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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE  

 

AC133: másképp CD133, prominin (mouse)-like 1 fehérje, őssejtmarker 

ADM: adrenomedullin  

Ang-1/2: angiopoetin-1/2 

ANOVA: varianciaanalízis 

Arp2/3: actin-related protein 2/3 

bFGF-FGFR: bázikus fibroblaszt növekedési faktor / receptor 

CAC: keringő angiogén sejtek  

CD31: vérlemezke/endotél sejtadhéziós molekula (PECAM-1) 

CD34: sejtfelszíni molekula, elsősorban őssejteken, endoteliális sejteken,  

CD44: sejtfelszíni molekula, hialuronsav receptor 

CD44v3: a CD44 3-as splice variánsát tartalmazó izoforma 

Cdc42: Cell division control protein 42 homolog kis G-fehérje,  

c-Met: a hepatocyta növekedési faktor receptorát meghatározó protoonkogén és annak terméke 

ECM: extracelluláris mátrix 

EGF/EGFR: epidermális növekedési faktor / receptor 

EMT: epiteliális-mezenchimális tranzíció 

EPC: csontvelői eredetű endoteliális progenitor sejtek 

FAK: fokális adhéziós kináz 

FCS: fötális borjúsavó 

FCS-: savómentes körülmények 

FCS+: fötális borjúsavót tartalmazó körülmények 

FITC: fluoreszcein-izotiocianát 

Flt-1 = fms-related tyrosine kinase 1 

GAG: glukóz-aminoglikán 

GalNAc: N-acetil-galaktozamin 

GlcNAc: N-acetil-glukozamin 

GlcNS: N-szulfatált glukozamin 

GPCR: G-protein-kapcsolt receptor 

GRE-modell: graded radial extension modell a sejtmozgásra 

HA: hialuronsav 

FIH: faktor inhibítor HIF-1α 

HNSCC: fej-nyaki laphámrák 

HRE: hipoxia felelős elemek 

HS/HSGAG: heparán-szulfát / glükóz-amino glikán 

HSPG: heparán-szulfát-proteoglikán 

HGF: hepatocyta növekedési faktor 

IC50: 50%-os gátlási koncentráció 

IdoA: iduronsav 

LMWH: alacsony molekulasúlyú heparin 

MAPK: mitogén aktivált protein kináz 

MLC/MLCK/ MLCP miozin könnyű lánc / kináz / foszfatáz 
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MMP: mátrix metalloproteáz 

NSCLC: nem-kissejtes tüdőrák 

PBS: fiziológiás sót tartalmazó foszfát puffer  

PDGF/PDGFRR: trombocyta eredetű növekedési faktor / receptor 

PI3K: foszfatidil-inozitol-3-kináz 

PIP3: foszfatidil-inozitol-triszfoszfát 

PHD1-PHD3: prolil-hidroxilázok 

PKC: protein-kináz C 

PP1c: protein foszfatáz 1 katalitikus alegység 

Rac1: Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1, kis G-fehérje,  

RGD: arginin-glicin-aszparaginsav 

RhoA: Ras homolog family member A;  

RNS: ribonukleinsav 

RTK: receptor tirozin-kináz 

ROS: reaktív oxigén származékok  

Scar: Supressor of cAR 

SCID: súlyos kombinált immunhiány 

SD: standard deviáció, szórás 

SEM: standard hiba 

sh-RNS: rövid hajtű RNS 

STAT: signal transducer and activator of transcription (transzkripció jeltovábbító és aktívátor) 

TFPI: szöveti faktor útvonal inhibitor 

TGFβ/TbetaR: tumor növekedési faktor béta / receptor 

TME: szöveti mikrokörnyezete 

TK/TKR/TKI: tirozin-kináz / receptor / inhibítor 

UFH: nem frakcionált heparin 

VCAM: Vaszkuláris sejtadhéziós fehérje 1  

VEGF/VEGFR: vaszkuláris endoteliális növekedési faktor / receptor 

VE-Cadherin: vaszkuláris endoteliális cadherin 

vWF: von Willebrand faktor 

WASP: Wiskott–Aldrich szindróma fehérje 
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1. BEVEZETÉS, ELŐZETES SAJÁT EREDMÉNYEK 

 

1.1 A daganatos megbetegedés 

 A rosszindulatú daganatos megbetegedések és az azok miatt bekövetkező halálesetek 

gyakorisága évek óta a második-harmadik helyet foglalják el a globális statisztikákban. Sőt a 

40-80 év közötti populációban az Egyesült Államokban a vezető halálok a különböző malignus 

elváltozások [1]. A 2020-as adatok szerint a több mint 19,2 millió új diagnosztizált beteg mellett 

9,9 millió páciens halálát okozták az eltérő szöveti eredetű daganatok [2]. Sajnos Magyarország 

mind az incidencia, mind a mortalitás tekintetében kifejezetten rossz mutatókkal rendelkezik 

(1. ábra).  

 

1. ábra. A malignus megbetegedések és halálozások gyakorisága országonként 

 

Az incidencia és a mortalitás értékei 100 000 lakosra vetítve (Global Cancer Observatory, 

2018 [2]) 

 

 A Nemzeti Rákregiszter adatai szerint 2018-ban 94 340 páciens (48 282 nő és 46 058 

férfi) szenvedett valamilyen malignus elváltozásban [3]. A Központi Statisztikai Hivatal utolsó 

tíz éves statisztikai adatai alapján hazánkban évente mintegy 32-33 ezer fő hal meg malignus 

kórkép következtében, mely szám az évek során jelentősen nem változott [4]. 

               tovari.jozsef_19_22



8 

 

 A dolgozatomban érintett daganatféleségek 2018-as incidencia- és 2019-es mortalitási 

adatait az 1. táblázatban foglaltam össze. 

 

1. táblázat. A dolgozat témájában szereplő daganatok hazai előfordulási (2018) és 

halálozási (2019) adatai [4] 

Daganat fajtája Incidencia 

Nő                          Férfi 

Mortalitás 

Nő                          Férfi 

Hörgő- és tüdőrák 10 249 

4 381                      5 968 

8 447 

3 450                       4 997 

Melanóma (bőr) 2 777 

1 442                      1 335 

336 

143                        193 

Vastagbélrák 10 550 

4 785                       5 765 

4 933 

2 096                       2 837 

Fej-nyaki daganatok 

(ajak-, száj-, garat- 

és gégetumorok) 

3 922 

980                      2 942 

1 834 

345                          1 489 

 

 A malignus betegségeket ugyan alapvetően genetikai betegségként azonosítjuk, 

azonban a daganatsejtek szaporodása és a betegség előrehaladása elválaszthatatlan a 

tumorsejtek és azok környezetének kapcsolatai nélkül. A tumorsejtek proliferációjában, 

anyagcseréjük sajátosságaiban, sejthalálában számos genetikai eltérést (mutációk, expressziós 

változások), valamint szabályozási-szignalizációs zavart írtak már le, de az olyan jelenségek 

hatása a tumorok progressziójára, mint a tumorok beereződése, tápanyag- és oxigénellátottsága, 

adhéziós és migrációs tulajdonságai, valamint kapcsolataik az extracelluláris mátrixszal (ECM) 

és a környezetben található sejtekkel ma még kevésbé ismert folyamatok. Pedig ezek jobb 

megismerése elengedhetetlen lenne a hatékonyabb terápiás lehetőségek kifejlesztéséhez. 

 Az utóbbi két-három évtizedben az innovatív terápiás fejlesztéseknek köszönhetően 

számtalan új, targetspecifikus hatóanyag került be a klinikai gyakorlatba. Ezek nagy része egy-

egy, a tumorsejtekben expresszálódó, azok proliferációját fokozottan támogató célmolekulát 

támad, amelyek az eltérő szöveti eredetű daganatokban más és más fehérjét jelentenek [5, 6]. 

Az újfajta kemoterápiás megközelítésnek köszönhetően több, addig nagyon rossz terápiás 

választ adó daganat esetében (melanóma, tüdőrák) jogos remények keletkeztek a kezelések 

hatékonyságának növekedésével kapcsolatosan, azonban a klinikai lefolyások gyakran cáfolják 

azokat. Ennek legfőbb oka az, hogy a terápiák alkalmazása szinte kizárólag a primer daganat 
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biológiai sajátosságain alapszik, ugyanakkor a malignus halálozások kimagasló többsége az 

áttétek kialakulása miatt következik be. Ezért az áttétképzés folyamata, az azokban szereplő 

molekuláris események mind jobb megismerése lehet az egyik kulcsa a sikeresebb terápiák 

fejlesztésének. 

 

1.2 Az áttétképzés folyamata 

 A daganatok disszeminációja első lépéseként a primer helyen növekvő tumor a 

környező szövetbe inváziót hajt végre, és egy bizonyos méret felett a tápanyagellátás és az 

oxigén biztosítása miatt valamilyen módon vérkeringésre tesz szert. Az áttétképzés során 

egyedi tumorsejtek vagy tumorsejtcsoportok válnak le a daganatról, és belépnek a vér- vagy a 

nyirokkeringésbe (intravazáció). A keringésben találkoznak az ott megjelenő alakos és 

szolubilis elemekkel, majd a célszervben kitapadnak. Ezután a keringést elhagyva 

(extravazáció) szaporodásnak indulnak a célszervben (2. ábra). A folyamat megismétlődhet, 

ami másod-, illetve harmadlagos metasztázisok megjelenéséhez vezethet [7].  

2. ábra. A metasztázisképzés lépései (Molecular Biology of the Cell, 4. kiadása nyomán [8]) 

           

 Látható, hogy csak a kezdeti és a másodlagos helyen történő tumornövekedés során van 

daganatsejt-osztódás a metasztázisképzés folyamatában, az összes többi lépésben annak nincs 

szerepe. Sokkal inkább a tumorsejtek adhéziós (sejt-sejt, sejt-ECM), mátrixdegradációs és 

primer daganat          lokális invázió     intravazáció 

        kitapadás      extravazáció  másodlagos daganat
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motilitási képességei a fontosak, valamint az, hogy a tumor képes legyen a saját, funkcionális 

érhálózatát kialakítani.  

1.3 Tumorok beereződési mechanizmusai 

A szervezetben új erek képződése kétféle módon történhet: az embrionális korban 

játszódó vaszkulogenezis és a későbbi angiogenezis folyamataival [9]. Az embriókban 

endotélsejt-prekurzorok (angioblasztok) összeolvadásával egy kezdetleges hálózat jön létre, 

ami később az angiogenezis folyamata során érik a végső formájára [10–13].  

A daganatok ereződésének hatféle alapmechanizmusát írták le. Ezek az érbimbózás 

(sprouting), az intusszuszceptív érképződés, az érinkorporáció, a glomeruloid érképződés, a 

vaszkuláris mimikri és a posztnatális vaszkulogenezis. Azonban ezen folyamatok közül 

gyakran több is megfigyelhető egy daganatszövetben, ráadásul eltérő formáik is lehetnek 

többüknek [11].  

1.3.1 Bimbózás, „sprouting” angiogenezis 

A sprouting, vagy más néven bimbózó angiogenezis az 1970-ben Folkman és Ausprunk 

által elsőként leírt beereződési forma a daganatokban, ezért máig ez a legismertebb is. A nevét 

arról kapta, hogy a tumorok új oldalágakat, bimbókat indukálnak a szövetben már jelen levő 

kapillárisokból, venulákból. Ma már két formáját különböztetjük meg attól függően, hogy a 

„bimbózó” endotélsejtek a kötőszöveti vándorlásuk során a bazális membránjukat és a 

sejtkapcsolataikat megtartják-e, vagy időlegesen elvesztik [14, 15].  

1.3.2 Intusszuszceptív angiogenezis 

 A bimbózó angiogenezis mellett a második leggyakrabban megfigyelt érképződési 

forma a tumorokban [14]. Ez az érképzési forma is erősen függ a kötőszövetes környezettől, és 

gyakorlatilag az érlumen kettéosztódását jelenti. Emiatt új erek nem is képződnek, csak a 

meglévő kapillárishálózat komplexitását fokozza. Az intusszuszceptív angiogenezisnek is több 

formáját írták már le [16–18].  

1.3.3 Érinkorporáció 

Az érinkorporáció során a daganatok a növekedésük alatt egyszerűen bekebelezik a 

környezetükben található ereket [19]. Ez gyakran együtt jár a bimbózással, ahol a daganat 

szélein sprouting angiogenezissel keletkező ereket (és a régebbi gazdaszöveti kapillárisokat is) 

a tumorok később inkorporálják [20].  
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1.3.4 Glomeruloid angiogenezis 

A glomeruloid testek érgomolyagokból felépült jellegzetes érstruktúrák, amelyeket 

leginkább a központi idegrendszer daganataiban (metasztázisaiban) írták le [21]. Nem teljesen 

ismert még a kialakulásuk mikéntje [14], de kétféle lehetséges folyamatot is leírtak már. Az 

egyik szerint a glomeruloid angiogenezis elején tág „anyaerek” alakulnak ki az agyszövetben, 

melyek falában az endoteliális sejtek ás az ereket borító periciták is osztódásnak indulnak. Ezzel 

párhuzamosan az anyaerek kitágulnak, és a proliferáló endotélsejtek annak lumenébe 

nyomulnak, ahol számos további lumeneket formálnak. Később szelektív apoptózis útján ezek 

a lumenek egymástól elkülönülnek, de az eredeti erekkel összeköttetésben maradnak, így 

különálló csatornák alakulnak ki [22]. A másik, jelenleg szintén elfogadott modell szerint agyi 

mikrometasztázisokban a glomeruloid testek kialakulása már közvetlenül a tumorsejt 

keringésből történő kilépése (extravazációja) után megkezdődik. A szöveti térbe került 

tumorsejtek a kapillárisok bazális membránjának külső felszínéhez tapadnak és azokat húzni 

kezdik, miáltal hurkok jönnek létre a kapillárisokból. A tumor növekedésével párhuzamosan 

elvékonyodott afferens és efferens érrel rendelkező glomerulusok jönnek létre, amelyek szerves 

részei az eredeti keringésnek [23]. 

1.3.5 Posztnatális vaszkulogenezis 

A kutatómunkám során a posztnatális vaszkulogenezis folyamatával a tüdőrákokban 

foglalkoztam részletesebben. 

Korábban úgy tartották, hogy a vaszkulogenezis csupán a korai embrionális élet során 

jelentkezik, a felnőtt szervezetben nem fordul elő, ott már csak inkább az angiogenezis 

folyamatai játszódnak [24]. Ugyanakkor később igazolták, hogy a posztnatális vaszkulogenezis 

létező folyamat a felnőtt szervezetben is, aminek a legfontosabb szereplői a csontvelői eredetű 

endoteliális progenitorsejtek (EPC-k). Először ilyen sejteket az iszkémia és a szövetkárosodás 

utáni neovaszkularizáció folyamatában mutattak ki [25], később azonban többféle szöveti 

eredetű daganatok esetében is leírták lehetséges szerepüket [26]. Ezek a speciális sejtek 

különleges sejtfelszíni antigénmintázatot expresszálnak, amelyek egyes elemei megléte vagy 

hiánya alapján lehet kategorizálni azokat. Ráadásul a sejtek egyfajta érési folyamaton mennek 

keresztül, amelyek stádiumait a markerek mintázatával lehet jellemezni [27] (3. ábra). Elsőként 

VEGFR2+/CD34+ kettős pozitív endoteliális prekurzorokat izoláltak daganatos betegek 

keringéséből, és a mai napig elfogadott, hogy az ilyen kettős pozitív sejtek meghatározásával 

jellemezhető az EPC-k mennyisége a keringésben. A csontvelőből az EPC-ket a tumor által 
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termelt citokinek mobilizálják, melyek a keringésen keresztül eljutnak mind a primer 

daganathoz, mind a metasztázisokhoz, ahol elősegíthetik az új erek formálását [28]. 

 

3. ábra. A posztnatális vaszkulogenezis sejtjeinek kialakulása 

      

Az endoteliális progenitorsejtek (EPC-k) a csontvelői hemangioblasztokból fejlődnek többféle 

érési szakaszon keresztül, amelyeket sejtfelszíni markereik alapján különíthetünk el [11]. 

1.3.6. Vaszkuláris mimikri 

A vaszkuláris mimikri folyamatát először primer és metasztatikus melanómákban írták 

le. Olyan, az eredeti szövet érhálózatával összeköttetésben álló csatornákat azonosítottak, 

amelyek falát tumorsejtek határolták [29]. A tumorsejtek jellemzésekor azt találták, hogy azok 

„endotél” fenotípussal rendelkeznek, endotélsejtekre jellemző gének expressziója fokozódik 

bennük. A vaszkuláris mimikri jelenségét más daganatokban is megfigyelték már (pl. tüdő-, 

emlő-, petefészek-, prosztatarák, illetve szarkómák esetében) [11]. 
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1.4 Sejtadhézió, sejtvázrendszer, sejtmozgás 

A sejtmozgásra való képesség valamennyi sejtféleségre általánosan jellemző, 

ugyanakkor az egészséges szervezetben a mozgás a sejtek meghatározott életszakaszára 

(embrionális kor, differenciáció), vagy csak néhány féle sejtre korlátozódik (limfociták, 

makrofágok, neutrofilek) [30, 31]. A sejtek mozgása az egészséges szervezetben térben és 

időben szigorú szabályozottság alatt áll. Ezzel szemben daganatok esetében a lokális invázió és 

a metasztázisképzés további lépései során a tumorsejtek motilitási képessége megnő, 

kiszabadulnak az addig meglévő szabályozási mechanizmusok alól [32].  

 

1.4.1 A sejtek alakja, a sejtvázrendszer elemei 

A sejtek alakjának fenntartásában, valamint a mozgás végrehajtásában a sejtvázrendszer 

három különböző filamentumrendszere játszik szerepet. A mikrofilamentumok (aktinhálózat) 

biztosítják a kontraktilis erőt a miozin motorfehérjével (aktin-aktivált ATP-áz), ezáltal a 

legfőbb felelősei a mozgásjelenségek kivitelezésének. A mikrotubulusok egyfajta polarizált 

hálózatba szerveződnek, amelyek nem miozin típusú motorfehérjék (dineinek, kinezinek, 

dinaminok) segítségével biztosítják egyes organellumok sejten belüli mozgatását. A harmadik 

rendszer az intermedier filamentumok hálózata, amelyek elsősorban a sejtek alakjának 

fenntartásáért felelősek [33–35]. A sejtek alakjának fenntartásában elengedhetetlenek az 

adhéziók is, azok a fehérjekomplexekből álló pontok, amiken keresztül a sejtek valamilyen 

külső mátrixhoz (és más sejtekhez) kapcsolódnak. Az adhéziókon keresztül van összekötve és 

rögzülve a sejtvázrendszer a külvilággal. Hámsejtekben a sejtek apikális részén található szoros 

kapcsolatok („tight junctions”, okkludinok és klaudinok a fő alkotói) alatt találhatjuk az 

úgynevezett adhéziós övet, amelynek fő adhéziós molekulái a kadherinek. Ezekhez 

intracellulárisan aktinszálak rögzülnek, a β-kateninen keresztül fontos szabályozói a sejtek 

helyváltoztatásának: a tumorsejt kialakulása során jelentős változás áll be az expressziójukban 

és az aktivitásukban egyaránt. A másik adhéziós képződmény a foltszerűen elhelyezkedő 

úgynevezett dezmoszómák (bennük főleg dezmoglein és dezmokollin fehérjékkel), amelyekben 

belül katenineket találunk, és amikhez intermedier filamentumok rögzülnek. A 

hemidezmoszómák az eddigiektől eltérőek, mert a sejtek bazális részén találhatók, és nem sejt-

sejt, hanem a sejt-mátrix kapcsolatok kialakításában fontosak. Ezeknek a fő alkotóelemei az 

integrinek, amelyek a sejten belül a citoszkeletális elemekkel kapcsolatosak. Szerepük a sejtek 

mozgásában elengedhetetlen [36–38]. 
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 A sejtek mozgásának általános jellemzője, hogy kezdeti lépésként a sejteken a mozgás 

irányába eső oldalon egy kitüremkedés jelenik meg, amelyet két részre oszthatunk: 

lamellipódiumra (amiből filopódiumok nyúlnak ki) és lamellára, amelyek mérete és egymáshoz 

viszonyított aránya sejtenként eltérő. Az előbbi egy keskeny, de lapos része a sejtnek, amelyben 

sejtorganellum gyakorlatilag nem található, viszont rengeteg aktinfilamentum helyezkedik el 

itt. A mögötte található lamella kicsit vastagabb, már megjelennek benne sejtszervecskék, és az 

aktinszálak erősebb kötegekké szerveződnek, amik a sejt alsó részén található adhéziókba 

futnak. Ezt a részt követi a sejttest a sejtmaggal, majd különösen a fibroblasztok esetében 

gyakran megfigyelt farokrész (4. ábra) [39, 40].  

 

4. ábra. Mozgó sejt sematikus ábrája (fibroblaszt típusú sejtmozgás) (Small JV és Rottner K 

alapján [41]) 

 

 

 Ahhoz, hogy egy sejt el tudjon mozdulni, szükséges, hogy valamilyen felülethez 

tudjon kapcsolódni, és a mozgás ehhez a felszínhez képest történik meg. Az erőt az aktomiozin-

komplex adja, amit a két végén rögzített aktinkötegek (melyekben alternáló polaritású 

aktinszálak helyezkednek el) rövidülése biztosít. A mikrofilamentum-rendszert alkotó aktin 

globuláris (G) aktinmonomerekből polimerizálódik F-aktin szálakká. Ezek a filamentumok a 

lamellipódiában a pozitív, gyorsan növő végükkel a membrán felé néznek, és növekedésük 

felelős a mozgás irányába eső membránkitüremkedésért. Az aktinszálak növekedésért, 

elágazások keletkezésérért, a későbbi szerveződéséért, valamint a negatív végükön a 
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lebontásukért számos fehérje felelős (WASP/Scar, capping fehérjék, ADF/kofilin, Arp2/3) [42–

46]. 

 Az aktinszálak mindig bekötnek a letapadási pontokba, amikben számos „váz” fehérje 

(talin, vinkulin) és jelátviteli molekula (FAK, integrinek) alakítja ki az úgynevezett fokális 

adhéziókat (5. ábra) [47–49]. 

 

5. ábra. Az aktinhálózat és a fokális adhéziók szerveződése (Collins KL és mtsai alapján [50]) 

 

 

1.4.2 Adhéziós molekulák és azok kapcsolatai 

A speciális sejtalkotókkal (ostor, csillók) nem rendelkező sejtek mozgása mindig 

valamilyen rögzített felülethez képest történik. Ezekhez a felületekhez a sejtek az adhéziós 

helyeken keresztül kapcsolódnak. A daganatsejtek metasztatizálása során különféle szöveti 

környezetekbe kerülnek, ahol a sejtkapcsolatok és a sejt-mátrix kapcsolatok is eltérőek. Így a 

daganatsejtek adhéziói is folyamatosan változnak, akár molekuláris összetételükben is. A 

mozgásban fontos adhéziók legjellemzőbb molekulái a heterodimer integrinek, amelyek a 

kötődési funkción felül (α-alegység) jelátviteli molekulák is (β-alegység, 2. táblázat) [51]. A 

sejtmozgáson felül leírták szerepüket a proliferációban, a differenciációban és az apoptózisban 

is. Gyakori jelenség, hogy az egyes integrinek expressziós szintje megváltozik, vagy akár 

másfajta, szövetidegen molekulák jelennek meg a daganatsejtek felszínén a progresszió során 

[52, 53].  
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2. táblázat. Integrinek és azok ligandumai 

 

Alegységek  Ligandumok 

β1 α1 kollagének, lamininek 

 α2 kollagének, lamininek 

 α3 fibronektin, kollagén, laminin 

 α4 fibronektin, VCAM 

 α5 fibronektin 

 α6 lamininek 

 α7 lamininek 

 α8 fibronektin 

 α9 tebascin, oszteopontin 

 Av fibronektin, vitronektin 

β2 AL ICAM-ok 

 αM fibrinogén 

 AX fibrinogén 

β3 lib fibrinogén, vitronektin, fibronektin 

 Av fibrinogén, vitronektin, fibronektin 

β4 α6 laminin 

β5 Av vitronektin 

 

 

1.4.3 A sejtmozgás alapformái 

A sejtmozgás morfológiai és molekuláris leírásakor legelterjedtebben kétféle modellt 

használnak [54]. A fibroblasztok mozgása során elfogadott, hogy a mozgás megindításához 

és fenntartásához szükséges erőket biztosító aktinkötegek párhuzamosan futnak az elmozdulás 

irányával [39], míg az adhéziók a lamella területén helyezkednek el a sejtek alatt. Ezenfelül a 

farki részben is található néhány letapadási pont, az aktinkötegek az elmozdulással 

párhuzamosan az első és a hátsó adhéziók között feszülnek ki. Ez az elrendeződés azt feltételezi, 

hogy az aktinkötegek úgynevezett taposómalomszerű növekedést mutatnak a mozgás során (4. 

ábra). Ez a modell azonban nem ad kielégítő magyarázatot arra, hogy mi lesz a sorsa a farok 
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behúzása után megszűnő aktinkábeleknek, amelyek innét a vezető élig futnak, valamint a 

lamella alatti adhéziók sorsa is bizonytalan a mozgás során. 

A másik modellt a halak epidermiszsejtjeinek mozgása során írták le. Ezek a sejtek 

sokkal nagyobb sebességgel (10-30 μm/perc) képesek mozogni, mint a fibroblasztok (0,5-1 

μm/perc) [55–58]. Az alakja egy jellegzetes félkör, amibe a sejttest és a lamella is tartozik. 

Farki részt ebben a mozgásformában nem figyelhetünk meg. Aktinkötegeket szinte kizárólag 

csak a lamella/sejttest határon lehet megfigyelni, az orientációjuk merőleges az elmozdulás 

irányára. Az ilyen típusú sejtmozgás leírására az úgynevezett GRE-modellt használjuk (graded 

radial extension [56, 59]), amely azt mondja, hogy a sejt frontjának minden pontja (beleértve 

az itt létrejövő új adhéziókat is) a sejtszélre merőlegesen mozdul el, a sejt hátsó részéhez 

közeledve egyre kisebb mértékben. Ez a fajta elmozdulás egy virtuális görbét eredményez a 

szubsztráthoz képest, amin mozog a sejt (6. ábra). 

 

6. ábra. A hal epidermiszsejt mozgása, a GRE-modell 

 

A GRE-modell a sejtek felszínén található pontok elmozdulására vonatkozik. Bal ábra: 

nagy nyíl (v): a sejt mozgásának iránya. Kis nyilak: a sejtfelszín egyes pontjainak 

elmozdulása (irány és nagyság). Jobb ábra: p-p’ ”: a mozgó sejt felszínén egy pont 

látszólagos elmozdulása az aljzathoz képest az idő előrehaladtával (t=0-3) [56] 
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1.4.4 Saját eredmények a tumorsejtmozgás morfológiai leírásában 

 Kísérletes munkáink során HT1080 humán fibroszarkómasejtek mozgását, azon belül is 

az adhéziós plakkok és az aktinhálózat dinamikáját, valamint a miozin eloszlását vizsgálva 

leírtunk egy modellt a sejtek kétdimenziós mozgására (7. ábra) [60].   

 

 

7. ábra. Tumorsejtmozgás kétdimenziós modellje (HT1080 fibroszarkómasejtek alapján) 

 

 

 

 Ez a modell alapvetően a korábban leírt GRE-modellen alapszik, és eltér a szintén már 

ismertetett fibroblaszt-típusú mozgástól. A HT1080 sejtek a kiterülést követően nagy 

sebességgel (1,5 μm/perc) hosszú ideig mozogtak a szubsztrát felszínén. Ez a sejtvonal 

fibroblaszt eredettel rendelkezik, motilis formájuk mégis a hal epidermiszsejtekhez hasonló 

morfológiát mutatott (8. ábra). A vándorlás során félkör alakot vettek fel, hossztengelyük a 

mozgás irányára merőleges volt. 
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8. ábra. Mozgó HT1080 humán fibroszarkómasejt morfológiája  

 

 

Fáziskontraszt kép a mozgó HT1080 sejtről. A sejt alakja a hal epidermiszsejtekére hasonlít 

 

 

 Adhéziós pontok kizárólag a vezető lamella peremén találhatók egy-két sorban (a 

hosszabb adhéziók merőlegesek a sejt peremére), és tartalmaztak minden komponenst 

(vinkulin, FAK, talin, integrinek), amelyek a fokális adhéziókra jellemzőek (az adatokat nem 

mutatom). Az adhéziók a migráció során a GRE-modellnek megfelelően előre és oldalra 

haladnak, majd elérve a sejtek egyenlítői síkját a sejt belseje felé mozdulnak, és eltűnnek. Így 

egy látszólagos elmozdulást végeznek egy görbe pálya mentén a sejt mindkét oldalán. Új 

adhéziók diszkrét pontokként keletkeztek egy sorban a vezető élen néhány mikrométerre a már 

meglévő letapadásokhoz képest (9. ábra).  
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9. ábra. Az adhéziók dinamikája a mozgó tumorsejtben 

      

 

A GFP-vinkulinnal jelölt adhéziók a sejtek frontján kis pontokként tűnnek elő (A, nyíl), a 

mozgás során az újak (3–5 perc) szintén itt keletkeznek egy új sorban (B, alsó nyíl). C) 20 

perces mozgás során készült képek egymásra vetítése. Az adhéziók a GRE-modellnek 

megfelelően „mozognak” a sejt frontján. A sejtek hátsó feléhez közeledve az adhéziók egyre 

nagyobbak és elnyújtottak (az egyre nagyobb, aktin által generált húzóerő miatt) a sejtek 

hossztengelyébe érve az adhéziók elszakadnak a szubsztráttól és a sejtek belsejébe kerülnek 

 

 A sejt szélén található letapadási pontokba futó aktinkötegek az elmozdulás irányára 

merőlegesek voltak, és enyhén ívelt formát vettek fel (a homorú oldaluk mutatott a mozgás 

irányába). Ez az alak biztosítja, hogy a kötegben elcsúszó aktinszálak a haladás irányába 
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fejtsenek ki erőt a szubsztráthoz képest. Az ívelt aktinkötegek hossza a mozgás előrehaladtával 

fokozatosan nő, és az egyenlítői síkban elveszítik konkáv alakjukat. A sejt csúcsán 

folyamatosan új adhéziók és konkáv aktinkábelek jelennek meg (10. ábra). A modellben (7. 

ábra) a kék és lila nyilak mutatják az aktinköteg és a szubsztrát által kifejtett erő irányát, az 

ebből származó eredő erő (piros nyíl) biztosítja a sejt saját hossztengelyére merőleges irányba 

történő elmozdulását. Végül az aktinkötegek maximális méretüket a sejt hossztengelyénél érik 

el, az adhéziók a sejt két oldalán szimultán szűnnek meg, ami az aktinkötegek lebomlásával is 

jár. 

 

10. ábra. Aktinhálózat szerveződése a mozgó tumorsejtekben 

 

Az aktinszálakat rodamin-falloidinnel jelöltük. Az ívek a mozgás irányára konkáv 

állásúak 

 

A tumorsejtek esetén is néha megfigyelhető a fibroblasztokhoz hasonlóan a farok 

jelenléte, ebben egyetlen adhéziós pont detektálható, melyből szintén fut aktinköteg a vezető 

lamellába. Azonban ez az aktinköteg nem vesz részt az előre tartó mozgáshoz szükséges erő 

kifejtésében. Feltehetően a lamellában működő rendszer önállóan képes az előre haladást 

biztosítani. Valószínű, hogy a HT1080 sejteknél ritkán előforduló farokban az adhéziós pontot 

egy hiba folytán a migráció kezdetén a sejt nem volt képes felszakítani, így az hátráltatja a 

mozgásban. A folyamat valószínűleg a tumorsejthez hasonlóan játszódik le valamennyi 

sejttípusnál, így a fibroblasztoknál is. 
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Ez a kétdimenziós modell magyarázni tudott számos ellentmondást, ami a fibroblasztok 

mozgási modelljében van. 1. A letapadási pontok dinamikáját valójában a GRE-modellben 

leírtak jellemzik a legjobban. 2. Nincs szükség az aktinkötegek polaritásának változására a 

mozgás során. 3. A lebomló adhéziók és az azokat összekötő aktinkötegek nem befolyásolják 

a többi adhézió és az azokat összekötő aktinszálak stabilitását. Ugyanakkor érdekes kérdés, 

hogy háromdimenziós rendszerben hogyan mozognak az adhéziók és a sejtváz elemei. 

1.4.5 A sejtmozgás szabályozása (motogének, mitogének) 

 A sejtmozgás szabályozásában autokrin és parakrin szignálok, sejtfelszíni receptorok és 

intracelluláris szignálútvonalak vesznek részt. Számos citokint és kemokint (köztük olyanokat 

is, amelyeket korábban a sejtosztódás szabályozásában ismertünk meg), valamint azok 

receptorait azonosították, amelyek a normális és a patológiás sejtmozgás fontos szabályozói 

[61–63]. A receptorok egy részéről bebizonyosodott, hogy proto-onkogénként is 

funkcionálhatnak (3. táblázat).  

