pozit²v kontroll: HUVEC, K562 sejtvonalak). B, rHuEPO (1, 3 IU/ml) hat§sa a gemcitabinkezel®sre 

(1, 10 Õg/ml) in vitro. 48 ·r§s kezel®s, SRB-teszt 

  

In vitro az rHuEPOa k¿lºnbºzŖ koncentr§ci·i (1, 3 U/ml) ezekben a k²s®rletekben sem 

fokozt§k m®g az EPO-receptort kifejezetten magas szinten expressz§l· daganatsejtek 
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prolifer§ci·j§t sem, ®s nem befoly§solt§k a sejtek citosztatikus (gemcitabin 1, 10 Õg/ml) 

kezel®s®t sem (47. ábra).  

Hasonl· eredm®nyt kaptunk az in vivo szubkut§n nºvŖ H1795 xenograft k²s®rletekben 

is. Az rHuEPO-kezel®s nem hogy nem fokozta, de szignifik§nsan csºkkentette az EPOR+ 

tumorok nºveked®s®t (48. ábra). A citosztatikus kezel®s hat§s§nak kor§bban az A431 ®s HT25 

xenograftokn§l ismertetett fokoz·d§s§t ebben a modellben nem tudtuk kimutatni, mivel a 

gemcitabin ºnmag§ban is majdnem teljesen elt¿ntette a szubkut§n daganatokat (48. ábra). 

 

48. §bra Exog®n rHuEPOa- ®s gemcitabinkezel®s hat§sa EPOR+ H1795 xenograftok 

nºveked®s®re 

 

H1795 nºveked®s gºrb®k a kontroll (fiziol·gi§s s·oldat), rHuEPOŬ (150 IU/kg), gemcitabin (100 

mg/kg) ®s rHuEPOŬ + gemcitabin csoportokban; *p<0,05 kontrollal ºsszehasonl²tva 

 

Ugyanakkor az rHuEPOŬ-kezel®s ebben a modellben is fokozta az intratumor§lis 

endot®lsejtek prolifer§ci·j§t, ®s itt is nagyobb §tm®rŖjŤ ereket l§ttunk a kezelt csoportban (49. 

ábra). Ezzel p§rhuzamosan viszont az EPOR+ H1795 daganatsejtek prolifer§ci·s indexe 

szignifik§nsan csºkkent a kezelt tumorokban (49. ábra).  
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49. §bra. Az rHuEPOŬ-kezel®s hat§sa az endot®lsejtek ®s a tumorsejtek prolifer§ci·j§ra 

H1975 xenograftokban 

 

Reprezentat²v immunfluoreszcens k®pek a kontroll (A) ®s az rHuEPOŬ-kezelt (B) egerekbŖl 

sz§rmaz· tumorokr·l. Endot®lsejt: anti-CD31 (zºld), prolifer§ci·: BrdU marker (piros), 

sejtmagok: TOTO-3 (k®k). A nyilak az oszt·d· endot®lsejteket jelºlik. C) Oszt·d§si index 

meghat§roz§sa a tumorsejtekben ®s az endot®lsejtekben a k²s®rlet 33. napj§n a kontroll ®s az 

rHuEPOŬ-kezelt csoportban. *p=0,021, **p<0,001a kontrollal ºsszehasonl²tva 

 

 Arra a k®rd®sre, hogy az rHuEPO-kezel®s hat§s§ra bekºvetkezŖ ®r§tm®rŖ-nºveked®s 

hogyan befoly§solhatja a kezelŖszerek hat®konys§g§t, szºveti perf¼zi·s (funkcion§lis in vivo 

imaging) vizsg§latokat v®gezt¿nk A431 tumorxenograftokban. ElŖszºr Hoechst 33342 fest®ket 

juttattunk az §llatokba farokv®naolt§ssal, majd elv®gezt¿k a k²s®rleteket doxorubicinnal is, 

aminek vºrºs autofluoreszcenci§ja van, ez§ltal fluoreszcens mikroszk·pban detekt§lhat· a 

szºveti eloszl§sa. Azt tapasztaltuk, hogy mindk®t jelºl®s eset®ben az rHuEPO-kezelt 

tumorokban a fest®k 15 perc ut§n nagyobb ter¿leteket jelºlt, mint a kontroll §llatokban (50. 

ábra). Az eredm®nyeket sz§mszerŤs²tve azt kaptuk, hogy mindk®t esetben tºbb mint dupl§j§ra 

nŖtt a jelºlt ter¿letek m®rete a kezelt csoportokban. Annak eldºnt®s®re, hogy ez a megfigyelt 

nºveked®s nem a kit§gult erek m®retv§ltoz§sa miatt van-e, azaz nem az®rt nagyobb a ter¿let, 

mert eleve nagyobb az ®r §tm®rŖje, ami kºr¿l m®rj¿k a jelºl®s m®rt®k®t, a jelºlt ter¿leteket 
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standardiz§ltuk az erek ker¿let®re. Ebben az esetben is azt kaptuk, hogy az rHuEPO-kezel®s 

szignifik§nsan nºveli a daganatszºvetben a jelºl®sre haszn§lt anyagok perf¼zi·j§t (51. ábra).  

 

50. §bra. Funkcion§lis k®palkot§s az A431 tumorban fluoreszcens mikroszk·ppal 

   

    
FelsŖ panel: Hoechst 33342 magfest®k (k®k) 15 perces inkub§ci· ut§n a kontroll (bal) ®s az 

rHuEPO-val kezelt (jobb) tumorszºvetek a 21. napon a tumor beolt§sa ut§n (m®rce: 50 Õm). 

Als· panel: 15 perces doxorubicinjelºl®s (piros) a kontroll (bal) ®s az rHuEPO-val kezelt 

(jobb) tumorszºvetekben. A magokat Hoechst 33342-vel jelºlt¿k (k®k, m®rce: 50 Õm) 

 

 

51. §bra. Morfometriai anal²zis a tumorperf¼zi·ra 

  
Bal §bra: doxorubicinnal jelºlt ter¿letek az A431 daganatokban. Oszlopok: §tlag a kontroll 

sz§zal®k§ban ÑSD (n=10; ¿res oszlopok: kontroll; fekete oszlopok: rHuEPO-val kezelt 

daganatok; *p<0,05). Jobb §bra: az erek ker¿let®re esŖ jelºlt ter¿let az rHuEPO-kezel®s 

ut§n a daganatokban. Oszlopok: §tlagÑSD (n=10; *p<0,05) 
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4.5.2 Az rHuEPO-val kiv§ltott ®relv§ltoz§sok hat§sa a sug§rter§pi§ra 

 A ter§pi§k hat®konys§g§t befoly§solja a szºvetek oxig®n- ®s t§panyag-ell§totts§ga. Mint 

az elŖzŖekben l§ttuk, a kemoter§pi§t is befoly§solni lehetett exog®n rHuEPO-val az 

intratumor§lis erekre kifejtett hat§sai miatt, ez®rt arra is k²v§ncsiak voltunk, hogy a 

sug§rkezel®s hat§soss§g§t is m·dos²tja-e az EPO-kezel®s.  

 B§r az A431 sejtek kifejezik az EPOR-t, az rHuEPOŬ-val 0,1ï10 IU/ml 

d·zistartom§nyban sz®rumos kºrnyezetben 72 ·r§n kereszt¿l v®gzett in vitro kezel®s nem 

mutatott szignifik§ns hat§st a sejtprolifer§ci·ra. Ugyanakkor a tumorsejtek besugaraz§sa 5 Gy-

vel tºbb mint 25%-kal csºkkentette az ®lŖ sejtek sz§m§t 48 ·r§n bel¿l. Az rHuEPO-kezel®st 

(0,1ï10 IU/ml) ®s a sug§rkezel®st (5 Gy) egy¿ttesen alkalmazva csup§n tov§bbi <20%-nyi 

prolifer§ci·g§tl§st detekt§ltunk. 

 Azonban amikor a sug§rkezel®s hat®konys§g§t tesztelt¿k a tumorsejtek apopt·zis§ra ®s 

a kol·niak®pzŖ k®pess®g®re, azt tapasztaltuk, hogy az rHuEPOŬ-kezel®s (1 IU/ml, 48 ·ra) 

ºnmag§ban nem befoly§solta az apopt·zist, viszont szignifik§nsan (p<0,01) megnºvelte az 

apoptotikus sejtek mennyis®g®t a besug§rzott (5 Gy) tumorsejtekben (52. ábra).  

Az rHuEPO-kezel®s hossz¼ t§v¼ hat§s§t kol·niak®pz®si vizsg§lattal tesztelt¿k. Az 

eredm®nyek azt mutatj§k, hogy az rHuEPOŬ (0,1-1-10 IU/ml) koncentr§ci·f¿ggŖen 

szignifik§nsan (p<0,01) megnºvelte a sug§rkezel®s hat®konys§g§t az A431 sejtekben in vitro 

(52. ábra). A sug§rkezel®s 60%-os csºkken®st id®zett elŖ a daganatsejtek kezel®s ut§ni 

hossz¼t§v¼ t¼l®l®s®ben, melyet szignifik§nsan tov§bb fokozott (8%, 30%, ill. 49%) az rHuEPO-

kezel®s (52. ábra). 

 

52. §bra. Az rHuEPOŬ-kezel®s ®s besug§rz§s hat§sa a tumorsejtek apopt·zis- ®s 

kol·niak®pzŖ k®pess®g®re in vitro 

   

Az rHuEPOŬ (1 NE/ml) ®s besug§rz§s (5 Gy) hat§sa az A431 sejtek apopt·zis§ra (bal §bra). 

Besug§rzott A431 sejtek hossz¼ t§v¼ (14 nap) kol·niak®pzŖ k®pess®ge rHuEPOŬ-

elŖkezel®ssel vagy an®lk¿l (jobb §bra). Az adatok §tlagÑSD, n=6. *p<0,05, kombin§ci· vs. 

besug§rz§s ºnmag§ban. **p <0,01, besug§rz§s vs. kontroll. 
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 Az in vitro k²s®rletek ut§n megvizsg§ltuk az exog®n EPO-kezel®s hat§s§t az in vivo 

sug§rkezel®sre is. Az rHuEPOŬ ad§sa in vivo hum§n-ekvivalens d·zisban nem volt szignifik§ns 

hat§ssal az A431 tumorxenograftok nºveked®s®re (53. ábra). A tumorokat egyszeri 5 Gy 

d·zissal sugaraztuk be a tumorok olt§sa ut§ni 14. napon (§tlagos tumorm®ret: 50-70 mm3). A 

sug§rkezel®s ºnmag§ban is szignifik§nsan g§tolta a szubkut§n daganatok nºveked®s®t 

(61,5%,), amit az rHuEPO-kezel®s m®g tov§bb fokozott szignifik§nsan (53. ábra). 

 

53. §bra. rHuEPO-kezel®s hat§sa a szubkut§n A431 xenograftok besugaraz§s§ra 

 

Az A431 xenograftokat hordoz· §llatokat kezelt¿k rHuEPOŬ-val (150 NE/kg, hetente 

h§romszor), valamint sug§rter§pi§val in vivo (5 Gy egyszeri adag a tumorolt§s ut§ni 14. 

napon). *p<0,01, besug§rz§s vs. kontroll; **p<0,05, kombin§ci· vs. besug§rz§s ºnmag§ban, 

n=5 

 

 A kor§bbi eredm®nyeinkbŖl kiindulva ezekben a k²s®rletekben is megvizsg§ltuk az 

intratumor§lis ereket a kezel®s ut§n. Az elŖzŖ vizsg§latokban kapott eredm®nyekhez hasonl·an 

az rHuEPO-kezel®s hat§s§ra nagyobb §tm®rŖjŤek voltak az erek, amiknek a pericita-bor²t§sa 

nem volt folytonos (a pericit§k nem kºvett®k az endot®lsejtek prolifer§ci·j§nak fokoz·d§s§t, 

(54. ábra). Az §tlagos pericita-bor²t§s morfometriai anal²zise tºbb, mint 30%-os csºkken®st 

(p<0,05) mutatott. ¥sszehasonl²tva a kontroll tumorokkal, a sug§rkezel®s nagyobb ®rroncsol§st 

v®gzett az ®lŖ tumorter¿leten bel¿l az rHuEPOŬ-val kezelt §llatokban (54. ábra). A 

morfometriai elemz®s azt mutatta, hogy az abnorm§lis alak¼, roncsolt intratumor§lis erek 

ar§nya tºbb mint 50%-os volt az rHuEPO-kezelt ®s besugarazott xenograftokban, szemben a 

kiz§r·lag sug§rkezel®st kapott csoporttal, ahol ez 30%-nak ad·dott (54. ábra). Ez a hat§s 

val·sz²nŤleg abb·l ad·dott, hogy az EPO-kezelt tumorokban az endot®lsejtek prolifer§ci·s 

indexe magasabb, ®s a sug§rkezel®s jobban hat az oszt·d§sban levŖ sejtekre. 
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54. §bra. Tumorasszoci§lt erek morfometriai elemz®se a besugaraz§s ut§n 

A           B 

   

C           D 

    

E 

 

A, B) KettŖs immunfluoreszcencia A431 xenograftok ereire. Pericit§k (SMA, piros) ®s 

endot®lsejtek (CD31, zºld) a kontroll (A) ®s az rHuEPOŬ-val kezelt §llatokban (B) a 

besugaraz§s elŖtt. L§that·, hogy a pericitabor²t§s nem folytonos az ereken (ny²l). 

Intratumor§lis erek jelºl®se a besug§rz§st kºvetŖen von Willebrand-faktorra a kontroll (C) ®s 

az rHuEPO-val kezelt §llatokban (D). Nyilak: roncsolt erek a besugaraz§s ut§n. M®rce: 50 

Õm. E). A roncsolt erek kvantitat²v morfometriai ki®rt®kel®se a tumormint§kban. *p<0,05, 

besug§rz§s a kontrollhoz viszony²tva, **p<0,05, kombin§ci· vs. sug§rkezel®s egyed¿l 
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4.6 EPOR-expresszi· ®s a betegek klinikopatol·giai adatai kºzºtti ºsszef¿gg®sek 

hum§n bronchoszk·pos t¿dŖr§kmint§kban 

Az in vitro eredm®nyeink azt mutatt§k, hogy az EPO-receptor ugyan kifejezŖdik az 

§ltalunk vizsg§lt tumorsejtvonalakon is, de az exog®n rHuEPO-kezel®s nem fokozza (sŖt, egyes 

esetekben m®g csºkkentette is) a sejtek prolifer§ci·s aktivit§s§t. Ez az eredm®ny ellentmondott 

n®h§ny kor§bban publik§lt k²s®rletes ®s klinikai adatnak, ez®rt mi is megvizsg§ltuk az EPOR-

expresszi·t t¿dŖ-adenokarcin·ma klinikai mint§kban, ºsszef¿gg®st keresve a klinikopatol·giai 

adatokkal. Kor§bban m§r le²rt§k [190], ®s mi is azt tapasztaltuk, hogy az ®p t¿dŖszºvet EPOR-

expresszi·j§ban is szignifik§ns k¿lºnbs®g van az egyes betegek kºzºtt, ez®rt a tumorszºvetben 

m®rt EPOR-expresszi·s ®rt®keket normaliz§ltuk a beteg nem tumoros endobronchi§lis 

szºvet®ben m®rt EPOR-expresszi·s szintekkel (tumor/norm§l, T/N, 55 ábra). A statisztikai 

ki®rt®kel®sek ut§n nem tal§ltunk ºsszef¿gg®st az ®letkor, doh§nyz§s, nem, st§dium ®s a 

kezel®sek tekintet®ben a vizsg§lt betegpopul§ci·ban (az adatokat nem mutatom). 

 

55. §bra EPOR-expresszi· a tumoros (T) ®s a norm§lis (N) szºvetmint§kban elŖrehaladott 

st§dium¼ t¿dŖ-ADC-s betegekben 

 

Kvantitat²v RT-PCR m®r®sek t¿dŖ-adenokarcin·m§s betegek bronchoszk·pos kefe mint§iban.  

K®t mint§t m®rt¿nk meg minden betegbŖl, egyet a tumorb·l (T), egyet pedig a tumormentes, 

endobronchi§lis ter¿letrŖl (N). L§that·, hogy a norm§l mint§k kºzºtt is igen nagy a sz·r§s 

 

KaplanïMeier-anal²zissel elemezt¿k az elŖrehaladott st§dium¼ t¿dŖ-adenokarcin·m§s 

betegek t¼l®l®si adatait az elt®rŖ (magas ®s alacsony) EPOR-szintek f¿ggv®ny®ben. Azt 

tapasztaltuk, hogy 43 betegbŖl §ll· mint§nkban az EPOR-t a tumorsejtekben magasan 

expressz§l· betegek t¼l®l®se szignifik§nsan jobb volt, mint az alacsony EPOR-szinttel 

rendelkezŖ betegek® (medi§n teljes t¼l®l®s 11 versus 6 h·nap, p=0,035; 56. ábra). 
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56. §bra. Az alacsony EPOR-expresszi· rosszabb t¼l®l®ssel p§rosult elŖrehaladott st§dium¼ 

hum§n t¿dŖ-adenokarcin·m§ban 

 

III -IV-es st§dium¼ t¿dŖ-adenokarcin·m§s betegek (n=43) KaplanïMeier t¼l®l®si gºrb®i a kvantitat²v 

RT-PCR-rel meghat§rozott, alacsony ®s magas EPOR-expresszi· f¿ggv®ny®ben. Az alacsony 

expresszi·t az 1 alatti T/N ar§nnyal defini§ltuk. 
 

R§ad§sul multivari§ns statisztikai anal²zis sor§n (bevonva az §ltal§nos prognosztikai 

v§ltoz·kat: ®letkor, nem, tumorst§dium, doh§nyz§si szok§sok) azt kaptuk, hogy a kezel®s elŖtti 

EPOR-szint (a nemhez ®s az ®letkorhoz hasonl·an) a tºbbi v§ltoz·t·l f¿ggetlen prognosztikai 

faktor (p=0,031; 12. táblázat).  

 

12. t§bl§zat. ElŖrehaladott st§dium¼ t¿dŖ-adenokarcin·m§s betegek k¿lºnbºzŖ 

prognosztikai faktorainak elemz®se tºbbv§ltoz·s anal²zissel 

Paraméterek RR 95% CI p-®rt®k 

    

Életkor 1,077 (1,017-1,142) 0,012 

Nem (f®rfi vs. nŖ) 0,364 (0,157-0,843) 0,018 

Stage (III vs. IV)  0,615 (0,291-1,302) 0,204 

Dohányzás (valaha vs. sohasem doh§nyzott) 0,67 (0,258-1,741) 0,342 

EPOR (alacsony vs. magas) 0,431 (0,201-0,926) 0,031 

RR, relat²v rizik·; CI, konfidenciaintervallum 

 Eredm®nyeink alapj§n ink§bb azt lehetett kijelenteni, hogy az EPOR-expresszi· ®s az 

exog®n rHuEPO-kezel®s elŖnyºsen befoly§solja egyes daganatok klinikai lefoly§s§t ®s 

kezel®s®t.  
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5. DISZKUSSZIÓ 

 A daganatok mikrokºrnyezet®t nagyr®szt a daganatsejtek maguk hozz§k l®tre, vagy a 

tumorok §ltal gener§lt kapcsolatok k®sztetik a gazdaszºvet megv§ltoz§sait. A kialakul· daganat 

szºveti mikrokºrnyezete (TME) oszt·d· ®s elhal· tumorsejtekbŖl, tumorstr·m§b·l, tumort 

infiltr§l· erekbŖl, a besziv§rg· gyullad§sos sejtekbŖl ®s sz§mos egy®b sejtt²pusb·l, auto- ®s 

parakrin molekul§ris szign§lokb·l §ll [191]. Ez egy egyed¿l§ll· kºrnyezet, amely a daganat 

progresszi·ja sor§n jelenik meg a gazdaszºvettel val· interakci·j§nak eredm®nyek®nt. 

L®trejºtt®t, fennmarad§s§t ®s v§ltoz§sait alapvetŖen a tumorsejtek alak²tj§k sz§mtalan 

molekul§ris ®s sejtes esem®nyen kereszt¿l. Ezek kºzºtt §ltal§nosan elfogadottk®nt szerepel a 

korl§tlan szaporod§s, kit®r®s a nºveked®sg§tl§s al·l, a lok§lis szºveti inv§zi· ®s az §tt®tek 

megjelen®se, az apopt·zisrezisztencia, az ®rk®pzŖd®s beind²t§sa, a proliferat²v szign§lok 

folyamatos fenntart§sa, a sejt energiah§ztart§s§nak §talakul§sa, immunrezisztencia, a genom 

instabilit§sa ®s mut§ci·k felhalmoz·d§sa, valamint gyullad§sos reakci·k fokoz·d§sa [32].  

 Hab§r m§r rengeteg t®nnyel ®s adattal rendelkez¿nk a daganatok §ltal§nos 

jellemzŖirŖl, a daganatok kialakul§s§r·l ®s t¼l®l®s®rŖl [192ï194], m®g mindig kev®s az 

inform§ci·nk a daganatos kºrnyezetrŖl, valamint a tumor ®s kºrnyezete kapcsolat§r·l. Pedig 

ahogy jobban megismert¿k ezeket, kider¿lt, hogy a kºrnyezeti elemek kritikus szerepet 

j§tszanak a rosszindulat¼ daganatok t¼l®l®s®ben ®s ter§pi§j§ban [195].  

 

5.1 A v®r- ®s a nyirok®rh§l·zatok 

 A norm§lis szºvetekhez hasonl·an a v®r- ®s a nyirok®rh§l·zatok oxig®nt ®s t§pl§l®kot 

sz§ll²tanak oda, valamint a sz®n-dioxidot ®s metabolikus hullad®kot sz§ll²tj§k el a daganatokban 

is. Ugyanakkor ismert, hogy az intratumor§lis erek szerkezete k¿lºnbºzhet a norm§lis 

szºvetekben tal§lhat· erek®tŖl: gyakran rigidebbek, kev®sb® tŤnnek j·l szervezettnek ®s 

Ăsziv§roghatnakò is [196]. Ezen fel¿l az ¼gynevezett angiog®n kapcsol· (Ăangiogenic switchò) 

folyamatosan bekapcsolt §llapotban van, az ¼j erek k®pzŖd®se nem §ll le [197, 198]. A v®r- ®s 

a nyirok®rrendszernek k¿lºnbºzŖ szerepeik vannak a tumorgenezis egyes szakaszaiban [199]. 

A tumorokban viszonylag gyorsan kialakul az oxig®nhi§nyos §llapot (hipoxia), amelyhez 

elŖszºr megpr·b§lnak adapt§l·dni a sejtek, de azt§n az oszt·d§sukhoz musz§j ¼j ®rh§l·zatra 

szert tenni¿k [197, 198]. Az ¼j erek pedig nem csak az oxig®n- ®s a t§panyagell§t§s 

szempontj§b·l fontosak, de a tumorok §tt®tk®pz®s®ben is elengedhetetlen szerepet j§tszanak 

[200, 201].   
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Saj§t vizsg§lataink is bizony²tj§k, hogy a nyirok®rh§l·zat kialakul§sa ®s a tumorok §tt®tk®pz®se 

kºzºtt szoros korrel§ci· van nem kissejtes t¿dŖr§kokban (NSCLC) [202]. Azt tapasztaltuk, 

hogy NSCLC klinikai mint§kban a nyirok®rdenzit§s (LVD) szignifik§nsan magasabb volt a 

tumor perif®ri§j§n azokban a mint§kban, amik nyirokcsom·-metaszt§zisokat adtak 

ºsszehasonl²tva  anem metasztatikus tumorokkal (p<0,005) ®s a magas LVD korrel§lt a 

rosszabb teljes t¼l®l®ssel.  

 A tumorokban tºbbf®le folyamatot is le²rtak a beerezŖd®s¿k kialakul§sa sor§n [11]. 

Ezek egy r®sz®ben bizony²tott az endoteli§lis sejtek oszt·d§sa (pl. bimb·z· ®rk®pzŖd®s), 

amelynek a fŖbb molekul§ris szab§lyoz·i is ismertek (VEGF-ek, PlFI, PDGFɓ, FGF, 

angiopoetinek stb.) [203ï205]. Azonban a tumorok ®rh§l·zat§nak kialakul§sa sor§n tºbb 

folyamatban (intusszuszcept²v, glomeruloid angiogenezis, posztnat§lis vaszkulogenezis, 

vaszkul§ris mimikri) nincs sz¿ks®g az endoteli§lis sejtek oszt·d§s§ra, amit figyelembe kell 

venni k®sŖbbi antiangiog®n ter§pi§k tervez®s®n®l. 

 

5.2 Posztnat§lis vaszkulogenezis: endoteli§lis progenitorsejtek szerepe a daganatok 

beerezŖd®s®ben 

 A vaszkulogenezis sor§n az ereket bor²t· endot®lsejtek in situ differenci§l·dnak 

®retlen csontvelŖi eredetŤ prekurzorsejtekbŖl. Sok§ig ¼gy gondolt§k, hogy ez a folyamat csak 

az ®rrendszer fejlŖd®s®nek korai szakasz§ban fordul elŖ. Azonban k®sŖbb bebizonyosodott, 

hogy keringŖ, csontvelŖbŖl sz§rmaz· endoteli§lis Ŗssejtek (EPC-k) jelennek meg a k·ros 

neovaszkulariz§ci· sor§n, ®s k®pesek endoteli§lis sejtekk® differenci§l·dni az erekben. Asahara 

®s munkat§rsai le²rt§k, hogy a tumorok hogyan k®pesek citokinekkel, elsŖsorban VEGF-fel 

mobiliz§lni ezeket a sejteket a csontvelŖbŖl [130]. De az is ismert, hogy pl. az Ang-1 csºkkenti 

a keringŖ EPC-k sz§m§t [206]. Az ®rh§l·zatba be®p¿lt ®s differenci§l·dott EPC-k nem csak 

mechanikailag vesznek r®szt az ¼j erek k®pzŖd®s®ben, de bizony²tott, hogy angiog®n citokinek 

termel®s®ben is fontos szerepet j§tszanak, hozz§j§rulva az intratumor§lis erek 

fennmarad§s§hoz, mŤkºd®s¿k stabiliz§l·d§s§hoz ®s tov§bbiak k®pzŖd®s®hez [207].  

 B§r a keringŖ EPC-k sz§m§nak megemelked®s®rŖl sz§moltak be k¿lºn®le ®rrendszeri 

betegs®gekkel kapcsolatosan [208, 209], ®s sz§mos r§gcs§l·modelleken v®gzett tanulm§ny is 

kimutatta, hogy a csontvelŖbŖl sz§rmaz· keringŖ EPC-k hozz§j§rulnak a daganatok 

vaszkulariz§ci·j§hoz [210ï212], a mai napig nem tiszt§zott, hogy ezeknek milyen val·s§gos 

szerep¿k van a tumorok beerezŖd®s®ben. N®h§ny tanulm§ny jelent csak meg kor§bban, 

amelyben megpr·b§lt§k ki®rt®kelni az EPC-k jelentŖs®g®t az emberi tumorokban [213ï215], 
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®s a mi kutat·csoportunk volt az elsŖ, amelyik nem kissejtes klinikai t¿dŖr§kmint§kban 

(NSCLC) vizsg§lta a keringŖ EPC-k ®s a daganat lefoly§s§nak lehets®ges korrel§ci·it [212].  

 Vizsg§latainkban §raml§si citometri§val meghat§roztuk a keringŖ EPC-k gyakoris§g§t, 

valamint val·s idejŤ kvantitat²v RT-PCR m·dszerrel az EPC-specifikus markerek (CD34, 

VEGFR2, VE-kadherin ®s CD133) szintj®t NSCLC-s betegek perif®ri§s v®r®ben. Ezen fel¿l 

elemezt¿k az EPC-k megjelen®s®t a seb®szileg elt§vol²tott NSCLC-k ®rrendszer®ben. 

 Eredm®nyeink azt mutatt§k, hogy a keringŖ EPC-k sz§ma szignifik§nsan magasabb a 

daganatos betegekben, ºsszehasonl²tva az eg®szs®ges kontrollokkal. Ugyanakkor azt is 

meg§llap²tottuk, hogy a kezel®s elŖtti EPC-sz§m alacsonyabb volt olyan betegekben, akik 

r®szleges, vagy teljes remisszi·t ®rtek el (v§laszad·k) a kezel®s ut§n, mint stabil, vagy 

progressz²v betegs®gben szenvedŖ betegekben (nem reag§l·k). Azt is meg§llap²tottuk, hogy a 

15 h·napos kºvet®s ut§n szignifik§nsan magasabb volt a hal§loz§s azokban a betegekben, 

akikn®l magasabb volt a kezel®s elŖtti EPC-sz§m. Ezek a megfigyel®sek al§t§masztott§k, hogy 

a CD34+/VEGFR2+ EPC-k egyszeri m®r®se §raml§si citometri§val hasznos eszkºze lehet a 

betegek kezel®se kimenetel®nek elŖrejelz®s®re NSCLC-ben. Ez az eredm®ny¿nk megfelelt a 

Jain ®s munkat§rsai §ltal le²rt hipot®zisnek az erek normaliz§l§s§r·l az anti-VEGF ter§pia 

(bevacizumab) alkalmaz§sa ut§n [216, 217]. Ezt a hipot®zist erŖs²tik azok a k²s®rletes ®s 

klinikai megfigyel®sek, ahol ¼gy tal§lt§k, hogy a keringŖ EPC-k szintje az antiangiog®n 

aktivit§s ®rz®keny jelzŖje lehet alacsony d·zis¼ metronomikus kemoter§pia eset®n 

r§gcs§l·modellben [218], vagy hogy a keringŖ EPC-k sz§ma gyorsan csºkken a v®gb®lben 

olyan r§kbetegekben, akik bevacizumabot kaptak [219]. Az adataink azt sugallt§k, hogy 

azokn§l a betegekn®l, akikn®l alacsonyabb a kezel®s elŖtti EPC-sz§m, feltehetŖen tºbb a 

''norm§lis'' ®r ®s jobban reag§lnak a kezel®sre, m²g azok, akikn®l magasabb az EPC-sz§m (az 

intratumor§lis kapill§risokban), nem reag§lnak j·l. Ez®rt az olyan betegek eset®ben, akikn®l 

magas a kezel®s elŖtti EPC-sz§m az anti-VEGF ter§pi§val csºkkenthetŖ az EPC-k sz§ma (ezzel 

Ănormaliz§lvaò az ®rrendszert) a kemoter§pia elŖtt, ²gy potenci§lisan javul a ter§pi§s v§lasz is.  

 Ugyan siker¿lt kimutatnunk a keringŖ EPC-k sz§m§nak v§ltoz§s§t, valamint be®p¿l®s®t 

a daganatos ®rfalba, azt felt®telezve, hogy ennek m®rt®ke a nem tumoros iszk®mi§s szºvetekben 

le²rtak szerinti lehet [207, 220], nem vil§gos m®g mindig, hogy mekkora a szerepe az EPC-

knek a daganatok beerezŖd®s®ben. De figyelemrem®lt· a diagnosztikai lehetŖs®g a 

ter§piamonitoroz§sra, sŖt, ak§r ter§pi§s alternat²vak®nt is haszn§lhat·ak lesznek ezek a sejtek a 

jºvŖben daganatellenes hat·anyagok c®lba juttat§s§ra [221, 222]. 
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5.3 Az extracellul§ris m§trix ®s a mikrokºrnyezet 

 Az extracellul§ris m§trix (ECM) egy dinamikus ®s bonyolult kºrnyezet, amelyek 

biofizikai, mechanikai ®s biok®miai tulajdons§gai elt®rŖek az egyes szºvetekben [223]. FŖbb 

komponensei a kollag®nek [224ï226], lamininek [227], fibronektinek [228], proteoglik§nok 

[229] ®s hialuronsavak [230, 231], de az ECM-ben megtal§lhatjuk a strom§lis ®s a tumorsejtek 

§ltal kiv§lasztott citokineket, nºveked®si faktorokat is. Ma m§r kºzismert, hogy az ECM dºntŖ 

fontoss§g¼ a tumorok nºveked®s®ben, valamint a tumorsejtek inv§zi·j§ban ®s §tt®tk®pz®s®ben 

egyar§nt [232]. Ezekben a folyamatokban elengedhetetlen a sejtek motilit§si k®pess®ge, ®s a 

sejtmozg§s mindig ebben a h§romdimenzi·s extracellul§ris t®rben tºrt®nik. 

 

5.4 A sejtmozg§s alapjai 

 A k¿lsŖ ingerekre adott, hat§rozott ir§ny¼ mozg§s a biol·giai rendszerek alapvetŖ 

tulajdons§ga az egysejtŤektŖl a bonyolult, tºbbsejtŤ organizmusokig. A szervezet t¼l®l®s®hez 

elengedhetetlen a t§panyagok ®s m§s kedvezŖ kºrnyezet fel® tºrt®nŖ elmozdul§s, valamint az 

®hez®s ®s §ltal§ban az ellens®ges kºr¿lm®nyek elker¿l®se. Az elsŖ organizmusok, amelyek 

kifejlesztett®k ezt a viselked®st, egysejtŤek voltak. A tºbbsejtŤ organizmusok evol¼ci·ja sor§n 

a sejtek a mozg§si k®pess®g¿ket valamilyen boil·giai folyamathoz (embriogenezis, a 

felnŖttkori szºvetek homeoszt§zisan immunv§lasz( adapt§lt§k, ®s sejtt²pusokra specializ§lt§k 

[233ï235]. ĉgy a sejtmobilit§s alapjai ºsszefon·dnak a sejtek mŤkºd®s®vel ®s t¼l®l®s®vel, 

amely kapcsolatok val·sz²nŤleg relev§nsak a metaszt§zisok szempontj§b·l is. A sejtek 

migr§ci·ja azonban nem egys®ges jelens®g. K¿lºnbºzŖ fiziol·giai hat§sokra ®s kºrnyezetben a 

k¿lºnf®le sejtt²pusok elt®rŖ morfol·gi§kat, sejt-sejt kºlcsºnhat§sokat ®s mozg§st²pusokat 

mutatnak. A leggyakoribb morfol·gi§k az amŖboid, a mezenhim§lis vagy epiteli§lis mozg§sok, 

amelyet egyed¿l vagy klaszterekben, folyad®kokban vagy szil§rd fel¿leteken v®geznek, 

r§ad§sul ezek kºzºtt gyakran dinamikusan v§lthatnak is, reag§lva a kºrnyezet v§ltoz§saira 

[236]. A v§ndorl§si dinamika ilyen sokf®les®g®t a mozg§st l®trehoz· erŖk t®rben ®s idŖben 

tºrt®nŖ differenci§lt szab§lyoz§sa teszi lehetŖv® [236]. 