 

3. táblázat. A sejtmozgást befolyásoló citokinek, kemokinek 

Kemokin/citokin Kemokin/citokin receptor 

Kemokin CC család  

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 család  

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 család  

CX3CL1 CX3CR1 

XC család  

XCL1, XCL2 XCR1 

HGF cMET 

IGF-I, IGF-II IGFR 

TGFβ TbetaR1, TbetaR2 

IL-6 IL-6R 

bFGF FGFR 

VEGF VEGFR 

PDGF PDGFR 

               tovari.jozsef_19_22



23 

 

1.4.6 A Rho GTP-ázok szerepe a sejtmigrációban 

 A különböző receptorokról induló, a sejtek alakját és a sejtmozgást befolyásoló 

szignalizációs útvonalak eltérő eredetűek lehetnek, de közös jellemzőjük, hogy a Ras 

szupercsalád kis G-fehérje alcsaládjába tartozó Rho GTP-ázokon (Rho, Rac, Cdc42) keresztül 

fejtik ki hatásukat [64–66]. Ezeknek a fehérjéknek alapvető szerepük van számos sejtfolyamat, 

elsősorban az aktin citoszkeleton szabályozásában, de befolyásolják a sejt polaritását, a 

mikrotubulusok működését, a membrántranszport útvonalakat és jelentőségük van a 

transzkripciós faktorok aktivitásában is [67–69]. A fehérjék rendkívül konzerváltak az 

evolúcióban és szinte minden eddig szekvenált eukariótában megtalálhatók. Az emberekben 20 

Rho GTPáz gén van, amelyek többsége 20–28 kDa fehérjéket kódol. A Rho GTPáz expresszió 

szövetenként változik, és többféle effektor célfehérje (proteinkinázok, foszfolipázok, adapter 

fehérjék, aktinnukleátorok) működését is befolyásolják [70]. A biológiai komplexitásuk azon 

alapszik, hogy egyetlen GTPáz bekapcsolásával több különálló jelátviteli útvonal lehet 

koordináltan aktiválva. Ugyan a célfehérjéken nem találhatók olyan felismerhető 

szekvenciamotívumok, amelyek adatbázis-keresésekben használhatók lennének, de a Rho-

család három legismertebb tagjának (Rho, Rac és Cdc42) eddig több mint 60 célmolekuláját 

azonosították kísérletileg [71, 72].  

 A Rho GTPázok térben és időben is szabályozzák a sejtmozgás egyes folyamatait. A 

Rac szabályozza az aktin polimerizációját a sejt vezető élén és integrinadhéziós komplexet 

indukál, ezzel elősegíti a protrúziók kiemelkedését és a megnyúlását [73, 74]. A Rac1 a WAVE 

komplex aktiválásán keresztül szabályozza az Arp2/3 komplexet, mely az elágazódó 

aktinhálózat kialakulásáért felelős, de novo aktinpolimerizációt és új filamentumok kialakulását 

katalizálja [75, 76]. A Cdc42 szintén a sejt elejében működik, és a mozgást az irány 

stabilizálásával szabályozza az extracelluláris jeleknek megfelelően. A Cdc42 aktiválja az 

aktinasszociált fehérjéket, beleértve a faszcint, a formint (mDia2), valamint indukálja az 

Ena/VASP-t és az F-aktin kötegek képződését [77, 78].  

 Az invázió és az áttétképzés során a hámeredetű daganatsejtek citoszkeletonja 

átprogramozódik, a merev, mozdulatlan hámsejtek mozgó, invazív ráksejtekké alakulnak. Ezt 

a folyamatot epiteliális-mezenhimális tranzíciónak (EMT) is nevezik [79, 80]. A GTPázok Rho-

családjának tagjai központi szerepet játszanak ebben a folyamatban azáltal, hogy molekuláris 

kapcsolókként működnek, amelyek szabályozzák a morfogenezist és a mozgást [81, 82](11. 

ábra). 

 

               tovari.jozsef_19_22



24 

 

11. ábra. A Rho-család kis G-fehérjéinek szerepe a sejtmozgás szabályozásában (Infante E 

alapján [64]) 

 

 
  
 

1.5 Tumorsejtek kölcsönhatásai az extracelluláris mátrixszal 

 

A tumorsejtek mozgása mindig valamilyen extracelluláris mátrixban történik az élő 

szervezetben. A folyamatot számtalan külső stimulus befolyásolja, amelyeket a tumorsejtek 

felszínén található receptorok közvetítenek a sejten belülre (citokin/kemokin receptorok, 

integrinek, egyéb adhéziós molekulák).  

Az extracelluláris mátrix egy összetett hálózat, amely fő alkotói a különböző 

kötőszöveti rostok (kollagén, fibronektin, laminin), különböző proteoglikánok és 

glikoproteinek [83–88]. A proteoglikánok speciális szerkezetű fehérjék, amelyekhez kovalens 

kötéssel különböző poliszacharidok, úgynevezett glükózaminoglikánok (GAG-ok) 

kapcsolódnak [89, 90]. A szerkezetükből adódóan (több szulfát- és karboxilcsoport található 

rajtuk) negatív töltésűek, amelyek alkalmasak több növekedési faktor megkötésére. Ezek a 

faktorok a tumorsejtek mátrixban történő mozgása során felszabadulnak (a degradáció miatt), 

amik befolyásolják a sejtek biológiai működését [91, 92]. A GAG-ok egyik nagy csoportja a 

heparánszulfát-glükózaminoglikánok (HSGAG-ok), amelyek mind extracellulárisan, mind a 

sejtfelszínen is megtalálhatók, és szinte mindenütt jelen vannak a természetben [93, 94]. A 

HSGAG-ok is kapcsolatba lépnek extracelluláris szignálmolekulákkal, és többféle 
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tumorasszociált folyamatban (autokrin szignálútvonalak befolyásolása, angiogenezisindukció, 

fibrinköpeny és vérlemezke-aggregáció a tumorsejtek körül, immuneffektorsejtek mozgósítása) 

is leírták potenciális hatásaikat [95]. A heparinok is a HSGAG család tagjai, amelyek a Ram 

Sasisekharan és munkatársai által alkotott modell szerint az áttétképzésben gátolják a 

heparanázok működését, kapcsolatba lépnek az integrinekkel, módosítják a lokális alvadási 

paramétereket, befolyásolják a fibrinháló kialakulását és módosítják különböző növekedési 

fajtorok (VEGF, FGF) hatását, amelyek szabályozzák a tumorsejtek proliferációját, motilitását 

és az angiogenezist is [96–98]. A fentiekhez kapcsolódva az is ismert, hogy mind a nem 

frakcionált heparinnak (UFH), mind a kis molekulasúlyú heparinoknak (LMWH-k) 

antitumorális és antimetasztatikus hatásuk lehet [99–103]. Ezt a potenciális áttétképzést 

csökkentő hatást mi is vizsgáltuk, tesztelve, hogy az vajon független-e az antikoaguláns 

hatásoktól, illetve kerestük a molekuláris mechanizmusokat a folyamat mögött [104].  

1.5.1 Antikoagulánsok hatása a humán melanómasejtek tüdő- és májáttétképző 

képességére  

 A heparinokkal (UFH, LMWH) előkezelt, majd a tumorsejtek intravénás beadását 

követő 3 napban napi egyszer kezelt SCID egerekben a HT168-M1 melanómasejtek 

tüdőkolonizációs képessége szignifikánsan csökkent a kontroll egerekhez képes (12. ábra). Ez 

a megfigyelés nem az antikoagulációs hatásnak volt köszönhető, mert a rekombináns hirudin 

nem mutatott ilyen eredményt. Ráadásul a kis molekulatömegű heparin a tüdőáttétek 

incidenciáját is csökkentette, ami a nem frakcionált heparin esetében nem volt kimutatható.  

12. ábra. Heparinok és hirudin hatása HT168-M1 humán melanómasejtek 

tüdőkolonizációjára 

 

A heparinok (20-63-200 IU/kg) gátolják a farokvénába oltott melanómasejtek 

tüdőkolonizációját (n=9-10, *p<0,05) 
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 Egy másik in vivo tesztrendszerben (májkolonizációs modell) is hasonló eredményeket 

kaptunk: az LMWH már viszonylag alacsony dózisban (a humán-ekvivalens dózis 1/10-nél) is 

szignifikánsan csökkentette a májkolóniák kialakulását (13. ábra), míg a heparin a humán 

dózisnak megfelelő értéknél mutatta ezt a gátlást. A hirudinnak itt sem volt kolóniaszám-

csökkentő hatása.  

13. ábra. Heparinok hatása a májkolóniák kialakulására 

 

A heparinok (20-200 IU/kg) gátolják a lépbe oltott melanómasejtek májkolonizációját. 

De ebben nem a véralvadás gátlása játszik szerepet, mert a hirudin (3 mg/kg) nem 

befolyásolta a folyamatot (n=9-10, *p<0,05) 

 

1.5.2 A heparinok hatása a daganatsejtek proliferációjára és adhéziójára  

 Sem az UFH, sem az LMWH nem volt hatással a humán melanómasejtek in vitro 

proliferációjára, vagy a szubkután daganatok in vivo növekedésére (az adatokat nem mutatom). 

Ugyanakkor a heparinok szignifikánsan csökkentették a daganatsejtek in vitro motilitását és 

inváziós képességét (14. ábra).  
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14. ábra. Heparinok hatása a HT168-M1 humán melanómasejtek migrációjára és 

inváziójára 

 

A heparinok (1 IU/ml) szignifikánsan csökkentik a HT168-M1 sejtek in vitro motilitását és 

inváziós képességét. Boyden-kamrás vizsgálatok, migráció: 4 óra, invázió: 24 óra. n=6, több 

ismételt vizsgálat eredménye (*p<0,05) 

A sejtek adhéziójának befolyásolásakor azt tapasztaltuk, hogy a heparinoknak nincs hatása a 

humán melanómasejtek adhéziójára különféle extracelluláris mátrix (fibrinogén, Matrigel) 

komponensekhez (az eredményt nem mutatom), azonban szignifikánsan csökkentik a sejtek 

kitapadását endoteliális sejtekhez (15. ábra). 

15. ábra. Heparinok hatása a humán melanómasejtek adhéziójára endoteliális sejtekhez 

 

 

HT168-M1 humán melanómasejtek adhéziója endoteliális (KS-Imm) sejtekhez (n=4, 60 

perc, az UFH és LMWH koncentrációja is 1 U/ml; *p<0,05) 
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Az adhézió blokkolását in vivo is megfigyeltük. A daganatsejtek a heparinkezelés hatására 

sokkal kisebb mértékben tapadtak ki a tüdőszövetben (16. ábra), a kezelés a keringésben 

tartotta a sejteket, ahol elpusztultak. 

16. ábra. Heparinok hatása a HT168-M1 humán melanómasejtek kitapadására a 

tüdőszövetben 

 

Reprezentatív immunhisztokémia a melanómasejtek kimutatására (HMB45/MART-1 jelölés) a 

tüdőben. A farokvénába oltás után több időpontban vett mintákban látható volt, hogy a 

kontrollhoz képest (A) jelentősen csökkent a kitapadt sejtek száma a heparinkezelés (B) 

hatására. Heparinkezelés (LMWH): 200 IU/kg 1 nappal a tumorsejtek oltása előtt. Inkubáció: 

5 perc. Nyilak: jelzett melanómasejtek. Mérce: 250 µm 

 

1.6 A hipoxia hatása a daganatokra 

 A daganatokat befolyásoló környezeti hatások között említhetjük a tumorsejtek oxigén- 

és tápanyag-ellátottságát is. Számos klinikai megfigyelés sugallja, hogy a csökkent szöveti 

oxigénellátottság (hipoxia) fokozza a daganatok agresszivitást és elősegíti a rosszindulatú 

progressziót [105, 106]. A lokálisan előrehaladott szolid daganatok ötven-hatvan százalékában, 

beleértve a melanómákat, vastagbél-, tüdő- és fej-nyaki rákokat (HNSCC), a hipoxia⁄anoxia 

nagy területeit is érinti a daganatszövetnek. Ezen kívül a hipoxiát független prognosztikai 

faktorként írták le többféle szöveti eredetű rosszindulatú daganatokban, például 

méhnyakrákban és HNSCC-ben [107]. 

               tovari.jozsef_19_22



29 

 

 A hipoxia a szövetek oxigénellátása és -fogyasztásának megbomlott egyensúlyhiánya 

miatt alakul ki. Szolid daganatokban számos mechanizmus létezik, amelyek hipoxiához 

vezetnek: az intratumorális erek szerkezeti/funkcionális rendellenességei (csökkent perfúzió 

miatt csökkent az O2 szállítása), diffúziós rendellenességek (O2 rossz diffúziója) és a tumor 

vagy terápia által indukált anémia (anémiás hipoxia) [108].  

 Modellek számításai szerint a véredényekből az oxigén diffúziója körülbelül 100-200 

µm távolságig elégséges, ennél nagyobb távolságban lévő sejtek már erős hipoxiának vannak 

kitéve [108]. A hipoxiára a sejtek reagálnak, az úgynevezett oxigénszenzorról induló jelek 

számos hipoxiával kapcsolatos gént irányítanak, amelyek közös jellemzője a gének 

promoterszakaszában található „hipoxiafelelős elemek (HRE)” szekvencia [109]. Ehhez a 

szekvenciához kapcsolódnak a hipoxia-indukálható transzkripciós faktorok (HIF-ek, 

elsősorban a HIF-1). A HIF-ek egy α- és egy β-alegységet tartalmazó dimerek, de csak az α/β 

komplex együttesen képes a hipoxiával kapcsolatos gének szabályozására [110]. Mindkét 

alegység folyamatosan expresszálódik a sejtekben, azonban a α-alegység normoxiában 

lebomlik. Először prolil-hidroxiláz (PHD1-PHD3) és a faktor inhibitor HIF-1α (FIH) proteinek 

hidroxilálják a fehérjét, majd a Von Hippel-Lindau fehérje kötődése után a hozzá kapcsolódó 

26S ubikvitin fehérje ligáz komplex segítségével az α-alegység lebomlik. Ezáltal normoxiás 

körülmények között nem tud felhalmozódni, és a sejtmagba transzlokálódni a HIF-1α [111]. 

Csökkent oxigénszint mellett a hidroxiláció elmarad, ezáltal az α-alegység nem degradálódik, 

és gyors felhalmozódása figyelhető meg a citoplazmában. Ezután az alegység a sejtmagba 

transzlokálódik, ahol különböző koaktivátorok segítségével (p300 és CBP) komplexet alkot a 

β-alegységgel, így válva transzkripciós faktorrá (17. ábra) [113, 114]. 
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17. ábra A HIF-1α fehérje sejten belüli szabályozása normoxiás és hipoxiás körülmények 

között [115]  

 

 

 

 

 A HIF-1 célgénjei között számos, gyakran nagyon eltérő biológiai folyamatban 

résztvevő fehérje szerepel (4. táblázat). Ezek között megtalálhatóak  az angiogenezis 

serkentését, az extracelluláris tér szabályozását, a sejtek energiaháztartását, glükóz- és 

nukleotid- anyagcseréjét, valamit osztódását ás túlélését befolyásoló fehérjék egyaránt [116–

118]. Ezeken felül a HIF-1 a sejtek mozgását (ezzel párhuzamosan az inváziót és a 

metasztázist), valamint a terápiás modalitások (sugár-, kemoterápia) hatásosságát is 

befolyásolja [119–122].  
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 4. táblázat. Hipoxia hatására aktiválódó gének 

Biológiai funkció Gén szimbóluma/ alias Referenciák (az 

idézett cikkben) 

Transzkripciós faktorok  Twist1, Snail, Slug, ZEB1, ZEB2, 

E12/E47, ID2, EWS-FLI1, β-katenin, 

CDX2, SMAD7 

[13-16, 20-24] 

Hisztonmódosítók  JMJD2B, JMJD2C, MLL1  [25-28] 

Enzimek MMP1, MMP3, MT1-MMP, LOX, 

ADAMTS1, ACE, ACE2, Hsulf-1, 

IDH2, XPA  

[29-33,35-39] 

Receptorok, 

receptorasszociált kinázok  

CXCR4, CX3CR1, Notch, uPAR, PAI-

1, 67-kDa lamininreceptor, TLR4, c-

Met, RON tirozinkináz, EPOR 

 

[40-51] 

 

Kis GTPázok, intracelluláris 

szignálmolekulák  

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

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

Membránproteinek  

 

ANGPTL4, L1CAM, α5 integrin, 

CD151, CD24, CD147, galektin-1, 

MUC1, 

szemaforin 4D, kaveolin-1 

[58-66] 

Scaffold proteinek, 

citoplazmatikus fehérjék 

HEF1, liprin-α4  

 

[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 nyomán [119] 

 

1.6.1 A hipoxia szerepe az angiogenezisben 

A hipoxia szerepe az angiogenezis szabályozásában alapvető. Számos, az 

angiogenezisben kitüntetett szerepet játszó molekula (gátlók és serkentők egyaránt, receptorok, 

citokinek stb.) expressziója áll HIF-szabályozás alatt (5. táblázat) [123–125]. 
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5. táblázat. Az angiogenezisben meghatározó, HIF által szabályozott molekulák 

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-α, IFN-β, IFN-γ) 

Endoglin, α1B-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 molekulák fontos szerepet játszanak az endotélsejtek proliferációjában és 

migrációjában, az erek érésében, átépülésében, stabilizációjában és permeabilitásuk 

szabályozásában, a periciták és a simaizomsejtek toborzásában, az extracelluláris mátrix 

lebontásában, valamint a keringő angiogén sejtek (CAC) és az endoteliális progenitorsejtek 

(EPC-k) mobilizálásban a csontvelőből [11, 126]. Az EPC-k szerepe az embrionális 

angiogenezisben jól ismert, a funkciójuk ott is HIF-szabályozás alatt áll. Arra is sok irodalmi 

adat van (bár egy részük ellentmondásos), hogy a CAC sejtekkel együtt iszkémiában elősegítik 

az érrendszer javulását és az ér átépülését. A csontvelőből származó sejtek egyértelműen a 

hipoxiás területre vándorolnak, méghozzá SDF-1- és CXCR4-függő módon [127, 128]. A 

megnövekedett HIF-1α elősegíti a CAC-ok és az EPC-k beépülését, míg a HIF-1α gátlása 

csökkenti a CAC és az EPC felvételét az alsó végtag érrendszerébe iszkémia után [129]. 

Tumorokban is leírták már az EPC-k lehetséges érintettségét [130], de korábban klinikai adatok 
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kisebb számban álltak rendelkezésre ezen sejtek lehetséges szerepéről a daganatos 

megbetegedés progressziójában. 

1.6.2 A hipoxia szerepe a Rho-Rac-Cdc42 szabályozásában normál- és 

daganatsejtekben 

 Jól dokumentált, hogy a hipoxia szabályozza a Rho-szerű G-fehérjék működését 

különböző normális sejtekben [131]. A hipoxia és a reoxigenizáció az endotélpermeabilitás 

változásait indukálja, amelyek a Rac1 és RhoA összehangolt tevékenységeinek eredményei 

[132]. A Rac1 és RhoA gyorsan reagál az oxigénszint változásaira, és aktivitásuk függ a 

NADPH-oxidáz- és PI3-kináz-függő ROS termelésétől. Az akut hipoxia a RhoA 

aktiválódásához vezet, amelyet stresszrostok képződése, az adherens kötések lazulása és az 

endotél permeabilitásának fokozása követ. A reoxigenizálás erősen aktiválja a Rac1-et, és 

helyreállítja az F-aktin és a VE-kadherin kortikális lokalizációját. Ez a hatás a RhoA által 

közvetített gátlás eredménye, és a RhoA-aktivátorokkal megakadályozható [133–136]. 

 Daganatsejtekben is leírták a RhoA hipoxia-indukált aktivitásváltozását. Egy 

emlőtumorokon végzett tanulmány szerint a RHOA és ROCK1 gének hipoxia-indukált HIF-

függő gének, melyek fokozott expressziója a MYPT gátlását eredményezi és növeli az MLC 

foszforilációját, ezáltal befolyásolja az aktinpolimerizációt, az aktomiozin-összehúzódást és 

fokozott sejtmozgást indukál (18. ábra) [137].  

 

 

18. ábra. A RHOA és a ROCK1 HIF-ek általi aktiválásának következményei (Gilkes DM 

alapján [138])  

 
 

 Több korábbi munka bizonyítja, hogy a különböző sejtfelszíni receptorokról (GPCR-

ek, TK-receptorok, integrinek, amelyek HIF-1 célgének) induló szignálok is befolyásolják a 
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Rho GTP-ázok aktivitását, ezáltal az aktinhálózat dinamikáját. Ezek általában hipoxiában 

stimulálják a kis G-fehérjék szabályozásában résztvevő guanin kicserélő faktorokat (GEF-ek) 

[139–142]. 

 A Rac1 és a Cdc42 expressziója és aktivitása is befolyásolható hipoxiával 

daganatsejtekben. A RhoA-hoz hasonlóan a Rac1 és Cdc42 aktiválása is időüggő, a hipoxiás 

indukciót követő órákban éri el a csúcsát. Ugyanakkor a szabályozás egyfajta kölcsönösségére 

is van irodalmi adat. Megfigyelték, hogy a Rac1 és Cdc42 domináns-negatív formáival végzett 

kísérletekben a HIF-1α stabilizációja és a HIF-1-célgének expressziója szignifikáns csökkenést 

mutattak, tehát a Rac1 és Cdc42 hozzájárulnak a HIF-1 szabályozásához. Ezt ugyanakkor nem 

közvetlenül teszik, hanem a prolil-hidroxiláz domén enzimek (PHD-k) hatásának 

szabályozásán keresztül [143, 144]. 

 

1.7 Hipoxia és vérszegénység korrekciója daganatos betegekben 

 A daganatos betegekben vagy magától a tumortól, vagy a kezelés miatt gyakran alakul 

ki anémia, ami a daganatszövetben is fokozza a hipoxia mértékét. Az anémia függ a daganatok 

szöveti típusától, a tumorok stádiumától, a kezelési protokoloktól és a csontvelő épségétől is. 

Egy európai felmérésben azt találták, hogy a vérszegénység előfordulása összességében a 

vizsgált populációban 54% volt, kemoterápiában részesülő betegek körében 63%, az egyidejű 

kemoradioterápiában részesülőknél 42%, a csak sugárterápiában részesülők esetében pedig 

19,5% [145–148].  

1.7.1 A vérszegénység korrekciója eritropoetinnel daganatos betegekben 

 A daganatos megbetegedéssel összefüggő anémia korrekciójára tüneti kezelésként a 

vörösvértestek transzfúziója és a rekombináns humán eritropoetinek (rHuEPO-k) beadása 

alkalmazható [148–150]. Ezek azonban nem eredményezik a valódi kiváltó okok 

megszüntetését. Az eritropoetin egy glikoprotein hormon (EPO, MW 30,4 kDa), az I. osztályú 

citokinek családjába tartozik. Az endogén EPO fő célpontjai a „burst forming unit” (BFU-E) és 

a „colony forming unit” (CFU-E) eritroid őssejtek a csontvelőben. Az EPO elsősorban ezen 

őssejtek proliferációját serkenti és különösen a sejthaláluk (apoptózis) gátlását eredményezi. 

Hatását az EPO-receptoron (EPOR) keresztül fejti ki, aminek a fő downstream jelátviteli 

útvonala a JAK2/STAT5. A foszfo-STAT5 molekulák dimerizáció után a magba 

transzlokálódnak, ahol transzkripciós faktorként olyan célgéneket aktiválnak, amelyek az 

eritroid differenciálódást serkentik [151–154]. 
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 A klinikai gyakorlatban többféle rekombináns humán eritropoetikus fehérjét (az alfa-

epoetin, a béta-epoetin és az alfa-darbepoetin) is alkalmaznak a hemoglobinszint növelésére 

(10 g/dl alatti értékek esetében, kemoterápia mellett) [155–157]. 

1.7.2 Vitatott klinikai és kísérletes adatok az rHuEPO-k alkalmazásáról 

 A rekombináns EPO-k alkalmazása a kezdeti lelkesedés után komoly kritikát is kapott. 

Kiderült, hogy az EPOR nem csak az eritropoézisben szerepet játszó sejteken jelenik meg, 

hanem más, köztük tumorsejtek is expresszálják [158–160]. Ezért jogos a feltételezés, hogy a 

külső EPO módosíthatja ezeknek a sejteknek is a biológiai viselkedését. Számos in vitro és in 

vivo preklinikai kísérletben leírták, hogy az rHuEPO-kezelés modulálja a tumorok növekedését 

és a daganatellenes terápiák hatékonyságát. Azonban ezek az adatok ellentmondásosak és 

gyakran megmagyarázhatatlanok voltak [161, 162]. Többféle tumortípusban mutatták ki az 

EPO és EPOR mRNS-eket, különösen hipoxiás körülmények között. Néhányukban (pl. emlő- 

és vesesejtes karcinóma) az exogén rHuEPO fokozta a daganatsejtek in vitro proliferációját 

[159, 160]. Ugyanakkor, mások azt mutatták ki, hogy az exogén rHuEPO-nak nincs növekedést 

moduláló hatása nem hematopoetikus tumorsejtvonalra, köztők tüdőráksejtekre [162–166]. 

Más kutatások hasonlóképpen találták, hogy az EPOR+ melanóma- és emlőkarcinóma-

sejtvonalak, valamint hat másik EPOR-pozitív tumorsejtvonal nem szaporodtak rHuEPO 

jelenlétében. Ezenkívül az rHuEPO fokozta az egerekben alkalmazott fotodinamikai terápia 

tumorellenes hatékonyságát és helyreállította a patkánydaganatokban a ciklofoszfamid 

citotoxicitás anémia által kiváltott csökkentését és a kísérleti daganatok sugárérzékenységét 

Egy tanulmányban 31 in vivo állatmodell eredményeit foglalták össze, amelyben 14-ben nem 

volt hatása az EPO-kezelésnek, 2-2-ben önmagában fokozta vagy csökkentette a tumorok 

növekedését, és 13-ban fokozta a kezelőszerek daganatellenes hatását [161]. 

 A klinikai tapasztalatok is hasonlóan ellentmondásosak voltak [167]. Volt, hogy fázis 

III-as vizsgálatot állítottak le amiatt, hogy az rHuEPO-t kapó karon magasabb volt a mortalitás 

emlőrák esetében [168], vagy csökkent a progressziómentes túlélés fej-nyaki daganatok 

esetében [169]. Ugyanakkor más vizsgálatokban azt találták, hogy a kemoterápia által indukált 

anémiában szenvedő betegeknek beadott epoetinek javíthatják a daganatos betegek túlélését 

[170], vagy nincs hatásbeli különbség az rHuEPO-t nem kapó karral összehasonlítva [171–

174]. 

Mindezen ellentmondásos előzetes adatok miatt a mi csoportunkban is kutatásokat 

kezdeményeztünk az exogén rHuEPO hatásának vizsgálatára kísérletes daganatmodellekben. 
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2. CÉLKITŰZÉSEK 

Kutatásaim főleg a daganatsejtek mozgásának jobb megismerésére irányultak, vizsgálva 

a mozgás befolyásolását és annak hatását az áttétképzésre. Mivel a daganatsejteket az 

inváziójuk során többféle környezeti hatás éri, a kutatások közel két évtizede alatt többféle 

külső körülményt vizsgáltunk, melyek hatással lehetnek a daganatok áttétképzésére. Ezek 

között célként szerepeltek 

1. a daganatsejtek mozgásának vizsgálata háromdimenziós modellben, fókuszálva az 

aktinhálózat és az adhéziók dinamikájára 

2. a heparinkezelésekkel kapott eredményeink alapján még kisebb oligoszacharidok 

hatásának vizsgálata a tumorsejtek mozgására és metasztatizálására 

3. hipoxia hatásainak vizsgálata a daganatsejtek in vitro mozgására és in vivo kísérletes 

áttétképzésére 

4. a daganatszövet növekedése során a főleg a hipoxia indukciója miatt kialakuló egyik 

angiogenezistípus, a vaszkulogenezis vizsgálata klinikai mintákban 

5. hipoxia/anémia korrekciójára alkalmazott rekombináns eritropoetin (rHuEPO) 

hatásának vizsgálata in vitro és in vivo kísérletes tumormodellekben, valamint az EPO-

receptor (EPOR) expressziója esetleges klinikai relevanciáinak leírása.  
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

3.1 A kísérletek során használt tumorsejtvonalak és szövettenyésztési körülmények 

 Kísérleteinkben számos, különböző szöveti eredetű tumorsejtvonalat használtunk az in 

vitro és az in vivo vizsgálatainkhoz (6. táblázat). A sejteket 5-10% fötális borjúsavót (FCS, 

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

szövettenyészeti tápfolyadékokban (lásd alább) 5% széndioxidos, telített páratartalmú 37°C-os 

inkubátorban tenyésztettük.  

6. táblázat. A dolgozat témájában használt sejtvonalak 

 

Sejtvonal kódja Szöveti eredet Származás 

HT1080 humán fibroszarkóma American Type Culture Collection (ATCC, 

Manassas, VA, USA) 

HT168-M1 humán melanóma A2058 sejtvonalból a laboratóriumunkban 

korábban szelektált magas metasztatizáló 

képességű sejtvonal [175] 

LX2 immortalizált humán máj 

sztellátsejt 

ATCC 

HT29 humán kolonkarcinóma ATCC 

HT25 humán kolonkarcinóma ATCC 

H358 tüdő-adenokarcinóma ATCC 

H1975 tüdő-adenokarcinóma ATCC 

H1650 tüdő-adenokarcinóma ATCC 

K562 humán eritroleukémia  ATCC 

A431 humán epidermoid (vulva-) 

karcinóma 

ATCC 

B16a amelanotikus egér 

melanóma 

Animal and Human Tumor Bank of National 

Cancer Institute (Frederick, MD, USA) 

KS-Imm Kaposi-szarkóma eredetű, 

endoteliális fenotípust 

mutató sejtvonal 

Albini A. ajándéka [176] 

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

HT168-M1, B16a; DMEM (Sigma), 10% FCS, 4500 mg/L glükóz: LX2, A431; Iscove’s MEM 

(Sigma), 10% FCS: PE/CA-PJ15 
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3.2 Sejtproliferációs vizsgálatok 

 A proliferációs vizsgálatok általános jellemzője volt, hogy 96-lyukú szövettenyésztő 

edénybe tettük ki a sejteket (az adott vizsgálatnak és tumorsejtnek megfelelően) FCS-t (Sigma) 

tartalmazó médiumban, majd 24 óra elteltével kezeltük azokat szérumos (5-10 % FCS, Se+), 

vagy szérummentes (Se-) közegben. Az inkubáció végén (48-72 óra) kolorimetrikus vizsgálatot 

(metil-tetrazólium – MTT, vagy szulforodamin B – SRB, Sigma) végeztünk [177]. Az MTT-

vizsgálatokban az inkubáció végén 20 µL 5 mg/ml 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-yl)-2,5-difenil-

tetrazólium-bromidot (Sigma) adtunk a sejtekhez 4 órán át 37 °C-on, majd a kialakult 

tetrazóliumkristályokat 100 µL DMSO/etanol (Sigma) 1:1 arányú keverékében feloldottuk. Az 

SRB detekciójakor a sejteket az inkubáció végén 10%-os triklór-ecetsavval fixáltuk (60 perc), 

majd 0,4% szulforamid-B-vel festettük 15 percig. A festék feleslegét többszöri mosással 1% 

ecetsavval távolítottuk el. Végül a fehérjékhez kötött festéket feloldottuk 10 mM Tris pufferben. 

A jelölés végén kapott színes lyukak abszorbanciáját 570 nm-en mikrotiterlemez-leolvasóval 

(550. modell, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) mértük 4-6 párhuzamos mintában. A kontrollok 

általában az oldószerrel kezelt sejtek voltak. 

 A heparinos vizsgálatokban RPMI-1640 + 5% FCS tápközegben voltak a HT168-M1 

humán melanómasejtek (2×103/well kiindulási sejtszámmal), és a kezeléshez 0,01–1 NE/ml 

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

Fragmin®, Pharmacia/Pfizer, Stockholm, Svédország) használtunk 72 órán át 37 ° C-on.  

 Az oligoszacharidos kísérletekben a HT168-M1 sejteket (5×103/well kiindulási 

sejtszám) szérummentes közegben kezeltük a különböző oligoszacharidokkal (10 μg/ml) 48 

órán keresztül. A hatásokat ezekben a kísérletekben is MTT-vel detektáltuk. 

 A hipoxia sejtproliferációra gyakorolt hatásának vizsgálatakor 1-5×103 volt a kiindulási 

sejtszám, és a 72 órás inkubációs periódust követően (1 vagy 5% O2) a sejtsűrűséget SRB-

festéssel határoztuk meg. A kontroll sejteket (amelyeket 72 órán át normoxiában (21% O2) 

tenyésztettünk) szintén megmértük és összehasonlítottuk. Az eredményeket a kontroll 

(normoxiában tartott) tenyészetekben kapott értékekhez viszonyított átlagos százalékban 

fejeztük ki. 

 Az rHuEPOα-kísérletekben lyukanként kétezer A431 és HT25 tumorsejtet 

szélesztettünk 5% szérumot tartalmazó közegben, majd 24 órával később humán rekombináns 

eritropoetin alfával (rHuEPOα, epoetinum α; Janssen-Cilag, Shaffhausen, Svájc) inkubáltuk 

különböző koncentrációkban (0,1-10 NE/ml) 72 órán át 200 µL szérumtartalmú vagy 

szérummentes közegben. A detektálást MTT-vel végeztük.  
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 Az 5-fluorouracil (5-FU, TEVA, Pharmachemie BV, Haarlem, Hollandia) és az 

rHuEPOα (Janssen-Cilag) kombinációk sejtproliferációra gyakorolt hatásának kimutatására az 

A431 tumorsejteket különböző dózisokban kezeltük 5-FU-val (0,2-20 µg/ml) és epoetinum α-

val (0,1-10 NE/ml) egyszerre. A hatások detektálásához MTT-tesztet alkalmaztunk. 

 A besugárzás sejtproliferációra gyakorolt hatásának kimutatására kétezer A431 sejtet 

szélesztettünk lyukanként a szövettenyésztő edényekbe, majd 24 órás inkubáció után egyetlen 

adaggal (1,85 Gy/perc, összesen 5 Gy) besugaraztuk egy terápiás röntgenforrással (THX-250, 

Medicor, Budapest, Magyarország) 200 kV, 15 mA, 0,5 mm-es Cu szűrővel. Az antiproliferatív 

hatást 48 óra múlva MTT-teszttel határoztuk meg.  

 Az rHuEPOα- és gemcitabinkezelés in vitro hatásának vizsgálata során a humán tüdő-

adenokarcinóma sejteket (H358, H1975 és H1650) 5×103 sejtszámmal raktuk ki a 96 lyukú 

sejttenyésztő edénybe 10% FBS-t (Sigma) tartalmazó RPMI-1640 tápfolyadékban. 24 órás 

inkubálás után a kezelőszereket 3% FBS-ben adtuk a sejtekhez a következő koncentrációkban: 

rHuEPOα 1 és 3 IU/ml, gemcitabin 1 és 10 µg/ml, illetve ezek kombinációja. A hatásokat SRB-

teszttel mértük. 

 

3.3 Klonogén túlélési vizsgálat 

 Az A431 daganatsejteket (1000/lyuk, körülbelül 100–200 túlélő kolónia előállítása a cél 

a besugárzás után) hatlyukú szövettenyésztő lemezekre szélesztettük szérumtartalmú DMEM-

ben, és különböző koncentrációkban (0,1-1-10 NE/ml) kezeltük rHuEPOα-val. 24 órás 

inkubáció után a sejteket besugaraztuk (5 Gy) az rHuEPOα-tartalmú tápközegben, és a 

lemezeket 2 hétig inkubáltuk (37°C). A hat párhuzamos lyukban kialakult telepeket metanolban 

fixáltuk, Giemsa-val (Chroma, Köngen, Németország) megfestettük és sztereomikroszkóppal 

megszámoltuk (MSZ5600, A. Krüss Optronic GmbH, Hamburg, Németország). 

 

3.4 Apoptotikus frakció kimutatása 

 Az rHuEPOα-val kezelt (48 óra) és a besugárzott tumorsejteket etanolban fixáltuk. Két 

órás propidium-jodid és RNáz-os inkubációs periódus után (CyStain PI Absolute T, Partec, 

Görlitz, Németország) a sejtek DNS-tartalmának mennyiségi meghatározását áramlási 

citometriával (CyFlow, Partec, Németország) végeztük. Az apoptotikus sejtek (szub-G1 

frakció) százalékos arányát a FlowMax szoftverrel határoztuk meg (Partec). 
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3.5 Melanómasejtek adhéziója extracelluláris mátrix (ECM) fehérjékhez in vitro 

  96-lyukú szövettenyészeti edényben a lyukakat 5 µg/lyuk mennyiségben ECM-

fehérjékkel borítottuk egy éjszakán át 4 ℃ hőmérsékleten: fibronektin, laminin (Sigma), 

Matrigel (Collaborative Research, Bedford, MA), kollagén I–III (patkány farkából izolált), 

fibrinogén (I. frakció a humán plazmából, Sigma), mindegyik 50 µl PBS-ben hígítva. 

 A HT168-M1 tumorsejteket előkezeltük 0,1– NE/ml UFH-val vagy LMWH-val 1 órán 

át 37 °C-on. A kezelés után a tumorsejteket hagytuk kitapadni a mátrixfehérjékhez 35–60 

percig, szérummentes közegben (SFM). A nem tapadó sejteket ezután lemostuk, a kitapadt 

sejtek arányát – összehasonlítva az összes lemezen használt kontroll, natív felszínű lyukakkal 

– SRB-festés után határoztuk meg. 

   

3.6 Melanómasejtek adhéziója endotélsejtekhez in vitro  

 Tizenkét-lyukú lemezt (ICN Biomedicals Inc., Aurora, OH, USA) befedtünk 

fibronektinnel (FN, 50 µg/ml, Sigma), PBS-ben hígítva 1 órán át 37° C-on. Emberi endotél-

eredetű sejteket (KS-Imm, 105/lyuk) 5% FCS-t tartalmazó RPMI táptalajban hagytuk 2 órán át 

37 ℃ hőmérsékleten kitapadni az FN-hez. A konfluens KS-Imm sejtekre heparinnal előkezelt 

(1 NE/ml UFH vagy LMWH) HT168-M1 humán melanómasejteket (104/lyuk) adheráltattunk 

Se- médiumban 60 percig, 37°C-on. A sejteket végül 4%-os paraformaldehiddel (PFA, Sigma) 

fixáltuk, majd 0,2% szaponinnal (Sigma) végzett permeabilizálás után a melanómasejtek 

kimutatására immunhisztokémiát végeztük, amihez monoklonális anti-gp100 (HMB45, 

DAKO, Glostrup, Dánia; 1:100 hígítás PBS-ben) és anti-MART-1 (M2-7 C10 hibridóma 

felülúszó; 1:10 PBS-ben) antitestek 1:1 arányú keverékét használtuk. A negatív kontroll 

lyukakat PBS-sel inkubáltuk a primer antitestek helyett. A kötött antitestek detektálásához 

biotinilált anti-egér IgG-t (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), sztreptavidin–

peroxidázt (DAKO) és 3-amino-9-etil-karbazolt (AEC, Shandon, Nottingham, Egyesült 

Királyság) alkalmaztunk. A lemezek háttérfestéséhez hematoxilint használtunk. A kitapadt 

melanómasejteket fénymikroszkóppal (200× nagyítás) számoltuk, és az adatokat statisztikailag 

4 párhuzamos mintában elemeztük. 
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3.7 Migráció és invázió in vitro vizsgálati módszerei 

3.7.1 Módosított Boyden-kamra vizsgálatok 

 A migrációs (kemotaxis) vizsgálatokat módosított Boyden-kamrákban (48-96-lyukú 

variánsok, Neuroprobe, Pleaston, CA) végeztük az Albini és munkatársai által leírt módon 

[178]. Ennek a lényege, hogy a tumorsejteket a kamra felső részébe tesszük (szérummentes, 

vagy maximum 3% FCS-t tartalmazó médiumban), ahonnét az alsóba migrálnak általában 

valamilyen kemoattraktáns irányába, miközben áthaladnak egy 10 µm vastag bevonat nélküli 

(migrációs vizsgálat), vagy valamilyen fehérjeréteggel bevont (inváziós vizsgálat) polivinil-

pirrolidon-mentes polikarbonát membránon (Neuroprobe Inc., Cabin John, MD, USA), 

amelynek pórusátmérője tumorsejtek esetében 8 µm (Neuroprobe). Az inkubációs idő 

változatos (20 perctől 24 óráig), a sejtek motilitási képességétől és a kísérletek céljától függően. 

A teszt végén a felső részből eltávolítjuk a nem migrált sejteket, az alsó részre kitapadt, a 

membránon átjutott sejteket lefixáljuk, megfestjük (általában toluidinkékkel) és mikroszkóp 

alatt leszámoljuk azokat. 

 A motilitás 3D modellezésekor a HT1080 humán fibroszarkómasejteket 2×105/ml 

koncentrációban, 50 µl-es térfogatban, 1% FCS-tartalmú tápközegben adtuk a felső kamrafélbe 

(48-lyukas kamra). Kemoattraktánsként az alsó kamrafelekben fibronektint (50 mg/ml Sigma), 

Matrigelt és kollagén I-et (100 mg/ml, Collaborative Research, Bedford, MA) használtunk, 

PBS-sel hígítva (27,5 µl/lyuk). A sejteket 20–45 percig inkubáltuk 37°C hőmérsékleten 5% 

szén-dioxid-atmoszférában a kamra összeszerelése után, hogy elegendő számú sejt legyen a 

pórusokon belül, vagy csak épp elérjék a membrán alsó felületét a kísérlet befejezésekor. A 

kontrollként használt LX2 immortalizált humán májsejteket 90 percig hagytuk migrálni, 

fibronektint (50 mg/ml, Sigma) használva kemoattraktánsként. 

 A heparinok vizsgálatakor a migrációs és az inváziós vizsgálatokat 96-lyukú CXF8 

lemezen hajtottuk végre. A membránokat egy éjszakán át 4°C hőmérsékleten PBS-sel 

(migrációs assay) vagy Matrigellel (Sigma, 50 µg/ml, inváziós teszt) borítottuk. A CFX8 lemez 

alsó kamrájába 30 µl 10% FCS-sel (mint kemoattraktáns) kiegészített RPMI-t tettünk. A 

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

sejteket ezután RPMI-ben szuszpendáltuk, és 20 µl sejtszuszpenziót adtunk a membrán felső 

részére (2×104/lyuk). 4-6 órán át hagytuk migrálni a sejteket 37°C-on. Inkubálás után a felső 

kamrában levő sejteket eltávolítottuk, a szűrőhöz az alsó felén kitapadt, átmigrált sejteket 

metanolban fixáltuk 5 percig, majd 1% toluidinkékkel festettük újabb 5 percen át. A migrált 
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tumorsejtek számát (6 párhuzamos mintában) fénymikroszkóppal mindegyik lyukhoz három 

különálló mezőben megszámoltuk 400× nagyítással, és statisztikailag elemeztük. 

 Az oligoszacharidok vizsgálatakor annyi módosítást végeztünk, hogy a sejteket 106 

sejt/ml koncentrációban, 0,1% szarvasmarha-szérumalbumint (BSA) tartalmazó médiumban 

adtuk a kamrába LMWH vagy oligoszacharidok jelenlétében, vagy hiányában, és 

kemoattraktánsként 30 μl fibronektinnel (100 μg ml, Sigma) töltöttük fel az alsó kamrarészt. A 

CD44 variáns exonjait szelektíven felismerő antitesteket 20 μg/ml koncentrációban 

alkalmaztuk. A sejteket 6 órán át hagytuk vándorolni 37°C-on. Az inváziós vizsgálathoz 

ugyanezt a módszert alkalmaztuk, de a membránszűrőt korábban ECM-EHS Matrigellel (1 

mg/ml, Sigma) fedtük be. 

 A hipoxia sejtmotilitásra gyakorolt hatásának vizsgálatakor a 48-lyukú módosított 

Boyden-kamrát betettük egy hipoxiás kamrába (1 és 5% O2-koncentráció mellett, lásd alább). 

A sejteket (2×104/lyuk) 4 órán át (HT168-M1, HT1080), vagy 20 órán át (HT25, HT29, PE/CA-

PJ15, H1975) hagytuk migrálni, fibronektint használva kemoattraktánsként. Az egyes 

tenyésztési körülményekre vonatkozó eredményeket hat egyedi lyuk átlag ± SD értékeként 

fejeztük ki. 

3.7.2 “Time-lapse” videomikroszkópia 

 Amennyiben a mozgás időbeni dinamikájáról is szeretnénk információt, ahhoz a statikus 

végeredményt adó Boyden-kamra nem megfelelő. Ehhez olyan videomikroszkópiát 

alkalmaztunk, ahol a mozgást időben “folyamatosan” nyomon lehetett követni. A kísérletek 

során bizonyos időközönként (0,5-5 perc) sorozatfelvételeket készítettünk ugyanarról a 

területről (vagy ugyanarról a sejtről), majd egy szoftveres rekonstrukcióval folyamatos 

mozgóképpé alakítottuk a felvételeket. 

 A HT1080 humán fibroszarkómasejtek esetében 6-lyukú szövettenyésztő edényben 

(Greiner, Németország) 105 sejt/lyuk koncentrációban, szérum jelenlétében (10% FCS az RPMI 

1640 médiumban) szélesztettük a sejteket 50–100 µg/ml Matrigellel (Collaborative Research) 

bevont fedőlemezekre. A tumorsejteket hagytuk kitapadni és kiterülni 30–60 percig, miután a 

sejtek gyors mozgást mutattak 1–2 órán keresztül. A kiterülés után a fedőlemezek felületének 

egy részét “gumirendőrrel” megtisztítottuk, és egy gyémánt ceruzával azonosító jelet 

helyeztünk a tiszta felületre közel a sejtek frontjához. Ezután a sejteket egy fordított állású, 

fűtött asztallal rendelkező mikroszkópban vizsgáltuk (Axiovert 35, Zeiss, Németország) ahol a 

mozgó sejtek későbbi azonosításához fotót készítettünk a vizsgált területről. A kísérlet végén a 
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sejteket azonnal fixáltuk 4%-os paraformaldehidben és a fedőlemezen mozgó sejteket (amelyek 

közül a ténylegesen mozgók aránya általában 5% körüli volt) a fixálás után immunfluoreszcens 

technikákkal jelöltük. Meghatároztuk a foszfotirozin, a vinkulin, a talin, a fokális adhéziós 

kináz, az α6-integrin, a miozin és az aktin eloszlását a jellegzetes félkör alakot felvett mozgó 

sejtekben.  

 A HT1080 sejtek átlagos sebességének meghatározásához a fedőlemezeket melegíthető 

asztallal kiegészített (MP10DM, Kitazato, Japán) konfokális mikroszkóp alá helyeztük (MRC 

1024, Bio-Rad, Hercules, CA), ahol a fáziskontraszt képeket ezután 30–60 másodpercenként 

készítettük 20×-os objektívvel. Meghatározzuk az egyes sejtek sejtmagjának nettó 

elmozdulását (n=31). Ugyanezt a konfokális mikroszkópos rendszert alkalmaztuk a GFP-

vinkulin-transzfektált sejtek adhéziói dinamikájának meghatározására is. A képeket 30 

másodpercenként készítettük 100×-os objektívvel. Az adhéziók elmozdulásának időbeli 

dinamikáját bemutató képet (a megfigyelési időszak alatt készített összes kép egyesített képe) 

a Bio-Rad Lasersharp Processing szoftverrel készítettük. 

 A hipoxiás kísérletekben a videomikroszkópos méréseket egy korábban leírt eszköz és 

technika segítségével végeztük [179, 180]. A tumorsejteket 24-lyukú szövettenyésztő edény 

(Sarstedt, Nümbrecht, Németország) 8 belső lyukába tettük a sejteknek megfelelő, 10% FBS-t 

tartalmazó (Sigma) médiumba. Másnap a médiumot szén-dioxid-független táptalajra cseréltük 

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

kiegészítve. A belső lyukakból történő párolgás csökkentése érdekében a külső lyukakat is 

feltöltöttük médiummal. A sejteket egy egyedi tervezésű inkubátorban tartottuk, fordított 

fáziskontraszt-mikroszkóp körül (World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA) 37°C-on. 

Három, nem átfedő mikroszkópos nézetű területről képeket készítettünk 5 percenként, egy 

nappal az oxigéntenzió megváltoztatása előtt (21% O2) és 3 napig utána (hipoxia, 1 és 5% O2). 

A migrációs aktivitás meghatározásához a fáziskontraszt-mikroszkópos képeket külön-külön 

elemeztük egy egyedi sejtkövető szoftver segítségével, amely lehetővé teszi az egyes sejtek 

kézi jelölését. A migrált távolság paramétert az egymást követő 4 napban úgy határoztuk meg, 

hogy a sejtek elmozdulását átlagoltuk minden egyes 24 órás intervallumban, az egyes 

sejtvonalakon két független kísérletben és 3 mikroszkopikus mezőben. Az eredményeket a 

sejtek relatív vándorlásában fejeztük ki a 72-96 órás időszakban (hipoxia harmadik napja) az 

első 24 órában megfigyelthez viszonyítva (normoxia). 
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3.8 Immunhisztokémiai, immuncitokémiai vizsgálatok 

3.8.1 A citoszkeletális elemek kimutatása a sejtmozgás vizsgálataiban 

 A 2D-rendszerben mozgó HT1080 humán fibroszarkóma sejteket 4%-os 

paraformaldehidben fixáltuk 10 percig, majd 0,2% Triton X-100-zal permeabilizáltuk 5 percig. 

A vinkulint anti-vinkulin (VIN-11-5 klón, Sigma) primer antitesttel jelöltük. Az aktin festésére 

alkalmas rodamin-falloidint a Molecular Probes (Eugene, OR, USA) cégtől szereztük be. A 

sejteket az antitestekkel 60 percig inkubáltuk, majd biotinilezett szekunder antitesttel 30 percig, 

ezután sztreptavidin-DTAF-fel (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, USA) újabb 30 

percig. 

 A 3D vizsgálatokban a migráció után a sejteket a Boyden-kamra membránjával együtt 

4%-os paraformaldehidben fixáltuk 10 percig, és permeabilizáltuk 0,2% Triton X-100-zal 5 

percig. A 3% BSA-val történő blokkolást követően a szűrőket anti-vinkulin (egér, VIN-11-5 

klón, Sigma, 1:20) és anti-vimentin (egér, 3B4 klón, DakoCytomation, 1:100) antitestekkel 

inkubáltuk 60 percig. Mosás után a membránokat biotinilezett szekunder antitestekkel (anti-

egér Ig-k, 1:100, Vector Laboratories) és sztreptavidin-fluoreszceinnel (Vector Laboratories, 

1:100) inkubáltuk, mindegyikkel 45 percig. Az antitesteket 1% BSA/PBS oldatban hígítottuk. 

Az aktin jelölését tetrametil-rodamin (TRITC)-falloidin (1:500, 30 perc, Sigma) alkalmazásával 

végeztük. A sejteket ezután konfokális lézer-szkenning mikroszkóp alatt (MRC 1024, BIO-

RAD; NIKON Eclipse E6000, Nikon Optoteam, Bécs, Ausztria) vizsgáltuk. 

3.8.2 A proliferációs index mérése  

 A tumort hordozó állatokba a terminálás előtt 5-bróm-2’-dezoxiuridint (BrdU, 200 

mg/kg; Sigma) injektáltunk intravénásan. Egy órás inkubálás után a frissen archivált 

daganatokból 5-7 µm vastag fagyasztott metszeteket készítettünk, majd a BrdU-pozitív 

(proliferáló) sejteket anti-BrdU monoklonális ellenanyaggal (Becton Dickinson Bioscience, 

San Jose, CA, USA) és TRITC-konjugált anti-egér IgG-vel (1:100, Sigma) tettük láthatóvá. A 

tumorsejtek és az endoteliális sejtek megkülönböztetése érdekében az ereket patkány anti-egér 

CD31 antitesttel (1:20, Becton Dickinson Bioscience), majd biotinált anti-patkány IgG-vel és 

sztreptavidin-FITC-cel (Vector Laboratories) festettük, és a sejtmagokat Hoechst 33342 

festékkel (Molecular Probes) jelöltük. A tumorsejtek és az egér endoteliális sejtek jelölési 

indexét a tumorasszociált erekben öt különböző daganat 10 független területén határoztuk meg. 
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3.8.3 A daganatasszociált erek morfometriai vizsgálata 

 Szubkután növekvő A431 daganatokat frissen gyűjtöttünk (a daganatok beoltása után a 

7., 10., 14., 17., 21. és 24. napon), majd 5–7 µm vastag fagyasztott metszeteket használtunk az 

immunhisztokémiai vizsgálatokhoz. A metszeteket monoklonális patkány anti-egér CD31 

antitesttel (1:20, Becton Dickinson) inkubáltuk, majd biotinilezett anti-patkány IgG-vel és 

sztreptavidin-FITC-cel (Vector Laboratories). A magokat propidium-jodiddal (Sigma) jelöltük. 

Metszetenként öt 300×400 μm méretű, élő daganatsejteket tartalmazó felületet fényképeztünk 

és analizáltunk konfokális mikroszkóppal (MRC 1024, Bio-Rad) és számítógépes 

morfometriával (CUE2 szoftver, Olympus Vanox, Tokió, Japán). Csoportonként öt tumorban 

meghatároztuk az átlagos Feret-átmérőt (amelyet két pont közötti lehető legnagyobb 

távolságként határoznak meg az érdeklődésre számot tartó régió határa mentén, és a szoftver az 

egyes erek mérésének átlagolásával számolja 0°, 45°, 90° a 135°-os vetületekben), az erek 

kerületét és a sűrűséget. A CD31+/propidium-jodid+ endoteliális sejtek számát 100 µm 

érkerületre számolva határoztuk meg az egyes daganatok öt különböző területén. Az érfal 

pericitáit immunhisztokémiai jelöléssel azonosítottuk anti-simaizomaktin ellenanyaggal 

(DakoCytomation), és anti-egér TRITC-cel (Sigma). 

3.8.4 A tumorszövet funkcionális képalkotása Hoechst 33342 festék és doxorubicin 

felhasználásával 

 Egy mg/ml Hoechst 33342 festéket (Molecular Probes, kék) vagy 2 mg/ml doxorubicint 

(Adriablastina PFS, Pharmacia Italia, SpA, Olaszország, piros) 0,2 ml térfogatban oltottunk be 

rHuEPOα-val kezelt és kontroll állatokba intravénásan a tumoroltás utáni 21. napon. 15 perces 

inkubálás után a daganatokat eltávolítottuk, és 5-7 μm vastag fagyasztott metszeteket 

készítettünk, amiket vagy azonna3l, vagy Hoechst 33342-vel végzett magfestés után 

fluoreszcens mikroszkóppal (Eclipse E6000, Nikon Optoteam, Bécs, Ausztria) vizsgáltuk. Tíz 

festett területet elemeztünk morfometrikus szoftverrel (ImageTool, University of Texas, San 

Antonio, TX, USA), hogy meghatározzuk a perfundált területet az élő tumorszövetben.  

3.8.5 Az EPC-k azonosítása konfokális mikroszkóppal humán NSCLC mintákban  

 Az immunfluoreszcens jelöléseket frissen fagyasztott NSCLC-mintákon végeztük. A 10 

µm-es metszeteket -20°C-os metanolban fixáltuk 10 percig. PBS-mosás után a következő 

primer antitesteket használtuk: nyúl poliklonális anti-humán CD31 (1:100; Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), FITC-konjugált anti-humán CD34 (1:50; BD 

Biosciences), egér anti-humán VEGFR2 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) és biotinnel 
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konjugált anti-humán CD133 (1:50; Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Németország). 

Negatív kontrollként normál egér- és nyúl-IgG-ket (Sigma) használtunk ugyanolyan 

koncentrációban, mint a tesztantitesteket. PBS-ben történő mosás után a metszeteket 

egyidejűleg inkubáltuk a megfelelő szekunder antitestekkel, vagy sztreptavidin-

konjugátumokkal (FITC-konjugált kecske anti-nyúl IgG, rodaminnal konjugált kecske anti-

egér IgG, sztreptavidin-konjugált rodamin és sztreptavidin-konjugált Cy5; 1:100; mindegyik; 

Jackson ImmunoResearch) TOTO-3 (1: 1000; Molecular Probes) magfestéssel vagy anélkül. A 

morfometriás elemzést úgy végeztük, hogy a CD133+ és a VEGFR2+/CD133+ kettős pozitív 

sejtek számát megszámoltuk tíz véletlenszerűen kiválasztott 1 mm2-es mezőben. A metszeteket 

Nikon Eclipse 80i mikroszkóppal vizsgáltuk, és a digitális képeket SPOT digitális 

fényképezőgép (Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI, USA) vagy a Bio-Rad MRC-

1024 konfokális mikroszkóppal (Bio-Rad) készítettük. 

 

3.9 HT1080 sejtek transzfekciója GFP-vinkulinnal 

A HT1080 sejteket (106) GFP-vinkulin fúziós gént kifejező plazmiddal transzfektáltuk, amit 

Dr. Benjamin Geigertől (Weizmann Tudományos Intézet, Rehovot, Izrael) kaptunk. A 

transzfekciót FuGENE 6 transzfekciós reagens (Roche Diagnostic, Mannheim, Németország) 

felhasználásával végeztük a gyártó útmutatásait követve. A transzfektált sejtek aránya 

maximálisan 20% volt, és a tenyészeteket 3 napig használtuk migrációs tesztekre. A 

transzfekció negatívan befolyásolta a mozgás aktivitását: mind a mozgó sejtek arányát (~1%), 

mind a sebességet csökkentették. 

 

3.10 Elektronmikroszkópos vizsgálatok 

A Boyden-kamrás migrációs teszt befejezése után a membránt eltávolítottuk, CSK-

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

extraháltuk 1% CSK-oldattal ami Triton X-100-at, 4% PEG-et és TRITC-falloidint tartalmazott 

(1:100-as hígításban). Ezt követően a miozin S1 (HMM) dekorációt TRIS-KCl oldattal 

végeztük, amely 1 mg/ml HMM-et tartalmazott (30 perc). Köszönettel tartozom Dr. Hegyi 

Györgynek (ELTE Biokémia Tanszék), aki a miozin S1 fragmenst rendelkezésünkre bocsátotta. 

A mintákat 30 percig 2,5% glutáraldehidet és 0,2% tannint tartalmazó PBS-ben fixáltuk, majd 

1 órán át 2% OsO4-be (PBS-ben) merítettük. A mintákat felszálló alkoholsorban dehidratáltuk 

(50%, 75% [2% uranil-acetátot tartalmaz], 90%, 100%, majd 30 perc 1:1 arányú alkohol-gyanta 

keverék), végül Spurr keverékben inkubáltuk 60°C-on 24 órán keresztül. Az ultravékony 
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metszeteket Ni-gridre úsztatva ólom-citráttal kontrasztoztuk, majd elektronmikroszkóppal 

(Philips CM10) vizsgáltuk. 

 

3.11 Oligoszacharid heparinszármazékok 

A 4-22 monoszacharid egységből álló oligoszacharidláncokat (dp4–dp22) John T. 

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

szintézisük menetét korábban a csoport publikálta [181]. Röviden: a heparin-

oligoszacharidokat méret szerinti szétválasztás után depolimerizálták, majd a láncok 

diszacharidkomponenseit anioncserélő folyadékkromatográfiával azonosították (7. táblázat). 

Vizsgálatainkban kontrollként kis molekulasúlyú dalteparint (LMWH, Pharmacia/Pfizer) 

használtunk. 

7. táblázat. A humán melanóma-sejtvonalakkal folytatott kísérletekben felhasznált 

oligoszacharid heparinszármazékok 

Oligoszacharid lánchossz 

 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 

Az oligoszacharidok diszacharid összetevői (%) 

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 szulfatáltsága (%) 

N-szulfatáltság 98,1 96,5 94,9 97,2 94,3 92,7 88,7 92,0 92,0 92,0 

2-O-szulfatáltság 90,4 85,5 85,5 86,7 83,7 77,5 75,0 77,0 76,0 75,0 

6-O-szulfatáltság 89,2 89,0 87,3 88,8 86,9 81,6 79,1 82,0 82,0 82,0 

Sorok: azonosított diszacharid-komponensek; oszlopok: a kísérletesen felhasznált 

oligoszacharidok lánchossza (dp4-dp22). IdoA, iduronsav; GlcNAc, N-acetil-glükózamin; 

GlcNS, N-szulfatált glükózamin; 6S, 6-O-szulfát; 2S, 2-O-szulfát 
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3.12 Proteinfoszfatáz-aktivitás vizsgálata 

 A protein-foszfatáz 1c (PP1c) katalitikus alegységét nyúl vázizmokból állították elő, a 

protein-foszfatáz 2A katalitikus alegységét (PP2Ac) heparin-szefaróz kromatográfiával 

választották el [182]. A foszfatázaktivitást 30ºC-on 2 μM 32P-jelölt miozin könnyűláncon 

vizsgáltuk (32P-MLC20), melyet pulyka zúzógyomorból állítottak elő. A különböző 

heparinszármazékokkal 10 μg/ml koncentrációban inkubáltuk a foszfatáz enzimet 5 percig, 

majd a reakciót szubsztrát hozzáadásával indítottuk el. 10 perces inkubálás után a reakciót 200 

μl 100% TCA és 200 μl 6 mg/ml BSA hozzáadásával állítottuk le. A kicsapódott fehérjéket 

centrifugálással összegyűjtöttük, és a felszabadult 32P izotópot szcintillációs számlálóval 

(Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) határoztuk meg a felülúszóból. A foszfatázaktivitást a 

kezeletlen kontrollokban 100% -nak tekintettük. 

 

3.13 Hipoxiás kultúrák 

 A csökkentett oxigéntartalmú közeget egy hipoxiás kamrában (Billups-Rothenberg, San 

Diego, CA, USA) hoztuk létre in vitro, amiben 5% CO2, 90% vagy 94% N2 és 1% vagy 5% O2 

gázkeveréket használtunk. A hipoxiakamrában a sejteket 37°C-on inkubáltuk 72 órán át. Az 

inkubáció után molekuláris biológiai vizsgálatokat (mRNS-izolálás, kvantitatív RT-PCR), 

Western-blot analízist, enzimaktivitási teszteket, valamint Boyden-kamrás migrációs 

vizsgálatokat végeztünk. 

 

3.14 A HIF-1α csendesítése 

 A HIF-1α expressziójának csendesítéséhez HT168-M1 és HT29 sejtvonalakban shRNS-

t (Gene ID 3091) használtunk MegaTran1.0 transzfekciós reagenssel (OriGene, Rockville, MD, 

USA). A transzfekciót a gyártó utasításai szerint hajtottuk végre. A transzfekció után 

puromicint használtunk a szelekciós folyamatban.  

 

3.15 Valós idejű RT-PCR vizsgálatok 

3.15.1 RNS-extrakció  

 A teljes RNS-t TRIzol reagenssel (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) 

izoláltuk a gyártó protokollja szerint. Az RNS tisztaságát és koncentrációját 

spektrofotométerrel határoztuk meg 260 nm hullámhosszon (NanoDrop, Wilmington, DE, 

USA). 

               tovari.jozsef_19_22



49 

 

3.15.2 HIF-1α és kis G-fehérjék expressziójának meghatározása tumorsejtekből 

 Az RNS átírását nagy kapacitású cDNS reverz transzkripciós kittel végeztük 

(Invitrogen, Life Technologies) a gyártó utasításai szerint. A reverz transzkripció után a cDNS-

mintákat -70°C-on tároltuk a további feldolgozásig. A kvantitatív valós idejű PCR reakciókat 

iCycler iQ (Bio-Rad) gépben végeztük. A kvantitatív PCR-hez a reakcióelegyet úgy készítettük, 

hogy mindegyik mintához 10 µl 2× TaqMan master mixet, 1 µl primereket (Invitrogen, Life 

Technologies) és 7 µl DEPC vizet adtunk. A primerek a következők voltak: humán HIF-1α 

(Hs00936366_m1), Rac1 (Hs01902432_s1), Cdc42 (Hs00741586_mH), RhoA 

(Hs00236938_m1), β-aktin (FAM/MGB 4333762, mint endogén kontroll). A reakcióelegyet 

(18 µl/lyuk) 96 lyukú lemezen (Bio-Rad) osztottuk el, és mindegyik lyukhoz hozzáadtunk 2 µl 

cDNS-mintát (300 ng). A PCR reakciót három párhuzamosban hajtottuk végre a gyártó ajánlása 

szerint, azonos hőprofillal. A relatív mRNS-expresszió meghatározása a PCR reakciót jellemző 

(Ct) küszöbértékek felhasználásával történt. 

3.15.3 A HIF-1α RNS izolálása, reverz transzkripciója és expressziója valós idejű 

PCR-rel  

 Teljes RNS-t izoláltuk, és a cDNS-t a gyártó utasításainak megfelelően állítottuk elő 

(Invitrogen). Minden 25 μl-es reakcióelegy 12,5 μl 2× iQ SYBR Green Supermix-et (Bio-Rad), 

0,5–0,5 μl HIF-1α primereket (AAC-TTC-TGG-ATG-CTG-GTG-ATT és TGTTCA-TAG-

TTC-TTC-CTC-GGC; végső koncentrációja 200 nM), és 11,5 μl hígított cDNS-t tartalmazott. 

A ciklus körülményei: 3 perc iTaq™ DNS-polimeráz aktiváció 95°C-on, 40 ciklus 95°C-on 30 

másodpercig, 55°C-on 30 másodpercig és 72°C-on 1 percig. A kiindulási mennyiségeket a 

K562 humán leukémiasejtekből származó kontroll cDNS standard ötszörös hígítási sorozatai 

(1×–625×) alapján határoztuk meg. A HIF-1α relatív expresszióját úgy határoztuk meg, hogy a 

kiindulási mennyiségeket a β-aktinra normalizáltuk (primerek: GTG-GGG-CGC-CCC-AGG-

CAC-CA és CTC-CTTAAT-GTC-ACG-CAC-GAT-TTC) ugyanazon cDNS-mintából. A 2%-

os agaróz gélen elválasztott PCR-termékeket újra elkülönítettük a gélből (High Pure PCR 

Product Purification Kit, Roche, Mannheim, Németország). A DNS-szekvenciák 

meghatározását Big Dye Terminatorral végeztük az Applied Biosystems 3130 Genetic 

Analyzer készüléken (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 
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3.15.4 A humán eritropoetinreceptor és a vaszkuláris endoteliális növekedési faktor 

expressziójának meghatározása tumorxenograftokban 

 Az eritropoetinreceptor valós idejű PCR-jéhez teljes RNS-t izoláltunk in vitro növekvő 

sejtvonalakból TRI reagens (Sigma) alkalmazásával a gyártó utasításai szerint. A lehetséges 

DNS-szennyeződés kiküszöbölésére TURBO kitet használtunk (Ambion, Austin, TX, USA). A 

vaszkuláris endoteliális növekedési faktor (VEGFA) expresszióját a kezelt és a kontroll állatok 

tumormintáiból izolált RNS-ből határoztuk meg, amihez NucleoSpin RNAII készlettel 

(Macherey-Nagel, Düren, Németország) izoláltuk az RNS-t.  

 A reverz transzkripcióhoz 1 µl 10 mmol/l koncentrációjú dezoxinukleotid-trifoszfát 

keveréket (Finnzyme, Espoo, Finnország) és 1 µl random primer oligo(dT) kombinációt adtunk, 

hogy a végkoncentráció 2,5 μmol/l legyen, és mindkét esetben 2 µg-ot használtunk a tisztított 

teljes RNS-ből. 70℃  hőmérsékleten 10 percen át végzett inkubálás után 2 µl 10× M-MLV 

reverz transzkriptáz puffert (Finnzyme), 1 µl M-MLV reverz transzkriptázt (200 

egység/reakció, Finnzyme), 0,5 µL RNáz-inhibitort (40 egység/µl, Promega, Madison, WI, 

USA) és 6,5 µl dietil-pirokarbonáttal kezelt vizet mértünk össze, hogy a végtérfogat 20 μl 

legyen, majd 37°C-on 50 percig és 85°C-on 10 percig inkubáltuk. A reverz transzkripció 

megtörténtét PCR-rel ellenőriztük a -aktin háztartási gén primereinek használatával. 

Ugyanazon minta RNS-ét használtuk negatív kontrollként a DNS-szennyeződés kimutatására, 

dietil-pirokarbonáttal kezelt vizet pedig mintamentes kontrollként. 