 

 FeltehetŖ, hogy valamennyi sejtt²pus mozg§s§nak h§tter®ben a vezetŖ lamella ter¿let®n 

mŤkºdŖ univerz§lis elcs¼sz· aktomiozin-rendszer §ll, ahol az aktinsz§lak a sejtek letapad§si 

helyeibe, az adh®zi·kba kºtnek be. A sejtek elmozdul§sa ezekhez a k¿lsŖ m§trixhoz rºgz²tett 

pontokhoz k®pest tºrt®nik meg. A mozg§si morfol·gi§ban tal§lt elt®r®sek, illetve a sebess®gbeli 
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k¿lºnbs®g ok§t a citoszkelet§lis elemek szervezŖd®s®ben, ®s a sejtadh®zi·s mint§zatban kell 

keresn¿nk.  

 Kezdeti munk§ink eredm®nyek®nt egy modellt ²rtunk le a HT1080 fibroszark·masejtek 

k®tdimenzi·s mozg§s§ra [60]. Ez a modell jelentŖsen k¿lºnbºzik a sz®les kºrben elfogadott 

fibroblaszt-t²pus¼ sejtmozg§st·l [40]. Az a megfigyel®s, hogy a HT1080 sejtekben adh®zi·k 

kiz§r·lag a sejtek ®l®re lokaliz§l·dtak ®s folyamatosan meg¼jultak, azt jelenti, hogy a kor§bban 

felt®telezettekkel ellent®tben a letapad§si pontok ºreged®se, valamint ®r®se nem bizony²tott 

ezen a ter¿leten. Ezt t§masztja al§ az a megfigyel®s is, hogy ezek az adh®zi·k az ºsszes olyan 

komponenst tartalmazt§k (vinkulin ®s a FAK), amelyek jelenl®te az adh®zi·kban a kor§bbi 

irodalmi adatok szerint az ®r®s jele [237, 238]. £rdekes megfigyel®s¿nk volt, hogy a fibroblaszt-

eredetŤ tumorsejtek nem a klasszikus fibroblaszt-t²pus¼ alakot vett®k fel ®s tartott§k fenn a 

mozg§suk sor§n, hanem a hal keratocit§kban le²rt f®lkºr alakot. Enn®l a mozg§sf®les®gn®l a 

f®lkºr pontjai merŖlegesen mozognak a sejt ®l®hez k®pest, az elmozdul§sok a cs¼cst·l a sejt 

hossztengelye fel® haladva egyre kisebbek. Ez azt jelenti, hogy a sejtek ®l®n minden pont egy 

l§tsz·lagos ²velt utat fog kºvetni a mozg§s sor§n (GRE-modell) [56]. A GFP-vel jelzett 

vinkulint kifejezŖ HT1080 sejtekben is ezt az elmozdul§st figyelt¿k meg mozg§suk sor§n, 

amelyeket m®g neutrofil fragmensek mozg§s§ban is le²rtak [59]. Ez azt sugallja, hogy a modell 

univerz§lisabb lehet. Az erŖ gener§l§s§®rt [239] felelŖs aktinsz§lak ²veket form§lnak k®t 

adh®zi·s plakk kºzºtt, amelyeknek nºvekedni¿k kell a mozg§s sor§n, a maxim§lis m®ret¿ket a 

sejt hossztengely®ben el®rve. Az aktinsz§lak polimeriz§ci·ja felelŖs a lamellip·dium 

kit¿remked®s®®rt, amelyeknek kezdetben nincs orient§ci·ja. Ezen a ter¿leten megfigyelhet¿nk 

el§gaz· sz§lakat is, azonban ezeknek nem lehet szerepe a mozg§s kiv§lt§s§®rt felelŖs erŖ 

gener§l§s§ban [240]. Val·sz²nŤleg az ¼jonnan szintetiz§lt el§gaz· aktinsz§lak tºbbs®g®nek le 

kell v§lniuk az anyasz§lr·l ahogy a sejt elŖre halad [240]. Felt®telezz¿k, hogy ezek a 

lev§lasztott sz§lak nem depolimeriz§l·dnak, helyette a miozinmolekul§k szab§lyoz§sa 

seg²ts®g®vel be®p¿lnek a cs¼sz· aktomiozin-rendszerbe. Ezt az elk®pzel®st t§mogatj§k azok a 

megfigyel®seink, amelyek szerint a miozin m§r nagyon kºzel a lamellip·diumhoz megjelenik 

a mozg· tumorsejtekben, hasonl·an kor§bbi eredm®nyekhez hum§n fibroblasztok eset®ben 

[241]. Ugyanakkor ellent®tben §ll a keratocit§kkal, amelyekben a miozinmolekul§k n®lk¿li 

lamellip·dium sz®les, enn®lfogva a kontraktilis z·na a sejtmag elŖtt helyezkedik el [55, 57].  

A vinkulintartalm¼ adh®zi·k eloszl§sa ®s az aktomiozin²vek szerkezete a HT1080 

sejtekben azt sugallja, hogy a hajt·erŖ centripet§lis ir§ny¼. Mivel ez az elrendezŖd®s 

ºnmag§ban meghat§rozza a mozg· sejt alakj§t, nincs sz¿ks®g a sejtmozg§shoz adh®zi·kra a 

sejttest alatt. A lamell§ban l®vŖ aktink§belek homor¼ ²veket k®peznek, amelyek ºsszeh¼z·d§sa 
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adja az erŖt az elŖrehalad§shoz. Hasonl· aktomiozin²veket figyeltek meg hal keratocit§kban is, 

ott is kiz§r·lag a sejttest el¿lsŖ r®sz®n [55, 57]. Az ²vek az ºsszeh¼z·d§suk sor§n egyre kev®sb® 

lesznek homor¼ak, a sejt h§ts· hossztengely®ben m§r egyenesek, vagy §t is fordulhatnak. Itt a 

legvastagabb az aktin²v, ami val·sz²nŤleg a sejtek sz®l®n tal§lhat· nagy adh®zi·k beh¼z§s§ban 

vesz r®szt. Ebben az elrendez®sben minden olyan letapad§si pont, amelyek nem a sejtek sz®li 

r®sz®n vannak (esetleg Ăfarkatò k®peznek a sejtnek [39]), ®s amikbe aktinsz§lak is 

kapcsol·dnak, csak h§tr§ltatj§k a sejtek elmozdul§s§t.  

 A kor§bbi eredm®nyeink k®tdimenzi·s vizsg§latokban sz¿lettek. Mivel biol·giailag 

relev§nsabbnak tŤnnek a h§romdimenzi·s tesztrendszerek [242], ez®rt vizsg§latainkat 

kiterjesztett¿k egy egyszerŤ 3D rendszerre. Ebben Boyden-kamr§ban migr§ltattuk a sejteket 

egy 10 Õm vastag ®s 8 Õm §tm®rŖjŤ p·ruson kereszt¿l, ami a h§romdimenzi·s szerkezetet 

biztos²totta [243]. A h§romdimenzi·s mozg§s szervezŖi is az adh®zi·s pontok [244], valamint 

az erŖ gener§l§s§®rt felelŖ aktomiozin-rendszer ®s ezek szab§lyozott mŤkºd®se. A 

vinkulinmolekul§nak kit¿ntetett szerepe van a sejtek mozg§s§ban. Ez a szab§lyoz· adapter 

fontos alkot·ja a sejtadh®zi·knak, kºlcsºnhat§sban §ll a talinnal ®s az aktinsz§lakkal, valamint 

az integrinekkel is [245ï247]. A 3D kollag®nm§trixban migr§l· sejtekben a letapad§si 

pontokban mutatt§k ki, kolokaliz§ci·ban a b®ta-1 integrinnel, a FAK-kal ®s az aktinsz§lakkal 

[242]. Kor§bbi vizsg§latok azt sugallt§k, hogy a k¿lºnbºzŖ sejtt²pusokban elt®rŖ lehet az 

adh®zi·k ®s az aktinsz§lak eloszl§sa a 3D m§trixban tºrt®nŖ migr§ci· sor§n [248]. R§ad§sul, a 

2D rendszerekben megfigyeltekkel ellent®tben a 3D vizsg§latokban a mozg§st biztos²t· erŖ a 

v®letlenszerŤen megjelenŖ adh®zi·s plakkokon kereszt¿l kºzvet²tŖdik, b§rmilyen is a sejt alakja 

a v§ndorl§s sor§n [248, 249]. Tumorsejtek eset®ben in vivo megfigyelt®k az F-aktinban gazdag 

kit¿remked®seket, amelyek azt§n ki is tapadnak a kºrnyezethez a mozg§s frontj§n, ®s ezt 

kºvette a h§ts· r®sz ºsszeh¼z·d§sa (Ămotilit§si ciklusò [250]). A Boyden-kamr§ban, GFP-

vinkulinnal transzfekt§lt HT1080 fibroszark·ma-tumorsejtekkel kapott saj§t eredm®nyeink 

alapj§n elk®pzelt modell a 3D migr§ci·ra (24. ábra) j· kieg®sz²t®se a kor§bbi 2D modell¿nknek 

[60]. Mindk®t modell azon a megfigyel®sen alapul, hogy a letapad§sok csak a sejt el¿lsŖ r®sz®n 

k®pzŖdnek a mozg§s sor§n, amik a 3D rendszerben egy gyŤrŤben jelennek meg a p·ruson 

§thalad· tumorsejtekben. Ez a jelens®g §ltal§nosnak tŤnik, mivel a megfigyelt elrendezŖd®s 

f¿ggetlen a sejtvonalak t²pus§t·l ®s a mozg§s megind²t§s§ra haszn§lt kemoattrakt§nst·l 

egyar§nt. Az adh®zi·k ilyen elrendezŖd®se kiz§rja, hogy az erŖt gener§l· aktinsz§lak 

p§rhuzamosan fussanak a sejtmozg§s ir§ny§val a p·rusban. Ezt az §ll²t§st t§masztja al§ az a 

megfigyel®s is, hogy az aktinsz§lak orient§ci·ja akkor lesz p§rhuzamos a sejtmembr§nnal, 

amikor azok el®rik a Boyden-kamra membr§nj§nak als· fel®t, ®s elkezdenek kiter¿lni, azaz 2D 
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mozg§st v®geznek. Sajnos technikai okokb·l a p·ruson bel¿l ezeket az ²veket nem lehetett 

vizsg§lni, de amiatt, hogy a p·rusb·l ®ppen kil®pŖ sejtekben ez az elrendezŖd®s figyelhetŖ meg 

felt®telezhetj¿k, hogy a p·ruson bel¿l is ez a helyzet. Az aktin²vek ®s a letapad§sok 

folyamatosan alakulnak ki a sejtekben mindh§rom kºr¿lm®ny kºzºtt (2D ®s 3D migr§ci·, 

kiter¿l®s). Az aktinh§l·zat felelŖs a sejttest ®s a vimentinburokban tal§lhat· sejtmag 

transzlok§ci·j§®rt is. A mozg§s ®s a kiter¿l®s kºzºtt az a k¿lºnbs®g, hogy az elŖbbin®l az 

aktin²vek szervezŖd®se nem szimmetrikus a teljes sejtben, ez®rt a h¼z·erŖ elmozd²tja a sejttestet 

a maggal egy¿tt egy ir§nyba. A kiter¿l®s (spreading) ennek megfelelŖen Ăegy mozg§s minden 

ir§nybaò. ĉgy a letapad§sok dinamik§ja 2D-ben nagyon j·l megfelelt a GRE-modellnek (az 

adh®zi·k az aktin²vek v®g®n folyamatosan meg¼julnak ®s idŖben egy gºrbe ment®n mozognak, 

mikºzben a sejtek alakja ®s m®rete v§ltozatlan marad [60]). Ugyanakkor a spreading sor§n, 

mivel a sejtek folyamatosan nºvekednek, a letapad§soknak egyenes vonalban kell mozogniuk 

sug§rir§nyban.  

 Ezek az eredm®nyeink a sejtmozg§s alapjair·l megmutatt§k, hogy a sejtek mozg§s§ban 

univerz§lis tºrv®nyszerŤs®gek vannak (letapad§sok, aktinsz§lak elrendezŖd®se, erŖ 

gener§l§sa), ®s ezek tumorsejtek eset®ben is ®rv®nyesek, b§rmilyen mozg§sform§t is lehet 

megfigyelni az egyes sejtek eset®ben. 

 

5.5 A motilit§s befoly§sol§sa 

 A szolid daganatos betegek hal§la szinte kiz§r·lag az §tt®tek miatt kºvetkezik be. Az 

§tt®tek kialakul§s§ban kiemelkedŖ szerepet j§tszik a daganatsejtek mozg§si k®pess®ge [251]. 

Ugyan rohamosan fejlŖdik a sejtmozg§s megismer®se, rengeteg molekul§ris esem®nyt 

azonos²tottunk abban, azonban a klinikai gyakorlatba nagyon kissz§m¼ pr·b§lkoz§s ker¿lt, 

amiket kifejezetten a tumorsejtek mozg®konys§g§nak befoly§sol§s§ra terveztek. Az alapvetŖ 

pr·b§lkoz§sok a motilit§s c®lz§s§ra a kºvetkezŖ jelens®gekre f·kusz§lnak: a sejtmozg§s 

szab§lyoz§s§ban r®sztvevŖ molekul§k ®s szign§l¼tvonalak befoly§sol§sa; a sejtmozg§sra hat· 

szolubilis molekul§k (citokinek, kemokinek) ®s azok receptorainak g§tl§sa; sejt-sejt ®s sejt-

extracellul§ris m§trix (ECM) kapcsolatok g§tl§sa; az ECM bont§sa [252].  

Ezek kºzºtt intenz²ven kutatott ter¿let a kis G-feh®rj®k (Rho/Rac/Cdc42) szab§lyoz§sa [253], 

valamint a Snail, a Twist [254, 255], az src [256, 257], a VAWE3 [258], a talin-1 [259, 260], a 

FAK [261, 262]®s a kortaktin [263, 264] feh®rj®k mŤkºd®s®nek befoly§sol§sa. A szolubilis 

molekul§k kºz¿l sok adattal rendelkez¿nk a VEGF [203, 265], az EGF [266, 267], az SDF-1 

[268, 269], a TGFɓ [270, 271], a TNFŬ [272] ®s a c-Met [273ï275] migr§ci·t, ®s ez§ltal a 
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metasztatiz§l§st befoly§sol· hat§saikr·l, illetve ezek lehets®ges g§tl§s§r·l. A sejt-sejt 

kapcsolatok befoly§sol§s§ban a kadherinek [79, 276, 277] ®s a klaudinok [278ï280] a legtºbbet 

kutatott molekul§k, m²g a sejt-ECM kapcsolatokn§l az integrinek [281, 282], a CD44 [283, 

284], a szindek§n-1 [285, 286] ®s a m§trixbont§sban szereplŖ MMP14 [287, 288]. Ezek a 

molekul§k targetk®nt szerepelnek tºbb klinikai vizsg§latban, amelyek kºz¿l sz§mos m§r f§zis 

III -ba is eljutott [252].  

A saj§t kutat§sainkban mi is vizsg§ltuk a c-Met szerep®t k²s®rletes hum§n 

melan·mamodellekben, ahol a specifikus tirozinkin§z-g§tl· vegy¿let (SU11274, Pfizer Inc., 

San Diego, CA, USA; szintetiz§lva Vichem Chemie Kft, Budapest) szignifik§nsan csºkkentette 

a tumorsejtek in vitro motilit§s§t ®s inv§zi·s k®pess®g®t, valamint az in vivo §tt®tk®pz®st [289].  

Ezen fel¿l fej-nyaki daganatokban azt tapasztaltuk, hogy a c-Met g§tl§sa eredm®nyes volt 

cetuximabrezisztens k²s®rletes fej-nyaki daganatok progresszi·j§nak ®s metasztaiz§l§s§nak 

g§tl§s§ban [290]. 

A sejtmozg§s ®s ez§ltal az §tt®tk®pz®s befoly§sol§s§ra ezen fel¿l is sz¿lettek ®rdekes 

eredm®nyeink. Az kor§bban is ismert volt, hogy a daganatos megbeteged®sben a v®ralvad§s 

zavar§nak is fontos szerepe van [291]. Ugyanakkor tºbb klinikai megfigyel®s is al§t§masztja, 

hogy az antikoagul§ns kezel®sben r®szes¿lŖkn®l a heparin ®s annak sz§rmaz®kai k®sleltett®k a 

tumorprogresszi·t [28, 292, 293]. Ezen fel¿l k²s®rletes munk§k is bizony²tott§k, hogy a 

heparinsz§rmaz®koknak, kºzt¿k a kismolekulas¼ly¼ heparinoknak (LMWH) 

metaszt§zisk®pz®s-g§tl· hat§saik is lehetnek [102, 294, 295].  

Saj§t k²s®rletes munk§nkban megmutattuk, hogy a nem frakcion§lt (UFH) ®s a 

kism·ls¼ly¼ heparinok (LMWH) antimetasztatikus hat§s¼ak hum§n melan·mamodellekben 

[104], amely eredm®ny megerŖs²tett egy kor§bbi megfigyel®st, amiben eg®r melan·mamodellt 

haszn§ltak [102]. A jelens®g magyar§zat§ul tºbbf®le molekul§ris esem®ny felmer¿lt: 

elsŖsorban a v®ralvad§s, a tumorsejt-v®rlemezke kºlcsºnhat§sok (P- ®s L-szelektinek), 

valamint az endoteli§lis sejtekbŖl felszabadul· szºveti faktor ¼tvonal inhibitor (TFPI) is [100, 

295, 296].  

Azonban a kor§bbi, eg®r melan·masejteken kapott eredm®nyek nem voltak 

igazolhat·ak hum§n k²s®rletes rendszerekben, mivel az §ltalunk is haszn§lt HT168-M1 

sejtvonal nem aggreg§ltatja a v®rlemezk®ket, ®s a heparinok antimetasztatikus hat§sa j·val 

kisebb d·zisn§l is igazolhat· volt, mint ahol a v®ralvad§st befoly§soln§k. A v®ralvad§s 

lehets®ges szerep®nek kiz§r§s§t t§masztja az is al§, hogy a rekombin§ns hirudinnak nem volt 

antimetasztatikus hat§sa a mi k²s®rleti modell¿nkben. Ugyan kor§bbi megfigyel®sek azt 

mutatt§k, hogy a trombin fokozta a k²s®rletes melan·m§k metasztatiz§l§s§t [297, 298], ®s a 

               tovari.jozsef_19_22



104 

 

trombinreceptor (PAR) tºbbf®le szºveti eredetŤ daganatsejten (kºzt¿k melan·m§n) is 

expressz§l·dik [299ï301], nincs adat funkcion§lisan akt²v PAR-expresszi·r·l a HT168-M1 

hum§n melan·ma-sejtvonalban. Ez magyar§zat lehet a hirudin hat§stalans§g§ra, valamint a 

tumorsejtek §ltal kiv§ltott v®rlemezke-aggreg§ci·s potenci§l hi§ny§ra. Mindezeken fel¿l az is 

dokument§lt, hogy kor§bban vizsg§lt n®gy daganatt²pus kºz¿l csak egyben (t¿dŖr§k) volt a 

betegs®g progresszi·ja a trombint·l f¿ggŖ, ®s ez§ltal ®rz®keny az antitrombin ter§pia [302].  

A heparinok antimetasztatikus hat§s§nak egy m§sik lehets®ges magyar§zata az L-

szelektinen kereszt¿li kºlcsºnhat§sok a leukocit§kkal [303, 304]. Azonban a t¿dŖkoloniz§ci· 

korai f§zis§nak morfol·giai elemz®se az alveol§ris kapill§risokban nem mutatott kapcsolatot a 

tumorsejtek ®s a leukocit§k kºzºtt. Eredm®nyeink szerint a heparinok hat§s§ra a tumorsejtek a 

kering®sben maradnak (az extravaz§ci· blokkol§sa), ahol fokozott mechanikai stressznek 

vannak kit®ve hosszabb ideig. Ezzel p§rhuzamosan a heparin-elŖkezel®s g§tolta a 

melan·masejtek kitapad§s§t is a t¿dŖkapill§risokban, hozz§j§rulva a megfigyelt 

antimetasztatikus hat§shoz. Az endot®lsejtekhez tºrt®nŖ kitapad§s g§tl§s§t kor§bban m§sok is 

le²rt§k [296], r§ad§sul m®g k²s®rletes rendszerekben a heparinoknak antiangiog®n hat§suk is 

mutatkozott [96]. Mivel a mi k²s®rleteinkben a heparinoknak a koloniz§ci· korai f§zis§ban volt 

hat§sa (4 ·r§n bel¿l), ²gy val·sz²nŤtlen, hogy az angiogenezis g§tl§sa a fŖ oka a heparinok 

antimetasztatikus hat§s§nak a k²s®rletes rendszer¿nkben. R§ad§sul a t¿dŖ az egyik legjobban 

vaszkulariz§lt szerv, a daganatsejteknek §ltal§ban nem kell ¼j erek k®pzŖd®s®t induk§lniuk a 

metasztatiz§l§s korai szakasz§ban.  

In vitro vizsg§lataink egyik ®rdekes eredm®nye, hogy a heparinok g§tolj§k a tumorsejtek 

motilit§s§t, mikºzben nincs hat§suk a daganatsejtek prolifer§ci·j§ra, t¼l®l®s®re vagy in vitro 

m§trixadh®zi·ira. Irodalmi adatok azt sugallj§k, hogy a heparinok P-szelektin-kºzvet²tett 

antimetasztatikus hat§sa a tumorsejtek felsz²n®n expressz§l·d· hepar§n-szulf§t proteoglik§nok 

(HSPG-k) gl¿k·zaminoglik§n-l§ncain kereszt¿l ®rv®nyes¿l [305]. Ismert, hogy hum§n 

melan·m§k fokozottan kifejezik a CD44v3 ®s a szindek§n-4 HSPG-ket, amelyek r®szt vesznek 

a daganatok progresszi·j§ban [188, 189]. K²s®rletesen igazolt§k (r®szben a mi csoportunk 

eredm®nyeivel), hogy mind a hepar§n-szulf§t bioszint®zis®nek g§tl§sa, mind a funkci·inak 

megzavar§sa b§zikus peptidekkel szignifik§ns antimetasztatikus hat§st eredm®nyeztek hum§n 

melan·mamodellekben [306, 307]. A heparinok versenyezhetnek az ECM-komponensekkel 

vagy citokinekkel ezen fel¿leti cukorcsoportok kºt®s®®rt. A tumorsejtek extravaz§ci·ja kritikus 

jelentŖs®gŤ l®p®s a metaszt§zisok kialakul§s§ban, ahol a keringŖ tumorsejtek migr§ci·s 

aktivit§sa kiemelten fontos szerepet j§tszik. Ez®rt figyelemre m®lt· azon megfigyel®s¿nk, hogy 

a heparinok g§tolj§k melan·masejtek migr§ci·j§t ®s inv§zi·s k®pess®g®t mesters®ges baz§lis 
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membr§nokon. A potenci§lis molekul§ris mechanizmus a g§tl§s h§tter®ben a heparinok hat§sa 

a hepar§n-szulf§t proteoglik§nok funkci·ira [304], vagy ak§r kºzvetlen¿l az integrinekre. Az 

adatok azt jelzik, hogy a heparin kºzvetlen¿l kºtŖdik az ŬIIbɓ3-hoz, amely a v®rlemezk®k 

uralkod· integrinje. Kor§bban munkacsoportunk kimutatta, hogy tºbb tumorsejtt²pus, bele®rtve 

az emberi melan·m§t is, expressz§lj§k az ektopikus ŬIIbɓ3 integrint [53, 308], amit ha 

blokkolunk antitesttel, specifikusan g§tolhat· a melan·masejtek migr§ci·ja in vitro ®s 

csºkkenthetŖ az §tt®tk®pzŖ potenci§lja in vivo [309]. 

A kor§bban bemutatott elt®rŖ morfol·gi§j¼ mozg§st²pusok is szerepet j§tszhatnak a 

heparinok hat§s§ban. A mezenhim§lis/fibroblaszt t²pus¼ sejtmozg§s integrinf¿ggŖ, m²g az 

amŖboid t²pus eset®ben ink§bb a m§trix-gl¿k·zaminoglik§nok szerep®t emelik ki [310, 311]. A 

hum§n melan·masejtek heparin®rz®keny migr§ci·j§ra vonatkoz· adataink j·l illeszkednek a 

gl¿k·zaminoglik§n-f¿ggŖ amŖboid migr§ci·s modellbe.  

Egy kollabor§ci·s partner¿nk seg²ts®g®nek kºszºnhetŖen siker¿lt m®g kisebb, 4-20 

poliszacharidot tartalmaz· heparinsz§rmaz®kokat is teszteln¿nk a melan·ma rendszereinkben. 

Siker¿lt kimutatnunk, hogy a heparineredetŤ, rºvidebb dp4 ®s a hosszabb dp18 

oligoszacharidok melan·mametaszt§zis-modellen vizsg§lva hasonl· antimetasztatikus hat§st 

mutatnak, mint a heparin vagy az LMWH [312].  

Nem vil§gos, hogy a heparinok v®ralvad§sg§tl· hat§sa ®s azok k®miai szerkezete kºzºtt 

milyen ºsszef¿gg®sek vannak. Az eml²tett oligoszacharidok v®ralvad§sra kifejtett g§tl· hat§sa 

a klinikailag valid§lt parci§lis tromboplasztin-idŖvel vizsg§lhat·. Egy®b k²s®rletes munk§k 

kimutatt§k, hogy a szintetikus pentaszacharidok k®pviselik a heparinl§ncnak azt a minim§lis 

szekvenci§j§t, amely k®pes befoly§solni a hemoszt§zist [313]. Ezenk²v¿l Hasan ®s mtsai szerint 

a v®ralvad§st g§tl· hat§s nem val·sz²nŤ, hogy ®rv®nyes¿l, amennyiben a szacharidl§nc 14 

monomern®l kevesebb egys®get tartalmaz, m²g a 16 monomert tartalmaz·k m§r szignifik§ns 

antikoagul§ns hat§ssal b²rtak 30 Õg/ml koncentr§ci·ban [181]. In vitro migr§ci·s vizsg§lataink 

szerint a m§r legal§bb n®gy egys®get tartalmaz· oligoszacharidok k®pesek g§tolni a migr§ci·t, 

viszont nincs v®ralvad§sg§tl· potenci§ljuk. Ezzel szemben a legfeljebb 18 egys®get tartalmaz· 

oligoszacharidokr·l kimutatt§k, hogy antimigratorikus hat§s¼ak, illetve, legal§bbis a dp18 

eset®ben, az antikoagul§ns hat§s is val·sz²nŤ. £rdekes m·don ¼gy tŤnik, hogy ezen 

oligoszacharidok eset®ben a molekula hossz¼s§ga ®s hat®konys§ga kºzºtt ºsszef¿gg®s 

figyelhetŖ meg. A rºvidebb form§k hat®konyabbnak bizonyultak a migr§ci·t g§tl· aktivit§s 

tekintet®ben (kiv®ve dp18), m²g a hosszabbakra t¼lnyom·r®szt v®ralvad§sg§tl· hat§s jellemzŖ.  

A hepar§n-szulf§tok szerkezet®re nagyfok¼ szekvenciadiverzit§s jellemzŖ [314], amely 

funkcion§lis heterogenit§st is eredm®nyezhet. A heparin a hepar§n-szulf§tok S-dom®nj®nek 
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anal·gja, ®s fŖk®nt UA(2S)-GlcNS(6S) szerkezetek triszulfat§lt diszacharidjainak 

szekvenci§ib·l §ll [315]. Hasan ®s mtsai kor§bban publik§lt munk§ja alapj§n [181] elemezt¿k 

az oligoszacharidok k®miai ºsszet®tel®t ®s biol·giai hat§sait (13. táblázat). A dp4 

oligoszacharid in vitro szignifik§ns migr§ci·t g§tl·, inv§zi·t g§tl·, valamint in vivo 

antimetasztatikus kapacit§ssal rendelkezik, ®s nagyon alacsony szinten tartalmazott 

UAGlcNAc, UA-GlcNS ®s UA-GlcNAc(6S) diszacharid szekvenci§kat. A dp6 oligoszacharid 

szint®n kis mennyis®gben tartalmazta ezeket a diszacharidegys®geket, illetve g§tolta a sejtek 

migr§ci·j§t. Tov§bb§ ¼gy tŤnik, hogy a nem szulfat§lt ®s szulfat§lt UA-GlcNAc egys®gekre 

nincs sz¿ks®g az antimigratorikus, illetve az antimetasztatikus hat§shoz. Ahogy fentebb 

eml²tett¿k, az ºsszes vizsg§lt oligoszacharidban a fŖ diszacharidegys®g az UA(2S)-GlcNS(6S) 

volt. A vizsg§lt oligoszacharidok jelentŖs mennyis®gŤ UA-GlcNS(6S) ®s UA(2S)-GlcNS(6S) 

diszacharidegys®get tartalmaztak. ¥sszefoglalva az oligoszacharidok szerkezeti vizsg§lat§val 

kapott eredm®nyeinket, a migr§ci·t g§tl· ®s antimetasztatikus hat§st a 2-szulfat§lt UA ®s a 6-

szulfat§lt GlcN szekvenci§k befoly§solj§k legink§bb. Mivel az olyan oligoszacharidok, mint 

p®ld§ul a dp8 ®s a dp22 hat§stalanok voltak, a 2-szulfat§lt UA ®s 6-szulfat§lt GlcN szekvenci§k 

ugyan n®lk¿lºzhetetlenek, de nem elegendŖk a migr§ci·g§tl· hat§s kialak²t§s§hoz. Hosszabb 

oligoszacharidl§ncok eset®n azonban a szekvenciahomol·gi§n k²v¿l tov§bbi szab§lyoz· 

mechanizmusok is l®tezhetnek. 

Az antimetasztatikus hat·anyagok a metasztatikus kaszk§d k¿lºnbºzŖ f§zisait 

t§madhatj§k, ez®rt a migr§ci·t g§tl· hat§s¼ heparinsz§rmaz®kok k¿lºnbºzŖ lehets®ges 

c®lpontokkal rendelkeznek. 

Egy kor§bbi vizsg§latban ¼gy tal§lt§k, hogy az MDA-MB231 hum§n emlŖtumor-

sejtvonal eset®ben a heparin-dodekaszacharidok hossza volt a minim§lisan sz¿ks®ges 

l§nchossz¼s§g, amely a CXCL12 ligandum g§tl§s§n kereszt¿l szignifik§nsan csºkkentette in 

vitro a CXCR4 §ltal kiv§ltott migr§ci·t [316]. A CXCR4 a kemokinreceptor-csal§d tagja, amely 

a tumorsejtek ®s mikrokºrnyezet¿k kºzºtti kommunik§ci·ban vesz r®szt [317], de modell¿nk 

alapj§n m§s c®lpontjai is l®tezhetnek, ¼gymint a rºvidebb, migr§ci·t g§tl· oligoszacharidok, 

p®ld§ul a dp4, dp6 ®s dp10. 
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13. t§bl§zat. K¿lºnbºzŖ hossz¼s§g¼ oligoszacharid heparinsz§rmaz®kok k®miai szerkezete ®s 

biol·giai hat§saik  

Oligoszacharid 

lánchossz 

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 

 

IdoA-GlcNAc +/- + + + + + + - - - 

IdoA-GlcNS - - +/- +/- + + + + + + 

IdoA-GlcNAc(6S) - - +/- +/- +/- + + + + + 

IdoA-GlcNS(6S) + + + + + + + + + + 

IdoA(2S)-GlcNS + + + + + + + + + + 

IdoA(2S)-GlcNS(6S) + + + + + + + + + + 

Biol·giai hat§s 

Antiproliferat²v - - - - - - - + - - 

Migr§ci·g§tl· + + - + + + + + + - 

Metaszt§zisg§tl· + n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. + n.a. - 

A felsŖ sorok mutatj§k a k¿lºnbºzŖ diszacharidkomponeseket, m²g az oszlopok jelºlik az 

oligoszacharidok l§nchossz§t. Az als· sorok mutatj§k a kapott biol·giai hat§st. IdoA: 

iduronsav; GlcNAc: N-acetil-gl¿k·zamin; GlcNS: N-szulfat§lt gl¿k·zamin; 6S: 6-O-szulf§t; 

2S: 2-O-szulf§t; n.a: nincs adat 

 

Malignus melan·ma eset®ben, ahogy kor§bban eml²tettem, egy m§sik lehets®ges 

molekula, a CD44 sejtfelsz²ni glikoprotein szerepe is felmer¿l a heparinok 

hat§smechanizmus§ban, mint lehets®ges kºzvet²tŖ. Ennek a molekul§nak tºbb splice vari§ns§t 

²rt§k le, amelyek a v3, v5, v7, v8 ®s v10 vari§bilis r®gi·t tartalmazz§k [189, 318, 319]. A CD44 

legtºbb splice vari§nsa kondroitin-szulf§t §ltal glikozil§lt, m²g a v3 exont tartalmaz· izoform§k 

a ser-gly-X-gly konszenzusmot²vumot tartalmazz§k a hepar§n-szulf§t kºt®s®rt [307, 320]. 