 A kvantitatív PCR-mérésekhez mindegyik 25 µl térfogatú reakcióelegy 12,5 µl 2× iQ 

SYBR Green Supermix-et (Bio-Rad), és 0,5–0,5 µl-t tartalmazott minden egyes primerből, 200 

nmol/l végkoncentrációban, valamint 11,5 µl kihígított cDNS-t. A PCR-kondíciók a 

következők: 3 perc iTaq DNS-polimeráz-aktiváció 95°C-on, majd 40 ciklus 95°C-on 30 

másodpercig, 60°C (eritropoetin) vagy 64°C (VEGF) 30 másodpercig, 72°C 1 percig. A 

kiindulási mennyiségeket a kontroll cDNS-sel elvégzett standard ötszörös hígítási sorozat (1×-

625×) alapján határoztuk meg. A VEGF-vizsgálat során a kontrollok a következők voltak: A431 

az emberi eritropoetinreceptorhoz, egér B16a az egérspecifikus primerekhez, valamint humán 

Kaposi-szarkóma (KS-Imm) sejtvonalak a humánspecifikus primerekhez. A humán 

eritropoetinreceptor (primerek: TCT GGC ATC TCA ACT GAC TAC A és CCA TCC CTG 

TTC CAT AAG TCT TG) és a VEGF (humánspecifikus primerek: CTT GCC TTG CTG TC 

TAC CT és TGA TGT TGG ACT CCT CAG TGG, egérspecifikus primerek: CTA CTG CCG 

TCC GAT TGA GA és CAT CTG CTG TGC TGT AGG AAG) relatív expresszióját úgy 

határoztuk meg, hogy a kiindulási mennyiségeket normalizáltuk ugyanazon cDNS-minta β-
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aktin háztartási génjére. -aktin primerek az emberi eritropoetinreceptor meghatározására: 

GTG GGG CGC CCC AGG CAC CA és CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT TTC, valamint 

VEGF meghatározásokhoz: AGA CAA CAT TGG CAT GGC TT és AAT GAA GTA TTA 

AGG CGG AAG ATT). A VEGF-primerek fajspecifitását a humán minta – egér primer és az 

egér minta – humán primer kombinációk reakcióinak elvégzésével bizonyítottuk. A valós idejű 

PCR-eket Bio-Rad MyiQ egyszínű valós idejű PCR-detektáló rendszerrel mértük. 

 

3.15.5 Az EPOR expressziójának meghatározása NSCLC sejtekben és 

betegmintákban 

A mintáinkból Trizol reagenssel (Invitrogen) izoláltuk az összes RNS-t, RNase-free 

DNase kitet használva (Ambion) a gyártó leírásának megfelelően. Minden minta esetében 12,5 

μl RNS-ből reverz transzkripcióval cDNS-t készítettünk az alábbi reakcióeleggyel: dezoxi-NTP 

(0,5 mM), oligo-dT és random primer keveréke (3 μM végkoncentráció, Applied Biosystems), 

RNasin ribonukleáz-inhibitor (20 U/reakció; Promega, Madison, WI, USA), reverz 

transzkripciós puffer (500 mM Tris-HCl, pH 8,3, 500 mM KCl, 30 mM MgCl2 és 50 mM 

ditiotreitol), M-MLV reverz transzkriptáz (200 U/reakció; Sigma) és DEPC-kezelt víz. Az 

átírás eredményét és az RNS-minták tisztaságát β-aktin amplifikálásával ellenőriztük 

(primerek: GTG GGG CGC CCC AGG CAC CA és CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT 

TTC). 

 A cDNS-minták qRT-PCR-analíziséhez Applied Biosystems 7500 Real-time PCR 

System készüléket használtunk. TaqMan EPOR (Hs000181092_m1), β-aktin 

(Hs03023880_g1), valamint GAPDH (Hs02786624_g1) génexpressziós esszét végeztünk 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) TaqMan Universal PCR Master mixben a 

következő paraméterekkel: 50ºC (2 perc), 40 ciklusban 95°C (10 mp), 60ºC (1 perc) és 72ºC (1 

perc). A kiindulási mRNS relatív mennyiségét egy ismert koncentrációjú DNS-minta hígítási 

sorához viszonyítva állapítottuk meg és normalizáltuk a saját β-aktin-, illetve a sejtvonalak 

esetében GAPDH-expressziójához. A tumorszövet EPOR-expresszióját egy következő 

lépésben normalizáltuk az ugyanazon beteghez tartozó normális endobronchiális szövet EPOR-

expressziójával (tumor/normál, T/N). 
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3.15.6 Az EPC-markerek szintjének mérése kvantitatív valós idejű RT-PCR 

segítségével 

 NSCLC-s betegek perifériás vérét 10 percig inkubáltuk vörösvérsejt-lizáló pufferrel 

(Sigma, München, Németország), és 20 másodpercig teljes sebességgel centrifugáltuk egy 

mikrocentrifugában. A teljes RNS-t Qiagen RNeasy Mini kit segítségével extraháltuk, és a 

gyártó protokollja szerint RNáz-mentes DNáz-készlettel emésztettük. Mindegyik mintából 3 μg 

teljes RNS-t írtunk át cDNS-re dezoxinukleotid-trifoszfátokkal (mindegyik 0,5 mmol/l), 

véletlenszerű primer és oligo dT keverékével (végső koncentráció: 3 µmol/l), RNasin RNáz-

inhibitorral (Promega, Madison, WI, 20 egység/reakció) reverz transzkriptáz pufferben MMLV 

reverz transzkriptáz (Sigma; 200 egység/reakció) segítségével. A mintákat (30 µl) 50 percig 

inkubáltuk 37°C-on, majd 85°C-on 10 percig. A következő primerszekvenciákat használtuk 

[183]: AC133: TGGATGCAGAACTTGACAACGT és 

ATACCTGCTACGACAGTCGTGGT; VEGFR2: CACCACTCAAACGCTGACATGTA és 

GCTCGTTGGCGCACTCTT; VE-kadherin: TTTCCAGCAGCCTTTCTACCA és 

GGAAGAACTGGCCCTTGTCA; CD34: TTGACAACAACGGTACTGCTAC és 

TGGTGAACACTGTGCTGATTAC. A valós idejű PCR-analízist úgy standardizáltuk, hogy a 

kérdéses géneket a β-aktin háztartási génnel együttesen amplifikáltuk (primerek, 

TCTGGCACCACACCTTCTAC és CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC). A valós idejű 

PCR reakciót iCycler iQ-n (Bio-Rad) szokásos körülmények között végeztük: a primerek 200 

nmol/l, iQ SYBR Green Supermix és 2 µl cDNS. Negatív kontrollként vizet használtunk 

minden egyes primerpárhoz. A ciklusparaméterek a következők voltak: 95℃ (3 perc), 50 ciklus 

95℃ (30 másodperc), 64℃ (30 másodperc) és 72℃ (1 perc). A mintában levő génexpresszió 

kiindulási mennyiségét az ismert koncentrációjú templát DNS hígítási sorozatából előállított és 

a saját β-aktin expressziójára normalizált standard görbe összehasonlításával határoztuk meg. 

 

3.16 Áramlási citometriás mérések 

3.16.1 Eritropoetinreceptorok kimutatása tumorsejteken 

 A tumorsejteket EDTA-val (Sigma) leválasztottuk, szérummentes RPMI-vel mostuk és 

metanollal 20 percig fixáltuk. A fixálás után a nem specifikus kötőhelyeket 3% szarvasmarha-

szérumalbumin/PBS-sel (Sigma) blokkoltuk 30 percig, majd a sejteket anti-humán 

eritropoetinreceptor monoklonális antitesttel (1:20 PBS-ben, R&D Systems, Minneapolis, MN, 

USA), vagy kontroll egér IgG2b antitesttel inkubáltuk (Sigma). A megkötött primer 

ellenanyagot R-fikoeritrinnel konjugált kecske anti-egér immunglobulinnal (1:10 PBS-ben, 

               tovari.jozsef_19_22



53 

 

DakoCytomation) detektáltuk. A jelölt sejtek fluoreszcenciáját CyFlow flow citométerrel 

(Partec, Münster, Németország) mértük és meghatároztuk a pozitív sejtek százalékos arányát. 

3.16.2 Az EPC-k meghatározása NSCLC-betegek perifériás vérében 

 A keringő endoteliális progenitorsejteket NSCLC-s betegek 90 μl perifériás véréből 

határoztuk meg, amelyet 30 percig inkubáltunk 4℃-on PE-Cy5-konjugált anti-humán CD34 

(BD Biosciences) és PE-konjugált anti-humán VEGFR2 (R&D Systems) antitestekkel, vagy 

biotinnel konjugált anti-humán CD133 (Miltenyi Biotec) és PE-konjugált anti-humán 

VEGFR2-vel (R&D Systems). A biotinnel konjugált anti-CD133-at sztreptavidin-PE-Cy5 (BD 

Biosciences) alkalmazásával tettük mérhetővé. Minden festési eljáráshoz megfelelő fluorkróm-

konjugált izotípuskontrollokat használtunk. A mérések után (CyFlow SL flow citométer, 

Partec, Munster, Németország) a CD34+/VEGFR2+ és a CD133+/VEGFR2+ sejtek számát a 

FlowMax szoftver (Partec) segítségével határoztuk meg és 1 ml vértérfogatra eső sejtszámban 

fejeztük ki. 

 

3.17 Az aktív RhoA meghatározása  

 A RhoA aktív, GTP-hez kötött formáját a gyártó utasításai szerint G-LISA kittel 

(Cytoskeleton, Denver, CO, USA) határoztuk meg. 

 

3.18 Western blot vizsgálatok 

A kis G-fehérjék meghatározásához a 72 órás inkubálás után a sejteket kétszer mostuk Tris-

pufferben, majd MLB (Millipore, Billerica, MA, USA) oldattal lizáltuk, amely 10 µg/ml 

aprotinint és 10 µg/ml leupeptint tartalmazott. A mintákat ezután homogenizáltuk úgy, hogy a 

lizátumokat 26-as és 28-os méretű tűkön ötször átpréseltük, majd 2 percig centrifugáltuk 14 

000 g-vel. A felülúszót használtuk az elemzéshez. A mintákat 1:1 arányban hígítottuk 2x 

Laemmli-pufferrel (Sigma-Aldrich), és -80°C-on tároltuk a további felhasználásig. Az egész 

eljárást jégen hajtottuk végre a fehérjebomlás elkerülése érdekében. A fehérjéket (mintánként 

40 µg összfehérjét, a fehérje koncentrációt Lowry-módszerrel határoztuk meg) 10% SDS-

poliakrilamid gélben választottuk el, majd PVDF membránra (Bio-Rad) vittük át, a gyártó 

protokolljainak megfelelő nedves elektroblot készülékkel. A Rho-t anti-Rho (-A, -B, -C; 

clone55, Millipore) antitesttel detektáltuk 3 mg/ml koncentrációra hígítva. A Rac1-et anti-Rac1, 

23A8 klón egér monoklonális antitest (Millipore) alkalmazásával detektáltuk 1 mg/ml 

koncentrációban. A Cdc42-et anti-Cdc42 egér monoklonális antitesttel (Millipore) 
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azonosítottuk, 1 mg/ml koncentrációra hígítva az antitestet. Mindhárom primer antitestet HRP-

vel konjugált kecske anti-egér IgG szekunder antitesttel detektáltuk (Jackson 

ImmunoResearch). Az immunoblotokat kemilumineszcens rendszerrel (Millipore) hívtuk elő. 

A sávokat a GelAnalyzer 2010a szoftver (Lazar Software, Debrecen, Magyarország) 

felhasználásával értékeltük, a mennyiségi meghatározáshoz a fehérjeexpressziót normalizáltuk 

a béta-aktin szintjére. 

 

3.19 Hemoglobinszint mérése SCID egerekben 

 A szívből vett friss vért (a 8., 15., 19. és 22. napon) üvegcsövekben tartottuk 3,8% 

nátrium-citrátban (citrát:vér arány = 1:10 v/v). A mintákat 4000 fordulat/perc sebességgel 15 

percig centrifugáltuk, és a hemoglobinszintet a SYSMEX-SF-3000 hematológiai műszerrel 

határoztuk meg. 

 

3.20 Állatkísérletek 

A kísérletekben felhasznált állatok az Országos Onkológiai Intézet Kísérletes 

Farmakológiai Osztályán (Budapest, Magyarország) működő speciális patogénmentes (SPF) 

állatház tenyészeteiből származtak. Az állatok gondozása a “Guiding Principles for the Care 

and Use of Animals” vonatkozó alapelvek szerint, valamint a “Helsinki nyilatkozat’ alapján 

történtek [184]. Az állatok sterilizált tápot kaptak (SDF, Akronom Kft, Budapest, 

Magyarország,) és szabadon hozzáfértek a sterilizált ivóvízhez. Az állatokat steril, egyedileg 

szellőztetett makrolon dobozokban (IVC) helyeztük el, 23-25°C-on, 40%-50% páratartalom 

mellett, 12/12 órás (világos/sötét) megvilágítással. Kísérleteinkben 5-10 egeret vontunk be 

csoportonként. 

Az összes in vivo vizsgálat az állatkísérletekre vonatkozó aktuális nemzeti és intézményi 

szabályoknak [185, 186], a nemzeti szakhatósági engedélyeknek megfelelően (legutolsó 

engedélyek számai: 22.1/722/3/2010, PEI/001/2574-6/2015), az Országos Onkológiai Intézet 

Munkahelyi Állatjóléti Bizottságának jóváhagyásával történtek.  

3.20.1 Tüdőkolonizációs vizsgálatok heparinokkal 

 Két-három hónapos, súlyosan immunhiányos (SCID, CB17/Icr-Prkdcscid) nőstény 

egereket használtunk, amelyekbe intravénásan (farokvénán keresztül) injektáltuk a 

szövettenyészetből származó HT168-M1 humán, vagy a B16 egér melanómasejteket (5×105 – 

1×106 állatonként, 200 µl szérummentes Medium-199 tápfolyadékban). Az UFH-t, LMWH-t 
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(20-200 NE/kg, 100 µl 0,9% NaCl-ban hígítva minden állaton), a hirudint (3 mg/kg), míg az 

oligoszacharidokat (640 µg/kg-1,8 mg/kg) intraperitoneálisan adtuk a tumorsejtek oltása előtti 

naptól a tumorsejtoltás utáni 1-3 napig naponta egyszer (3-5 kezelés). A kontrollok 100 µl 

sóoldatot kaptak. Az állatokat 7 hétig követtük, és Nembutal (Serva, Heidelberg, Németország) 

túladagolással feláldoztuk amikor vagy a súlycsökkenés elérte a maximum 20% -ot, vagy a 

kontrollcsoportban lévő állatok hiperventilációt mutattak., de legkésőbb az 50. napon A tüdőket 

eltávolítottuk, 4% PFA-ban fixáltuk, és a felszíni tumorkolóniákat sztereomikroszkóppal 

megszámoltuk. 

3.20.2 A melanómasejtek kitapadásának dinamikája a tüdőben  

 A saját tenyészetünkből származó nőstény SCID egereket heparinnal, LMWH-val (200 

NE/kg), vagy fiziológiás sóoldattal (kontroll) kezeltük intraperitoneálisan (ip.) 1 nappal a 

HT168-M1 tumorsejtek intravénás (iv.) oltása előtt (106/állat). Az állatokat Nembutal (Serva) 

túladagolással termináltuk 5 perc, 1 vagy 4 óra után, majd az eltávolított tüdőket PFA-ban 

fixáltuk, paraffinba ágyaztuk és 3 µm-es metszeteket használtunk a további vizsgálatokhoz. Az 

immunhisztokémiai vizsgálatokhoz a metszeteken mikrohullámú antigénfeltárás és az endogén 

peroxidáz-aktivitás blokkolása után (3% H2O2 metanolban) a nemspecifikus kötőhelyeket 20% 

kecskeszérummal blokkoltuk. A melanómasejtek megfestéséhez monoklonális HMB45 és anti-

MART-1 antitesteket használtunk. Az emberi melanómasejteket fénymikroszkóppal (400× 

nagyítás) számoltuk, és az adatokat statisztikailag három párhuzamos mintában elemeztük. 

3.20.3 Májmetasztázis-modell heparinokkal 

 105 daganatsejtet injektáltunk nőstény SCID egerek lépébe 20 µl térfogatban Nembutal-

érzéstelenítés alatt. A napi kezeléseket UFH-val és LMWH-val (20–200 NE/kg), hirudinnal (3 

mg/kg) vagy fiziológiás sóoldattal (kontroll) a 8. napon kezdtük a tumoroltást követően, és 2 

hétig folytattuk. Az állatokat Nembutal túladagolással termináltuk a 31. napon, amikor a 

kontrollcsoportokban a súlyvesztés elérte a maximum 20% -ot. A lépeket és a májat 

eltávolítottuk, megmértük és 4% PFA-ban rögzítettük. 10 állat/csoport felszíni májáttéteit 

sztereomikroszkóppal határoztuk meg. 

3.20.4 Rekombináns humán eritropoetin és 5-fluorouracil-kezelés in vivo 

 A tumorhordozó állatokat rHuEPOα-val kezeltük humán-ekvivalens dózisban (150 

NE/kg fiziológiás sóoldatban, végső térfogata 0,1 ml) hetente háromszor ip. a tumoroltás utáni 

első naptól az 5-fluorouracil (5-FU) kezelés végéig (16. nap). Az egereket 5-FU-val kezeltük 
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ip. a 12. naptól kezdve a tumorsejtek oltását követően, napi 750 mg/m2 dózisban, 5 napig (az 

átlagos tumortérfogat 50-70 mm3 volt a kemoterápia kezdetén). A kontroll állatokat fiziológiás 

sóoldattal kezeltük. A daganatok térfogatát két átmérő méréséből (heti háromszor) a következő 

képlettel határoztuk meg: hosszúság × szélesség2 × π/6. 

3.20.5 Rekombináns humán eritropoetin és gemcitabin kezelés in vivo 

A H1795 NSCLC tumorsejtek oltását követő 5. napon az egereket négy csoportba 

osztottuk: 1. rHuEPOα-kezelés (150 IU/kg, fiziológiás sóoldatban, 0,1 ml végső térfogatban) 

ip. háromszor egy héten az 5. naptól kezdve a 33. napig; 2. gemcitabin 100 mg/kg ip. összesen 

négy alkalommal a 20., 24., 27. és 31. napokon; 3: rHuEPOα és gemcitabin (mindkettőt úgy 

adva, ahogy külön-külön); 4. kontrollcsoport: fiziológiás sóoldat minden alkalommal. A 

tumorok méretét kaliperrel mértük a 19. naptól kezdődően, háromszor egy héten a térfogatokat 

a korábban leírt képlettel határoztuk meg.  

3.20.6 In vivo EPO-kezelés és a daganatok besugarazása 

 A tumorhordozó állatokat rHuEPOα-val kezeltük humán-ekvivalens dózisban (150 

NE/kg) hetente háromszor intraperitoneálisan, az 1. naptól a besugárzásig (14. nap), amikor az 

átlagos tumortérfogat 50–70 mm3 volt. A daganatokat egy 1 cm2-es kör alakú mezőbe 

helyeztük. A röntgenbesugárzás egyetlen 5 Gy adagját helyileg adtuk be 1,85 Gy/perc dózis 

mellett, egyedileg előállított ólomvédő alkalmazásával, terápiás röntgenforrás (THX-250, 

Medicor, Budapest, Magyarország) felhasználásával (200 kV, 15 mA, 0,5 mm-es Cu szűrővel). 

8 napos inkubálás után az állatokat termináltuk és meghatároztuk a tumorok tömegét. 

3.20.7 Hipoxia hatása kísérletes daganatok progressziójára 

 A kísérlethez hím SCID egereket használtunk. A hipoxiás körülményeknek az áttétek 

képződésére gyakorolt hatásának elemzésére in vivo kétféle kolonizációs és metasztázis modellt 

alkalmaztunk. Egysejtes szuszpenziókat készítettünk a HT168-M1 humán melanómasejtekből, 

és 1×105/állat töménységben, 20 µl térfogatban Médium 199 tápfolyadékban (Sigma). 

injektáltuk az egerek lépébe, ahonnan a májban kolóniák képződtek. A HT29 humán 

kolonkarcinóma esetében a szubkután növekvő daganatokból fragmenseket transzplantáltunk 

ortotopikusan a bélfalra az appendixrégióban, ahonnan metasztázisok alakulnak ki a májban és 

a tüdőben is. A kezeléseket a tumorok oltása utáni 6. napon kezdtük meg (10-11 egér/csoportot 

használtunk a HT168-M1 esetében és 8 egér/csoportot a HT29 esetében). A kezelési karon lévő 

állatokat véletlenszerűen három csoportra osztottuk: kontroll (6,25% DMSO PBS-ben 
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intraperitoneálisan, hetente kétszer 4 héten át), CoCl2 (a hipoxia legismertebb kémiai 

“mimikálója”, 260 mg/l ivóvíz per os, 4 hétig) és chetomin (Sigma-Aldrich, 1 mg/kg DMSO-

ban feloldva intraperitoneálisan, hetente kétszer, 4 hétig). A chetomin a HIF-1α szelektív 

inhibitoraként ismert, amely a HIF-1α/p300 komplex kialakulásának gátlásával blokkolja a 

hipoxia-indukálható génexpressziót. A kísérleteket a tumor beoltása után a 34. napon fejeztük 

be. A májakat és a tüdőket formalinban fixáltuk, és a makrometasztázisokat sztereómikroszkóp 

alatt számoltuk meg. 

 

3.21 Rutin hisztológiai vizsgálatok 

 Az eltávolított és formalinban fixált szövetmintákat felszálló alkoholsorban 

dehidratáltuk, xilollal infiltráltuk majd paraffinba ágyaztuk. A szövettani metszeteket Harris-

féle hematoxilinnel és eozinnal (10:1, térfogatarány, 1% végkoncentráció) megfestettük 70% -

os savanyított etanolban, és lefedtük. A szövettani mintákat fénymikroszkóppal vizsgáltuk 

(Olympus CH30, Olympus Optical, Japán). 

 

3.22 Statisztikai analízisek 

A normalitás ellenőrzésére Shapiro–Wilks-próbát használtunk. Normáleloszlás esetén 

(pl. in vitro sejtes vizsgálatok, morfometriai elemzések) két csoport közötti statisztikai 

különbség kimutatására Student-féle t-próbát, több csoport esetén ANOVA-t, kiegészítve post 

hoc Scheffé-teszttel, vagy Bonferroni-, vagy Dunn-teszteket használtunk. Az in vivo adatokat 

nem paraméteres tesztekkel elemeztük: két csoport összehasonlításához Mann–Whitney U-

tesztet, több csoport esetében Kruskal–Wallis-tesztet post hoc elemzéssel kiegészítve 

használtunk.  

A kategorikus adatokat Fisher-féle egzakt teszttel és khi-négyzet-próbával számoltuk. A teljes 

túlélést (OS), mint időintervallumot a diagnózis pillanatától a halál időpontjáig határoztuk meg. 

A betegek teljes túlélési analízisét Kaplan–Meier módszerrel végeztük el és log-rank teszttel 

határoztuk meg a különbségek szignifikanciáját. A klinikai paraméterek multivariációs 

analízisét Cox regressziós modellel készítettük. 

Statisztikailag szignifikáns különbségnek azokat az eseteket tüntettük fel, ahol p<0,05. A 

statisztikai elemzéseket CSTAT, PASW Statistics 18.0 (Predictive Analytics Software, SPSS 

Inc., Chicago, IL, USA), GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Inc., San Diego, CA) és Statistica 7.0-

11.0 szoftverekkel végeztük el (StatSoft, USA, Tulsa, OK). 
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3.23 Klinikai adatok 

3.23.1 EPC-k vizsgálata NSCLC klinikai mintákban  

 A keringő EPC-k számának és az EPC-specifikus gének szintjének mérésére a diagnózis 

időpontjában és a megfelelő daganatellenes kezelések után 53 NSCLC-s betegből perifériás 

vért gyűjtöttünk EDTA-csövekben. Az újonnan diagnosztizált NSCLC-betegek mentesek 

voltak további rosszindulatú, gyulladásos vagy iszkémiás betegségektől, tüdőfibrózistól, 

sebektől és fekélyektől, amelyek befolyásolhatják az EPC-k számát. Ennek megfelelően a 

kemoterápia, vagy a sebészeti sebgyógyulásnak az EPC-számra gyakorolt közvetlen hatásainak 

elkerülése érdekében a második vérmintákat 21 nappal az utolsó citotoxikus infúzió után és 3 

hónappal a torakotómia után vettük. 28 férfi és 25 női beteg volt, medián életkora 58 év 

(tartomány: 45–67 év). Az NSCLC-s betegeket radiológiai és patológiás vizsgálatok alapján 

soroltuk csoportokba (American Joint Committee on Cancer/Unio Internationale Contra 

Cancrum tumor-node-metastasis classification). Kontroll vérmintákat 14 egészséges 

önkéntestől vettünk. 23 laphámsejtes, 26 adenokarcinóma és 4 adenoszkvamózus karcinómás 

beteg volt a bevont populációban. Huszonkét betegnél műtétet végeztek. Huszonnyolc, 

inoperábilis beteg részesült kemoterápiában gemcitabinnal és ciszplatinnal, ebből 10 lokálisan 

előrehaladott beteg radioterápiában is részesült a kemoterápiával kombinálva. Minden betegtől 

és egészséges önkéntestől beszereztük a beleegyezést, és a vizsgálatot az Országos Korányi 

Pulmonológiai Intézet Etikai Bizottságának jóváhagyásával, az Egészségügyi Világszövetség 

Helsinki Nyilatkozatában előírt etikai normákkal összhangban végeztük el. 22 NSCLC-s beteg 

műtétileg eltávolított fagyasztott mintáiban is meghatároztuk az EPC-k jelenlétét a tumorok 

érrendszerében.  

3.23.2 EPOR-expresszió mérése humán bronchoszkópos kefe mintákban 

Klinikai vizsgálatunk során 43 előrehaladott stádiumú (stage III-IV) adenokarcinómás 

beteg bronchoszkópos kefe mintájában határoztuk meg az EPOR expresszióját. A betegeket 

2009. január és 2010. december között diagnosztizálták az Országos Korányi TBC és 

Pulmonológiai Intézetben. A minták felhasználhatóságához minden beteg beleegyező 

nyilatkozatot tett valamint a vizsgálatot a helyi etikai bizottság engedélyével végeztük 

(153/PI/10; 2521-0/2010-1018EKU). A diagnózis felállításához használt bronchoszkópos kefe 

mintákat -80°C tároltuk az RNS izolálásáig. Minden betegtől két mintát vettünk, egyet a 

tumorszövetből, egyet pedig a tumortól távolabb eső, normál endobronchiális felszínről. 

Minden mintát, a felhasználást megelőzően citológus elemzett. A kohorszunkba 19 férfi- és 24 
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nőbeteget vontunk be, átlagéletkoruk 61 év. Stádiumukat az American Joint Committee on 

Cancer/Union Internationale Contre le Cancer TNM klasszifikáció VII. kiadása alapján 

határoztuk meg [187]. 
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4. EREDMÉNYEK 

4.1 A sejtmozgás modellezése 3D rendszerben 

A bevezetőben ismertetett HT1080 humán fibroszarkóma-sejtvonal hipotetikus mozgási 

modellje kétdimenziós vizsgálatokon alapult. A modell alkalmazhatóságát 3D mozgás leírására 

Boyden-kamrában történő kemotaktikus migráció során vizsgáltuk. A Boyden-kamrában egy 

10 µm vastagságú membránon keresztül migrálnak a sejtek 8 µm átmérőjű pórusokban (19. 

ábra). Kemoattraktánsként leggyakrabban fibronektint használtunk. A mozgást különböző 

időpillanatokban állítottuk meg, így vizsgálható volt az egyes fázisokban a migrációban fontos 

elemek lokalizációja. Ultrastrukturális és kettős lokalizációs immunhisztokémiai vizsgálatokat 

terveztünk, nyomon követve a letapadási pontok sorsát és a különböző citoszkeletális elemek 

(mikro- és intermedier filamentumok) elrendeződését.  

 

19. ábra. A Boyden-kamra membránján áthaladó HT1080 tumorsejt 

 

Boyden-kamrában migráló sejt elektronmikroszkópos képe. A HT1080 tumorsejt a membrán 

indulási oldaláról (kép felső része) áthalad a membrán pórusán, majd megérkezve a 

túloldalra kiterülésbe kezd (kép alsó része) 

 

A letapadási pontok a 2D modellben tapasztaltakhoz hasonlóan a háromdimenziós 

rendszerben is kizárólag a sejtek vezető élén, a membránfilter pórusainak megfelelően, gyűrűt 

formálva jelentek meg (20. ábra). A sejtek farki részén általában nincsenek letapadási pontok, 
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azok lebegnek a kiindulási oldalon a médiumban. Ez alól akkor van kivétel, amikor a sejtek a 

mozgás megkezdése előtt letapadnak a kiindulási oldalon. A pórusban mozgó sejtek oldalnézeti 

képein jól megfigyelhető a sejtek frontján található, intenzív fluoreszcenciát mutató adhéziós 

sor (21A-B ábra). Az adhéziók alakjában is változások figyelhetők meg a mozgás során. A 

pórusokban kis pöttyökként jelennek meg, a membrán túloldalán viszont nagyobbak és 

elnyújtottak. A membránfilter túloldalára érve a jellegzetes adhéziós pontokból álló gyűrű 

átmérője fokozatosan nőtt, mely a sejt kiterülési folyamatával magyarázható (21C ábra). 

Hasonló elrendezést tapasztaltunk akkor is, amikor Matrigel vagy kollagén 1 volt a 

kemoattraktáns, illetve LX2 humán máj csillagsejtvonal esetében is (az eredményeket nem 

mutatom).  

 

20. ábra. Adhéziók a Boyden-kamra pórusán áthaladva mozgó tumorsejtekben 

 

A) Boyden-kamra filterének alsó, érkezési oldala. Számos kör alakú, vinkulin-jelzett 

adhéziós pont látható, amelyek a migrációs folyamat különböző szakaszaiban reprezentálják 

a sejteket. A legkisebb átmérőjű körök azokat a sejteket mutatják a pórusokban, amelyek épp 

elérik a szűrő alsó felületét. Mérce: 20µm. (B) Vízszintes nézet a 30 darab optikai síkból (~30 

µm) rekonstruált, póruson áthaladó sejtről. A sejt éppen elérte az alsó oldalon a membrán 

szélét. Jól látható, hogy csak a sejtek frontján találhatók adhéziók, a sejtek hátsó részén (ami 

szabadon lebeg, nyíl) és a pórusban sem lehet adhéziót megfigyelni. C és D) Két különböző 

optikai sík két sejtről (az optikai síkok 2 mikronra vannak egymástól), melyek a szűrőn 

keresztüli vándorlás különböző szakaszaiban vannak. A jobb oldali sejt még a pórusban van, 

és kis pontszerű adhéziók jellemzik a sejt frontján. A bal oldali sejt már elérte a membrán 

túloldalát, és megkezdte a kiterülést, amit elnyújtott alakú, nagyobb méretű adhéziók 

jellemeznek. Mérce: 5 µm 
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 A sejttestek a pórusokban minimális aktinjelölést mutattak, és a fronton is addig, amíg 

az adhéziók nem kezdtek el erőteljesebbek lenni a pórus túloldalán, egy szerkezet nélküli 

struktúrát ábrázoltak. A kétdimenziós modellben megfigyelt aktinhálózat és az ívelt kábelek a 

pórus túloldalára ért sejtek esetében voltak kifejezettek. Ez a hálózat a sejtek kiterülésekor 

megfigyelt elrendezésre hasonlított (21C ábra).  

 Kolokalizációs kísérleteinkben a membrán túloldalára ért, kiterülésbe kezdő sejtek 

vezető oldalán fokozatosan tűntek elő az aktinívek. A letapadási folyamat kiteljesedésével az 

adhéziós pontokból álló gyűrű átmérője és az aktinívek hossza is fokozatosan nőtt (21D ábra).  

 

 Az aktinfilamentumok szerveződését a migráció során elektronmikroszkóppal is 

vizsgáltuk. Az eredmények alapján elmondható, hogy aktinszálak kizárólag a 

plazmamembránhoz közeli zónában voltak megfigyelhetők a pórus belsejében éppen áthaladó, 

és a filter túloldalára ért, már kiterült sejtekben (22. ábra) is. A legvastagabb, aktinnal gazdagon 

behálózott citoplazmaterület a protrúziókra lokalizálódott.  
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21. ábra. Az adhéziók és az aktinszálak kapcsolata a 3D migráció során 

 
 

A) Az oldalnézeti képen három sejt halad át a membránon (28 optikai sík rekonstrukciója, ~20 µm). A 

membránt kettősen jelöltük vinkulinra (A, zöld) és aktinra (B, piros). A sejtek még a pórusban vannak, 

az adhéziók a frontra lokalizálódnak (A). Az aktinszálak a sejt elején és a membrán tetején (indulási 

oldal) figyelhetők meg. C) Kettős immunfluoreszcencia-vizsgálat vinkulinra (zöld) és aktinszálakra 

(piros). A membrán érkezési oldala felől nézünk bele a pórusokba, ahol a migráció különböző 

szakaszaiban levő sejtek figyelhetők meg. C1) A sejt frontja a pórus csúcsán található. A pontszerű, 

vinkulinjelölt adhéziók kör alakban vannak elrendezve. Az aktinjel nem mutat szervezett elrendeződést. 

Nincsenek szervezett aktinkábelek, de az aktinjelek elérik az adhéziókat. C2) A vinkulinjelölt adhéziók 

már hosszúkás alakúak, ami azt jelenti, hogy a sejt frontja elhagyta a pórust. Aktinkábelek még itt sem 

láthatók. C3) A kiterülő sejtben az adhéziók a C2-höz hasonlóak, de itt már megfigyelhetünk 

formálódó ívelt aktinszálakat. C4) A mozgás még előrehaladottabb az érkezési oldalon, a hosszúkás 

adhéziókat kifejezett, ívelt aktinkötegek kötik össze. D) Teljesen kiterült HT1080 tumorsejt Matrigellel 

bevont üvegfelületen. A perifériás aktinszálak ívekbe rendezettek, hasonló módon, mint C4-en látható. 