Munkacsoportunk kor§bbi munk§iban egy hum§n melan·ma-sejtvonalakat tartalmaz· panelen 

kimutattuk a CD44H, CD44v3 ®s CD44v6 expresszi·j§t, amelyeket k¿lºnf®le GAG-ok 

glikozil§ltak [189]. A v3 exont tartalmaz· CD44-vari§nsok expresszi·ja ºsszef¿gg a malignus 

melan·m§k rosszabb progn·zis§val. Val·sz²nŤ, hogy a CD44v3-HSPG-expresszi· elŖseg²theti 

a metasztatikus fenot²pus megjelen®s®t a heparinkºtŖ nºveked®si faktorok, k¿lºnºsen a HGF, 

a c-Met ligandum§nak megkºt®se ®s bemutat§sa r®v®n [321, 322]. A nºveked®si faktorok 

CD44v3 §ltal kºzvet²tett felhalmoz·d§sa a c-Met ¼tvonal megnºvekedett aktiv§ci·j§hoz vezet, 

amely ºsszef¿gg a melan·masejtek invaz²v nºveked®s®vel [323]. Kor§bbi tanulm§nyok 

bizony²tott§k, hogy endothelsejtekben a sejtmigr§ci· egyik szab§lyoz·ja a CD44v3 [324]. A 

mi eredm®nyeink azt mutatt§k, hogy az anti-CD44v3 antitesttel v®gzett kezel®s stimul§lta a 
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melan·masejtek migr§ci·j§t ®s inv§zi·j§t. Elm®letben a HS-ut§nz· oligoszacharidok 

interfer§lhatnak az endog®n ligandumokkal [325], ami megmagyar§zza, hogy a vizsg§lt 

fragmensek mik®nt csºkkentett®k a CD44v3 §ltal kiv§ltott migr§ci·t.  

 M§sr®szt az is ismert, hogy tumorsejtekben a CD44 csal§d tagjai a P-szelektin 

ligandumaik®nt szolg§lnak [100, 326, 327]. Ezek a szelektinek fontos szerepet j§tszanak a 

tumorsejtek extravaz§ci·j§ban (a v®r§ramb·l a c®lszºvetbe tºrt®nŖ kil®p®sben) [100, 328, 329]. 

Kimutatt§k, hogy tºbbf®le szºveti eredetŤ tumorsejtek (kºzt¿k melan·ma is) eset®ben is igaz, 

hogy ha megakad§lyozzuk a sejtek v®rlemezke- ®s endot®l P-szelektin molekul§khoz tºrt®nŖ 

kºtŖd®s®t, akkor az legal§bb r®szben felelŖs a heparin antimetasztatikus hat§s§®rt [100, 296, 

330]. Eset¿nkben az oligoszacharidok (®s az LMWH) csºkkentett®k a hum§n melan·masejtek 

t¿dŖkoloniz§ci·j§t in vivo, amely hat§s el®r®s®ben mind a tumorsejt-tumor niche 

kºlcsºnhat§sokat, mind a P-szelektin expresszi·s partnereket egyar§nt figyelembe kell venni.  

Munkacsoportunk kor§bban le²rta, hogy a heparinok ®s heparinsz§rmaz®kok k®pesek 

bejutni a sejtbe, ®s m·dos²thatnak k¿lºnbºzŖ citoplazmatikus ®s intranukle§ris szab§lyoz· 

mechanizmusokat [331, 332]. Kor§bban le²rt§k azt is, hogy 5-10 Õg/ml heparin 50%-os g§tl§st 

okozott a protein-foszfat§z-1 foszfat§zaktivit§s§ban [182]. A protein-foszfat§z-1 (PP1c) a 

miozin-foszfat§z (MLCP) katalitikus alegys®ge, amely a sejt motilit§s§t ®s alakj§t dºntŖen 

befoly§solja [333, 334] a kontrakci· szab§lyoz§s§n kereszt¿l [335, 336]. Azt tal§ltuk, hogy a 

heparineredetŤ oligoszacharidok hasonl·an potens PP1c-inhibitorok in vitro, ami arra utal, 

hogy ezen oligoszacharidok egyik potenci§lis intracellul§ris c®lpontja az MLCP lehet. 

Kor§bban kimutatt§k, hogy a protein-foszfat§zok okad§nsav §ltali inhib²ci·ja a HepG2 sejtek 

migr§ci·j§nak csºkken®s®t okozta [337], ®s ebben az MLCP-aktivit§s r®szleges g§tl§sa is 

szerepet j§tszott. Đgy tŤnik, a heparineredetŤ oligoszacharidok PP1c-g§tl· potenci§lja 

(val·sz²nŤleg MLCP-inhib²ci·n kereszt¿l) hozz§j§rulhat ezen molekul§k antimigratorikus 

hat§s§hoz.  

A heparinok megfigyelt in vivo hat§sa klinikailag hasznos²that· lehet az elŖrehaladott 

st§dium¼ melan·ma kezel®s®ben. ĉg®retes az a megfigyel®s, hogy az alacsony d·zis¼ heparinok 

hasonl· antimetasztatikus hat§st fejtenek ki hum§n melan·m§ra, mint a hum§n-ekvivalens 

d·zis, miut§n a progresszi· korai st§dium§nak (ak§r nyirok-, ak§r bŖrterjed®s) ®szlel®s®t 

kºvetŖen lehetŖv® teszi a gy·gyszerek huzamosabb ideig (ak§r h·napokig) tºrt®nŖ 

alkalmaz§s§t. N®h§ny klinikai tanulm§ny m§r szolg§ltatott adatokat az LMWH kºzvetlen 

antimetasztatikus hat§s§r·l emlŖ- ®s kismedencei daganatok eset®ben [338, 339], melan·m§ban 

azonban nem. Ha a melan·m§t viszonylag kemorezisztens daganatnak tekintj¿k, akkor az 

elŖrehaladott betegs®g LMWH-ter§pi§j§nak klinikai jelentŖs®ge lehet. R§ad§sul a HS-ut§nz· 
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heparineredetŤ oligoszacharidok m®g ²g®retesebb ¼j lehetŖs®get jelenthetnek a rosszindulat¼ 

metasztatikus daganatok, kºzt¿k a malignus melan·ma ter§pi§j§ban, a hemosztatikus 

rendszerre gyakorolt jelentŖs modul§l· hat§s n®lk¿l. Ezek a ter§pi§k kieg®sz²tŖk®nt 

alkalmazhat·k a hagyom§nyos, vagy az ¼jabb, pl. immunter§pi§s alkalmaz§sok mellett. 

 

5.6 A hipoxia szerepe a daganatok §tt®tk®pz®s®ben 

A szolid daganatok vizsg§lata sor§n bizony²t®kok egyre nºvekvŖ sz§ma hangs¼lyozza 

a csºkkent oxig®nszint fontoss§g§t a daganatok progresszi·j§ban, valamint kemo- ®s 

sug§rter§pi§s ®rz®kenys®g®ben [340, 341]. Ugyanakkor az eredm®nyekben vannak 

ellentmond§sok ®s bizonytalans§gok is. Tºbb tanulm§ny szerint a csºkkent oxig®nszint g§tolja 

a daganatsejtek prolifer§ci·j§t [342ï344], ugyanakkor m§sok azt tapasztalt§k, hogy nincs arra 

hat§sa [345]. A saj§t eredm®nyeink is ezt a nem egy®rtelmŤ hat§st erŖs²tett®k meg: ºtf®le 

daganatsejtet vizsg§lva 1% ®s 5% O2-szint mellett nem volt egy®rtelmŤ a tumorsejtek 

prolifer§ci·j§ra gyakorolt hat§s.  

Szint®n ellentmond§sosak a kºzºlt eredm®nyek a hipoxia sejtmozg§sra gyakorolt 

hat§saiban is. A felt®telez®st, miszerint a hipoxia fokozza a daganatsejtek mozg§s§t ®s ez§ltal a 

daganatok progresszi·j§t, §tt®tk®pz®s®t [346ï348] sz§mos k²s®rletes megfigyel®s t§masztja al§ 

[349ï351]. Ugyanakkor m§s tanulm§nyok azt mutatj§k, hogy a hipoxi§nak nincs hat§sa a 

tumorsejtek mozg§si k®pess®g®re [345]. Ezek az ellentmond· eredm®nyek azt sugallt§k, hogy 

tal§n fontos szerepe lehet a daganatsejtek alap mozg§si k®pess®g®nek a hipoxi§ra adott 

v§laszban. Ez®rt elŖszºr mi is meghat§roztuk az alapmotilit§si aktivit§s§t ºt tumorsejtvonalnak. 

Time-lapse videomikroszk·pi§t haszn§lva azt tapasztaltuk, hogy a vizsg§lt k®t vastagb®l-

karcin·ma sejtvonal (HT29, HT25) csak korl§tozott migr§ci·s k®pess®ggel rendelkezik 

normoxi§s kºr¿lm®nyek kºzºtt is, m²g a m§sik h§rom sejtt²pus (HT168-M1, HT1080, PE/CA-

PJ15) akt²v sejtmozg§st mutatott. A hipoxi§s kºr¿lm®ny hat§s§ra megnŖtt az eleve is akt²vabb 

motilit§ssal rendelkezŖ sejtek mozg§si aktivit§sa, ugyanakkor a k®t vastagb®lr§k-sejtvonal® 

nem v§ltozott. Ezt a megfigyel®st megerŖs²tett¿k Boyden-kamr§s vizsg§latokkal is [352].  

A csºkkent oxig®nszintre adott molekul§ris v§lasz tanulm§nyoz§s§ra megm®rt¿k a HIF-

1Ŭ, valamint a sejtmozg§s szab§lyoz§s§ban r®sztvevŖ kis G-feh®rj®k (a RhoA, a Rac1 ®s a 

Cdc42) mRNS-szintj®nek, valamint a RhoA feh®rje aktivit§s§nak v§ltoz§s§t 72 ·r§s hipoxi§s 

(1% ®s 5% O2) inkub§l§s ut§n. Ebben a vizsg§latban is azt tapasztaltuk, hogy a sejtek elt®rŖen 

reag§ltak a csºkkent oxig®nszintre. A magas motilit§s¼ HT168-M1 hum§n melan·ma-

sejtvonalban mind a n®gy marker magasabb mRNS-expresszi·t mutatott. Ugyanakkor a 

HT1080 sejtekben 5% O2 mellett emelkedtek, m²g 1% O2 mellett csºkkentek az expresszi·s 
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szintek, a HT29 eset®ben pedig egyºntetŤen csºkkentek. Az irodalomban is ismert, hogy 

elh¼z·d· hipoxi§ban (12 ·ra, 0,5% O2) a HIF-1Ŭ mRNS mennyis®ge csºkken, mivel fokoz·dik 

az expresszi·ja az antiszensz HIF-1Ŭ-nak, ami szab§lyozza az mRNS mennyis®g®t [353]. Az 

§ltalunk haszn§lt 72 ·r§s inkub§ci·s peri·dus alatt a hipoxia hasonl· v§laszt v§lthatott ki egyes 

sejtvonalainkban. Gilkes ®s munkat§rsai kor§bban le²rtak 3 HIF-kºtŖhelyet a RhoA g®nekben 

[137]. Ugyanakkor a mi vizsg§latainkban nem volt egy®rtelmŤ korrel§ci· a HIF-1Ŭ ®s a RhoA 

expresszi·ja, vagy feh®rjeaktivit§sa kºzºtt.  

A tov§bbi vizsg§latainkhoz k®t sejtvonalat v§lasztottunk: a j·l migr§l·, ®s a hipoxi§ra 

aktivit§sfokoz·d§ssal v§laszol· HT168-M1-et, valamint a kev®sb® motilis, ®s a hipoxi§ra nem 

reag§l· HT29-sejtvonalakat. Mindk®t vonal eset®ben a hipoxia hat§s§ra nŖtt a HIF-1Ŭ feh®rje 

mennyis®ge a sejtekben (azaz reag§ltak a csºkkent oxig®nszintre), ugyanakkor a RhoA ®s a 

Rac1 feh®rj®k expresszi·ja csak a j·l migr§l· hum§n melan·masejtekben fokoz·dott, m²g a 

kev®sb® motilis kolonr§ksejtekben csºkkent.  

£rdekes eredm®nyt kaptunk az in vivo metaszt§zismodellekben is. Ebben a rendszerben 

a hipoxi§t CoCl2-kezel®ssel mimik§ltuk [354, 355], ami normoxi§s kºr¿lm®nyek kºzºtt 

stabiliz§lja a HIF-1Ŭ-t, ²gy a sejtek ¼gy viselkednek, mintha csºkkent oxig®nszint lenne a 

kºrnyezet¿kben. A vizsg§latok azt mutatt§k, hogy a CoCl2 szignifik§nsan fokozta a HT168-M1 

melan·masejtek m§jkoloniz§ci·s k®pess®g®t, m²g a HIF-1Ŭ g§tl§sa csºkkentette azt. 

Ugyanakkor a HT29 xenograftok metasztatikus potenci§lj§ban nem l§ttunk v§ltoz§st sem a 

hipoxia indukci·jakor, sem a HIF-1Ŭ g§tl§sa ut§n.  

Annak demonstr§l§sa ®rdek®ben, hogy a HIF-1Ŭ szerepet j§tszik a sejtv§ndorl§s ®s az 

§tt®tk®pzŖ potenci§l szab§lyoz§s§ban, mind a k®t sejtvonalban shRNS-sel lecsendes²tett¿k a 

HIF-1Ŭ expresszi·j§t. Az erŖsen mozg®kony HT168-M1 melan·masejtekben, ahol a hipoxia 

fokozta a vizsg§lt h§rom kis G-feh®rje expresszi·j§t mRNS- ®s a feh®rjeszinten is, valamint a 

RhoA-aktivit§st is, a HIF-1Ŭ eln®m²t§sa vissza§ll²totta ezeket a v§ltoz§sokat. SŖt, m²g a HIF-

1Ŭ-csendes²tett HT168-M1 sejtek migr§ci·s k®pess®ge v§ltozatlan a normoxia alatt, a 

hipoxiainduk§lt megnºvekedett motilit§st a HIF-1Ŭ eln®m²t§sa blokkolta. Ez az eredm®ny 

ºsszhangban van kor§bbi meg§llap²t§sokkal, ahol gli·masejtvonalakban a HIF-1Ŭ 

expresszi·j§nak csºkkent®se g§tolta a sejtek hipoxi§s kºr¿lm®nyek kºzºtti motilit§s§t ®s 

inv§zi·s k®pess®g®t [356].  

In vivo modellekben is vizsg§lt§k kor§bban a HIF-1Ŭ csendes²t®s®nek hat§s§t a 

daganatok nºveked®s®re. Egy kor§bbi tanulm§nyban SW480 sejteket szubkut§n injekt§ltak 

nude egerekbe, amiket azt§n HIF-1Ŭ siRNS-sel kezeltek intraperitone§lisan. Azt tapasztalt§k, 

hogy siHIF-1Ŭ-csoportban a tumorok t®rfogata jelentŖsen kisebb volt a negat²v kontroll 
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csoportokhoz k®pest [36]. M²g ez a tanulm§ny bebizony²totta a HIF-csendes²t®s pozit²v hat§s§t 

a primer daganatok nºveked®s®vel kapcsolatban, a saj§t vizsg§lataink HIF-1Ŭ ®rintetts®g®t 

bizony²tott§k az §tt®tek kialakul§s§ban ®s progresszi·j§ban. A kor§bbi vizsg§latok tºbbs®ge 

arra utal, hogy a hipoxi§s kond²ci· nºveli a tumorsejtek agresszivit§s§t a kis GTP§zok 

aktiv§l§sa r®v®n [357, 358]. Ezekhez az eredm®nyekhez hasonl·an a meg§llap²t§saink is ezt 

bizony²tott§k a magas motilit§si k®pess®ggel rendelkezŖ HT168-M1 melan·ma-sejtvonal 

eset®ben. Ugyanakkor a hipoxi§nak nem volt semmilyen hat§sa kev®sb® mozg®kony HT29 

vastagb®lr§k-sejtvonal in vivo metasztatiz§l§s§ra.  

¥sszegz®sk®nt azt mondhatjuk, hogy a hipoxia §ltal kiv§ltott sejtmigr§ci·s ®s 

metasztatikus potenci§lv§ltoz§sok sejtt²pusf¿ggŖek, amit nagyr®szt a sejtek alapmotilit§si 

aktivit§sa hat§roz meg. Ez®rt j· lenne megtal§lni azokat a markereket, amelyek ºsszef¿ggnek 

a sejtek mozg®konys§g§val, hogy egy esetleges HIF-c®lz· ter§pia hasznoss§g§t elŖre 

j·solhassuk. 

 

5.7 HIF -1Ŭ-t c®lz· ter§pi§s lehetŖs®gek 

A kor§bban bemutatott eredm®nyek felvetik a lehetŖs®g®t annak, hogy a HIF-1Ŭ-aktivit§s 

befoly§sol§sa ter§pi§s kºvetkezm®nyekkel is j§rhat.  