A sejt közepén áthaladó masszív aktinkábelek a kiterülés egy korábbi fázisából visszamaradt kifeszített 

ívek. Mérce (A–D): 10 µm 
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22. ábra. Ultrastrukturális vizsgálat az aktinszálak elrendeződésére 3D mozgó 

tumorsejtekben 

 

HMM-dekoráció az aktinszálak lokalizációjának vizsgálatára. A fotók teteje a membrán felső 

részének (indulási oldal) felel meg a Boyden-kamrában. A és B) A migráció különböző 

fázisában levő sejtek félvékony metszetei. A betűkkel jelölt nyilak az elektronmikroszkópos 

képeken látható sejtek különböző részeire mutatnak. C és H) Az aktinszálakban gazdag 

sejfrontokat mutatja. A sejtek különböző részei különböző mennyiségű aktinszálakat 

tartalmaznak a sejtmembrán alatt (D–G, I). Az aktinszálak mennyisége a póruson belüli 

membrán alatt a legkisebb (D–F). A nem dekorált szálak intermedier (vimentin) 

filamentumok, melyek a sejt testében a maghoz közelebb helyezkednek el. A csillag jelzi a 

membránt. A sejtmembránra merőleges vonalak az aktinszálakban gazdag membrán alatti 

réteg hozzávetőleges vastagságát mutatják. Mércék:(A és B): 10 µm, (C, D, E és I): 1 µm, (F–

H): 0,5 µm 
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Az intermedier (vimentin) és a mikrofilamentumrendszer (aktin) együttes vizsgálata azt 

mutatta, hogy vimentinszálak a sejtek frontján található aktinhálózat mögött, a sejtmagot 

körülölelve érik el a membrán túloldalát (23. ábra). A háromdimenziós vizsgálati modell a 

vimentin elrendeződése esetében is alátámasztotta a kétdimenziós tesztekben kapott 

eredményeket. Ez az elrendeződés általánosnak mondható, mert más tumorsejtvonalon 

(HT168-M1 humán melanóma) végzett in vitro vizsgálatok során ugyan eltérő sebesség mellett, 

de hasonló morfológia volt megfigyelhető a sejtek mozgása során (az adatokat nem mutatom).  

 

23. ábra. Vimentimfilamentumok szerveződése a migráció során 

 
A) 2D migráció során a vimentinfilamentumok körbevonják a sejtmagot, és az aktinban 

gazdag vezető lamella mögött helyezkednek el. Mérce: 10 µm. B) 3D migráció után a szűrő 

alsó oldala, 30 optikai képből rekonstruálva és elforgatva 45 fokos szögben. A membránokat 

vimentinre és aktinra jelöltük. Három sejt (nagy nyilak) a membránon történő áthaladás 

befejező szakaszában van, a sejttestek egy része még a pórusokon belül található. A kis 

nyílhegyek az aktin, míg a kis nyilak a vimentin legnagyobb kiterjedésére mutatnak. Jól 

látható a két terület eltérő kiterjedése. Mérce: 20 µm 

 

 A fluoreszcens mikroszkópos és az ultrastrukturális vizsgálataink alapján a korábbi, 

kétdimenziós modellünket háromdimenziós rendszerre is kiterjesztettük. Az adhéziók a 3D 

rendszerben is a sejtek vezető élén voltak megfigyelhetők, és ezekhez kapcsolódtak az ívelt 

aktinkötegek, melyek a mozgáshoz szükséges erőt szolgáltatják. A 3D rendszerben kapott 

eredmények tehát megerősítették a 2D modellben megfigyelteket. Ez a 3D modell is az 

adhéziók és az azokhoz kapcsolódó aktinszálak elrendeződésén és a mozgás során tapasztalható 

dinamikán alapszik (24. ábra). Az adhéziók a sejtek frontján találhatók, amikbe kezdetben 

strukturálatlan aktinszálak kapcsolódnak. A mozgás befejezéseként a sejtek kiterülnek, ami egy 

kör alakban, minden irányba történő motilitást jelent, és a kétdimenziós modellünk alapján 

történik az adhéziójuk és a mikrofilamentumrendszer dinamikája. 
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24. ábra. Az adhéziók és az aktinszálak elrendeződésének 3D modellje mozgó tumorsejtben 

 

 

A vázlatos rajzon a fekete folytonos vonallal jelölt henger azt a lyukat jelöli, amelyen 

keresztül a sejt vándorol, és maga a sejt a lyukon belül van és pont eléri a lyuk peremét. A 

szaggatott fekete terület a membrán túloldalán szétterülő sejt széleit jelöli. A rózsaszín ívek az 

aktinkábelek, a zöld pöttyök a letapadási pontok, és a zöld nyilak mutatják ezek útját. A 

sejttest transzlokációját biztosító kontraktilis erőt a sejtek elülső részén megfigyelhető, 

adhéziókhoz rögzült aktinívek adják. Amikor a sejt áthalad a lyuk peremén, az aktinívek 

elkezdenek hosszabbodni, az ívek végén található adhéziók pedig egyenes vonalban 

mozognak. Az aktinkábelek fenntartják az íveltségüket és az általuk kifejtett erő kihúzza a 

sejtet a lyukból 

  

Adhéziók a 

pórus 
peremén 

Aktinívek a 
pórusban 

Adhéziók a 

membrán 
túloldalán 

Aktinívek a 
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túloldalán 
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4.2 Oligoszacharid heparinszármazékok hatása humán melanómasejtek in vitro 

migrációjára és kísérletes metasztatizálására  

A korábbi nem frakcionált heparin (UFH)- és kis-mólsúlyú heparin (LMWH)-

kezelésekkel kapott eredményeinkből kiindulva, ahol azok gátolták a HT168-M1 humán 

melanómasejtek in vitro migrációját és in vivo metasztatikus potenciálját, vizsgálatainkba még 

kisebb (4-22 tagú), a heparinból származó oligoszacharid fragmenseket vontunk be.  

Először megnéztük ezen oligoszacharidok (dp4-dp22) hatását a HT168-M1 sejtek 

proliferációjára, összehasonlítva az LMWH-éval. Azt tapasztaltuk, hogy 10 µg/ml-es 

koncentrációban a vizsgált oligoszacharidok közül csak a dp18-nak volt szignifikáns 

proliferációgátló hatása (30%-os gátlás a kezeletlen kontrollhoz képest, 25. ábra). 

 

25. ábra. Heparineredetű oligoszacharidkezelés hatása HT168-M1 sejtek in vitro 

proliferációjára  

 

A melanómasejteket 10 µg/ml koncentrációban kezeltük az oligoszacharidokkal. Az adatok a 

kezeletlen kontrollhoz képest mért százalékokat mutatják, 6 párhuzamosból származó 

átlag±SD (*p<0,05, ANOVA, post hoc Scheffé-teszt) 

 

További vizsgálatainkban módosított Boyden-kamrában 6 órás szimultán alkalmazott 

hatóanyagokkal meghatároztuk az oligoszacharidok sejtmigrációra gyakorolt hatását 

fibronektint használva kemoattraktánsként. A kezeletlen kontroll csoporttal összehasonlítva a 

dp8 és dp22 oligoszacharidok kivételével az összes szimultán használt oligoszacharid 

szignifikáns mértékben gátolta HT168-M1 melanómasejtek kemotaxisát. A migrált sejtek 

száma a membrán túloldalán a kísérlet végén a kontroll 40–60%-ára csökkent, amely érték jól 
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korrelált a korábban is mért LMWH-hatással. A kísérletekben a legnagyobb migrációgátlást a 

dp4, a dp12 és a dp14 oligoszacharidok esetében tapasztaltunk (26. ábra). 

 

26. ábra. Heparineredetű oligoszacharidlezelés hatása HT168-M1 sejtek in vitro 

migrációjára 

 
Az adatok a kezeletlen kontrollhoz képest mért százalékokat mutatják, átlag±SD, 6 

párhuzamos (*p<0,05, ANOVA-teszt, post hoc Scheffé-teszt). A dp8 és dp22 kivételével a 

többi oligoszacharid szignifikánsan csökkentette a melanómasejtek migrációját. 

 

Munkacsoportunk korábban kimutatta, hogy a HT168-M1 sejtvonal RNS- és 

proteinszinten is kifejezi a CD44 molekula különböző variánsait (H, v3 és v6) [188]. Azt is 

leírtuk, hogy endotélsejtvonalon a CD44v3-nak, amihez heparán-szulfát oldallánc kötődik, 

fontos szerepe van a sejtvándorlás és az invázió szabályozásában [189]. Ezért a mostani 

vizsgálatainkban CD44v3-ellenes antitestet használtunk a sejtek migrációs képességének 

vizsgálatakor, és azt tapasztaltuk, hogy az antitest szignifikánsan fokozza a melanómasejtek 

motilitását (146,3%±36,2% a kezeletlen kontrollhoz képest, p<0,05) és ECM-en keresztüli 

invázióját (158,32%±21,8% a kezeletlen kontrollhoz képest, p<0,01) Boyden-kamrában. 

Ugyanakkor az inváziós kísérletben a korábban jelentős migrációgátlónak bizonyult dp4 

oligoszacharid együttes alkalmazásával ez a hatás kiküszöbölhető volt (27. ábra).  
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27. ábra. A dp4 oligoszacharid hatása az anti-CD44v3 stimulálta HT168-M1 humán 

melanómasejtek in vitro inváziójára  

 

A CD44v3-ellenes antitestet 20 µg/ml, a dp4-et 10 µg/ml-es koncentrációban használtuk 

szimultán a vizsgálat teljes ideje alatt. Az adatok az izotípuskontroll-kezelt mintához képest 

mért százalékokat mutatják (átlag±SD, 6-6 párhuzamos; *p<0,05 a kontrollhoz képest; 

***p<0,01 a CD44v3-indukált sejtekhez képest; ANOVA kiegészítve post hoc Scheffé-teszttel) 

 

A heparinok és származékaik migrációt befolyásoló hatásmechanizmusainak 

megismerésére vizsgáltuk a miozin-könnyűlánc foszfatázaktivitásának változását a kezelések 

után. Korábban leírták, hogy a PP1c-alegység gátlásán keresztül a heparin befolyásolja az 

enzim működését. A kollaborációs partnereink által végzett vizsgálatok során, ahol 

szubsztrátként 32P-MLC20-at alkalmaztak kiderült, hogy a vizsgált oligoszacharidok (a 

lánchosszuktól függetlenül) szignifikáns mértékben gátolták a PP1c katalitikus aktivitását (8. 

táblázat). 

 

8. táblázat. Heparineredetű oligoszacharidok hatása a PP1c foszfatázaktivitására 

 

Kontroll PP1c 100,00±4,75 

PP1c+Heparin 22,28±1,76 

PP1c+LMWH 22,69±0,14 

PP1c+dp4 21,29±0,13 

PP1c+dp12 20,35±0,23 

PP1c+dp14 18,21±1,12 

PP1c+dp18 20,00±0,03 

PP1c+dp22 20,29±1,18 

Az adatok a csak szubsztrátot tartalmazó kontroll PP1c aktivitásának %-ában vannak 

kifejezve, átlag±SD, 3 mérés. Mind az UFH, mind az LMWH és valamennyi vizsgált 

oligoszacharid csökkentette a PP1c foszfatázaktivitását 
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Korábbi vizsgálatainkban bemutattuk, hogy a nem frakcionált heparin, illetve még 

inkább az LMWH gátló hatású volt tüdőkolonizációs in vivo modellben. Ráadásul ugyanilyen 

gátló hatást sikerült kimutatnunk, amikor egér melanómamodellben (B16a tüdőkolonizáció) 

vizsgáltuk az LMWH hatását. 200 IU/kg dózisban alkalmazott LMWH-kezelés szignifikánsan 

gátolta (kontroll vs. LMWH: 95,2±14,81 vs. 38±7,17, p=0,004, átlag±SEM, Mann–Whitney-

teszt, n=10) a B16a sejtek tüdőkolóniáinak számát intravénás oltás után. Ezért a még rövidebb 

oligoszacharidokkal is elvégeztük ezt a kísérletet. Az in vitro proliferációs és 

migrációs/inváziós tesztek alapján három oligoszacharidot vontunk be a vizsgálatokba. A dp4 

szignifikánsan gátolta az in vitro migrációt és az inváziót is, de nem volt hatása a HT168-M1 

sejtek proliferációjára. A dp18 mind a proliferációt, mind a migrációt csökkentette in vitro. A 

dp22 sem a migrációt, sem a proliferációt nem befolyásolta. A kísérletek során az 

oligoszacharidokat intraperitoneálisan alkalmaztuk (dp4: 640 μg/kg; dp18 and dp22: 1,4 

mg/kg) az intravénás tumoroltás előtti naptól naponta, összesen 3 kezelést adva. A kísérletet az 

50. napon fejeztük be, a tüdőkolóniákat makroszkóposan leszámoltuk, és a szöveteket 

mikroszkóposan is kiértékeltük. Azt tapasztaltuk, hogy a két hatóanyag (dp4, dp18), amelyek 

in vitro befolyásolták a sejtek motilitását, gátolták a kolóniák kialakulását is in vivo. Ez a hatás 

független a proliferációgátlástól, mert a dp18, amelyik a migráción felül a sejtosztódást is 

gátolta in vitro, nem mutatott nagyobb hatást az in vivo kolóniaképződés gátlásában. A 

kontrollként használt dp22 nem volt hatással a kolóniaképzésre (28. ábra).  

 

A tüdőkolóniák szövettani feldolgozásakor azt tapasztaltuk, hogy a korábban in vitro 

proliferációgátlónak bizonyult dp18 oligoszacharid szignifikáns mértékben csökkentette a 

melanómakolóniák méretét (átmérők, kontroll: 1,06±0,08 mm; dp18-kezelt: 0,62±0,08 mm, 

átlag±SEM, p<0,05, Kruskal–Wallis-teszt, post hoc analízissel kiegészítve). A dp4 és a dp22 

nem befolyásolta szignifikáns mértékben a tumorkolóniák méretét (átmérők, dp4: 1,08±0,09 

mm; dp22: 1,06±0,08 mm, átlag±SEM). A kezelés hatására a tumorkolóniák szöveti 

szerkezetében nem tapasztaltunk eltéréseket (29. ábra). 
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28. ábra. Heparineredetű oligoszacharidok hatása a HT168-M1 sejtek tüdőkolonizációjára 

 

 

             

Felső kép: Tumorkolóniák tüdőben (fehér nyilak) az oltás utáni 50. napon. A tumorsejteket 

(106/állat) a farokvénába oltottuk a kísérlet 1. napján. Kezelések: dp4: 640 μg/ttkg; dp18 és 

dp22: 1.4 mg/ttkg,  intraperitoneálisan a 0., az 1., és a 2. napon. Alsó ábra: A tumorkolóniák 

száma (átlag±SD, n=10, *p<0,05, Kruskal–Wallis-teszt post hoc Scheffé-teszttel) 
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29. ábra. Heparineredetű oligoszacharidok hatása HT168-M1 tüdőkolóniák szöveti 

szerkezetére 

 

A) Kontrollcsoport: az anaplasztikus tumorban több osztódó sejtet figyeltünk meg. B) dp4-

kezelt tumorkolónia: nincs szerkezeti eltérés a kontrollhoz képest. C) dp18-kezelt tüdőkolónia: 

a kontrollal és a többi oligoszachariddal kezelt tumorokkal összehasonlítva jól látszik a 

kolóniák kisebb mérete/átmérője, valamint a stróma, a nekrózis és a vérzés hiánya. D) dp22-

kezelt kolónia, mely nem mutat szövettani különbséget a kontrollhoz képest. Hematoxilin-

eozin festések, 200× nagyítás minden kép esetében 

  

A B 

D C 
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4.3 Hipoxia hatása eltérő szöveti eredetű tumorsejtvonalak migrációjára és 

metasztatizálására 

4.3.1 A hipoxia hatása a daganatsejtek proliferációjára 

 Vizsgálatainkba öt tumrosejtvonalat vontunk be: HT168-M1 (humán melanóma), 

HT25, HT29 (humán kolonrákok) HT1080 (humán fibroszarkóma) és PE/CA-PJ15 (humán fej-

nyaki rák). Megvizsgáltuk, hogy a hipoxiás környezet (1 és 5% O2) hogyan befolyásolja a sejtek 

in vitro proliferációját. A 72 órás hipoxiás kezelés után SRB-teszttel határoztuk meg a sejtek 

mennyiségi arányait. Megállapítottuk, hogy a sejtek eltérően reagálnak a csökkent 

oxigénkoncentrációra (9. táblázat), de szignifikáns hatást csak a HT1080 sejtvonal esetében 

tapasztaltunk. 

 

9. táblázat. Hipoxia hatása a daganatsejtek in vitro proliferációjára 

Tumorsejtvonal 5% O2 1% O2 

HT168-M1 121±4,9 110±1,34 

HT1080 154±16,9* 65±16,6 

HT25 126±8,4 107±5,6 

HT29 88±3,2 66±16,9 

PE/CA-PJ15 107±2,7 106±5,3 

Az adatok a légköri (21% O2) oxigénszinten végzett mérésekhez viszonyított (100%) 

értékekből képzett átlag±SD-t mutatják, három független kísérletben 6-6 kamra adatait 

feldolgozva (*p<0,05, Student t-teszt) 

 

4.3.2 A hipoxiás környezet hatása a daganatsejtek in vitro motilitására 

A sejtek motilitási képességét és annak változását a hipoxiás környezetben módosított Boyden-

kamrás vizsgálatokkal (fibronektint használva kemoattraktánsként) és videomikroszkópiával is 

mértük. A sejtek normoxiában is erősen eltérő alapmotilitási aktivitást mutattak (30A ábra). A 

két kolonkarcinóma-vonal (HT25 és HT29) nagyon lassan mozgott a videomikroszkópos 

detektálás során, sőt Boyden-kamrában nem is adtak értékelhető eredményt még 24 óra után 

sem. Ezzel szemben a PE/CA-PJ15 sejtek (20 óra), és a HT168-M1, valamint a HT1080 sejtek 

(mindkettő 6 órás inkubáció) kifejezetten gyorsan mozogtak a Boyden-kamrában. Ráadásul a 

HT168-M1 és HT1080 sejtek motilitási képessége erősen fokozódott a hipoxia súlyosságával, 

a PE/CA-PJ15 sejtek pedig ellentétesen működtek a kétféle oxigénszint mellett (30B ábra). A 

videomikroszkópiás mérésekben a hipoxia a normoxiás körülmények közt is mozgékonyabb 
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sejtek további sebességnövekedését hozta, míg a normoxiában is kevésbé mozgékony HT25 és 

HT29 sejtek motilitása nem változott (30C,D ábra). 

 

30. ábra. A hipoxia hatása a vizsgált humán tumorsejtek motilitására és migrációjára 

      A       B 

    
        C       D 

A) videomikroszkópiás vizsgálat elemzése a sejtek normoxiában mutatott alapmotiliási 

képességére. B) HT168-M1 (6 óra), HT1080 (6 óra), valamint PE/CA-PJ15 (20 óra) sejtek 

irányított mozgásának vizsgálata Boyden-kamrában. A sejtek migrációját úgy határoztuk 

meg, hogy megszámoltuk a sejteket az alsó kamrákban (kemoattraktáns: fibronektin; 

átlag±SD, n=6; *p<0,05). Videomikroszkópos vizsgálat 5% O2 (C) és 1% O2 (D) melletti 

relatív motilitásról. A fáziskontraszt-képeket egy sejtkövető program segítségével elemeztük, 

amely lehetővé teszi az egyes sejtek kézi jelölését. A relatív migrációs távolságot a sejtek 

átlagos elmozdulásának aránya mutatja hipoxia (72–96. órában) és normoxia alatt (0–24. 

óra, átlag±SD, n=3). 1= motilitás a normoxiában (21% O2 az első 24 órában) 

 

 Mivel a hipoxiára adott válasz központi szabályozója a HIF-1α transzkripciós faktor, 

amely hatással van a sejtmozgásban kulcsfontosságú molekulák, a kis GTP-áz fehérjék (RhoA, 

Rac-1 és Cdc42) kifejeződésére, ezért RT-PCR vizsgálatban megmértük a HIF-1α, RAC1, 

CDC42, RHOA mRNS-szinteket az öt vizsgált tumorsejtvonalon. Az eredmények azt mutatják, 

hogy a sejtekben a vizsgált fehérjék expressziója a hipoxiaválaszban eltérő (31. ábra). Ráadásul 

ezek az expressziós változások nem mutatnak következetességet, ami azt feltételezi, hogy a 
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hipoxiára a sejtek eltérő módon reagálnak. A hipoxiára megnövekedett motilitást mutató sejtek 

közül a HT168-M1-nél mind a négy gén expressziója fokozódott, ugyanakkor HT1080 esetében 

ez kevésbé volt kifejezett, sőt 1% oxigénszint mellett gátlást detektáltunk. A PE/CA-PJ15 5% 

O2 mellett expressziócsökkenést mutatott, ami 1% O2-ben helyreállt. A HT25 és HT29 sejtek 

esetében nincs kimutatható HIF-1α-expressziónövekedés.  

 

31. ábra. A HIF-1α, RHOA, RAC1 és CDC42 mRNS-expressziója normoxiában és 

hipoxiában 

 

 

 
Relatív mRNS-expresszió hipoxiás körülmények között (72 órás inkubálás után), 

összehasonlítva a normoxiával (normoxia=1). Átlag±SD, n=3, *p<0,05. Szürke oszlopok: 5% 

O2, fekete oszlopok: 1% O2 

 

 Az eltérő motilitási képességeik alapján (magas: HT168-M1 és alacsony: HT29) 

kiválasztott sejtvonalakkal in vivo kísérleteket terveztünk a hipoxia és a metasztázisképzés 
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vizsgálatára. A génexpressziós eredmények megerősítésére Western blot analízisben vizsgáltuk 

a fehérjeszintű változásokat a kérdéses proteinekre. Azt tapasztaltuk, hogy a HT29 sejtekben a 

24 órás hipoxia (1% O2) kezelést követően a HIF-1α indukálása mellett a RhoA, Rac1, Cdc42 

csökkent expressziót mutattak, míg a HT168-M1 sejteknél ilyen csökkenés nem volt 

kimutatható (32. ábra). Ezek az eredmények nem állnak teljes korrelációban a génexpressziós 

adatokkal, de ez következhet a fehérjék poszttranszlációs módosulásaiból is. A hipoxiára 

mindkét sejtvonalban fokozódott a HIF-1α felhalmozódása, amit nem csak az oxigénszint 

csökkentésével, de a hipoxia kémiai modulálásával is el lehetett érni (32. ábra). A kobalt-klorid 

(200 µM, 24 órás kezelés) gátolja a HIF-1α bontásában résztvevő prolil-hidroxiláz (PHD) 

enzimet, így a HIF-1α felhalmozódik, és képes transzkripciós faktorként működni.  

 A kobalt-klorid-kezelés hipoxiát mimikáló hatása azért is fontos, mert így in vivo 

állatmodellekben is ki tudjuk váltani a hipoxiával megegyező folyamatokat. Ezt kihasználva 

metasztázismodellekben vizsgáltuk a két kiválasztott sejtvonal áttétképzését a hipoxia 

mimikálása közben. A HT168-M1 sejtvonal esetében a lép-máj modellt használtuk, ahol a lépbe 

oltás után májkolóniák alakulnak ki. A HT-29 sejteket pedig ortotopikusan, az állatok bélfalára 

oltva vizsgáltuk, ahonnét a primer daganatból áttétek képződnek az állatok májában és 

tüdejében is. A kísérletekben azt tapasztaltuk, hogy az in vitro motilitásfokozódást mutató 

HT168-M1 sejteknek jelentősen megemelkedett a metasztatikus kapacitása a kobalt-klorid-

kezelés hatására, míg a HIF-1α-gátló chetomin csökkentette azt (33. ábra). Ezzel ellentétben a 

HT-29 ortotopikus modellben sem a tüdő-, sem a májáttétek számában nem volt kimutatható 

különbség a HIF-1α modulálása után (33. ábra). 

 

32. ábra. Hipoxia mimikálása és a hipoxia hatása a kis G-fehérjék expressziójára 

  
A hipoxia csökkenti a kis G-fehérjék kifejeződését a kevésbé motilis HT29 sejtekben (bal 

ábra). A kobalt-klorid-kezelés (hipoxiamimikálás) HIF-1α-felhalmozódást eredményez in vitro 

(jobb ábra) 
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33. ábra. Hipoxiamimikálás hatása a daganatok áttétképzésére 

 
Bal ábra: HT168-M1 sejtek májkolonizációs képességének vizsgálata. A kobalt-klorid-itatás hatására 

(HIF-stabilizálás) emelkedett a májkolóniák száma, míg a HIF-1α aktivitását gátló Chetomin 

csökkentette azt. Jobb ábra: HT29 ortotopikus tumorok máj- és tüdőáttétei a hipoxia indukálása és 

gátlása után. A kolóniák számában nincs különbség a kontrollhoz képest  

 

 Az előzőekben a HIF1-1α aktivitását próbáltuk közvetlenül befolyásolni, a 

továbbiakban short hairpin RNS (shRNS) technológia segítségével le is csendesítettük a 

HT168-M1 és HT29 sejtek HIF-1α mRNS-expresszióját. A kísérletekben az „üres” (scrambled) 

vektort használtuk kontrollként. A csendesítés eredményeként mindkét sejtvonalban csökkent 

az indukálható HIF-1α mennyisége (34. ábra). 

 

34. ábra. HIF-1α géncsendesítés ellenőrzése 

 
Western-blot analízis a HIF-1α fehérje felhalmozódására HT29 és HT168-M1 sejtekben normoxiás 

(N) és hipoxiás (H: 1% O2) körülmények között. A csendesített sejtekben (shHIF-1α) a HIF-1α 

akkumulációja jelentősen mérséklődött hipoxiában (H)  

 

 Mivel sikeresen tudtuk csendesíteni a HIF-1α génexpressziót, megismételtük ezekkel a 

sejtekkel is az in vitro migrációs, és HT168-M1 sejtekkel az in vivo metasztázis kísérleteket. 

Az eredmények megerősítették, hogy a HT29 sejtek mozgása nem függ a HIF-1α szintjétől, 

ugyanakkor a sokkal motilisebb HT168-M1 hipoxia általi motilitásserkentése HIF-1α-függőnek 

bizonyult (35. ábra). Ezt az eredményt támasztják alá az in vivo kísérletek is a HT168-M1 

metasztázismodellben. A kobalt-kloriddal itatott állatok (hipoxiacsoport) májában több kolónia 
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alakult ki parentális és a scrambled sejtek esetében, míg a csendesített sejtekben (shHIF) ez az 

áttétképzés-fokozódás nem alakult ki. Ez az eredmény is azt bizonyítja, hogy a HIF-1α 

indukálása a motilitás fokozásán felül az áttétképzést is segíti ebben a modellben (35. ábra). 

 

35. ábra. A HIF-1α-csendesítés hatása a sejtek motilitására és a HT168-M1 áttétképző 

képességére 

      A       B 

  
 

   C 

 
A) A hipoxia motilitásnövekedést okozott a HT168-M1 sejtek esetében, ami a HIF-1α-csendesítéssel 

kivédhető volt. B) A HT29 sejtek motilitása nem volt befolyásolható a hipoxiával, és nem volt rá 

hatással HIF-1α-csendesítés sem. C) HT168-M1 xenograft lép-máj modellben a HIF-1α indukciója 

(kobalt-klorid-itatás) a metasztatizáló képesség növekedésével jár, shHIF sejtek esetében ez a hatás 

elmarad 
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4.4 EPC-k diagnosztikus alkalmazása a daganatok progressziójának és a terápiák 

hatékonyságának követésére tüdőrákban 

 A hipoxia legnagyobb hatással az erek morfológiájára és funkcióira bír. Ennek része, 

hogy mobilizálódnak a csontvelőből különféle progenitorsejtek, amelyek részt vehetnek 

bizonyos helyeken érújdonképződésben. Mivel a daganatoknak szüksége van a növekedésük 

során az azokat tápláló érrendszer kialakítására, jogos a feltételezés, hogy a tumorokban is 

szerepet játszanak az endoteliális progenitorsejtek (EPC-k) az új erek formálásában.  

 Vizsgálatainkban humán klinikai tüdőrákmintákban (NSCLC, n=53) határoztuk meg 

áramlási citometriával, kettős jelöléssel (CD34+/VEGFR2+, 36. ábra) a keringő EPC-k számát 

betegekben, összehasonlítva az egészséges kontrollokkal. Azt tapasztaltuk, hogy a tumoros 

betegekben szignifikánsan magasabb az EPC-k száma a keringésben, mint az egészséges 

kontrollokban. Ráadásul, a kezelésre reagáló betegekben csökken a keringő EPC-k száma, 

ugyanakkor a nem reagáló páciensekben a többszörösére emelkedik (36. ábra).  

 

36. ábra. Keringő endoteliális progenitorsejtek (EPC-k) kimutatása NSCLC-mintákban 

 
Bal ábra: reprezentatív áramlási citometriai elemzés a CD34/VEGFR2 kettős pozitív sejtek 

számának meghatározására. Q1=CD34+, Q2=CD34+/VEGFR2+, Q4=VEGFR2+ sejtek. 

Jobb ábra: a keringő EPC-k szintje egészséges kontrollok és a betegek különböző 

kategóriáiban. Oszlopok: átlagos EPC-szám/ml vér ±SE, *p<0,002 (összes tumor versus a 

kontroll); **p <0,005 (válaszadók vs. kezelésre nem reagálók) 
 

 Mivel az 53 betegből 16 elhunyt a 30. hét előtt, és ezekben a betegekben a diagnózis 

felállításakor mért EPC-szám magasabb volt, mint azokban, akik túlélték a 30. hetet 

(2,206,8±552 szemben a 735,6±222,3-val; p<0,02), létrehoztunk különböző határértékeket 

(500, 750, 1000, 1250 / ml vér) keresve a diagnózis felállításakor mért EPC-szám és a betegség 

kimenetele közötti lehetséges korrelációt. Azt tapasztaltuk, hogy ha az 1000/ml vér értéket 

vesszük, akkor az ez alatti EPC-számmal rendelkező betegek túlélése szignifikánsan jobb, mint 
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a magasabb EPC-számmal jellemezhető betegeké (medián túlélési idő: 55,5 versus 26 hét; 

p<0,001, 37. ábra). 

 

37. ábra. Az NSCLC-s betegek teljes túlélése a kezelés előtti keringő EPC-számok alapján 

 
A kezelés előtti keringő EPC-számot CD34/VEGFR2 kettősjelöléssel határoztuk meg áramlási 

citometriával. Határérték az alacsony-magas megkülönböztetésére: 1000 EPC/ml perifériás 

vér 

  

Ugyanakkor a keringő EPC-k száma nem mutatott semmilyen korrelációt sem a 

klinikopatológiai paraméterekkel (életkor, nem, dohányzási szokások, hisztológia, stádium), 

sem a kezelés típusával (kemoterápia, kemo-radioterápia, sebészet, palliatív; az adatokat nem 

mutatom). Többváltozós statisztikai elemzés (vizsgálva a daganatok stádiumát, a dohányzási 

szokásokat és a szövettani típust) szintén azt mutatta, hogy a kezelés előtti EPC-szám független 

prognosztikus markere a betegség kimenetelének (p<0,001; 10. táblázat). 

 

10. táblázat. Különböző prognosztikai tényezők többváltozós elemzése NSCLC-s betegekben 

 

Prognosztikus faktor RR 95% CI p 

    

Nem (nő vs. férfi) 0,719 (0,289-1,789) 0,478 

Dohányzás (nem dohányos vs. dohányos) 1,602 (0,576-4,453) 0,366 

Hisztológiai típus (nem adenokarcinóma vs. 

adenokarcinóma)  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: relatív rizikó, CI: megbízhatósági intervallum  
  

Azt, hogy a keringő EPC-k eljutnak-e a daganatok intratumorális ereibe, 

immunhisztokémiai festésekkel vizsgáltuk konfokális mikroszkóppal. Ehhez a sejteken 

CD133- és VEGFR2-jelöléseket végeztünk, az erek endotélsejtjeit pedig CD31-festéssel tettük 
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láthatóvá. Az EPC-k az érésük során különböző mértékben expresszálnak néhány jellegzetes 

markert, ezért CD133+ és CD133/VEGFR kettős pozitív sejteket is kerestünk a mintáinkban. 

Mivel a kétféle jelölés nem mutatott különbséget, ezért a teljes mintában a CD133+ sejteket 

tekintettük EPC-nek a metszeteken. EPC-pozitívnak tekintettük a mintát, ha akár egyetlen sejtet 

is láttunk az immunfestés után (38. ábra). 22 sebészi úton eltávolított tumorból 9-ben 

azonosítottunk EPC-ket, amik minden esetben intratumorálisan, elsősorban a hajszálerekben, 

ritkábban a nagyobb erek endotéliumában voltak megtalálhatók (38. ábra). A normális 

szövetben nem találtunk EPC-ket. Az átlagos EPC-szám 2,4±1,1/mm2 volt az EPC+ mintákban 

(átlag±SD, n=9), ugyanakkor érdemes megjegyezni, hogy nem volt kimutatható korreláció a 

szövetben és a keringésben mért EPC-számok között (az adatokat nem mutatom). 

 

38. ábra. Az EPC-k azonosítása a humán NSCLC-szövetben 

 

 
CD133+ EPC-ket (vörös fluoreszcencia) elsősorban a kis intratumorális kapillárisokban 

figyeltünk meg (nyíl) vagy megtapadtak a nagyobb kapillárisok endotéliumában (zöld 

fluoreszcencia, vastag nyíl). Magfestés: TOTO-3 (kék) 
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4.5 Az rHuEPO hatása a daganatok növekedésére és a kezelések hatékonyságára 

kísérletes rendszerekben 

 Az irodalomban ellentmondó eredmények jelentek meg a hipoxia/anémia korrekciójára 

használt rekombináns eritropoetinek (rHuEPO-k) alkalmazásáról. Ennek az alapja az volt, hogy 

tumorsejteken is azonosították az EPO-receptort, ami azt sugallta, hogy az exogén EPO-kezelés 

serkentheti a daganatok növekedését. Az ellentmondások értelmezésére és a korábbi saját 

eredményeinkből kiindulva kutatócsoportunk különféle kísérletes modelleket alapított az 

exogén rHuEPO hatásainak vizsgálatára.  