Ugyan a HIF-1Ŭ genetikai m·dosul§sait ritk§n ²rt§k le tumorokban, az expressz·j§nak 

v§ltoz§sa tºbbf®le daganatban is befoly§solta a progresszi·t ®s a kezel®sek hat®konys§g§t [359ï

362]. R§ad§sul tºbbf®le szignaliz§ci·s ¼tvonalr·l is le²rt§k, hogy befoly§solja a HIF-1Ŭ 

expresszi·j§t, vagy degrad§ci·j§t [363, 364]. A sz®les ter§pi§s lehetŖs®geknek megfelelŖen 

sz§mos hat·anyag §ll klinikai kipr·b§l§s alatt. Ezek tºbbek kºzºtt  a HIF-1Ŭ proteinszint®zis 

(2-metoxi-ºsztradiol ï 2ME2 [365]), vagy a transzkripci· g§tl·i (EZN-2968 antiszenz RNS 

[366], PX478 topoizomer§z-g§tl· [367]),  a feh®rje lebont§s§t elŖseg²tŖ molekul§k 

(tanespymicin [368], biszfenol A [369]), vagy a sejtmagban a HIF-1ɓ-val val· dimeriz§ci· 

(PS2385 [370], akriflavin [371]), illetve a transzkripci·s faktor komplex DNS-hez val· kºtŖd®s 

g§tl·ja (echinomycin [372]), amihez hasonlatosak a HRE elemeken kereszt¿l tºrt®nŖ 

transzkripci· g§tl·szerei (chetomin [373], indenopirazol-2I [374]).  £rdekes, hogy a HIF-1Ŭ 

olyan g®nek kifejezŖd®s®re is hat§ssal van, amelyek nem rendelkeznek HRE-elemekkel a 

g®njeikben. Ezek kºz® tartoznak a saj§t munk§k szempontj§b·l k¿lºnºsen fontos Rho GTP§z 

feh®rj®k is [375]. Le²rt§k, hogy a RhoA, Rac-1 ®s Cdc42 feh®rj®k aktivit§s§ra nagy hat§ssal van 

a hipoxia ®s a HIF-1Ŭ-expresszi· is [138, 139, 376ï378]. Ugyanakkor a kºzvetlen HIF-1Ŭ-
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szab§lyoz§s alatt §ll· g®nekkel ellent®tben nem univerz§lis a hipoxia hat§sa, nagy k¿lºnbs®gek 

mutatkoznak a tumorsejtek v§laszreakci·iban [379]. 

 

5.8 A hipoxia korrekci·ja 

A hipoxia/an®mia jelentŖs®ge a klinikumban m§r r®g·ta ismert, a daganatos 

megbeteged®seken fel¿l sz§mos m§s k·rk®pben is le²rt§k a negat²v hat§sait [380, 381]. A 

konkr®t betegs®gekre gyakorolt hat§son fel¿l az ®letminŖs®g roml§s§ban j§tszott szerepe is 

fontos, ez®rt a korrekci·j§ra is r®g·ta tºrekszenek a klinikai gyakorlatban [382ï384]. 1993-ban 

az Egyes¿lt Ćllamok £lelmez®si ®s Gy·gyszer¿gynºks®ge (FDA) j·v§hagyta a rekombin§ns 

hum§n eritropoetin alfa (rHuEPOŬ) alkalmaz§s§t daganatos betegekn®l, csºkkentve a 

kemoter§pi§s kezel®sek hat§s§ra kialakul· v®rszeg®nys®g miatt sz¿ks®ges transzf¼zi·k sz§m§t. 

Nem sokkal ezut§n sz§mos klinikai megfigyel®s ker¿lt napvil§gra, amelyek azt sugallt§k, hogy 

az eritropo®zist stimul§l· szereknek (ESA) h§tr§nyos hat§sai lehetnek a daganatos 

megbeteged®sek lefoly§s§ra [168, 169, 385ï388]. Az eredm®nyek alapj§n az rHuEPO-k (Ŭ 

vagy ɓ) §rtalmasan befoly§solt§k a progresszi·mentes, vagy a teljes t¼l®l®st fej-nyaki, mell-, 

vagy m®hnyakr§kos betegek eset®ben radio-, vagy kemoter§pi§val tºrt®nŖ kombin§lt kezel®s 

ut§n. Az FDA ¼j ir§nymutat§st adott ki az ESA-k alkalmaz§s§ra daganatos betegekben, 

r§mutatva, hogy tov§bbi vizsg§latok sz¿ks®gesek annak tiszt§z§sa, hogy az ESA-k 

alkalmaz§s§nak val·ban van-e kock§zata a daganatnºveked®ssel ºsszef¿gg®sben [389]. 

A klinikumban megfigyelt hat§sok in vitro ®s in vivo preklinikai tesztel®se sor§n le²rt§k, 

hogy az exog®n rHuEPO-kezel®s befoly§soljatja a daganatok nºveked®s®t ®s a ter§pi§k 

hat®konys§g§t. Az exog®n rHuEPO fokozta p®ld§ul a fotodin§mi§s ter§pia tumorellenes 

hat®konys§g§t [390], ®s helyre§ll²totta az an®mia §ltal kiv§ltott csºkkent 

ciklofoszfamid®rz®kenys®get r§gcs§l·modellekben [391]. R§ad§sul az rHuEPO ºnmag§ban 

induk§lta a daganatok regresszi·j§t ®s a tumorellenes immunv§laszt eg®r miel·mamodellekben 

[392]. Ezen fel¿l k¿lºnf®le kemoter§pi§s szerek hat®konyabbak voltak oxig®n jelenl®t®ben 

[393], ®s tumorellenes hat§saik ºsszef¿gg®sben voltak a tumor perf¼zi·j§val [394]. 

Ugyanakkor m§s vizsg§latok megk®rdŖjelezt®k ezeket a pozit²v hat§sokat. Le²rt§k, hogy 

tºbbf®le tumorsejt is expressz§lja az eritropoetinreceptort, ®s ²gy a citokin jel§tviteli rendszer 

elŖseg²theti a daganatok nºveked®s®t [159, 395, 396]. Ezen k²v¿l az eritropoetin jel§tvitel 

¼tvonal g§tl§sa elpuszt²totta a petef®szek- ®s m®hnyakr§k-xenograftokat [190]. R§ad§sul egy 

ellentmond§sos klinikai vizsg§latban a kutat·k felfedezt®k, hogy azon §tt®tes emlŖr§kban 

szenvedŖ betegek eset®ben, akik rHuEPO-t kaptak a v®rszeg®nys®g megelŖz®s®re a 

               tovari.jozsef_19_22



113 

 

kemoter§pi§juk sor§n, magasabb volt a hal§loz§si ar§ny, mint a placeb·val kezelt csoportban 

[168].  

A saj§t vizsg§latainkban hum§n epidermoid (A431) ®s vastagb®lr§k (HT29) 

xenograftmodellek eset®n az rHuEPOŬ-kezel®s megakad§lyozta a vºrºsv®rtest- ®s a 

hematokritcsºkken®st, de nem befoly§solta a daganatok nºveked®s®t, viszont szignifik§nsan 

fokozta az 5-FU tumorellenes hat®konys§g§t [397]. Annak ellen®re, hogy mindk®t 

tumorsejtvonalon kimutattuk az eritropoetinreceptort, m§sok eredm®nyeivel ellent®tben [159, 

395, 396] az rHuEPO-kezel®s nem stimul§lta a daganatsejtek in vitro prolifer§ci·j§t, ®s nem 

befoly§solta az 5-FU-kezel®s hat®konys§g§t sem a hum§n-ekvivalens d·zisban. Ezek az 

eredm®nyek viszont felvetik, hogy az in vivo megfigyelt ®rz®keny²t®s a kemoter§pia ir§nt arra 

utal, hogy az rHuEPO-kezel®s in vivo hat§sai nem a tumorsejtekre gyakorolt kºzvetlen okokkal 

magyar§zhat·ak.  

Kor§bban le²rt§k, hogy az endoteli§lis sejtek expressz§lj§k az eritropoetinreceptort, ®s 

az EPO serkenti a sejtek prolifer§ci·j§t ®s migr§ci·j§t, valamint g§tolja az apopt·zisukat [398, 

399]. Az EPO egy erŖs angiog®n faktor, amelynek hat§sa ºsszem®rhetŖ a VEGF-®vel [400]. Az 

rHuEPO stimul§lja az endot®lsejtek csŖk®pzŖ k®pess®g®t in vitro, ®s induk§lja az angiogenezist 

csirke korioallantoiszmembr§n-tesztben [401]. A saj§t vizsg§latainkban az rHuEPO-kezel®s 

nem befoly§solta a hum§n xenograftok ®rsŤrŤs®g®t (microvessel density ï MVD), de jelentŖs 

®rmegnagyobbod§st v§ltott ki. Ennek a h§tt®r®ben az §llt, hogy az rHuEPO induk§lta az 

endoteli§lis sejtek prolifer§ci·j§t. R§ad§sul ezt a hat§st ¼gy v§ltotta ki, hogy kºzben mind a 

gazdaszervezet-, mind a tumorsejt-eredetŤ VEGF expresszi·ja csºkkent. £rdekes megfigyel®s 

volt mindekºzben, hogy a szint®n EPOR+ tumorsejtek sejtoszt·d§s§ban nem kºvetkezett be 

v§ltoz§s az exog®n rHuEPO-kezel®s hat§s§ra csak¼gy, ahogy az in vitro tesztekben m§r le²rtuk.  

Az erek m®ret®nek nºveked®s®vel az ereket bor²t· pericit§k sz§ma nem v§ltozott, ²gy 

r®szlegesen bor²tott erek alakultak ki az rHuEPO-kezel®s hat§s§ra. Felt®telezt¿k, hogy ez a 

nagyobb fel¿letŤ, de nem teljes bor²t§ssal rendelkezŖ ®rh§l·zat lehet felelŖs a jobb 

kemoter§pi§s hat§s®rt, m®ghozz§ a tumorszºvet perf¼zi·j§nak jav²t§s§n kereszt¿l. Ezt siker¿lt 

is igazolnunk fluoreszcens DNS-fest®kkel (Hoechst) ®s autofluoreszcens kemoter§pi§s szerrel 

(doxorubicin) egyar§nt. Mindk®t tesztben az rHuEPO-kezelt daganatokban szignifik§nsan 

nagyobb ter¿letre jutott el a fest®k a daganatszºvetben, sŖt az egy egys®gnyi ®rfel¿letre jut· 

perfund§lt daganatszºvet nagys§ga is nŖtt. Ez az eredm®ny j·l illeszkedik azon kor§bbi 

megfigyel®shez, hogy az eritropoetinkezel®s ºnmag§ban, f¿ggetlen¿l a hemoglobinszinttŖl 

nºveli xenograftok O2-perf¼zi·j§t [402]. Ezek a kor§bbi megfigyel®sek, valamint a DNS-
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adduktum-vizsg§lataink eredm®nyei arra utalnak, hogy az rHuEPO modul§lja a daganatok 

perf¼zi·j§t, nºvelve a daganatellenes hat·anyagok biohasznosul§s§t.  

A daganatszºvetek oxigeniz§lts§ga, valamint az intratumor§lis erek mennyis®ge ®s 

minŖs®ge a sug§rkezel®st is befoly§solj§k [403ï405]. R§ad§sul k²s®rletes ®s klinikai adatok azt 

t§masztott§k al§, hogy az rHuEPO-kezel®s j·t®kony hat§ssal volt k¿lºnbºzŖ daganatok 

sug§rkezel®s®re a megnºvekedett intratumor§lis oxig®nszintek miatt [406, 407]. A mi 

vizsg§latainkban az A431 tumor be¿ltet®se ®s nºveked®se csºkkentette a hemoglobinszintet a 

tumoros §llatokban, amit a hum§n-ekvivalens d·zis¼ rHuEPOŬ ad§sa kompenz§lt. Ezzel 

p§rhuzamosan az rHuEPO-elŖkezel®s fokozta a xenograftok sug§r®rz®kenys®g®t is. Ebben a 

kezel®si modalit§sban is elv®gezt¿k az in vitro vizsg§latokat, ahol meg§llap²tottuk, hogy a 

tumorsejtek prolifer§ci·ja kism®rt®kben v§ltozik csak, de fokoz·dik az apopt·zisuk ®s csºkken 

a kol·niaform§l· k®pess®g¿k az EPO-kezel®s mellett adott sug§rter§pi§ban. Mivel a 

vizsg§latokat l®gkºri oxig®nszint mellett v®gezt¿k, az in vitro adatok azt t§masztott§k al§, hogy 

az rHuEPO in vivo hat§sa nem csak az oxig®nszinttŖl f¿gghet [408].  

Ahogy le²rtuk, az rHuEPO-kezel®s megv§ltoztatta az endoteli§lis sejtek prolifer§ci·j§t, 

valamint az intratumor§lis erek m®ret®t ®s strukt¼r§j§t. Az az irodalomban ismert volt, hogy az 

exog®n rHuEPO-k fokozz§k az endoteli§lis sejtek sug§r®rz®kenys®get, emelve az apoptotikus 

ar§nyukat [409, 410]. Ezek mellett fontos megfigyel®s¿nk volt, hogy az rHuEPO-kezel®s 

csºkkentette a HIF-1Ŭ expresszi·j§t, ®s ezzel p§rhuzamosan mind a gazdaszervezet-, mind a 

tumoreredetŤ VEGF mennyis®g®t. Az kor§bban ismert volt, hogy a VEGF g§tl§sa fokozza az 

intratumor§lis erek ®rz®kenys®g®t a sug§rkezel®sre [411ï413], ®s hogy szoros ºsszef¿gg®s lehet 

a HIF-1Ŭ expresszi·ja, valamint a HIF-1 §ltal szab§lyozott citokinek ®s az endoteli§lis sejtek 

sug§r®rz®kenys®ge kºzºtt. SŖt a HIF-1 g§tl§sa szignifik§nsan k®pes fokozni a 

sug§r®rz®kenys®get, m®gpedig az intratumor§lis erek roncsol§s§n kereszt¿l [414, 415]. Ezek az 

eredm®nyek megerŖs²tik a mi megfigyel®seinket, hogy az rHuEPO-kezel®s fokozta a 

sug§rkezel®s ®rroncsol· hat§s§t, ami hozz§j§rult a daganatellenes ter§pia hat®konys§g§nak 

fokoz§s§hoz. 

Mindezeket ºsszefoglalva elmondhatjuk, hogy az exog®n rHuEPOŬ, mint potenci§lis 

angiog®n faktor induk§lja az intratumor§lis erek EPOR+ endoteli§lis sejtjeinek a prolifer§ci·j§t 

VEGF- ®s HIF-f¿ggetlen m·don, ami megnºvekedett m®retŤ, de szerkezet®ben k§rosodott 

ereket eredm®nyez. Ezek a sejtv§laszok az EPO-kezel®sre azt sugallj§k, hogy az rHuEPOŬ 

legal§bb h§rom k¿lºnf®le mechanizmuson kereszt¿l is hat§ssal van a daganatokra: elŖszºr, 

csºkkenti az intratumor§lis hipoxi§t, m§sodszor, nºveli az erek m®ret®t, ami jav²tja a daganat 
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perf¼zi·j§t oxig®nnel ®s kemoter§pi§s szerekkel, harmadszor, az inkomplett ®rszerkezet, 

valamint az endoteli§lis sejtek ®rz®keny²t®se r®v®n fokozza a tumorok sug§r®rz®kenys®g®t.  

 

5.9 Az EPOR szerepe t¿dŖr§kban: klinikai eredm®nyek 

Ugyan az eritropoetinreceptor (EPOR) sz§mos sejtf®les®gen, kºzt¿k daganatsejteken is 

megjelenik [416], az EPOR jel§tvitel jelentŖs®ge a rosszindulat¼ daganatok progresszi·j§ban 

nem teljesen tiszt§zott. A kor§bban diszkut§lt eredm®nyeink vulva- ®s kolonkarcin·ma-

sejtvonalakon azt mutatt§k, hogy az exog®n EPO ad§sa nem egyform§n hat az EPOR+ 

tumorsejtek in vitro viselked®s®re, vagy a daganatok in vivo nºveked®s®re. Tov§bbi 

vizsg§latainkban nem kissejtes t¿dŖr§ksejtvonalakat (NSCLC) haszn§lva meg§llap²tottuk, 

hogy a sejtek elt®rŖ m®rt®kben expressz§lj§k az EPO-receptort, az exog®n rHuEPOŬ (ak§r 

ºnmag§ban, vagy gemcitabinnal kombin§lva) nem volt hat§ssal az adenokarcin·ma-sejtek 

prolifer§ci·j§ra in vitro. Ez az eredm®ny ºsszhangban van m§s kor§bbi megfigyel®sekkel [162ï

165], azonban ®rdekes megfigyel®s¿nk volt, hogy a legmagasabb EPOR-expresszi·s szintŤ 

H1975 tumorsejtekbŖl k®pzett xenograftokban az rHuEPOŬ ºnmag§ban is jelentŖsen 

csºkkentette a tumorsejtek prolifer§ci·j§t ®s a daganatok nºveked®s®t in vivo. Mindekºzben az 

EPO-kezel®s ebben a modellben is fokozta az endoteli§lis sejtek prolifer§ci·j§t, aminek 

kºszºnhetŖen az intratumor§lis erek m®rete is szignifik§nsan nagyobb volt a kontroll 

tumorokkal ºsszehasonl²tva. Ez az eredm®ny¿nk is azt bizony²totta, hogy nem elegendŖ egy 

receptor megl®te valamilyen sejten ahhoz, hogy a ligandum ad§s§t·l egy®rtelmŤ biol·giai 

v§laszt v§rjunk. 