 Először szubkután tumormodellben (A431 xenograft) vizsgáltuk, hogy a daganat 

növekedése, valamint az exogén rHuEPOα-kezelés hogyan befolyásolja az állatok 

hemoglobinszintjét. A 11. táblázatban látható, hogy a tumorok növekedése még ebben a 

lokalizációban is csökkenti a szisztémás oxigénszintet, amit a humán EPO helyreállít (sőt még 

a kontroll szintjéhez képest növel is). Hasonló eredményeket kaptunk a vörösvértestszám 

(RBC) és a hematokrit mérése esetén is (az adatokat nem mutatom). 

11. táblázat. rHuEPO-kezelés hatása tumort hordozó egerek hemoglobinszintjére 

Tumoroltás utáni napok 0 8 15 19 22 

Hemoglobin 

(g/dl) 

Kontroll 11,61,1 11,60,7 11,40,4 11,41,2 11,30,2 

 A431  11,30,5 10,90,6 10,40,5 10,10,5 

 A431 + rHuEPO  12,30,9 13,00,5* 12,40,4* 12,50,5* 

Az adatokat (átlagSD) három mérésből képeztük (*p<0,05, kontroll vs. rHuEPOα) 

 

 Arra is kíváncsiak voltunk, hogy az EPO-kezelés hogyan befolyásolja a HIF-1α és az 

általa szabályozott egyik fő effektor, a vaszkuláris endoteliális növekedési faktor-A (VEGF-A) 

expresszióját. A molekuláris biológiai vizsgálatok azt mutatták, hogy mind a HIF-1α (39. 

ábra), mind a VEGF-A (40A ábra) expressziója csökken az rHuEPO-kezelés hatására a 

daganatsejtekben és az in vivo modellekben. Ráadásul a VEGF-A-expresszió a nem daganatos 

gazdaszövetekben is megfigyelhető volt (40B ábra), ami azt mutatja, hogy az rHuEPO-kezelés 

nem csak lokálisan, a daganatokban okozott változásokat. 
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39. ábra. A humán HIF-1α gén expressziója A431 daganatokban 

 

 
A HIF-1α-t RT-PCR-rel mértük. A specifikus primerek egy 339 bázispár méretű terméket 

amplifikáltak (1–3. sáv: kontroll, 4. és 5. sáv: rHuEPOα-val kezelt xenograftok, inzert). Az 

rHuEPO-kezelés csökkentette a HIF-1α-expressziót. Az adatok átlag±SD, n=5, *p<0,05 a 

kontrollhoz viszonyítva  

 

40. ábra. VEGFA expressziója a tumorban (A) és a gazdaszervezetben (B) 

 

 
A VEGF relatív expressziója szignifikáns (*p<0,05) csökkenést mutatott az rHuEPO-val 

kezelt állatok esetében a daganatban (A) és a gazdaszövetben (B) is (üres oszlopok: kontroll; 

fekete oszlopok: rHuEPO-val kezelt állatok). Oszlopok: három egérből nyert eredmények 

átlaga±SD. A görbék elemzése azt mutatta, hogy a VEGF-primerpárok egyetlen és 

fajspecifikus terméket amplifikáltak: humán mintán (Kaposi-szarkóma, A inzert) az emberi 

primerek egyetlen, jól definiált csúcsot adtak, míg egér primerekkel nem történt amplifikáció; 

egérminta (B16 melanóma, B inzert) az egyedüli csúcs csak egér VEGF-primerekkel volt 

kimutatható, és nem volt reakció a humánnal 

 

4.5.1 Az rHuEPO-val kiváltott érelváltozások hatása a kemoterápiára 

 A korábbi ellentétes irodalmi adatok miatt mi is megvizsgáltuk, hogy az A431 sejtek és 

a HT25 humán kolonkarcinóma sejtek expresszálják-e az EPO-receptort. Azt kaptuk, hogy 

mindkét sejtvonalban kifejeződik az EPOR mind RNS-, mind fehérjeszinten (41A ábra). 

Ugyanakkor az exogén rHuEPO-kezelés nem fokozza (sőt, szérummentes környezetben még 

csökkenti is) a daganatsejtek in vitro proliferációját (41B ábra). Ráadásul az rHuEPOα-kezelés 

in vivo sem fokozta a xenograft tumorok növekedését, ugyanakkor érdekes megfigyelésünk 
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volt, hogy pozitívan befolyásolta az 5-FU-kemoterápiát: az együttes alkalmazásuk során 

szignifikánsan nagyobb daganattérfogat-csökkenést lehetett elérni a kezelésekkel (41C,D 

ábrák). 

 

41. ábra. Az rHuEPO hatása az eritropoetinreceptorokat expresszáló, A431 és HT25 sejtekre 

és a daganatxenográtok proliferációjára és növekedésére 

 

A       B 

  
 

C       D 

  
A) Humán eritropoetinreceptor kifejeződése mRNS- és fehérjeszinten (RT-PCR, áramlási 

citometria). B) az rHuEPO-val történő 72 órás kezelés (0,1–10,0 NE/ml; SE+/SE-, 5% 

szérum vagy szérummentes körülmények) hatása az in vitro sejtproliferációra. Pontok, átlag; 

oszlopok, SD (n=6). C és D) az rHuEPO in vivo hatásai (150 NE/kg, hetente háromszor) és 5-

FU-kezelések (750 mg/m2, hetente ötször) az A431 (C) és a HT25 (D) xenograftokon 

(*p<0,05, 5-FU a kontrollhoz képest; **p<0,05, 5-FU+rHuEPO és 5-FU, Mann–Whitney U-

teszt, n=10)  

 

 A további vizsgálatokban ugyanakkor azt az érdekes eredményt kaptuk, hogy az in vivo 

megfigyelt additív hatás (rHuEPO + 5-FU) nem volt kimutatható in vitro proliferációs 

tesztekben (42. ábra). Ez az eredmény azt sugallta, hogy nem a tumorsejteken történő közvetlen 

hatás állhat a jelenség hátterében, hanem valami egyéb, az rHuEPO-kezelés hatására a 

gazdaszervezetben kialakuló változás. Ezt a jelenséget keresve azt találtuk, hogy az rHuEPO-
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kezelt állatokban az intratumorális erek dilatáltak, szignifikánsan nagyobb az átmérőjük, de a 

számuk nem változott jelentősen (43-44. ábrák).  

 

42. ábra. rHuEPO-kezelés hatása az 5-FU in vitro proliferációgátlására A431 sejteken 

 
rHuEPOα (0,1–10 NE/ml) nem befolyásolta az 5-FU in vitro hatását és az A431 sejtek 72 

órás proliferációját. Oszlopok, átlag±SD (n=6, *p<0,05; **p<0,01, 5-FU vs. kontroll, 

Student t-teszt) 

 

43. ábra. Az rHuEPO-kezelés hatása az intratumorális erekre A431 és HT25 humán 

xenograftokban 

 

    

       
Az rHuEPOα-kezelés humán-ekvivalens dózisban (150 NE/kg, háromszor/per hét, (jobb oldali 

ábrák) mindkét tumor esetében növelte az erek méretét összehasonlítva a kontrollal (bal 

ábrák). Az intratumorális ereket anti-CD31-FITC (zöld) antitesttel jelöltük, a sejtmagokat 

pedig propidium-jodiddal (piros). Mérce: 50 µm 
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44. ábra. CD31-pozitív erek száma és átlagos átmérője az rHuEPOα-kezelés után 

 

  
A) Az rHuEPOα-kezelésnek nem volt szignifikáns hatása az intratumorális erek sűrűségére. 

Oszlopok: átlag±SD (n=10; üres oszlopok, kontroll; fekete oszlopok: rHuEPOα-val kezelt 

daganatok). B), A Feret-átmérők mértéke az A431 daganatokban a 10. és 17. napon. Az 

rHuEPOα-val kezelt daganatokban szignifikánsan nagyobbak az erek átmérői a 17. napon. 

Oszlopok: átlag±SD (*p<0,05) 

 

 Az erek átmérője rHuEPOα-kezelés hatására megmutatkozó növekedésének hátterében 

az endotélsejtek proliferációjának fokozódása állt (45-46. ábrák). Érdemes ugyanakkor 

emlékeznünk arra a tényre, hogy ez az osztódásfokozódás annak ellenére következett be, hogy 

mind a tumorokban, mind a gazdaszövetben csökkent a VEGFA expressziója az rHuEPOα-

kezelés hatására (40. ábra). Ugyanakkor megfigyeltük, hogy az endotélsejtekkel ellentétben a 

daganatsejtekben, amelyek szintén EPOR-pozitívak, az rHuEPO-kezelés nem befolyásolta a 

sejtek proliferációját (46. ábra).  

 

45. ábra. Az rHuEPOα hatása az A431 humán tumorsejtek és egér endotélsejtek BrdU-

jelölési indexére 

 

    
Immunfluoreszcenciás mikroszkópia: BrdU (piros), CD31 (zöld) és Hoechst 33342 

(magfestés, kék) a kontroll (bal) és rHuEPO-val kezelt (jobb) daganatokban a tumor oltását 

követő 18. napon. Nyilak, CD31+/BrdU+ endotélsejtek, mérce: 25 µm 
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46. ábra. rHuEPO-kezelés hatása a daganatsejtek és az endotélsejtek proliferációjára 

 
Az rHuEPO-kezelés szignifikánsan növeli a mikrovaszkuláris endotélsejtek BrdU-jelölését a 

daganatban (18. nap), de nincs hatással a perivaszkuláris tumorsejt-populációra. Oszlopok: 

átlag±SD, n=10 (üres oszlopok: kontroll; fekete oszlopok: rHuEPO-val kezelt minta; 

*p<0,001) 
 

Az eredményeink validálásához tüdőrák-sejtvonalakat (H1650, H1975, H358) is 

bevontunk a vizsgálatainkba. Ezekben kvantitatív valós idejű PCR-rel meghatároztuk az EPOR 

mRNS-szintjét, pozitív kontrollként humán köldökzsinórvér-eredetű endotélsejteket 

(HUVEC), valamint K562 leukémia-sejtvonalat használtunk. A H1650 és a H358 

sejtvonalakban igen alacsony volt az EPOR-expresszió, míg a H1975 sejtvonal még a pozitív 

kontroll K562-nél is magasabb szinten expresszálta azt (47. ábra). 

 

47. ábra. EPOR-expresszió humán tüdő-adenokarcinóma sejtvonalakban 

  

A, EPOR mRNS-expressziójának kimutatása humán tüdő-adenokarcinóma sejtekben RT-PCR-rel 

(pozitív kontroll: HUVEC, K562 sejtvonalak). B, rHuEPO (1, 3 IU/ml) hatása a gemcitabinkezelésre 

(1, 10 µg/ml) in vitro. 48 órás kezelés, SRB-teszt 

  

In vitro az rHuEPO különböző koncentrációi (1, 3 U/ml) ezekben a kísérletekben sem 

fokozták még az EPO-receptort kifejezetten magas szinten expresszáló daganatsejtek 
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proliferációját sem, és nem befolyásolták a sejtek citosztatikus (gemcitabin 1, 10 µg/ml) 

kezelését sem (47. ábra).  

Hasonló eredményt kaptunk az in vivo szubkután növő H1795 xenograft kísérletekben 

is. Az rHuEPO-kezelés nem hogy nem fokozta, de szignifikánsan csökkentette az EPOR+ 

tumorok növekedését (48. ábra). A citosztatikus kezelés hatásának korábban az A431 és HT25 

xenograftoknál ismertetett fokozódását ebben a modellben nem tudtuk kimutatni, mivel a 

gemcitabin önmagában is majdnem teljesen eltüntette a szubkután daganatokat (48. ábra). 

 

48. ábra Exogén rHuEPO- és gemcitabinkezelés hatása EPOR+ H1795 xenograftok 

növekedésére 

 

H1795 növekedés görbék a kontroll (fiziológiás sóoldat), rHuEPOα (150 IU/kg), gemcitabin (100 

mg/kg) és rHuEPOα + gemcitabin csoportokban; *p<0,05 kontrollal összehasonlítva 

 

Ugyanakkor az rHuEPOα-kezelés ebben a modellben is fokozta az intratumorális 

endotélsejtek proliferációját, és itt is nagyobb átmérőjű ereket láttunk a kezelt csoportban (49. 

ábra). Ezzel párhuzamosan viszont az EPOR+ H1795 daganatsejtek proliferációs indexe 

szignifikánsan csökkent a kezelt tumorokban (49. ábra).  
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49. ábra. Az rHuEPOα-kezelés hatása az endotélsejtek és a tumorsejtek proliferációjára 

H1975 xenograftokban 

 

Reprezentatív immunfluoreszcens képek a kontroll (A) és az rHuEPOα-kezelt (B) egerekből 

származó tumorokról. Endotélsejt: anti-CD31 (zöld), proliferáció: BrdU marker (piros), 

sejtmagok: TOTO-3 (kék). A nyilak az osztódó endotélsejteket jelölik. C) Osztódási index 

meghatározása a tumorsejtekben és az endotélsejtekben a kísérlet 33. napján a kontroll és az 

rHuEPOα-kezelt csoportban. *p=0,021, **p<0,001a kontrollal összehasonlítva 

 

 Arra a kérdésre, hogy az rHuEPO-kezelés hatására bekövetkező érátmérő-növekedés 

hogyan befolyásolhatja a kezelőszerek hatékonyságát, szöveti perfúziós (funkcionális in vivo 

imaging) vizsgálatokat végeztünk A431 tumorxenograftokban. Először Hoechst 33342 festéket 

juttattunk az állatokba farokvénaoltással, majd elvégeztük a kísérleteket doxorubicinnal is, 

aminek vörös autofluoreszcenciája van, ezáltal fluoreszcens mikroszkópban detektálható a 

szöveti eloszlása. Azt tapasztaltuk, hogy mindkét jelölés esetében az rHuEPO-kezelt 

tumorokban a festék 15 perc után nagyobb területeket jelölt, mint a kontroll állatokban (50. 

ábra). Az eredményeket számszerűsítve azt kaptuk, hogy mindkét esetben több mint duplájára 

nőtt a jelölt területek mérete a kezelt csoportokban. Annak eldöntésére, hogy ez a megfigyelt 

növekedés nem a kitágult erek méretváltozása miatt van-e, azaz nem azért nagyobb a terület, 

mert eleve nagyobb az ér átmérője, ami körül mérjük a jelölés mértékét, a jelölt területeket 
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standardizáltuk az erek kerületére. Ebben az esetben is azt kaptuk, hogy az rHuEPO-kezelés 

szignifikánsan növeli a daganatszövetben a jelölésre használt anyagok perfúzióját (51. ábra).  

 

50. ábra. Funkcionális képalkotás az A431 tumorban fluoreszcens mikroszkóppal 

   

    
Felső panel: Hoechst 33342 magfesték (kék) 15 perces inkubáció után a kontroll (bal) és az 

rHuEPO-val kezelt (jobb) tumorszövetek a 21. napon a tumor beoltása után (mérce: 50 µm). 

Alsó panel: 15 perces doxorubicinjelölés (piros) a kontroll (bal) és az rHuEPO-val kezelt 

(jobb) tumorszövetekben. A magokat Hoechst 33342-vel jelöltük (kék, mérce: 50 µm) 

 

 

51. ábra. Morfometriai analízis a tumorperfúzióra 

  
Bal ábra: doxorubicinnal jelölt területek az A431 daganatokban. Oszlopok: átlag a kontroll 

százalékában ±SD (n=10; üres oszlopok: kontroll; fekete oszlopok: rHuEPO-val kezelt 

daganatok; *p<0,05). Jobb ábra: az erek kerületére eső jelölt terület az rHuEPO-kezelés 

után a daganatokban. Oszlopok: átlag±SD (n=10; *p<0,05) 
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4.5.2 Az rHuEPO-val kiváltott érelváltozások hatása a sugárterápiára 

 A terápiák hatékonyságát befolyásolja a szövetek oxigén- és tápanyag-ellátottsága. Mint 

az előzőekben láttuk, a kemoterápiát is befolyásolni lehetett exogén rHuEPO-val az 

intratumorális erekre kifejtett hatásai miatt, ezért arra is kíváncsiak voltunk, hogy a 

sugárkezelés hatásosságát is módosítja-e az EPO-kezelés.  

 Bár az A431 sejtek kifejezik az EPOR-t, az rHuEPOα-val 0,1–10 IU/ml 

dózistartományban szérumos környezetben 72 órán keresztül végzett in vitro kezelés nem 

mutatott szignifikáns hatást a sejtproliferációra. Ugyanakkor a tumorsejtek besugarazása 5 Gy-

vel több mint 25%-kal csökkentette az élő sejtek számát 48 órán belül. Az rHuEPO-kezelést 

(0,1–10 IU/ml) és a sugárkezelést (5 Gy) együttesen alkalmazva csupán további <20%-nyi 

proliferációgátlást detektáltunk. 

 Azonban amikor a sugárkezelés hatékonyságát teszteltük a tumorsejtek apoptózisára és 

a kolóniaképző képességére, azt tapasztaltuk, hogy az rHuEPOα-kezelés (1 IU/ml, 48 óra) 

önmagában nem befolyásolta az apoptózist, viszont szignifikánsan (p<0,01) megnövelte az 

apoptotikus sejtek mennyiségét a besugárzott (5 Gy) tumorsejtekben (52. ábra).  

Az rHuEPO-kezelés hosszú távú hatását kolóniaképzési vizsgálattal teszteltük. Az 

eredmények azt mutatják, hogy az rHuEPOα (0,1-1-10 IU/ml) koncentrációfüggően 

szignifikánsan (p<0,01) megnövelte a sugárkezelés hatékonyságát az A431 sejtekben in vitro 

(52. ábra). A sugárkezelés 60%-os csökkenést idézett elő a daganatsejtek kezelés utáni 

hosszútávú túlélésében, melyet szignifikánsan tovább fokozott (8%, 30%, ill. 49%) az rHuEPO-

kezelés (52. ábra). 

 

52. ábra. Az rHuEPOα-kezelés és besugárzás hatása a tumorsejtek apoptózis- és 

kolóniaképző képességére in vitro 

   

Az rHuEPOα (1 NE/ml) és besugárzás (5 Gy) hatása az A431 sejtek apoptózisára (bal ábra). 

Besugárzott A431 sejtek hosszú távú (14 nap) kolóniaképző képessége rHuEPOα-

előkezeléssel vagy anélkül (jobb ábra). Az adatok átlag±SD, n=6. *p<0,05, kombináció vs. 

besugárzás önmagában. **p <0,01, besugárzás vs. kontroll. 
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 Az in vitro kísérletek után megvizsgáltuk az exogén EPO-kezelés hatását az in vivo 

sugárkezelésre is. Az rHuEPOα adása in vivo humán-ekvivalens dózisban nem volt szignifikáns 

hatással az A431 tumorxenograftok növekedésére (53. ábra). A tumorokat egyszeri 5 Gy 

dózissal sugaraztuk be a tumorok oltása utáni 14. napon (átlagos tumorméret: 50-70 mm3). A 

sugárkezelés önmagában is szignifikánsan gátolta a szubkután daganatok növekedését 

(61,5%,), amit az rHuEPO-kezelés még tovább fokozott szignifikánsan (53. ábra). 

 

53. ábra. rHuEPO-kezelés hatása a szubkután A431 xenograftok besugarazására 

 

Az A431 xenograftokat hordozó állatokat kezeltük rHuEPOα-val (150 NE/kg, hetente 

háromszor), valamint sugárterápiával in vivo (5 Gy egyszeri adag a tumoroltás utáni 14. 

napon). *p<0,01, besugárzás vs. kontroll; **p<0,05, kombináció vs. besugárzás önmagában, 

n=5 

 

 A korábbi eredményeinkből kiindulva ezekben a kísérletekben is megvizsgáltuk az 

intratumorális ereket a kezelés után. Az előző vizsgálatokban kapott eredményekhez hasonlóan 

az rHuEPO-kezelés hatására nagyobb átmérőjűek voltak az erek, amiknek a pericita-borítása 

nem volt folytonos (a periciták nem követték az endotélsejtek proliferációjának fokozódását, 

(54. ábra). Az átlagos pericita-borítás morfometriai analízise több, mint 30%-os csökkenést 

(p<0,05) mutatott. Összehasonlítva a kontroll tumorokkal, a sugárkezelés nagyobb érroncsolást 

végzett az élő tumorterületen belül az rHuEPOα-val kezelt állatokban (54. ábra). A 

morfometriai elemzés azt mutatta, hogy az abnormális alakú, roncsolt intratumorális erek 

aránya több mint 50%-os volt az rHuEPO-kezelt és besugarazott xenograftokban, szemben a 

kizárólag sugárkezelést kapott csoporttal, ahol ez 30%-nak adódott (54. ábra). Ez a hatás 

valószínűleg abból adódott, hogy az EPO-kezelt tumorokban az endotélsejtek proliferációs 

indexe magasabb, és a sugárkezelés jobban hat az osztódásban levő sejtekre. 
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54. ábra. Tumorasszociált erek morfometriai elemzése a besugarazás után 

A           B 

   

C           D 

    

E 

 

A, B) Kettős immunfluoreszcencia A431 xenograftok ereire. Periciták (SMA, piros) és 

endotélsejtek (CD31, zöld) a kontroll (A) és az rHuEPOα-val kezelt állatokban (B) a 

besugarazás előtt. Látható, hogy a pericitaborítás nem folytonos az ereken (nyíl). 

Intratumorális erek jelölése a besugárzást követően von Willebrand-faktorra a kontroll (C) és 

az rHuEPO-val kezelt állatokban (D). Nyilak: roncsolt erek a besugarazás után. Mérce: 50 

µm. E). A roncsolt erek kvantitatív morfometriai kiértékelése a tumormintákban. *p<0,05, 

besugárzás a kontrollhoz viszonyítva, **p<0,05, kombináció vs. sugárkezelés egyedül 
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4.6 EPOR-expresszió és a betegek klinikopatológiai adatai közötti összefüggések 

humán bronchoszkópos tüdőrákmintákban 

Az in vitro eredményeink azt mutatták, hogy az EPO-receptor ugyan kifejeződik az 

általunk vizsgált tumorsejtvonalakon is, de az exogén rHuEPO-kezelés nem fokozza (sőt, egyes 

esetekben még csökkentette is) a sejtek proliferációs aktivitását. Ez az eredmény ellentmondott 

néhány korábban publikált kísérletes és klinikai adatnak, ezért mi is megvizsgáltuk az EPOR-

expressziót tüdő-adenokarcinóma klinikai mintákban, összefüggést keresve a klinikopatológiai 

adatokkal. Korábban már leírták [190], és mi is azt tapasztaltuk, hogy az ép tüdőszövet EPOR-

expressziójában is szignifikáns különbség van az egyes betegek között, ezért a tumorszövetben 

mért EPOR-expressziós értékeket normalizáltuk a beteg nem tumoros endobronchiális 

szövetében mért EPOR-expressziós szintekkel (tumor/normál, T/N, 55 ábra). A statisztikai 

kiértékelések után nem találtunk összefüggést az életkor, dohányzás, nem, stádium és a 

kezelések tekintetében a vizsgált betegpopulációban (az adatokat nem mutatom). 

 

55. ábra EPOR-expresszió a tumoros (T) és a normális (N) szövetmintákban előrehaladott 

stádiumú tüdő-ADC-s betegekben 

 

Kvantitatív RT-PCR mérések tüdő-adenokarcinómás betegek bronchoszkópos kefe mintáiban.  

Két mintát mértünk meg minden betegből, egyet a tumorból (T), egyet pedig a tumormentes, 

endobronchiális területről (N). Látható, hogy a normál minták között is igen nagy a szórás 

 

Kaplan–Meier-analízissel elemeztük az előrehaladott stádiumú tüdő-adenokarcinómás 

betegek túlélési adatait az eltérő (magas és alacsony) EPOR-szintek függvényében. Azt 

tapasztaltuk, hogy 43 betegből álló mintánkban az EPOR-t a tumorsejtekben magasan 

expresszáló betegek túlélése szignifikánsan jobb volt, mint az alacsony EPOR-szinttel 

rendelkező betegeké (medián teljes túlélés 11 versus 6 hónap, p=0,035; 56. ábra). 
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56. ábra. Az alacsony EPOR-expresszió rosszabb túléléssel párosult előrehaladott stádiumú 

humán tüdő-adenokarcinómában 

 

III-IV-es stádiumú tüdő-adenokarcinómás betegek (n=43) Kaplan–Meier túlélési görbéi a kvantitatív 

RT-PCR-rel meghatározott, alacsony és magas EPOR-expresszió függvényében. Az alacsony 

expressziót az 1 alatti T/N aránnyal definiáltuk. 
 

Ráadásul multivariáns statisztikai analízis során (bevonva az általános prognosztikai 

változókat: életkor, nem, tumorstádium, dohányzási szokások) azt kaptuk, hogy a kezelés előtti 

EPOR-szint (a nemhez és az életkorhoz hasonlóan) a többi változótól független prognosztikai 

faktor (p=0,031; 12. táblázat).  

 

12. táblázat. Előrehaladott stádiumú tüdő-adenokarcinómás betegek különböző 

prognosztikai faktorainak elemzése többváltozós analízissel 

Paraméterek RR 95% CI p-érték 

    

Életkor 1,077 (1,017-1,142) 0,012 

Nem (férfi vs. nő) 0,364 (0,157-0,843) 0,018 

Stage (III vs. IV) 0,615 (0,291-1,302) 0,204 

Dohányzás (valaha vs. sohasem dohányzott) 0,67 (0,258-1,741) 0,342 

EPOR (alacsony vs. magas) 0,431 (0,201-0,926) 0,031 

RR, relatív rizikó; CI, konfidenciaintervallum 

 Eredményeink alapján inkább azt lehetett kijelenteni, hogy az EPOR-expresszió és az 

exogén rHuEPO-kezelés előnyösen befolyásolja egyes daganatok klinikai lefolyását és 

kezelését.  

0 10 20 30 40 50

0

20

40

60

80

100

alacsony EPOR

magas EPOR

Idő (hónap)

T
e

lj
e

s 
tú

lé
lé

s 
(%

)

p=0.035

               tovari.jozsef_19_22



96 

 

5. DISZKUSSZIÓ 

 A daganatok mikrokörnyezetét nagyrészt a daganatsejtek maguk hozzák létre, vagy a 

tumorok által generált kapcsolatok késztetik a gazdaszövet megváltozásait. A kialakuló daganat 

szöveti mikrokörnyezete (TME) osztódó és elhaló tumorsejtekből, tumorstrómából, tumort 

infiltráló erekből, a beszivárgó gyulladásos sejtekből és számos egyéb sejttípusból, auto- és 

parakrin molekuláris szignálokból áll [191]. Ez egy egyedülálló környezet, amely a daganat 

progressziója során jelenik meg a gazdaszövettel való interakciójának eredményeként. 

Létrejöttét, fennmaradását és változásait alapvetően a tumorsejtek alakítják számtalan 

molekuláris és sejtes eseményen keresztül. Ezek között általánosan elfogadottként szerepel a 

korlátlan szaporodás, kitérés a növekedésgátlás alól, a lokális szöveti invázió és az áttétek 

megjelenése, az apoptózisrezisztencia, az érképződés beindítása, a proliferatív szignálok 

folyamatos fenntartása, a sejt energiaháztartásának átalakulása, immunrezisztencia, a genom 

instabilitása és mutációk felhalmozódása, valamint gyulladásos reakciók fokozódása [32].  

 Habár már rengeteg ténnyel és adattal rendelkezünk a daganatok általános 

jellemzőiről, a daganatok kialakulásáról és túléléséről [192–194], még mindig kevés az 

információnk a daganatos környezetről, valamint a tumor és környezete kapcsolatáról. Pedig 

ahogy jobban megismertük ezeket, kiderült, hogy a környezeti elemek kritikus szerepet 

játszanak a rosszindulatú daganatok túlélésében és terápiájában [195].  

 

5.1 A vér- és a nyirokérhálózatok 

 A normális szövetekhez hasonlóan a vér- és a nyirokérhálózatok oxigént és táplálékot 

szállítanak oda, valamint a szén-dioxidot és metabolikus hulladékot szállítják el a daganatokban 

is. Ugyanakkor ismert, hogy az intratumorális erek szerkezete különbözhet a normális 

szövetekben található erekétől: gyakran rigidebbek, kevésbé tűnnek jól szervezettnek és 

„szivároghatnak” is [196]. Ezen felül az úgynevezett angiogén kapcsoló („angiogenic switch”) 

folyamatosan bekapcsolt állapotban van, az új erek képződése nem áll le [197, 198]. A vér- és 

a nyirokérrendszernek különböző szerepeik vannak a tumorgenezis egyes szakaszaiban [199]. 

A tumorokban viszonylag gyorsan kialakul az oxigénhiányos állapot (hipoxia), amelyhez 

először megpróbálnak adaptálódni a sejtek, de aztán az osztódásukhoz muszáj új érhálózatra 

szert tenniük [197, 198]. Az új erek pedig nem csak az oxigén- és a tápanyagellátás 

szempontjából fontosak, de a tumorok áttétképzésében is elengedhetetlen szerepet játszanak 

[200, 201].   
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Saját vizsgálataink is bizonyítják, hogy a nyirokérhálózat kialakulása és a tumorok áttétképzése 

között szoros korreláció van nem kissejtes tüdőrákokban (NSCLC) [202]. Azt tapasztaltuk, 

hogy NSCLC klinikai mintákban a nyirokérdenzitás (LVD) szignifikánsan magasabb volt a 

tumor perifériáján azokban a mintákban, amik nyirokcsomó-metasztázisokat adtak 

összehasonlítva  anem metasztatikus tumorokkal (p<0,005) és a magas LVD korrelált a 

rosszabb teljes túléléssel.  

 A tumorokban többféle folyamatot is leírtak a beereződésük kialakulása során [11]. 

Ezek egy részében bizonyított az endoteliális sejtek osztódása (pl. bimbózó érképződés), 

amelynek a főbb molekuláris szabályozói is ismertek (VEGF-ek, PlFI, PDGFβ, FGF, 

angiopoetinek stb.) [203–205]. Azonban a tumorok érhálózatának kialakulása során több 

folyamatban (intusszuszceptív, glomeruloid angiogenezis, posztnatális vaszkulogenezis, 

vaszkuláris mimikri) nincs szükség az endoteliális sejtek osztódására, amit figyelembe kell 

venni későbbi antiangiogén terápiák tervezésénél. 

 

5.2 Posztnatális vaszkulogenezis: endoteliális progenitorsejtek szerepe a daganatok 

beereződésében 

 A vaszkulogenezis során az ereket borító endotélsejtek in situ differenciálódnak 

éretlen csontvelői eredetű prekurzorsejtekből. Sokáig úgy gondolták, hogy ez a folyamat csak 

az érrendszer fejlődésének korai szakaszában fordul elő. Azonban később bebizonyosodott, 

hogy keringő, csontvelőből származó endoteliális őssejtek (EPC-k) jelennek meg a kóros 

neovaszkularizáció során, és képesek endoteliális sejtekké differenciálódni az erekben. Asahara 

és munkatársai leírták, hogy a tumorok hogyan képesek citokinekkel, elsősorban VEGF-fel 

mobilizálni ezeket a sejteket a csontvelőből [130]. De az is ismert, hogy pl. az Ang-1 csökkenti 

a keringő EPC-k számát [206]. Az érhálózatba beépült és differenciálódott EPC-k nem csak 

mechanikailag vesznek részt az új erek képződésében, de bizonyított, hogy angiogén citokinek 

termelésében is fontos szerepet játszanak, hozzájárulva az intratumorális erek 

fennmaradásához, működésük stabilizálódásához és továbbiak képződéséhez [207].  

 Bár a keringő EPC-k számának megemelkedéséről számoltak be különéle érrendszeri 

betegségekkel kapcsolatosan [208, 209], és számos rágcsálómodelleken végzett tanulmány is 

kimutatta, hogy a csontvelőből származó keringő EPC-k hozzájárulnak a daganatok 

vaszkularizációjához [210–212], a mai napig nem tisztázott, hogy ezeknek milyen valóságos 

szerepük van a tumorok beereződésében. Néhány tanulmány jelent csak meg korábban, 

amelyben megpróbálták kiértékelni az EPC-k jelentőségét az emberi tumorokban [213–215], 
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és a mi kutatócsoportunk volt az első, amelyik nem kissejtes klinikai tüdőrákmintákban 

(NSCLC) vizsgálta a keringő EPC-k és a daganat lefolyásának lehetséges korrelációit [212].  

 Vizsgálatainkban áramlási citometriával meghatároztuk a keringő EPC-k gyakoriságát, 

valamint valós idejű kvantitatív RT-PCR módszerrel az EPC-specifikus markerek (CD34, 

VEGFR2, VE-kadherin és CD133) szintjét NSCLC-s betegek perifériás vérében. Ezen felül 

elemeztük az EPC-k megjelenését a sebészileg eltávolított NSCLC-k érrendszerében. 

 Eredményeink azt mutatták, hogy a keringő EPC-k száma szignifikánsan magasabb a 

daganatos betegekben, összehasonlítva az egészséges kontrollokkal. Ugyanakkor azt is 

megállapítottuk, hogy a kezelés előtti EPC-szám alacsonyabb volt olyan betegekben, akik 

részleges, vagy teljes remissziót értek el (válaszadók) a kezelés után, mint stabil, vagy 

progresszív betegségben szenvedő betegekben (nem reagálók). Azt is megállapítottuk, hogy a 

15 hónapos követés után szignifikánsan magasabb volt a halálozás azokban a betegekben, 

akiknél magasabb volt a kezelés előtti EPC-szám. Ezek a megfigyelések alátámasztották, hogy 

a CD34+/VEGFR2+ EPC-k egyszeri mérése áramlási citometriával hasznos eszköze lehet a 

betegek kezelése kimenetelének előrejelzésére NSCLC-ben. Ez az eredményünk megfelelt a 

Jain és munkatársai által leírt hipotézisnek az erek normalizálásáról az anti-VEGF terápia 

(bevacizumab) alkalmazása után [216, 217]. Ezt a hipotézist erősítik azok a kísérletes és 

klinikai megfigyelések, ahol úgy találták, hogy a keringő EPC-k szintje az antiangiogén 

aktivitás érzékeny jelzője lehet alacsony dózisú metronomikus kemoterápia esetén 

rágcsálómodellben [218], vagy hogy a keringő EPC-k száma gyorsan csökken a végbélben 

olyan rákbetegekben, akik bevacizumabot kaptak [219]. Az adataink azt sugallták, hogy 

azoknál a betegeknél, akiknél alacsonyabb a kezelés előtti EPC-szám, feltehetően több a 

''normális'' ér és jobban reagálnak a kezelésre, míg azok, akiknél magasabb az EPC-szám (az 

intratumorális kapillárisokban), nem reagálnak jól. Ezért az olyan betegek esetében, akiknél 

magas a kezelés előtti EPC-szám az anti-VEGF terápiával csökkenthető az EPC-k száma (ezzel 

„normalizálva” az érrendszert) a kemoterápia előtt, így potenciálisan javul a terápiás válasz is.  

 Ugyan sikerült kimutatnunk a keringő EPC-k számának változását, valamint beépülését 

a daganatos érfalba, azt feltételezve, hogy ennek mértéke a nem tumoros iszkémiás szövetekben 

leírtak szerinti lehet [207, 220], nem világos még mindig, hogy mekkora a szerepe az EPC-

knek a daganatok beereződésében. De figyelemreméltó a diagnosztikai lehetőség a 

terápiamonitorozásra, sőt, akár terápiás alternatívaként is használhatóak lesznek ezek a sejtek a 

jövőben daganatellenes hatóanyagok célba juttatására [221, 222]. 
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5.3 Az extracelluláris mátrix és a mikrokörnyezet 

 Az extracelluláris mátrix (ECM) egy dinamikus és bonyolult környezet, amelyek 

biofizikai, mechanikai és biokémiai tulajdonságai eltérőek az egyes szövetekben [223]. Főbb 

komponensei a kollagének [224–226], lamininek [227], fibronektinek [228], proteoglikánok 

[229] és hialuronsavak [230, 231], de az ECM-ben megtalálhatjuk a stromális és a tumorsejtek 

által kiválasztott citokineket, növekedési faktorokat is. Ma már közismert, hogy az ECM döntő 

fontosságú a tumorok növekedésében, valamint a tumorsejtek inváziójában és áttétképzésében 

egyaránt [232]. Ezekben a folyamatokban elengedhetetlen a sejtek motilitási képessége, és a 

sejtmozgás mindig ebben a háromdimenziós extracelluláris térben történik. 

 

5.4 A sejtmozgás alapjai 

 A külső ingerekre adott, határozott irányú mozgás a biológiai rendszerek alapvető 

tulajdonsága az egysejtűektől a bonyolult, többsejtű organizmusokig. A szervezet túléléséhez 

elengedhetetlen a tápanyagok és más kedvező környezet felé történő elmozdulás, valamint az 

éhezés és általában az ellenséges körülmények elkerülése. Az első organizmusok, amelyek 

kifejlesztették ezt a viselkedést, egysejtűek voltak. A többsejtű organizmusok evolúciója során 

a sejtek a mozgási képességüket valamilyen boilógiai folyamathoz (embriogenezis, a 

felnőttkori szövetek homeosztázisan immunválasz( adaptálták, és sejttípusokra specializálták 

[233–235]. Így a sejtmobilitás alapjai összefonódnak a sejtek működésével és túlélésével, 

amely kapcsolatok valószínűleg relevánsak a metasztázisok szempontjából is. A sejtek 

migrációja azonban nem egységes jelenség. Különböző fiziológiai hatásokra és környezetben a 

különféle sejttípusok eltérő morfológiákat, sejt-sejt kölcsönhatásokat és mozgástípusokat 

mutatnak. A leggyakoribb morfológiák az amőboid, a mezenhimális vagy epiteliális mozgások, 

amelyet egyedül vagy klaszterekben, folyadékokban vagy szilárd felületeken végeznek, 

ráadásul ezek között gyakran dinamikusan válthatnak is, reagálva a környezet változásaira 

[236]. A vándorlási dinamika ilyen sokféleségét a mozgást létrehozó erők térben és időben 

történő differenciált szabályozása teszi lehetővé [236]. 

 

 Feltehető, hogy valamennyi sejttípus mozgásának hátterében a vezető lamella területén 

működő univerzális elcsúszó aktomiozin-rendszer áll, ahol az aktinszálak a sejtek letapadási 

helyeibe, az adhéziókba kötnek be. A sejtek elmozdulása ezekhez a külső mátrixhoz rögzített 

pontokhoz képest történik meg. A mozgási morfológiában talált eltérések, illetve a sebességbeli 
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különbség okát a citoszkeletális elemek szerveződésében, és a sejtadhéziós mintázatban kell 

keresnünk.  

 Kezdeti munkáink eredményeként egy modellt írtunk le a HT1080 fibroszarkómasejtek 

kétdimenziós mozgására [60]. Ez a modell jelentősen különbözik a széles körben elfogadott 

fibroblaszt-típusú sejtmozgástól [40]. Az a megfigyelés, hogy a HT1080 sejtekben adhéziók 

kizárólag a sejtek élére lokalizálódtak és folyamatosan megújultak, azt jelenti, hogy a korábban 

feltételezettekkel ellentétben a letapadási pontok öregedése, valamint érése nem bizonyított 

ezen a területen. Ezt támasztja alá az a megfigyelés is, hogy ezek az adhéziók az összes olyan 

komponenst tartalmazták (vinkulin és a FAK), amelyek jelenléte az adhéziókban a korábbi 

irodalmi adatok szerint az érés jele [237, 238]. Érdekes megfigyelésünk volt, hogy a fibroblaszt-

eredetű tumorsejtek nem a klasszikus fibroblaszt-típusú alakot vették fel és tartották fenn a 

mozgásuk során, hanem a hal keratocitákban leírt félkör alakot. Ennél a mozgásféleségnél a 

félkör pontjai merőlegesen mozognak a sejt éléhez képest, az elmozdulások a csúcstól a sejt 

hossztengelye felé haladva egyre kisebbek. Ez azt jelenti, hogy a sejtek élén minden pont egy 

látszólagos ívelt utat fog követni a mozgás során (GRE-modell) [56]. A GFP-vel jelzett 

vinkulint kifejező HT1080 sejtekben is ezt az elmozdulást figyeltük meg mozgásuk során, 

amelyeket még neutrofil fragmensek mozgásában is leírtak [59]. Ez azt sugallja, hogy a modell 

univerzálisabb lehet. Az erő generálásáért [239] felelős aktinszálak íveket formálnak két 

adhéziós plakk között, amelyeknek növekedniük kell a mozgás során, a maximális méretüket a 

sejt hossztengelyében elérve. Az aktinszálak polimerizációja felelős a lamellipódium 

kitüremkedéséért, amelyeknek kezdetben nincs orientációja. Ezen a területen megfigyelhetünk 

elágazó szálakat is, azonban ezeknek nem lehet szerepe a mozgás kiváltásáért felelős erő 

generálásában [240]. Valószínűleg az újonnan szintetizált elágazó aktinszálak többségének le 

kell válniuk az anyaszálról ahogy a sejt előre halad [240]. Feltételezzük, hogy ezek a 

leválasztott szálak nem depolimerizálódnak, helyette a miozinmolekulák szabályozása 

segítségével beépülnek a csúszó aktomiozin-rendszerbe. Ezt az elképzelést támogatják azok a 

megfigyeléseink, amelyek szerint a miozin már nagyon közel a lamellipódiumhoz megjelenik 

a mozgó tumorsejtekben, hasonlóan korábbi eredményekhez humán fibroblasztok esetében 

[241]. Ugyanakkor ellentétben áll a keratocitákkal, amelyekben a miozinmolekulák nélküli 

lamellipódium széles, ennélfogva a kontraktilis zóna a sejtmag előtt helyezkedik el [55, 57].  

A vinkulintartalmú adhéziók eloszlása és az aktomiozinívek szerkezete a HT1080 

sejtekben azt sugallja, hogy a hajtóerő centripetális irányú. Mivel ez az elrendeződés 

önmagában meghatározza a mozgó sejt alakját, nincs szükség a sejtmozgáshoz adhéziókra a 

sejttest alatt. A lamellában lévő aktinkábelek homorú íveket képeznek, amelyek összehúzódása 

               tovari.jozsef_19_22



101 

 

adja az erőt az előrehaladáshoz. Hasonló aktomioziníveket figyeltek meg hal keratocitákban is, 

ott is kizárólag a sejttest elülső részén [55, 57]. Az ívek az összehúzódásuk során egyre kevésbé 

lesznek homorúak, a sejt hátsó hossztengelyében már egyenesek, vagy át is fordulhatnak. Itt a 

legvastagabb az aktinív, ami valószínűleg a sejtek szélén található nagy adhéziók behúzásában 

vesz részt. Ebben az elrendezésben minden olyan letapadási pont, amelyek nem a sejtek széli 

részén vannak (esetleg „farkat” képeznek a sejtnek [39]), és amikbe aktinszálak is 

kapcsolódnak, csak hátráltatják a sejtek elmozdulását.  

 A korábbi eredményeink kétdimenziós vizsgálatokban születtek. Mivel biológiailag 

relevánsabbnak tűnnek a háromdimenziós tesztrendszerek [242], ezért vizsgálatainkat 

kiterjesztettük egy egyszerű 3D rendszerre. Ebben Boyden-kamrában migráltattuk a sejteket 

egy 10 µm vastag és 8 µm átmérőjű póruson keresztül, ami a háromdimenziós szerkezetet 

biztosította [243]. A háromdimenziós mozgás szervezői is az adhéziós pontok [244], valamint 

az erő generálásáért felelő aktomiozin-rendszer és ezek szabályozott működése. A 

vinkulinmolekulának kitüntetett szerepe van a sejtek mozgásában. Ez a szabályozó adapter 

fontos alkotója a sejtadhézióknak, kölcsönhatásban áll a talinnal és az aktinszálakkal, valamint 

az integrinekkel is [245–247]. A 3D kollagénmátrixban migráló sejtekben a letapadási 

pontokban mutatták ki, kolokalizációban a béta-1 integrinnel, a FAK-kal és az aktinszálakkal 

[242]. Korábbi vizsgálatok azt sugallták, hogy a különböző sejttípusokban eltérő lehet az 

adhéziók és az aktinszálak eloszlása a 3D mátrixban történő migráció során [248]. Ráadásul, a 

2D rendszerekben megfigyeltekkel ellentétben a 3D vizsgálatokban a mozgást biztosító erő a 

véletlenszerűen megjelenő adhéziós plakkokon keresztül közvetítődik, bármilyen is a sejt alakja 

a vándorlás során [248, 249]. Tumorsejtek esetében in vivo megfigyelték az F-aktinban gazdag 

kitüremkedéseket, amelyek aztán ki is tapadnak a környezethez a mozgás frontján, és ezt 

követte a hátsó rész összehúzódása („motilitási ciklus” [250]). A Boyden-kamrában, GFP-

vinkulinnal transzfektált HT1080 fibroszarkóma-tumorsejtekkel kapott saját eredményeink 

alapján elképzelt modell a 3D migrációra (24. ábra) jó kiegészítése a korábbi 2D modellünknek 

[60]. Mindkét modell azon a megfigyelésen alapul, hogy a letapadások csak a sejt elülső részén 

képződnek a mozgás során, amik a 3D rendszerben egy gyűrűben jelennek meg a póruson 

áthaladó tumorsejtekben. Ez a jelenség általánosnak tűnik, mivel a megfigyelt elrendeződés 

független a sejtvonalak típusától és a mozgás megindítására használt kemoattraktánstól 

egyaránt. Az adhéziók ilyen elrendeződése kizárja, hogy az erőt generáló aktinszálak 

párhuzamosan fussanak a sejtmozgás irányával a pórusban. Ezt az állítást támasztja alá az a 

megfigyelés is, hogy az aktinszálak orientációja akkor lesz párhuzamos a sejtmembránnal, 

amikor azok elérik a Boyden-kamra membránjának alsó felét, és elkezdenek kiterülni, azaz 2D 
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mozgást végeznek. Sajnos technikai okokból a póruson belül ezeket az íveket nem lehetett 

vizsgálni, de amiatt, hogy a pórusból éppen kilépő sejtekben ez az elrendeződés figyelhető meg 

feltételezhetjük, hogy a póruson belül is ez a helyzet. Az aktinívek és a letapadások 

folyamatosan alakulnak ki a sejtekben mindhárom körülmény között (2D és 3D migráció, 

kiterülés). Az aktinhálózat felelős a sejttest és a vimentinburokban található sejtmag 

transzlokációjáért is. A mozgás és a kiterülés között az a különbség, hogy az előbbinél az 

aktinívek szerveződése nem szimmetrikus a teljes sejtben, ezért a húzóerő elmozdítja a sejttestet 

a maggal együtt egy irányba. A kiterülés (spreading) ennek megfelelően „egy mozgás minden 

irányba”. Így a letapadások dinamikája 2D-ben nagyon jól megfelelt a GRE-modellnek (az 

adhéziók az aktinívek végén folyamatosan megújulnak és időben egy görbe mentén mozognak, 

miközben a sejtek alakja és mérete változatlan marad [60]). Ugyanakkor a spreading során, 

mivel a sejtek folyamatosan növekednek, a letapadásoknak egyenes vonalban kell mozogniuk 

sugárirányban.  

 Ezek az eredményeink a sejtmozgás alapjairól megmutatták, hogy a sejtek mozgásában 

univerzális törvényszerűségek vannak (letapadások, aktinszálak elrendeződése, erő 

generálása), és ezek tumorsejtek esetében is érvényesek, bármilyen mozgásformát is lehet 

megfigyelni az egyes sejtek esetében. 

 

5.5 A motilitás befolyásolása 

 A szolid daganatos betegek halála szinte kizárólag az áttétek miatt következik be. Az 

áttétek kialakulásában kiemelkedő szerepet játszik a daganatsejtek mozgási képessége [251]. 

Ugyan rohamosan fejlődik a sejtmozgás megismerése, rengeteg molekuláris eseményt 

azonosítottunk abban, azonban a klinikai gyakorlatba nagyon kisszámú próbálkozás került, 

amiket kifejezetten a tumorsejtek mozgékonyságának befolyásolására terveztek. Az alapvető 

próbálkozások a motilitás célzására a következő jelenségekre fókuszálnak: a sejtmozgás 

szabályozásában résztvevő molekulák és szignálútvonalak befolyásolása; a sejtmozgásra ható 

szolubilis molekulák (citokinek, kemokinek) és azok receptorainak gátlása; sejt-sejt és sejt-

extracelluláris mátrix (ECM) kapcsolatok gátlása; az ECM bontása [252].  

Ezek között intenzíven kutatott terület a kis G-fehérjék (Rho/Rac/Cdc42) szabályozása [253], 

valamint a Snail, a Twist [254, 255], az src [256, 257], a VAWE3 [258], a talin-1 [259, 260], a 

FAK [261, 262]és a kortaktin [263, 264] fehérjék működésének befolyásolása. A szolubilis 

molekulák közül sok adattal rendelkezünk a VEGF [203, 265], az EGF [266, 267], az SDF-1 

[268, 269], a TGFβ [270, 271], a TNFα [272] és a c-Met [273–275] migrációt, és ezáltal a 
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metasztatizálást befolyásoló hatásaikról, illetve ezek lehetséges gátlásáról. A sejt-sejt 

kapcsolatok befolyásolásában a kadherinek [79, 276, 277] és a klaudinok [278–280] a legtöbbet 

kutatott molekulák, míg a sejt-ECM kapcsolatoknál az integrinek [281, 282], a CD44 [283, 

284], a szindekán-1 [285, 286] és a mátrixbontásban szereplő MMP14 [287, 288]. Ezek a 

molekulák targetként szerepelnek több klinikai vizsgálatban, amelyek közül számos már fázis 

III-ba is eljutott [252].  

A saját kutatásainkban mi is vizsgáltuk a c-Met szerepét kísérletes humán 

melanómamodellekben, ahol a specifikus tirozinkináz-gátló vegyület (SU11274, Pfizer Inc., 

San Diego, CA, USA; szintetizálva Vichem Chemie Kft, Budapest) szignifikánsan csökkentette 

a tumorsejtek in vitro motilitását és inváziós képességét, valamint az in vivo áttétképzést [289].  

Ezen felül fej-nyaki daganatokban azt tapasztaltuk, hogy a c-Met gátlása eredményes volt 

cetuximabrezisztens kísérletes fej-nyaki daganatok progressziójának és metasztaizálásának 

gátlásában [290]. 

A sejtmozgás és ezáltal az áttétképzés befolyásolására ezen felül is születtek érdekes 

eredményeink. Az korábban is ismert volt, hogy a daganatos megbetegedésben a véralvadás 

zavarának is fontos szerepe van [291]. Ugyanakkor több klinikai megfigyelés is alátámasztja, 

hogy az antikoaguláns kezelésben részesülőknél a heparin és annak származékai késleltették a 

tumorprogressziót [28, 292, 293]. Ezen felül kísérletes munkák is bizonyították, hogy a 

heparinszármazékoknak, köztük a kismolekulasúlyú heparinoknak (LMWH) 

metasztázisképzés-gátló hatásaik is lehetnek [102, 294, 295].  

Saját kísérletes munkánkban megmutattuk, hogy a nem frakcionált (UFH) és a 

kismólsúlyú heparinok (LMWH) antimetasztatikus hatásúak humán melanómamodellekben 

[104], amely eredmény megerősített egy korábbi megfigyelést, amiben egér melanómamodellt 

használtak [102]. A jelenség magyarázatául többféle molekuláris esemény felmerült: 

elsősorban a véralvadás, a tumorsejt-vérlemezke kölcsönhatások (P- és L-szelektinek), 

valamint az endoteliális sejtekből felszabaduló szöveti faktor útvonal inhibitor (TFPI) is [100, 

295, 296].  

Azonban a korábbi, egér melanómasejteken kapott eredmények nem voltak 

igazolhatóak humán kísérletes rendszerekben, mivel az általunk is használt HT168-M1 

sejtvonal nem aggregáltatja a vérlemezkéket, és a heparinok antimetasztatikus hatása jóval 

kisebb dózisnál is igazolható volt, mint ahol a véralvadást befolyásolnák. A véralvadás 

lehetséges szerepének kizárását támasztja az is alá, hogy a rekombináns hirudinnak nem volt 

antimetasztatikus hatása a mi kísérleti modellünkben. Ugyan korábbi megfigyelések azt 

mutatták, hogy a trombin fokozta a kísérletes melanómák metasztatizálását [297, 298], és a 
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trombinreceptor (PAR) többféle szöveti eredetű daganatsejten (köztük melanómán) is 

expresszálódik [299–301], nincs adat funkcionálisan aktív PAR-expresszióról a HT168-M1 

humán melanóma-sejtvonalban. Ez magyarázat lehet a hirudin hatástalanságára, valamint a 

tumorsejtek által kiváltott vérlemezke-aggregációs potenciál hiányára. Mindezeken felül az is 

dokumentált, hogy korábban vizsgált négy daganattípus közül csak egyben (tüdőrák) volt a 

betegség progressziója a trombintól függő, és ezáltal érzékeny az antitrombin terápia [302].  

A heparinok antimetasztatikus hatásának egy másik lehetséges magyarázata az L-

szelektinen keresztüli kölcsönhatások a leukocitákkal [303, 304]. Azonban a tüdőkolonizáció 

korai fázisának morfológiai elemzése az alveoláris kapillárisokban nem mutatott kapcsolatot a 

tumorsejtek és a leukociták között. Eredményeink szerint a heparinok hatására a tumorsejtek a 

keringésben maradnak (az extravazáció blokkolása), ahol fokozott mechanikai stressznek 

vannak kitéve hosszabb ideig. Ezzel párhuzamosan a heparin-előkezelés gátolta a 

melanómasejtek kitapadását is a tüdőkapillárisokban, hozzájárulva a megfigyelt 

antimetasztatikus hatáshoz. Az endotélsejtekhez történő kitapadás gátlását korábban mások is 

leírták [296], ráadásul még kísérletes rendszerekben a heparinoknak antiangiogén hatásuk is 

mutatkozott [96]. Mivel a mi kísérleteinkben a heparinoknak a kolonizáció korai fázisában volt 

hatása (4 órán belül), így valószínűtlen, hogy az angiogenezis gátlása a fő oka a heparinok 

antimetasztatikus hatásának a kísérletes rendszerünkben. Ráadásul a tüdő az egyik legjobban 

vaszkularizált szerv, a daganatsejteknek általában nem kell új erek képződését indukálniuk a 

metasztatizálás korai szakaszában.  

In vitro vizsgálataink egyik érdekes eredménye, hogy a heparinok gátolják a tumorsejtek 

motilitását, miközben nincs hatásuk a daganatsejtek proliferációjára, túlélésére vagy in vitro 

mátrixadhézióira. Irodalmi adatok azt sugallják, hogy a heparinok P-szelektin-közvetített 

antimetasztatikus hatása a tumorsejtek felszínén expresszálódó heparán-szulfát proteoglikánok 

(HSPG-k) glükózaminoglikán-láncain keresztül érvényesül [305]. Ismert, hogy humán 

melanómák fokozottan kifejezik a CD44v3 és a szindekán-4 HSPG-ket, amelyek részt vesznek 

a daganatok progressziójában [188, 189]. Kísérletesen igazolták (részben a mi csoportunk 

eredményeivel), hogy mind a heparán-szulfát bioszintézisének gátlása, mind a funkcióinak 

megzavarása bázikus peptidekkel szignifikáns antimetasztatikus hatást eredményeztek humán 

melanómamodellekben [306, 307]. A heparinok versenyezhetnek az ECM-komponensekkel 

vagy citokinekkel ezen felületi cukorcsoportok kötéséért. A tumorsejtek extravazációja kritikus 

jelentőségű lépés a metasztázisok kialakulásában, ahol a keringő tumorsejtek migrációs 

aktivitása kiemelten fontos szerepet játszik. Ezért figyelemre méltó azon megfigyelésünk, hogy 

a heparinok gátolják melanómasejtek migrációját és inváziós képességét mesterséges bazális 
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membránokon. A potenciális molekuláris mechanizmus a gátlás hátterében a heparinok hatása 

a heparán-szulfát proteoglikánok funkcióira [304], vagy akár közvetlenül az integrinekre. Az 

adatok azt jelzik, hogy a heparin közvetlenül kötődik az αIIbβ3-hoz, amely a vérlemezkék 

uralkodó integrinje. Korábban munkacsoportunk kimutatta, hogy több tumorsejttípus, beleértve 

az emberi melanómát is, expresszálják az ektopikus αIIbβ3 integrint [53, 308], amit ha 

blokkolunk antitesttel, specifikusan gátolható a melanómasejtek migrációja in vitro és 

csökkenthető az áttétképző potenciálja in vivo [309]. 

A korábban bemutatott eltérő morfológiájú mozgástípusok is szerepet játszhatnak a 

heparinok hatásában. A mezenhimális/fibroblaszt típusú sejtmozgás integrinfüggő, míg az 

amőboid típus esetében inkább a mátrix-glükózaminoglikánok szerepét emelik ki [310, 311]. A 

humán melanómasejtek heparinérzékeny migrációjára vonatkozó adataink jól illeszkednek a 

glükózaminoglikán-függő amőboid migrációs modellbe.  

Egy kollaborációs partnerünk segítségének köszönhetően sikerült még kisebb, 4-20 

poliszacharidot tartalmazó heparinszármazékokat is tesztelnünk a melanóma rendszereinkben. 

Sikerült kimutatnunk, hogy a heparineredetű, rövidebb dp4 és a hosszabb dp18 

oligoszacharidok melanómametasztázis-modellen vizsgálva hasonló antimetasztatikus hatást 

mutatnak, mint a heparin vagy az LMWH [312].  

Nem világos, hogy a heparinok véralvadásgátló hatása és azok kémiai szerkezete között 

milyen összefüggések vannak. Az említett oligoszacharidok véralvadásra kifejtett gátló hatása 

a klinikailag validált parciális tromboplasztin-idővel vizsgálható. Egyéb kísérletes munkák 

kimutatták, hogy a szintetikus pentaszacharidok képviselik a heparinláncnak azt a minimális 

szekvenciáját, amely képes befolyásolni a hemosztázist [313]. Ezenkívül Hasan és mtsai szerint 

a véralvadást gátló hatás nem valószínű, hogy érvényesül, amennyiben a szacharidlánc 14 

monomernél kevesebb egységet tartalmaz, míg a 16 monomert tartalmazók már szignifikáns 

antikoaguláns hatással bírtak 30 µg/ml koncentrációban [181]. In vitro migrációs vizsgálataink 

szerint a már legalább négy egységet tartalmazó oligoszacharidok képesek gátolni a migrációt, 

viszont nincs véralvadásgátló potenciáljuk. Ezzel szemben a legfeljebb 18 egységet tartalmazó 

oligoszacharidokról kimutatták, hogy antimigratorikus hatásúak, illetve, legalábbis a dp18 

esetében, az antikoaguláns hatás is valószínű. Érdekes módon úgy tűnik, hogy ezen 

oligoszacharidok esetében a molekula hosszúsága és hatékonysága között összefüggés 

figyelhető meg. A rövidebb formák hatékonyabbnak bizonyultak a migrációt gátló aktivitás 

tekintetében (kivéve dp18), míg a hosszabbakra túlnyomórészt véralvadásgátló hatás jellemző.  

A heparán-szulfátok szerkezetére nagyfokú szekvenciadiverzitás jellemző [314], amely 

funkcionális heterogenitást is eredményezhet. A heparin a heparán-szulfátok S-doménjének 
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analógja, és főként UA(2S)-GlcNS(6S) szerkezetek triszulfatált diszacharidjainak 

szekvenciáiból áll [315]. Hasan és mtsai korábban publikált munkája alapján [181] elemeztük 

az oligoszacharidok kémiai összetételét és biológiai hatásait (13. táblázat). A dp4 

oligoszacharid in vitro szignifikáns migrációt gátló, inváziót gátló, valamint in vivo 

antimetasztatikus kapacitással rendelkezik, és nagyon alacsony szinten tartalmazott 

UAGlcNAc, UA-GlcNS és UA-GlcNAc(6S) diszacharid szekvenciákat. A dp6 oligoszacharid 

szintén kis mennyiségben tartalmazta ezeket a diszacharidegységeket, illetve gátolta a sejtek 

migrációját. Továbbá úgy tűnik, hogy a nem szulfatált és szulfatált UA-GlcNAc egységekre 

nincs szükség az antimigratorikus, illetve az antimetasztatikus hatáshoz. Ahogy fentebb 

említettük, az összes vizsgált oligoszacharidban a fő diszacharidegység az UA(2S)-GlcNS(6S) 

volt. A vizsgált oligoszacharidok jelentős mennyiségű UA-GlcNS(6S) és UA(2S)-GlcNS(6S) 

diszacharidegységet tartalmaztak. Összefoglalva az oligoszacharidok szerkezeti vizsgálatával 

kapott eredményeinket, a migrációt gátló és antimetasztatikus hatást a 2-szulfatált UA és a 6-

szulfatált GlcN szekvenciák befolyásolják leginkább. Mivel az olyan oligoszacharidok, mint 

például a dp8 és a dp22 hatástalanok voltak, a 2-szulfatált UA és 6-szulfatált GlcN szekvenciák 

ugyan nélkülözhetetlenek, de nem elegendők a migrációgátló hatás kialakításához. Hosszabb 

oligoszacharidláncok esetén azonban a szekvenciahomológián kívül további szabályozó 

mechanizmusok is létezhetnek. 

Az antimetasztatikus hatóanyagok a metasztatikus kaszkád különböző fázisait 

támadhatják, ezért a migrációt gátló hatású heparinszármazékok különböző lehetséges 

célpontokkal rendelkeznek. 

Egy korábbi vizsgálatban úgy találták, hogy az MDA-MB231 humán emlőtumor-

sejtvonal esetében a heparin-dodekaszacharidok hossza volt a minimálisan szükséges 

lánchosszúság, amely a CXCL12 ligandum gátlásán keresztül szignifikánsan csökkentette in 

vitro a CXCR4 által kiváltott migrációt [316]. A CXCR4 a kemokinreceptor-család tagja, amely 

a tumorsejtek és mikrokörnyezetük közötti kommunikációban vesz részt [317], de modellünk 

alapján más célpontjai is létezhetnek, úgymint a rövidebb, migrációt gátló oligoszacharidok, 

például a dp4, dp6 és dp10. 
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13. táblázat. Különböző hosszúságú oligoszacharid heparinszármazékok kémiai szerkezete és 

biológiai hatásaik  

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) + + + + + + + + + + 

Biológiai hatás 

Antiproliferatív - - - - - - - + - - 

Migrációgátló + + - + + + + + + - 

Metasztázisgátló + n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. + n.a. - 

A felső sorok mutatják a különböző diszacharidkomponeseket, míg az oszlopok jelölik az 

oligoszacharidok lánchosszát. Az alsó sorok mutatják a kapott biológiai hatást. IdoA: 

iduronsav; GlcNAc: N-acetil-glükózamin; GlcNS: N-szulfatált glükózamin; 6S: 6-O-szulfát; 

2S: 2-O-szulfát; n.a: nincs adat 

 

Malignus melanóma esetében, ahogy korábban említettem, egy másik lehetséges 

molekula, a CD44 sejtfelszíni glikoprotein szerepe is felmerül a heparinok 

hatásmechanizmusában, mint lehetséges közvetítő. Ennek a molekulának több splice variánsát 

írták le, amelyek a v3, v5, v7, v8 és v10 variábilis régiót tartalmazzák [189, 318, 319]. A CD44 

legtöbb splice variánsa kondroitin-szulfát által glikozilált, míg a v3 exont tartalmazó izoformák 

a ser-gly-X-gly konszenzusmotívumot tartalmazzák a heparán-szulfát kötésért [307, 320]. 

Munkacsoportunk korábbi munkáiban egy humán melanóma-sejtvonalakat tartalmazó panelen 

kimutattuk a CD44H, CD44v3 és CD44v6 expresszióját, amelyeket különféle GAG-ok 

glikoziláltak [189]. A v3 exont tartalmazó CD44-variánsok expressziója összefügg a malignus 

melanómák rosszabb prognózisával. Valószínű, hogy a CD44v3-HSPG-expresszió elősegítheti 

a metasztatikus fenotípus megjelenését a heparinkötő növekedési faktorok, különösen a HGF, 

a c-Met ligandumának megkötése és bemutatása révén [321, 322]. A növekedési faktorok 

CD44v3 által közvetített felhalmozódása a c-Met útvonal megnövekedett aktivációjához vezet, 

amely összefügg a melanómasejtek invazív növekedésével [323]. Korábbi tanulmányok 

bizonyították, hogy endothelsejtekben a sejtmigráció egyik szabályozója a CD44v3 [324]. A 

mi eredményeink azt mutatták, hogy az anti-CD44v3 antitesttel végzett kezelés stimulálta a 
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melanómasejtek migrációját és invázióját. Elméletben a HS-utánzó oligoszacharidok 

interferálhatnak az endogén ligandumokkal [325], ami megmagyarázza, hogy a vizsgált 

fragmensek miként csökkentették a CD44v3 által kiváltott migrációt.  

 Másrészt az is ismert, hogy tumorsejtekben a CD44 család tagjai a P-szelektin 

ligandumaiként szolgálnak [100, 326, 327]. Ezek a szelektinek fontos szerepet játszanak a 

tumorsejtek extravazációjában (a véráramból a célszövetbe történő kilépésben) [100, 328, 329]. 

Kimutatták, hogy többféle szöveti eredetű tumorsejtek (köztük melanóma is) esetében is igaz, 

hogy ha megakadályozzuk a sejtek vérlemezke- és endotél P-szelektin molekulákhoz történő 

kötődését, akkor az legalább részben felelős a heparin antimetasztatikus hatásáért [100, 296, 

330]. Esetünkben az oligoszacharidok (és az LMWH) csökkentették a humán melanómasejtek 

tüdőkolonizációját in vivo, amely hatás elérésében mind a tumorsejt-tumor niche 

kölcsönhatásokat, mind a P-szelektin expressziós partnereket egyaránt figyelembe kell venni.  

Munkacsoportunk korábban leírta, hogy a heparinok és heparinszármazékok képesek 

bejutni a sejtbe, és módosíthatnak különböző citoplazmatikus és intranukleáris szabályozó 

mechanizmusokat [331, 332]. Korábban leírták azt is, hogy 5-10 µg/ml heparin 50%-os gátlást 

okozott a protein-foszfatáz-1 foszfatázaktivitásában [182]. A protein-foszfatáz-1 (PP1c) a 

miozin-foszfatáz (MLCP) katalitikus alegysége, amely a sejt motilitását és alakját döntően 

befolyásolja [333, 334] a kontrakció szabályozásán keresztül [335, 336]. Azt találtuk, hogy a 

heparineredetű oligoszacharidok hasonlóan potens PP1c-inhibitorok in vitro, ami arra utal, 

hogy ezen oligoszacharidok egyik potenciális intracelluláris célpontja az MLCP lehet. 

Korábban kimutatták, hogy a protein-foszfatázok okadánsav általi inhibíciója a HepG2 sejtek 

migrációjának csökkenését okozta [337], és ebben az MLCP-aktivitás részleges gátlása is 

szerepet játszott. Úgy tűnik, a heparineredetű oligoszacharidok PP1c-gátló potenciálja 

(valószínűleg MLCP-inhibíción keresztül) hozzájárulhat ezen molekulák antimigratorikus 

hatásához.  