A k²s®rletes adatokhoz k®pest a klinikai ºsszef¿gg®sek (betegs®g kimenetele, t¼l®l®s) 

vizsg§lat§ra m®g kevesebb elŖzetes eredm®ny volt a szakirodalomban NSCLC-s betegekben 

[417, 418]. R§ad§sul ezekben a vizsg§latokban immunhisztok®miai m·dszerrel mutatt§k ki az 

EPOR jelenl®t®t a tumormint§kban, azonban az antitest specificit§sa k®sŖbb 

megk®rdŖjelezŖdºtt [419]. Mi is megpr·b§ltuk a sejtvonalainkban ®s a tumormint§kban is az 

immunhisztok®mi§t, valamint Western-blotot is, r§ad§sul az akkor kaphat· valamennyi EPO-

receptor elleni antitesttel (m®g piacon nem kaphat·, fejleszt®s alatt §ll·t is siker¿lt 

beszerezn¿nk), de sajnos vagy sz§mos nem specifikus cs²kot ad· reakci·t detekt§ltunk, vagy 

egy§ltal§n nem kaptunk jelet a tesztekben. Ezek az eredm®nyeink megerŖs²tett®k m§sok 

megfigyel®seit is [420], amire tal§n magyar§zatot adhat az EPOR poszttranszl§ci·s 

m·dosul§sainak megjelen®se is [421, 422]. Mindezek alapj§n a saj§t klinikai mint§ink 

feldolgoz§s§hoz a qRT-PCR technik§t v§lasztottuk, ahol a daganatokb·l sz§rmaz· RNS-
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mint§kat az ugyanazon beteg eg®szs®ges t¿dŖszºvet®bŖl izol§lt expresszi·s mint§kkal 

hasonl²tottuk ºssze [423]. A megfigyel®s¿nk a klinikai mint§kban is meglepet®ssel szolg§lt, 

mivel a magasabb EPOR-expresszi·j¼ daganatos betegek §tlagos t¼l®l®se a kºvet®si 

peri·dusban szignifik§nsan jobb volt, mint az alacsony expresszi·t mutat· p§ciensek®. Egy®b 

kliniko-patol·giai param®terekben nem volt k¿lºnbs®g a k®t betegpopul§ci· kºzºtt. Kor§bban 

ilyen jellegŤ vizsg§lat t¿dŖr§kban azt mutatta, hogy nincs ºsszef¿gg®s a klinikai kimenetel ®s 

az EPOR-expresszi· kºzºtt NSCLC-ben [424]. 
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6. KÖVETKEZTETÉS 

 A daganatkezel®si strat®gi§k magukban foglalj§k a mŤt®tet, a radiol·giai beavatkoz§st 

®s a kemoter§pi§t. A tumorsejtek azonban rendk²v¿l rugalmasak ®s alkalmazkodhatnak az elt®rŖ 

kezel®sekhez, amik gyakran rezisztenci§t v§ltanak ki [425ï427]. R§ad§sul ebben az 

alkalmazkod§sban fontos szerepe van a tumorsejtek mikrokºrnyezet®nek (TME) is. Ez a TME 

nem csak a kºzvetlen¿l el®rhetŖ extracellul§ris m§trixb·l, vagy a k¿lºnbºzŖ sejtes elemekbŖl 

(fibroblasztok, immunsejtek) §ll, de r®sze a kering®s, az oxig®n- ®s t§panyag-ell§totts§g, a 

k¿lºnbºzŖ autokrin ®s parakrin szab§lyoz· molekul§k. Ezek egy¿ttesen kihatnak a tumorsejtek 

oszt·d§s§ra, motilit§s§ra, a tumorszºvet beerezŖd®s®re, a lok§lis inv§zi·ra ®s az §tt®tk®pz®sre, 

a daganatellenes hat·anyagok c®lba juttat§s§ra, vagy a ter§piarezisztenci§ra egyar§nt. Ez®rt 

fontos mind jobban megismerni ®s meg®rteni a TME szerep®t a daganatok kialakul§s§ban ®s 

k¿lºnºsen a progresszi·j§ban. M§r most is tºbb olyan predikt²v biomarkert ²rtak le, amelyek a 

tumorok kºrnyezet®bŖl sz§rmaznak, ®s amik seg²ts®g®vel korai diagnosztikai, vagy ak§r 

ter§piamonitoroz§si elj§r§sok fejleszthetŖk. Ezen fel¿l a kºrnyezeti elemek c®lz§sa 

(immunter§pia, tumor metabolizmus§nak szab§lyoz§sa, hipoxia kezel®se, sejtmozg§s ®s 

m§trixem®szt®s, valamint angiogenezis g§tl§sa stb.), mint lehets®ges daganatellenes ter§pi§k is 

elŖt®rbe ker¿ltek az ut·bbi k®t ®vtizedben [428].  

MeggyŖzŖd®sem, hogy a jelenleg feltºrekvŖ c®lzott ®s szem®lyre szabott ter§pi§k 

fejleszt®sekor elengedhetetlen a tumorsejtek kºrnyezet®nek c®lz§sa is, ahol figyelembe v®ve az 

elt®rŖ szºveti kºrnyezetet, a multitarget, szinergikus ter§pi§k fejleszt®se lehet a jºvŖbeli 

kutat§sok helyes ir§nya. 
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7. ÚJ MEGÁLLAPÍTÁSOK 

1. A tumorsejtek mozg§s§nak modellez®se sor§n elsŖk®nt mutattuk ki, hogy egy hum§n 

fibroszark·ma-sejtvonal nem a fibroblasztokra jellemzŖ morfol·gi§t mutat a k®tdimenzi·s 

mozg§sa sor§n, hanem a hal epidermiszsejtek®re. Ezt a morfol·gi§t az ¼gynevezett GRE-

modellel lehet le²rni, ahol az adh®zi·s pontok ®s az azokat ºsszekºtŖ, a mozg§shoz sz¿ks®ges 

erŖt gener§l· aktinsz§lak dinamik§ja j·l jellemzett. Szint®n elsŖk®nt ²rtuk le, hogy ez a 

k®tdimenzi·s modell egy 3D vizsg§lati rendszerben is helyt§ll· ®s univerz§lisnak tekinthetŖ. 

2. A tumorsejtek mozg§s§nak befoly§sol§sa t®makºr®ben v®gzett vizsg§lataink eredm®nyek®nt 

elmondhat·, hogy a heparinok (a nem frakcion§lt ®s a kism·ls¼ly¼ is) g§tolj§k hum§n 

melan·masejtek in vitro migr§ci·j§t ®s inv§zi·j§t, valamint k²s®rletes rendszerekben az in vivo 

t¿dŖkoloniz§ci·j§t. Ez a g§tl§s nem f¿gg ºssze a heparinok v®ralvad§st befoly§sol· hat§s§val, 

amit az is bizony²t, hogy 4-20 tag¼ oligoszacharidokkal is el tudtuk ®rni a t¿dŖkol·ni§k 

sz§m§nak csºkken®s®t a kezel®sek hat§s§ra. Az antitumor§lis hat§sban ink§bb a daganatsejtek 

motilit§si k®pess®g®nek, valamint a t¿dŖben tºrt®nŖ kitapad§s§nak a g§tl§sa a fontos. 

3. Le²rtuk, hogy a hipoxi§s kºrnyezet nem egyform§n hat a k¿lºnbºzŖ szºveti eredetŤ 

daganatsejtek migr§ci·j§ra ®s §tt®tk®pz®s®re. A magasabb alapmotilit§si k®szs®ggel rendelkezŖ 

daganatsejtek hipoxi§ban nagyobb in vitro mozg§si aktivit§st mutattak, amely hat§ssal volt az 

in vivo §tt®tk®pzŖ k®pess®g¿kre is, szemben a kev®sb® mozg®kony sejtekkel, amelyek 

rezisztensek voltak a csºkkent oxig®nszint hat§saira. Kimutattuk, hogy ez a hat§s HIF-1-f¿ggŖ, 

®s a kis G-feh®rj®k (RhoA, Rac, cdc42) kulcsszerepet j§tszanak benne.  

4. A hipoxi§ra adott egyik v§lasz az angiogenezis fokoz§sa. A tumorok beerezŖd®se sz§mos 

mechanizmuson kereszt¿l val·sul meg, amelyek kºz¿l az egyik a csontvelŖi ŖssejtekbŖl eredŖ 

endoteli§lis progenitorsejtek (EPC-k) be®p¿l®se a daganatok ®rrendszer®be. Vizsg§lataink 

eredm®nyek®nt elsŖk®nt sz§moltunk be arr·l, hogy klinikai t¿dŖr§kmint§kban ezeknek az EPC-

knek diagnosztikus ®s prognosztikus jelentŖs®g¿k van. A daganatos betegekben megemelkedik 

a keringŖ EPC-k sz§ma (amik be®p¿lnek a daganatokba is), amely a hat®kony kezel®sre 

csºkken®st mutat, azonban a rosszabb progn·zis¼ esetekben m®g magasabbra emelkedett. 

R§ad§sul a magasabb kezdeti EPC-sz§m szignifik§nsan rosszabb progn·zissal j§rt a t¿dŖr§kos 

betegek eset®ben. 
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5. A hipoxia korrekci·j§ra gyakran haszn§lnak a klinikumban rekombin§ns hum§n 

eritropoetineket (rHuEPO-k). Vizsg§lataink ®rdekes eredm®nye volt, amit elsŖk®nt ²rtunk le, 

hogy az exog®n rHuEPO-kezel®s hat§s§ra fokoz·dik az intratumor§lis endot®lsejtek 

prolifer§ci·ja, amely t§gultabb, de szab§lytalanabb szerkezetŤ, nagyobb felsz²nŤ ereket 

eredm®nyezett, ¼gy, hogy az erek sz§ma kºzben nem v§ltozott. Ezzel p§rhuzamosan nagyobb 

ter¿letet ®rtek el a daganatokban a kemoter§pi§s szerek, fokozva ezzel azok antitumor§lis 

hat§s§t. Ez a j·t®kony hat§s a sug§rter§pi§ban is megmutatkozott, az rHuEPO-kezel®s fokozta 

a daganatsejtek in vitro apopt·zis§t, csºkkentette a kol·niak®pzŖ k®pess®g®t, ®s fokozta a 

k²s®rletes daganatok in vivo sug§r®rz®kenys®g®t.  

6. Az rHuEPO-k klinikai alkalmaz§sa k®ts®gess® v§lt azut§n, hogy sz§mos daganatsejten is 

kimutathat· az EPO-receptor (EPOR). Azonban a mi vizsg§lataink azt mutatt§k, hogy az 

EPOR-expresszi· nem jelentett rossz progn·zist a k²s®rletes modellekben: az exog®n rHuEPO-

kezel®s, a szint®n EPOR+ endoteli§lis sejtekkel ellent®tben nem fokozta a daganatsejtek in vitro 

prolifer§ci·j§t, vagy in vivo nºveked®s®t. Ezt klinikai mint§kban is igazoltuk, elsŖk®nt le²rva, 

hogy III-IV. st§dium¼ t¿dŖ-adenokarcin·m§s betegek eset®ben ®pp az alacsonyabb EPOR-

expresszi· t§rsult a rosszabb progn·zissal. 
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professzor ¼rnak a kutat·munka t§mogat§s§t ®s lehetŖs®g®nek biztos²t§s§t az int®zetben. 

Tov§bb§ kºszºnettel tartozom a Tumorprogresszi·s Oszt§ly kor§bbi kutat·inak ®s 

technikusainak, n®v szerint Dr. Dobos Juditnak, Csord§s P§ln®nak, Bakonyi Ildik·nak ®s Sinka 

Andr§sn® Iboly§nak, akik a szakmai seg²ts®gen fel¿l kiv§l· l®gkºrt teremtettek a laborban. 

H§l§s vagyok a Daganatpatol·giai Kºzpont kor§bbi ®s jelenlegi vezetŖinek, Szentirmay Zolt§n 

professzor ¼rnak, Dr. T·th Erik§nak ®s Dr. SzŖke J§nosnak, valamint munkat§rsaiknak, hogy a 

napi rutinban a mint§k biztos²t§s§n ®s ki®rt®kel®s®n fel¿l mindig fordulhattam hozz§juk 

seg²ts®g®rt. Sokat tanultam ®s tanulok ma is tŖl¿k. Kºszºnet illeti a klinikus koll®g§kat, Dr. 

Lºvey J·zsefet, Dr. Remen§r £v§t ®s Dr. Dobra M·nik§t, akik szakmai tud§sa n®lk¿lºzhetetlen 

volt a kutat§saimhoz, valamint K·nya Mikl·st a k®pi adatok rºgz²t®s®ben ®s bemutat§s§ban 

ny¼jtott seg²ts®g®®rt. 
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Nem sz¿lethettek volna meg ezek az eredm®nyek a K²s®rletes Farmakol·giai Oszt§ly 

munkat§rsai n®lk¿l, akik odaad· munk§ja elengedhetetlen a daganatmodellek kialak²t§s§ban, a 

k²s®rletek kivitelez®s®ben. Kºszºnet ez®rt Dr. B§lintn® T§trai EnikŖnek, HegedŤs Zit§nak, 

Hidv®gi Anit§nak, L®ner Violett§nak, T·th Anna M§ri§nak, Bodrogi-Mayer Ir®nnek, Kov§cs 

Editnek, Bodrogi Zolt§nnak, Szab· J·zsefn®nak, Baliga J§nosnak, Honfin® Szab· Vikt·ri§nak, 

Str·majer Karolin§nak, Kovaljovn® HegedŤs M·nik§nak, V§rnai Erzs®betnek, Juh§sz 

J§nosn®nak. 

Rendk²v¿l h§l§s vagyok a kor§bbi ®s jelenlegi TDK- ®s PhD-hallgat·imnak is, elsŖsorban 

Dr. Kenessey Istv§nnak, akivel a mai napig szoros kapcsolatban vagyok, Dr. Bereczky 

B²bork§nak, Dr. Szab· Bal§zsnak, Dr. R·zs§s Anit§nak, Dr. Ivan RanĽeloviĺnak, Dr. Cserepes 

Mih§lynak, Dr. Gilly R®k§nak, Dr. Futosi Krisztin§nak, Dr. Kr§mer Zs·fi§nak, Dr. Simon 

Erik§nak, Dr. Horv§th L§szl·nak, Dr. K§rp§ti Ad®lnak, Dr. NelhŤbel Gyºrgyinek, Dr. K·i 

Krisztin§nak, Dr. Pataki Ann§nak, Bajtai Eszternek, Surguta S§r§nak, V§ri-MezŖ Di§n§nak, 

V§ri Bal§zsnak ®s Svajda Laur§nak. 

Kiemelt kºszºnet illeti  Parragn® Derecskei Katalint, aki tºbb mint 25 ®ve nagy t¿relemmel 

®s kiemelkedŖ szakmai sz²nvonalon seg²ti a kutat§saim ®s a mag§n®letben is pozit²v kritik§val 

§ll hozz§m.  

Kºszºnºm az Orsz§gos Kor§nyi Pulmonol·giai Int®zet kor§bbi ®s jelenlegi vezetŖinek, 

valamint a Daganatbiol·giai Oszt§ly munkat§rsainak, Dr. Dºme Bal§zsnak, Dr. Berta Juditnak, 

Dr. Tºrºk Szilvi§nak, Kov§cs Ildik·nak ®s Tisza Ann§nak a sok ®ves kollabor§ci·t ®s seg²ts®get 

a kutat§saimban.  

Kºszºnettel tartozom Horv§th L§szl·n® Siha M·nik§nak a p§ly§zataim szervez®s®®rt, 

valamint Farag· D§niel ®s Frank· Orsolya kºnyvt§rosoknak a kºzlem®nyeim rendben 

tart§s§®rt.  

V®g¿l szeretn®k kºszºnetet mondani csal§domnak, sz¿leimnek, nŖv®remnek ®s csal§dj§nak, 

feles®gemnek ®s gyermekeimnek a felt®tel n®lk¿li, tºretlen t§mogat§suk®rt. 
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integrin signaling involves 12-lipoxygenase- and PKC-mediated serine phosphorylation events 

in melanoma cells. Thromb Haemost. 2001 Jun;85(6):1037-42. IF.: 4,91. F¿ggetlen id®zŖ: 18 

F¿ggŖ id®zŖ: 13 ¥sszesen: 31 
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10.2.2. Magyar nyelvŤ kºzlem®nyek  

 

4. MezŖ G, Andrea TAP, Ivan R, Enyedi NK, Biri-Kov§cs B, Tóvári J. Asn-Gly-Arg 

szekvenci§t tartalmaz· ciklopeptidek alkalmaz§sa a c®lzott tumorter§pi§ban [Application of 

Asn-Gly-Arg sequence based cyclic peptides for targeted tumor therapy]. Magy Onkol. 2021 

Jun 3;65(2):113-120. 

 

5. Cserepes M, NelhŤbel GA, Meilinger-Dobra M, Surguta SE, R§s· E, Lad§nyi A, Kenessey 

I, SzºŖr Ć, Vereb G, Remen§r £, Tóvári J. Az EGFR extracellul§ris m·dosul§sainak hat§sa 

fej-nyaki daganatok cetuximabter§pi§j§ra. [Consequences of extracellular alterations of EGFR 

on cetuximab therapy in HNSCC]. Magy Onkol. 2021 Jun 3;65(2):188-195.  

 

6. Ny²ri K, Kopp§ny G, P§lfy Gy, Vida I, T·th Sz, Orgov§n Z, I RanĽeloviĺ, Baranyi M, Moln§r 

E, KeserŤ GyM, Tóvári J, Perczel A, V®rtessy G.B, T²m§r J. All®lspecifikus inhibitorok 

nyom§ban: a RASop§tia konzorcium c®lpontj§ban a KRAS feh®rje onkog®n mut§ci·i [Allele-

specific inhibitors of mutant kras are in the focus of rasopathy consortium]. Magy Onkol. 2019 

Dec 9;63(4):310-323.  

   

7. MezŖ G, D·kus L, Schlosser G, Lajk· E, Sz§sz Zs, Randelovic I, Biri-Kov§cs B, Tóvári J, 

K»hidai L. Hasny§lmirigytumort c®lz· ter§pi§s ir§ny²t·peptidek ºsszehasonl²t§sa. 

[Comparison of therapeutic peptides targeting pancreatic cancer]. Magy Onkol. 2019 Dec 

9;63(4):301-308., F¿ggŖ id®zŖ: 2 ¥sszesen: 2 

  

8. MezŖ G, Biri-Kov§cs B, PethŖ L, S Schuster, Kiss K, Ol§hn® Szab· R, I RanĽeloviĺ, Tóvári 

J. C®lzott tumorter§pi§ra alkalmas peptidhat·anyag konjug§tumok szerkezet®nek 

optimaliz§l§sa. [Optimization of peptide-drug conjugates for targeted tumor therapy] Magy 

Onkol. 2019 Dec 9;63(4):290-300. 

 

9. Tóvári J. BetegekbŖl sz§rmaz· tumormint§kb·l k®pzett xenograftok lehets®ges szerepe a 

hat®kony, szem®lyre szabott ter§pia kiv§laszt§s§ban. [Potential role of patient-derived tumor 

xenografts (PDTXs) in the selection of optimal therapeutic strategy]. Magy Onkol. 2015 

Dec;59(4):324-8.  

 

10. Kapuv§ri B, Schulcz Ć, Heged¿s R, Szab· I, Manea M, Vincze B, Tóvári J, Gacs A, Tejeda 

M, Ga§l D, Mez» G. M·dos²tott GnRH-III -antraciklin biokonjug§tumok daganatnºveked®st 

g§tl· hat§s§nak tanulm§nyoz§sa in vivo szubkut§n vs. ortotopikus rendszerekben. [Studying 

the tumor growth inhibitory effect of modified GnRH-III -anthracycline bioconjugates in 

subcutaneous vs. orthotopic models in vivo]. Magy Onkol. 2015 Dec;59(4):310-8.  

  

11. HegedŤs B, Moldvay J, Berta J, Lohinai Z, R·zs§s A, Cserepes MT, F§bi§n K, Ostoros G, 

Tóvári J, R®nyi-V§mos F, T²m§r J, Dºme B. Szemelv®nyek a Semmelweis Egyetem, az 

Orsz§gos Onkol·giai Int®zet ®s az Orsz§gos Kor§nyi Tbc ®s Pulmonol·giai Int®zet 

egy¿ttmŤkºd®s®n alapul· t¿dŖr§k-kutat§si programb·l. [Excerpts from the collaborative lung 

cancer research program of Semmelweis University, the National Institute of Oncology and 

Kor§nyi Institute of TB and Pulmonology (2010-2015)]. Magy Onkol. 2015 Dec;59(4):282-5 

F¿ggetlen id®zŖ: 1 ¥sszesen: 1 

  

12. Bal§zs M, V²zkeleti L, Ecsedi S, Ćd§ny R, R§s· E, Heged¾s B, Lad§nyi A, Tóvári J, T²m§r 

J. Hazai melanomakutat§sok: rem®nyt keltŖ eredm®nyek egy kor§bban rem®nytelen 
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daganatban. [Melanoma research in Hungary: promising results in a previously orphan tumor]. 

Magy Onkol. 2015 Dec;59(4):275-81.  

 

13.  Szab· V, Bugyik E, Dezs» K, Tóvári J, Dºme B, Paku S. Tumorsejt-inv§zi·/migr§ci· 

szerepe k²s®rletes t¿dŖmetaszt§zisok erezŖd®s®ben. [Role of tumour cell invasion/migration in 

the vascularisation of experimental lung metastases]. Magy Onkol. 2015 Dec;59(4):319-23. 

F¿ggŖ id®zŖ: 1 ¥sszesen: 1 

 

14. Furedi, A ; Toth, S ; Hamori, L ; Nagy, V ; Tovari, J ; Szakacs, G. Ćllatmodellek szerepe 

a multidrogrezisztens tumorokat c®lz· kemoter§pia fejleszt®s®ben. [Relevance of animal 

models in the development of compounds targeting multidrug resistant cancer]. Magy Onkol. 

2015 Dec;59(4):338-45. 

 

15. Lºvey J, Nie D, Tóvári J, Kenessey I, Kandouz M, T²m§r J, K§sler M, Honn KV. Hum§n 

prosztatar§k sug§r®rz®kenys®g®nek fokoz§sa szelekt²v 12-lipoxigen§z-g§tl§ssal preklinikai 

modellben. [Selective 12-lipoxygenase inhibition potentiates the effect of radiation on human 

prostate cancer cells in vitro and in vivo]. Magy Onkol. 2014 Sep;58(3):211-8. 

 

16. R·zs§s A, Ostoros G, HegedŤs B, Dºme B, Tóvári J. Az erythropoietin jel§tvitel szerepe 

hum§n nem-kissejtes t¿dŖr§kban. Medicina Thoracalis (Budapest) 2013;6:21-30.  

 

17. Dome, B ; Somlai, B ; Tamasy, A ; Peter, L ; Tovari, J ; Horvath, A ; Timar, J A cutan 

melanoma prognozisa ®s inv§zios marker expresszi·ja. Metasztazis asszoci§lt g®nek (nm23, 

CD44v3, MMP2) Orv Hetil 1999;140(5): 235-240. F¿ggetlen id®zŖ: 2 F¿ggŖ id®zŖ: 2 

¥sszesen: 4 

 

 10.3 Egy®b, a PhD fokozat elnyer®se elŖtt sz¿letett kºzlem®nyek  

92. Tim§r J, T·th S, Tóvári J, Paku S, Raz A. Autocrine motility factor (neuroleukin, 

phosphohexose isomerase) induces cell movement through 12-lipoxygenase-dependent 

tyrosine phosphorylation and serine dephosphorylation events. Clin Exp Metastasis. 

1999;17(10):809-16. IF: 2,000. F¿ggetlen id®zŖ: 10 F¿ggŖ id®zŖ: 7 ¥sszesen: 17 

 

93. Tóvári J, Szende B, Bocsi J, Falaschi A, Simoncsits A, Pongor S, Erchegyi J, Stet§k A, 

K®ri G. A somatostatin analogue induces translocation of Ku 86 autoantigen from the cytosol 

to the nucleus in colon tumour cells. Cell Signal. 1998 Apr;10(4):277-82. IF: 2,608 

F¿ggetlen id®zŖ: 11 F¿ggŖ id®zŖ: 12 ¥sszesen: 23 

 

94. Kovalszky I ;  Dudas J ;  Olahnagy J;  Pogany G ;  Tovary J ;  Timar J ;  Kopper L ;  Jeney 

A. Inhibition of DNA topoisomerase I activity by heparan sulfate and modulation by basic 

fibroblast growth factor Mol Cell Biochem 1998 Jun;183(1-2):11-23. IF:1.273 

F¿ggetlen id®zŖ: 48 F¿ggŖ id®zŖ: 15 ¥sszesen: 63 

 

95. Tóvári J, Paku S, R§s· E, Pog§ny G, Kovalszky I, Lad§nyi A, Lapis K, T²m§r J. Role of 

sinusoidal heparan sulfate proteoglycan in liver metastasis formation. Int J Cancer. 1997 May 

29;71(5):825-31. IF: 3,362. F¿ggetlen id®zŖ: 23 F¿ggŖ id®zŖ: 4 ¥sszesen: 27 

 

96. T²m§r J, Tóvári J, Szekeres K, Kagawa D, Honn KV. Key determinants of the invasion 

mechanism of melanoma. Role for a new signaling pathway. Adv Exp Med Biol. 1997;407:303-

10. IF: 0,36. F¿ggetlen id®zŖ: 6 F¿ggŖ id®zŖ: 1 ¥sszesen: 7 
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97. Tóvári J, Bocsi J, Lad§nyi A, Lapis K, Tim§r J. The antitumor effect of Tiazofurin (TR) 

consists of anti-proliferative and anti-invasive elements. Anticancer Res. 1996 Nov-

Dec;16(6A):3307-12. IF: 1,049. F¿ggetlen id®zŖ: 14 ¥sszesen: 14 

 

98. T²m§r J, Tóvári J, Pog§ny G, Lad§nyi A, Paku S, RŜ· E, Bocsi J, Jeney A, Lapis K. The 

antimetabolite Tiazofurin (TR) inhibits glycoconjugate biosynthesis and invasiveness of 

tumour cells. Eur J Cancer. 1996 Jan;32A(1):152-9. IF: 2,017. F¿ggetlen id®zŖ: 7 F¿ggŖ id®zŖ: 

8 ¥sszesen: 15 

 

99. Timar J, Trikha M, Szekeres K, Bazaz R, Tovari J , Silletti S, Raz A, Honn KV. Autocrine 

motility factor signals integrin-mediated metastatic melanoma cell adhesion and invasion. 

Cancer Res. 1996 Apr 15;56(8):1902-8 IF: 8,958. F¿ggetlen id®zŖ: 34 F¿ggŖ id®zŖ: 17 

¥sszesen: 51 

 

100. Lapis KY, Bocsi J, Tóvári J, Bartha I, Tim§r J, R§s· E. Antiinvasive effects of Tiazofurin 

on liver-metastatic human colon carcinoma xenografts. Anticancer Res. 1996 Nov-

Dec;16(6A):3323-31. IF: 1,049. F¿ggetlen id®zŖ: 8 F¿ggŖ id®zŖ: 1 ¥sszesen: 9 

 

101. T²m§r J, Bazaz R, Kimler V, Haddad M, Tang DG, Robertson D, Tovari J , Taylor JD, 

Honn KV. Immunomorphological characterization and effects of 12-(S)-HETE on a dynamic 

intracellular pool of the alpha IIb beta 3-integrin in melanoma cells. J Cell Sci. 1995 Jun;108 

(Pt 6):2175-86. IF: 4,827. F¿ggetlen id®zŖ: 23 F¿ggŖ id®zŖ: 19 ¥sszesen: 42 

 

102. T²m§r J, Diczh§zi C, Bartha I, Pog§ny G, Paku S, R§s· E, Tóvári J, Lad§nyi A, Lapis K, 

Kopper L, Jeney A. Modulation of heparan-sulphate/chondroitin-sulphate ratio by 

glycosaminoglycan biosynthesis inhibitors affects liver metastatic potential of tumor cells. Int 

J Cancer. 1995 Sep 15;62(6):755-61. IF: 3,403. F¿ggetlen id®zŖ: 39 F¿ggŖ id®zŖ: 14 ¥sszesen: 

53 

 

103. Lad§nyi A, T²m§r J, Bocsi J, Tóvári J, Lapis K. Sex-dependent liver metastasis of human 

melanoma lines in SCID mice. Melanoma Res. 1995 Apr;5(2):83-6. IF: 1,57. F¿ggetlen id®zŖ: 

25 F¿ggŖ id®zŖ: 11 ¥sszesen: 36 
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 10.4 Tudom§nymetriai adatok 

 

T·v§ri J·zsef tudom§nyos ®s oktat§si kºzlem®nyeinek ºsszefoglal§sa MTA V. 

Orvostudom§nyi Oszt§ly (2022.10.06) 

Tudományos és oktatási közlemények Száma Hivatkozások 1 

 ¥sszesen R®szletezve F¿ggetlen ¥sszesen 

I. Folyóiratcikk 2 120 --- --- --- 

szakcikk, nemzetkºzi foly·iratban, idegen nyelvŤ --- 96 1804 2307 

szakcikk, hazai idegen nyelvŤ --- 0 0 0 

szakcikk, magyar nyelvŤ --- 13 14 20 

szakcikk, sokszerzŖs, ®rdemi szerzŖk®nt 3 --- 0 0 0 

ºsszefoglal· kºzlem®ny --- 11 542 604 

rºvid kºzlem®ny --- 0 0 0 

II. Könyv 0 --- --- --- 

a) Szakkönyv, kézikönyv, tankönyv szerzőként 0 --- --- --- 

idegen nyelvŤ --- 0 0 0 

magyar nyelvŤ --- 0 0 0 

aa) FelsŖoktat§si tankºnyv --- 0 0 0 

b) Szakkönyv, kézikönyv, konferenciakötet, 

tankönyv szerkesztőként 
0 --- --- --- 

idegen nyelvŤ --- 0 --- --- 

magyar nyelvŤ --- 0 --- --- 

bb) FelsŖoktat§si tankºnyv --- 0   

III. Könyvrészlet 2 --- --- --- 

idegen nyelvŤ --- 2 0 0 

magyar nyelvŤ --- 0 0 0 

cc) FelsŖoktat§si tankºnyvfejezet --- 0 0 0 

IV. Konferenciaközlemény 4 10 --- 0 0 

Oktatási közlemények összesen (II.aa,bb-III.cc)  --- 0 0 0 

Tudományos közlemények összesen (I.-IV)   132 2360 2931 

Tudományos és oktatási közlemények összesen 

(I-IV.)  
132 --- 2360 2931 
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https://m2.mtmt.hu/api/report/1267974/actions/list?field=5&format=html
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V. További tudományos művek 12 --- --- --- 

Tov§bbi  tudom§nyos mŤvek, ide ®rtve a nem teljes 

foly·iratcikkeket ®s a nem ismert lektor§lts§g¼ 

foly·iratokban megjelent teljes foly·iratcikkeket is 

--- 9 0 0 

SzerkesztŖs®gi levelez®s, hozz§sz·l§sok, v§laszok --- 2 1 1 

Oltalmak (szabadalmak) --- 1 0 0 

 

VI. Hivatkozott absztraktok  5 2 --- 0 2 

Összes hivatkozás 1 --- --- 2361 2934 

Hirsch index 6 31 --- --- --- 

g index 6 53 --- --- --- 

     

Speciális tudománymetriai adatok Száma 
Összes 

hivatkozás 
  

ElsŖ szerzŖs teljes foly·iratcikkek sz§ma 2 9 324   

Utols· szerzŖs teljes foly·iratcikkek sz§ma 2 21 531   

A tudom§nyos fokozat (PhD) elnyer®se ut§ni 

(1999) teljes tudom§nyos foly·iratcikkek sz§ma 
107 2610   

Az utols· 10 ®v (2012 - 2022) tudom§nyos, teljes, 

lektor§lt tudom§yos foly·iratcikkeinek sz§ma 
77 861   

A legmagasabb hivatkozotts§g¼ kºzlem®ny 

hivatkoz§sainak sz§ma (az ºsszes hivatkoz§s 

sz§zal®k§ban) 

341 11,62%   

Hivatkoz§sok sz§ma, amelyek nem szerepelnek a 

WoS/Scopus rendszerben 
--- 471 + 0   

Jelent®s, guideline 0 0   

Csoportos (multicentrikus) kºzlem®nyben 

kollabor§ci·s kºzremŤkºdŖ 7 
0 0   

 
Megjegyzések: 

1 a disszert§ci· ®s egy®b t²pus¼ hivatkoz§s n®lk¿li, a WoS ®s/vagy Scopus rendszerben 

nyilv§ntartott adatok 

2 lektor§lt, tudom§nyos foly·iratban 

3 a szerzŖ ²r§sban nyilatkozik, hogy ®rdemi szerzŖi hozz§j§rul§s§val k®sz¿ltek szerzŖk®nt 

jegyzett kºzlem®nyei, ®s az ®rdemihozz§j§rul§st dokument§lni tudja 

4 konferenciakºzlem®ny foly·iratban, kºnyvben vagy egy®b konferenciakºtetben 

5 nem-hivatkozott absztrakt itt nem ker¿l az ºsszes²t®sbe 

6 a disszert§ci· ®s egy®b t²pus¼ hivatkoz§s n®lk¿li ºsszes hivakoz§ssal sz§molva. A Hirsch ®s 

a g index defin²ci·ja 

7 kºzremŤkºd®s eset®n a csoportos szerzŖs®gŤ kºzlem®nyek hivatkozotts§ga k¿lºn 

®rt®kelendŖ, ®s nem sz§m²that· be azºsszes²tett hivatkoz§sok kºz® 

n.a. = nincs adat 
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