A heparinok megfigyelt in vivo hatása klinikailag hasznosítható lehet az előrehaladott 

stádiumú melanóma kezelésében. Ígéretes az a megfigyelés, hogy az alacsony dózisú heparinok 

hasonló antimetasztatikus hatást fejtenek ki humán melanómára, mint a humán-ekvivalens 

dózis, miután a progresszió korai stádiumának (akár nyirok-, akár bőrterjedés) észlelését 

követően lehetővé teszi a gyógyszerek huzamosabb ideig (akár hónapokig) történő 

alkalmazását. Néhány klinikai tanulmány már szolgáltatott adatokat az LMWH közvetlen 

antimetasztatikus hatásáról emlő- és kismedencei daganatok esetében [338, 339], melanómában 

azonban nem. Ha a melanómát viszonylag kemorezisztens daganatnak tekintjük, akkor az 

előrehaladott betegség LMWH-terápiájának klinikai jelentősége lehet. Ráadásul a HS-utánzó 
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heparineredetű oligoszacharidok még ígéretesebb új lehetőséget jelenthetnek a rosszindulatú 

metasztatikus daganatok, köztük a malignus melanóma terápiájában, a hemosztatikus 

rendszerre gyakorolt jelentős moduláló hatás nélkül. Ezek a terápiák kiegészítőként 

alkalmazhatók a hagyományos, vagy az újabb, pl. immunterápiás alkalmazások mellett. 

 

5.6 A hipoxia szerepe a daganatok áttétképzésében 

A szolid daganatok vizsgálata során bizonyítékok egyre növekvő száma hangsúlyozza 

a csökkent oxigénszint fontosságát a daganatok progressziójában, valamint kemo- és 

sugárterápiás érzékenységében [340, 341]. Ugyanakkor az eredményekben vannak 

ellentmondások és bizonytalanságok is. Több tanulmány szerint a csökkent oxigénszint gátolja 

a daganatsejtek proliferációját [342–344], ugyanakkor mások azt tapasztalták, hogy nincs arra 

hatása [345]. A saját eredményeink is ezt a nem egyértelmű hatást erősítették meg: ötféle 

daganatsejtet vizsgálva 1% és 5% O2-szint mellett nem volt egyértelmű a tumorsejtek 

proliferációjára gyakorolt hatás.  

Szintén ellentmondásosak a közölt eredmények a hipoxia sejtmozgásra gyakorolt 

hatásaiban is. A feltételezést, miszerint a hipoxia fokozza a daganatsejtek mozgását és ezáltal a 

daganatok progresszióját, áttétképzését [346–348] számos kísérletes megfigyelés támasztja alá 

[349–351]. Ugyanakkor más tanulmányok azt mutatják, hogy a hipoxiának nincs hatása a 

tumorsejtek mozgási képességére [345]. Ezek az ellentmondó eredmények azt sugallták, hogy 

talán fontos szerepe lehet a daganatsejtek alap mozgási képességének a hipoxiára adott 

válaszban. Ezért először mi is meghatároztuk az alapmotilitási aktivitását öt tumorsejtvonalnak. 

Time-lapse videomikroszkópiát használva azt tapasztaltuk, hogy a vizsgált két vastagbél-

karcinóma sejtvonal (HT29, HT25) csak korlátozott migrációs képességgel rendelkezik 

normoxiás körülmények között is, míg a másik három sejttípus (HT168-M1, HT1080, PE/CA-

PJ15) aktív sejtmozgást mutatott. A hipoxiás körülmény hatására megnőtt az eleve is aktívabb 

motilitással rendelkező sejtek mozgási aktivitása, ugyanakkor a két vastagbélrák-sejtvonalé 

nem változott. Ezt a megfigyelést megerősítettük Boyden-kamrás vizsgálatokkal is [352].  

A csökkent oxigénszintre adott molekuláris válasz tanulmányozására megmértük a HIF-

1α, valamint a sejtmozgás szabályozásában résztvevő kis G-fehérjék (a RhoA, a Rac1 és a 

Cdc42) mRNS-szintjének, valamint a RhoA fehérje aktivitásának változását 72 órás hipoxiás 

(1% és 5% O2) inkubálás után. Ebben a vizsgálatban is azt tapasztaltuk, hogy a sejtek eltérően 

reagáltak a csökkent oxigénszintre. A magas motilitású HT168-M1 humán melanóma-

sejtvonalban mind a négy marker magasabb mRNS-expressziót mutatott. Ugyanakkor a 

HT1080 sejtekben 5% O2 mellett emelkedtek, míg 1% O2 mellett csökkentek az expressziós 
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szintek, a HT29 esetében pedig egyöntetűen csökkentek. Az irodalomban is ismert, hogy 

elhúzódó hipoxiában (12 óra, 0,5% O2) a HIF-1α mRNS mennyisége csökken, mivel fokozódik 

az expressziója az antiszensz HIF-1α-nak, ami szabályozza az mRNS mennyiségét [353]. Az 

általunk használt 72 órás inkubációs periódus alatt a hipoxia hasonló választ válthatott ki egyes 

sejtvonalainkban. Gilkes és munkatársai korábban leírtak 3 HIF-kötőhelyet a RhoA génekben 

[137]. Ugyanakkor a mi vizsgálatainkban nem volt egyértelmű korreláció a HIF-1α és a RhoA 

expressziója, vagy fehérjeaktivitása között.  

A további vizsgálatainkhoz két sejtvonalat választottunk: a jól migráló, és a hipoxiára 

aktivitásfokozódással válaszoló HT168-M1-et, valamint a kevésbé motilis, és a hipoxiára nem 

reagáló HT29-sejtvonalakat. Mindkét vonal esetében a hipoxia hatására nőtt a HIF-1α fehérje 

mennyisége a sejtekben (azaz reagáltak a csökkent oxigénszintre), ugyanakkor a RhoA és a 

Rac1 fehérjék expressziója csak a jól migráló humán melanómasejtekben fokozódott, míg a 

kevésbé motilis kolonráksejtekben csökkent.  

Érdekes eredményt kaptunk az in vivo metasztázismodellekben is. Ebben a rendszerben 

a hipoxiát CoCl2-kezeléssel mimikáltuk [354, 355], ami normoxiás körülmények között 

stabilizálja a HIF-1α-t, így a sejtek úgy viselkednek, mintha csökkent oxigénszint lenne a 

környezetükben. A vizsgálatok azt mutatták, hogy a CoCl2 szignifikánsan fokozta a HT168-M1 

melanómasejtek májkolonizációs képességét, míg a HIF-1α gátlása csökkentette azt. 

Ugyanakkor a HT29 xenograftok metasztatikus potenciáljában nem láttunk változást sem a 

hipoxia indukciójakor, sem a HIF-1α gátlása után.  

Annak demonstrálása érdekében, hogy a HIF-1α szerepet játszik a sejtvándorlás és az 

áttétképző potenciál szabályozásában, mind a két sejtvonalban shRNS-sel lecsendesítettük a 

HIF-1α expresszióját. Az erősen mozgékony HT168-M1 melanómasejtekben, ahol a hipoxia 

fokozta a vizsgált három kis G-fehérje expresszióját mRNS- és a fehérjeszinten is, valamint a 

RhoA-aktivitást is, a HIF-1α elnémítása visszaállította ezeket a változásokat. Sőt, míg a HIF-

1α-csendesített HT168-M1 sejtek migrációs képessége változatlan a normoxia alatt, a 

hipoxiaindukált megnövekedett motilitást a HIF-1α elnémítása blokkolta. Ez az eredmény 

összhangban van korábbi megállapításokkal, ahol gliómasejtvonalakban a HIF-1α 

expressziójának csökkentése gátolta a sejtek hipoxiás körülmények közötti motilitását és 

inváziós képességét [356].  

In vivo modellekben is vizsgálták korábban a HIF-1α csendesítésének hatását a 

daganatok növekedésére. Egy korábbi tanulmányban SW480 sejteket szubkután injektáltak 

nude egerekbe, amiket aztán HIF-1α siRNS-sel kezeltek intraperitoneálisan. Azt tapasztalták, 

hogy siHIF-1α-csoportban a tumorok térfogata jelentősen kisebb volt a negatív kontroll 
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csoportokhoz képest [36]. Míg ez a tanulmány bebizonyította a HIF-csendesítés pozitív hatását 

a primer daganatok növekedésével kapcsolatban, a saját vizsgálataink HIF-1α érintettségét 

bizonyították az áttétek kialakulásában és progressziójában. A korábbi vizsgálatok többsége 

arra utal, hogy a hipoxiás kondíció növeli a tumorsejtek agresszivitását a kis GTPázok 

aktiválása révén [357, 358]. Ezekhez az eredményekhez hasonlóan a megállapításaink is ezt 

bizonyították a magas motilitási képességgel rendelkező HT168-M1 melanóma-sejtvonal 

esetében. Ugyanakkor a hipoxiának nem volt semmilyen hatása kevésbé mozgékony HT29 

vastagbélrák-sejtvonal in vivo metasztatizálására.  

Összegzésként azt mondhatjuk, hogy a hipoxia által kiváltott sejtmigrációs és 

metasztatikus potenciálváltozások sejttípusfüggőek, amit nagyrészt a sejtek alapmotilitási 

aktivitása határoz meg. Ezért jó lenne megtalálni azokat a markereket, amelyek összefüggnek 

a sejtek mozgékonyságával, hogy egy esetleges HIF-célzó terápia hasznosságát előre 

jósolhassuk. 

 

5.7 HIF-1α-t célzó terápiás lehetőségek 

A korábban bemutatott eredmények felvetik a lehetőségét annak, hogy a HIF-1α-aktivitás 

befolyásolása terápiás következményekkel is járhat.  

Ugyan a HIF-1α genetikai módosulásait ritkán írták le tumorokban, az expresszójának 

változása többféle daganatban is befolyásolta a progressziót és a kezelések hatékonyságát [359–

362]. Ráadásul többféle szignalizációs útvonalról is leírták, hogy befolyásolja a HIF-1α 

expresszióját, vagy degradációját [363, 364]. A széles terápiás lehetőségeknek megfelelően 

számos hatóanyag áll klinikai kipróbálás alatt. Ezek többek között  a HIF-1α proteinszintézis 

(2-metoxi-ösztradiol – 2ME2 [365]), vagy a transzkripció gátlói (EZN-2968 antiszenz RNS 

[366], PX478 topoizomeráz-gátló [367]),  a fehérje lebontását elősegítő molekulák 

(tanespymicin [368], biszfenol A [369]), vagy a sejtmagban a HIF-1β-val való dimerizáció 

(PS2385 [370], akriflavin [371]), illetve a transzkripciós faktor komplex DNS-hez való kötődés 

gátlója (echinomycin [372]), amihez hasonlatosak a HRE elemeken keresztül történő 

transzkripció gátlószerei (chetomin [373], indenopirazol-2I [374]).  Érdekes, hogy a HIF-1α 

olyan gének kifejeződésére is hatással van, amelyek nem rendelkeznek HRE-elemekkel a 

génjeikben. Ezek közé tartoznak a saját munkák szempontjából különösen fontos Rho GTPáz 

fehérjék is [375]. Leírták, hogy a RhoA, Rac-1 és Cdc42 fehérjék aktivitására nagy hatással van 

a hipoxia és a HIF-1α-expresszió is [138, 139, 376–378]. Ugyanakkor a közvetlen HIF-1α-
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szabályozás alatt álló génekkel ellentétben nem univerzális a hipoxia hatása, nagy különbségek 

mutatkoznak a tumorsejtek válaszreakcióiban [379]. 

 

5.8 A hipoxia korrekciója 

A hipoxia/anémia jelentősége a klinikumban már régóta ismert, a daganatos 

megbetegedéseken felül számos más kórképben is leírták a negatív hatásait [380, 381]. A 

konkrét betegségekre gyakorolt hatáson felül az életminőség romlásában játszott szerepe is 

fontos, ezért a korrekciójára is régóta törekszenek a klinikai gyakorlatban [382–384]. 1993-ban 

az Egyesült Államok Élelmezési és Gyógyszerügynöksége (FDA) jóváhagyta a rekombináns 

humán eritropoetin alfa (rHuEPOα) alkalmazását daganatos betegeknél, csökkentve a 

kemoterápiás kezelések hatására kialakuló vérszegénység miatt szükséges transzfúziók számát. 

Nem sokkal ezután számos klinikai megfigyelés került napvilágra, amelyek azt sugallták, hogy 

az eritropoézist stimuláló szereknek (ESA) hátrányos hatásai lehetnek a daganatos 

megbetegedések lefolyására [168, 169, 385–388]. Az eredmények alapján az rHuEPO-k (α 

vagy β) ártalmasan befolyásolták a progressziómentes, vagy a teljes túlélést fej-nyaki, mell-, 

vagy méhnyakrákos betegek esetében radio-, vagy kemoterápiával történő kombinált kezelés 

után. Az FDA új iránymutatást adott ki az ESA-k alkalmazására daganatos betegekben, 

rámutatva, hogy további vizsgálatok szükségesek annak tisztázása, hogy az ESA-k 

alkalmazásának valóban van-e kockázata a daganatnövekedéssel összefüggésben [389]. 

A klinikumban megfigyelt hatások in vitro és in vivo preklinikai tesztelése során leírták, 

hogy az exogén rHuEPO-kezelés befolyásoljatja a daganatok növekedését és a terápiák 

hatékonyságát. Az exogén rHuEPO fokozta például a fotodinámiás terápia tumorellenes 

hatékonyságát [390], és helyreállította az anémia által kiváltott csökkent 

ciklofoszfamidérzékenységet rágcsálómodellekben [391]. Ráadásul az rHuEPO önmagában 

indukálta a daganatok regresszióját és a tumorellenes immunválaszt egér mielómamodellekben 

[392]. Ezen felül különféle kemoterápiás szerek hatékonyabbak voltak oxigén jelenlétében 

[393], és tumorellenes hatásaik összefüggésben voltak a tumor perfúziójával [394]. 

Ugyanakkor más vizsgálatok megkérdőjelezték ezeket a pozitív hatásokat. Leírták, hogy 

többféle tumorsejt is expresszálja az eritropoetinreceptort, és így a citokin jelátviteli rendszer 

elősegítheti a daganatok növekedését [159, 395, 396]. Ezen kívül az eritropoetin jelátvitel 

útvonal gátlása elpusztította a petefészek- és méhnyakrák-xenograftokat [190]. Ráadásul egy 

ellentmondásos klinikai vizsgálatban a kutatók felfedezték, hogy azon áttétes emlőrákban 

szenvedő betegek esetében, akik rHuEPO-t kaptak a vérszegénység megelőzésére a 
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kemoterápiájuk során, magasabb volt a halálozási arány, mint a placebóval kezelt csoportban 

[168].  

A saját vizsgálatainkban humán epidermoid (A431) és vastagbélrák (HT29) 

xenograftmodellek esetén az rHuEPOα-kezelés megakadályozta a vörösvértest- és a 

hematokritcsökkenést, de nem befolyásolta a daganatok növekedését, viszont szignifikánsan 

fokozta az 5-FU tumorellenes hatékonyságát [397]. Annak ellenére, hogy mindkét 

tumorsejtvonalon kimutattuk az eritropoetinreceptort, mások eredményeivel ellentétben [159, 

395, 396] az rHuEPO-kezelés nem stimulálta a daganatsejtek in vitro proliferációját, és nem 

befolyásolta az 5-FU-kezelés hatékonyságát sem a humán-ekvivalens dózisban. Ezek az 

eredmények viszont felvetik, hogy az in vivo megfigyelt érzékenyítés a kemoterápia iránt arra 

utal, hogy az rHuEPO-kezelés in vivo hatásai nem a tumorsejtekre gyakorolt közvetlen okokkal 

magyarázhatóak.  

Korábban leírták, hogy az endoteliális sejtek expresszálják az eritropoetinreceptort, és 

az EPO serkenti a sejtek proliferációját és migrációját, valamint gátolja az apoptózisukat [398, 

399]. Az EPO egy erős angiogén faktor, amelynek hatása összemérhető a VEGF-ével [400]. Az 

rHuEPO stimulálja az endotélsejtek csőképző képességét in vitro, és indukálja az angiogenezist 

csirke korioallantoiszmembrán-tesztben [401]. A saját vizsgálatainkban az rHuEPO-kezelés 

nem befolyásolta a humán xenograftok érsűrűségét (microvessel density – MVD), de jelentős 

érmegnagyobbodást váltott ki. Ennek a háttérében az állt, hogy az rHuEPO indukálta az 

endoteliális sejtek proliferációját. Ráadásul ezt a hatást úgy váltotta ki, hogy közben mind a 

gazdaszervezet-, mind a tumorsejt-eredetű VEGF expressziója csökkent. Érdekes megfigyelés 

volt mindeközben, hogy a szintén EPOR+ tumorsejtek sejtosztódásában nem következett be 

változás az exogén rHuEPO-kezelés hatására csakúgy, ahogy az in vitro tesztekben már leírtuk.  

Az erek méretének növekedésével az ereket borító periciták száma nem változott, így 

részlegesen borított erek alakultak ki az rHuEPO-kezelés hatására. Feltételeztük, hogy ez a 

nagyobb felületű, de nem teljes borítással rendelkező érhálózat lehet felelős a jobb 

kemoterápiás hatásért, méghozzá a tumorszövet perfúziójának javításán keresztül. Ezt sikerült 

is igazolnunk fluoreszcens DNS-festékkel (Hoechst) és autofluoreszcens kemoterápiás szerrel 

(doxorubicin) egyaránt. Mindkét tesztben az rHuEPO-kezelt daganatokban szignifikánsan 

nagyobb területre jutott el a festék a daganatszövetben, sőt az egy egységnyi érfelületre jutó 

perfundált daganatszövet nagysága is nőtt. Ez az eredmény jól illeszkedik azon korábbi 

megfigyeléshez, hogy az eritropoetinkezelés önmagában, függetlenül a hemoglobinszinttől 

növeli xenograftok O2-perfúzióját [402]. Ezek a korábbi megfigyelések, valamint a DNS-
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adduktum-vizsgálataink eredményei arra utalnak, hogy az rHuEPO modulálja a daganatok 

perfúzióját, növelve a daganatellenes hatóanyagok biohasznosulását.  

A daganatszövetek oxigenizáltsága, valamint az intratumorális erek mennyisége és 

minősége a sugárkezelést is befolyásolják [403–405]. Ráadásul kísérletes és klinikai adatok azt 

támasztották alá, hogy az rHuEPO-kezelés jótékony hatással volt különböző daganatok 

sugárkezelésére a megnövekedett intratumorális oxigénszintek miatt [406, 407]. A mi 

vizsgálatainkban az A431 tumor beültetése és növekedése csökkentette a hemoglobinszintet a 

tumoros állatokban, amit a humán-ekvivalens dózisú rHuEPOα adása kompenzált. Ezzel 

párhuzamosan az rHuEPO-előkezelés fokozta a xenograftok sugárérzékenységét is. Ebben a 

kezelési modalitásban is elvégeztük az in vitro vizsgálatokat, ahol megállapítottuk, hogy a 

tumorsejtek proliferációja kismértékben változik csak, de fokozódik az apoptózisuk és csökken 

a kolóniaformáló képességük az EPO-kezelés mellett adott sugárterápiában. Mivel a 

vizsgálatokat légköri oxigénszint mellett végeztük, az in vitro adatok azt támasztották alá, hogy 

az rHuEPO in vivo hatása nem csak az oxigénszinttől függhet [408].  

Ahogy leírtuk, az rHuEPO-kezelés megváltoztatta az endoteliális sejtek proliferációját, 

valamint az intratumorális erek méretét és struktúráját. Az az irodalomban ismert volt, hogy az 

exogén rHuEPO-k fokozzák az endoteliális sejtek sugárérzékenységet, emelve az apoptotikus 

arányukat [409, 410]. Ezek mellett fontos megfigyelésünk volt, hogy az rHuEPO-kezelés 

csökkentette a HIF-1α expresszióját, és ezzel párhuzamosan mind a gazdaszervezet-, mind a 

tumoreredetű VEGF mennyiségét. Az korábban ismert volt, hogy a VEGF gátlása fokozza az 

intratumorális erek érzékenységét a sugárkezelésre [411–413], és hogy szoros összefüggés lehet 

a HIF-1α expressziója, valamint a HIF-1 által szabályozott citokinek és az endoteliális sejtek 

sugárérzékenysége között. Sőt a HIF-1 gátlása szignifikánsan képes fokozni a 

sugárérzékenységet, mégpedig az intratumorális erek roncsolásán keresztül [414, 415]. Ezek az 

eredmények megerősítik a mi megfigyeléseinket, hogy az rHuEPO-kezelés fokozta a 

sugárkezelés érroncsoló hatását, ami hozzájárult a daganatellenes terápia hatékonyságának 

fokozásához. 

Mindezeket összefoglalva elmondhatjuk, hogy az exogén rHuEPOα, mint potenciális 

angiogén faktor indukálja az intratumorális erek EPOR+ endoteliális sejtjeinek a proliferációját 

VEGF- és HIF-független módon, ami megnövekedett méretű, de szerkezetében károsodott 

ereket eredményez. Ezek a sejtválaszok az EPO-kezelésre azt sugallják, hogy az rHuEPOα 

legalább három különféle mechanizmuson keresztül is hatással van a daganatokra: először, 

csökkenti az intratumorális hipoxiát, másodszor, növeli az erek méretét, ami javítja a daganat 
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perfúzióját oxigénnel és kemoterápiás szerekkel, harmadszor, az inkomplett érszerkezet, 

valamint az endoteliális sejtek érzékenyítése révén fokozza a tumorok sugárérzékenységét.  

 

5.9 Az EPOR szerepe tüdőrákban: klinikai eredmények 

Ugyan az eritropoetinreceptor (EPOR) számos sejtféleségen, köztük daganatsejteken is 

megjelenik [416], az EPOR jelátvitel jelentősége a rosszindulatú daganatok progressziójában 

nem teljesen tisztázott. A korábban diszkutált eredményeink vulva- és kolonkarcinóma-

sejtvonalakon azt mutatták, hogy az exogén EPO adása nem egyformán hat az EPOR+ 

tumorsejtek in vitro viselkedésére, vagy a daganatok in vivo növekedésére. További 

vizsgálatainkban nem kissejtes tüdőráksejtvonalakat (NSCLC) használva megállapítottuk, 

hogy a sejtek eltérő mértékben expresszálják az EPO-receptort, az exogén rHuEPOα (akár 

önmagában, vagy gemcitabinnal kombinálva) nem volt hatással az adenokarcinóma-sejtek 

proliferációjára in vitro. Ez az eredmény összhangban van más korábbi megfigyelésekkel [162–

165], azonban érdekes megfigyelésünk volt, hogy a legmagasabb EPOR-expressziós szintű 

H1975 tumorsejtekből képzett xenograftokban az rHuEPOα önmagában is jelentősen 

csökkentette a tumorsejtek proliferációját és a daganatok növekedését in vivo. Mindeközben az 

EPO-kezelés ebben a modellben is fokozta az endoteliális sejtek proliferációját, aminek 

köszönhetően az intratumorális erek mérete is szignifikánsan nagyobb volt a kontroll 

tumorokkal összehasonlítva. Ez az eredményünk is azt bizonyította, hogy nem elegendő egy 

receptor megléte valamilyen sejten ahhoz, hogy a ligandum adásától egyértelmű biológiai 

választ várjunk. 

A kísérletes adatokhoz képest a klinikai összefüggések (betegség kimenetele, túlélés) 

vizsgálatára még kevesebb előzetes eredmény volt a szakirodalomban NSCLC-s betegekben 

[417, 418]. Ráadásul ezekben a vizsgálatokban immunhisztokémiai módszerrel mutatták ki az 

EPOR jelenlétét a tumormintákban, azonban az antitest specificitása később 

megkérdőjeleződött [419]. Mi is megpróbáltuk a sejtvonalainkban és a tumormintákban is az 

immunhisztokémiát, valamint Western-blotot is, ráadásul az akkor kapható valamennyi EPO-

receptor elleni antitesttel (még piacon nem kapható, fejlesztés alatt állót is sikerült 

beszereznünk), de sajnos vagy számos nem specifikus csíkot adó reakciót detektáltunk, vagy 

egyáltalán nem kaptunk jelet a tesztekben. Ezek az eredményeink megerősítették mások 

megfigyeléseit is [420], amire talán magyarázatot adhat az EPOR poszttranszlációs 

módosulásainak megjelenése is [421, 422]. Mindezek alapján a saját klinikai mintáink 

feldolgozásához a qRT-PCR technikát választottuk, ahol a daganatokból származó RNS-
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mintákat az ugyanazon beteg egészséges tüdőszövetéből izolált expressziós mintákkal 

hasonlítottuk össze [423]. A megfigyelésünk a klinikai mintákban is meglepetéssel szolgált, 

mivel a magasabb EPOR-expressziójú daganatos betegek átlagos túlélése a követési 

periódusban szignifikánsan jobb volt, mint az alacsony expressziót mutató pácienseké. Egyéb 

kliniko-patológiai paraméterekben nem volt különbség a két betegpopuláció között. Korábban 

ilyen jellegű vizsgálat tüdőrákban azt mutatta, hogy nincs összefüggés a klinikai kimenetel és 

az EPOR-expresszió között NSCLC-ben [424]. 
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6. KÖVETKEZTETÉS 

 A daganatkezelési stratégiák magukban foglalják a műtétet, a radiológiai beavatkozást 

és a kemoterápiát. A tumorsejtek azonban rendkívül rugalmasak és alkalmazkodhatnak az eltérő 

kezelésekhez, amik gyakran rezisztenciát váltanak ki [425–427]. Ráadásul ebben az 

alkalmazkodásban fontos szerepe van a tumorsejtek mikrokörnyezetének (TME) is. Ez a TME 

nem csak a közvetlenül elérhető extracelluláris mátrixból, vagy a különböző sejtes elemekből 

(fibroblasztok, immunsejtek) áll, de része a keringés, az oxigén- és tápanyag-ellátottság, a 

különböző autokrin és parakrin szabályozó molekulák. Ezek együttesen kihatnak a tumorsejtek 

osztódására, motilitására, a tumorszövet beereződésére, a lokális invázióra és az áttétképzésre, 

a daganatellenes hatóanyagok célba juttatására, vagy a terápiarezisztenciára egyaránt. Ezért 

fontos mind jobban megismerni és megérteni a TME szerepét a daganatok kialakulásában és 

különösen a progressziójában. Már most is több olyan prediktív biomarkert írtak le, amelyek a 

tumorok környezetéből származnak, és amik segítségével korai diagnosztikai, vagy akár 

terápiamonitorozási eljárások fejleszthetők. Ezen felül a környezeti elemek célzása 

(immunterápia, tumor metabolizmusának szabályozása, hipoxia kezelése, sejtmozgás és 

mátrixemésztés, valamint angiogenezis gátlása stb.), mint lehetséges daganatellenes terápiák is 

előtérbe kerültek az utóbbi két évtizedben [428].  

Meggyőződésem, hogy a jelenleg feltörekvő célzott és személyre szabott terápiák 

fejlesztésekor elengedhetetlen a tumorsejtek környezetének célzása is, ahol figyelembe véve az 

eltérő szöveti környezetet, a multitarget, szinergikus terápiák fejlesztése lehet a jövőbeli 

kutatások helyes iránya. 
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7. ÚJ MEGÁLLAPÍTÁSOK 

1. A tumorsejtek mozgásának modellezése során elsőként mutattuk ki, hogy egy humán 

fibroszarkóma-sejtvonal nem a fibroblasztokra jellemző morfológiát mutat a kétdimenziós 

mozgása során, hanem a hal epidermiszsejtekére. Ezt a morfológiát az úgynevezett GRE-

modellel lehet leírni, ahol az adhéziós pontok és az azokat összekötő, a mozgáshoz szükséges 

erőt generáló aktinszálak dinamikája jól jellemzett. Szintén elsőként írtuk le, hogy ez a 

kétdimenziós modell egy 3D vizsgálati rendszerben is helytálló és univerzálisnak tekinthető. 

2. A tumorsejtek mozgásának befolyásolása témakörében végzett vizsgálataink eredményeként 

elmondható, hogy a heparinok (a nem frakcionált és a kismólsúlyú is) gátolják humán 

melanómasejtek in vitro migrációját és invázióját, valamint kísérletes rendszerekben az in vivo 

tüdőkolonizációját. Ez a gátlás nem függ össze a heparinok véralvadást befolyásoló hatásával, 

amit az is bizonyít, hogy 4-20 tagú oligoszacharidokkal is el tudtuk érni a tüdőkolóniák 

számának csökkenését a kezelések hatására. Az antitumorális hatásban inkább a daganatsejtek 

motilitási képességének, valamint a tüdőben történő kitapadásának a gátlása a fontos. 

3. Leírtuk, hogy a hipoxiás környezet nem egyformán hat a különböző szöveti eredetű 

daganatsejtek migrációjára és áttétképzésére. A magasabb alapmotilitási készséggel rendelkező 

daganatsejtek hipoxiában nagyobb in vitro mozgási aktivitást mutattak, amely hatással volt az 

in vivo áttétképző képességükre is, szemben a kevésbé mozgékony sejtekkel, amelyek 

rezisztensek voltak a csökkent oxigénszint hatásaira. Kimutattuk, hogy ez a hatás HIF-1-függő, 

és a kis G-fehérjék (RhoA, Rac, cdc42) kulcsszerepet játszanak benne.  

4. A hipoxiára adott egyik válasz az angiogenezis fokozása. A tumorok beereződése számos 

mechanizmuson keresztül valósul meg, amelyek közül az egyik a csontvelői őssejtekből eredő 

endoteliális progenitorsejtek (EPC-k) beépülése a daganatok érrendszerébe. Vizsgálataink 

eredményeként elsőként számoltunk be arról, hogy klinikai tüdőrákmintákban ezeknek az EPC-

knek diagnosztikus és prognosztikus jelentőségük van. A daganatos betegekben megemelkedik 

a keringő EPC-k száma (amik beépülnek a daganatokba is), amely a hatékony kezelésre 

csökkenést mutat, azonban a rosszabb prognózisú esetekben még magasabbra emelkedett. 

Ráadásul a magasabb kezdeti EPC-szám szignifikánsan rosszabb prognózissal járt a tüdőrákos 

betegek esetében. 
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5. A hipoxia korrekciójára gyakran használnak a klinikumban rekombináns humán 

eritropoetineket (rHuEPO-k). Vizsgálataink érdekes eredménye volt, amit elsőként írtunk le, 

hogy az exogén rHuEPO-kezelés hatására fokozódik az intratumorális endotélsejtek 

proliferációja, amely tágultabb, de szabálytalanabb szerkezetű, nagyobb felszínű ereket 

eredményezett, úgy, hogy az erek száma közben nem változott. Ezzel párhuzamosan nagyobb 

területet értek el a daganatokban a kemoterápiás szerek, fokozva ezzel azok antitumorális 

hatását. Ez a jótékony hatás a sugárterápiában is megmutatkozott, az rHuEPO-kezelés fokozta 

a daganatsejtek in vitro apoptózisát, csökkentette a kolóniaképző képességét, és fokozta a 

kísérletes daganatok in vivo sugárérzékenységét.  

6. Az rHuEPO-k klinikai alkalmazása kétségessé vált azután, hogy számos daganatsejten is 

kimutatható az EPO-receptor (EPOR). Azonban a mi vizsgálataink azt mutatták, hogy az 

EPOR-expresszió nem jelentett rossz prognózist a kísérletes modellekben: az exogén rHuEPO-

kezelés, a szintén EPOR+ endoteliális sejtekkel ellentétben nem fokozta a daganatsejtek in vitro 

proliferációját, vagy in vivo növekedését. Ezt klinikai mintákban is igazoltuk, elsőként leírva, 

hogy III-IV. stádiumú tüdő-adenokarcinómás betegek esetében épp az alacsonyabb EPOR-

expresszió társult a rosszabb prognózissal. 
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 10.4 Tudománymetriai adatok 

 

Tóvári József tudományos és oktatási közleményeinek összefoglalása MTA V. 

Orvostudományi Osztály (2022.10.06) 

Tudományos és oktatási közlemények Száma Hivatkozások 1 

 Összesen Részletezve Független Összesen 

I. Folyóiratcikk 2 120 --- --- --- 

szakcikk, nemzetközi folyóiratban, idegen nyelvű --- 96 1804 2307 

szakcikk, hazai idegen nyelvű --- 0 0 0 

szakcikk, magyar nyelvű --- 13 14 20 

szakcikk, sokszerzős, érdemi szerzőként 3 --- 0 0 0 

összefoglaló közlemény --- 11 542 604 

rövid közlemény --- 0 0 0 

II. Könyv 0 --- --- --- 

a) Szakkönyv, kézikönyv, tankönyv szerzőként 0 --- --- --- 

idegen nyelvű --- 0 0 0 

magyar nyelvű --- 0 0 0 

aa) Felsőoktatási tankönyv --- 0 0 0 

b) Szakkönyv, kézikönyv, konferenciakötet, 

tankönyv szerkesztőként 
0 --- --- --- 

idegen nyelvű --- 0 --- --- 

magyar nyelvű --- 0 --- --- 

bb) Felsőoktatási tankönyv --- 0   

III. Könyvrészlet 2 --- --- --- 

idegen nyelvű --- 2 0 0 

magyar nyelvű --- 0 0 0 

cc) Felsőoktatási tankönyvfejezet --- 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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V. További tudományos művek 12 --- --- --- 

További  tudományos művek, ide értve a nem teljes 

folyóiratcikkeket és a nem ismert lektoráltságú 

folyóiratokban megjelent teljes folyóiratcikkeket is 

--- 9 0 0 

Szerkesztőségi levelezés, hozzászólások, válaszok --- 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 
  

Első szerzős teljes folyóiratcikkek száma 2 9 324   

Utolsó szerzős teljes folyóiratcikkek száma 2 21 531   

A tudományos fokozat (PhD) elnyerése utáni 

(1999) teljes tudományos folyóiratcikkek száma 
107 2610   

Az utolsó 10 év (2012 - 2022) tudományos, teljes, 

lektorált tudomáyos folyóiratcikkeinek száma 
77 861   

A legmagasabb hivatkozottságú közlemény 

hivatkozásainak száma (az összes hivatkozás 

százalékában) 

341 11,62%   

Hivatkozások száma, amelyek nem szerepelnek a 

WoS/Scopus rendszerben 
--- 471 + 0   

Jelentés, guideline 0 0   

Csoportos (multicentrikus) közleményben 

kollaborációs közreműködő 7 
0 0   

 
Megjegyzések: 

1 a disszertáció és egyéb típusú hivatkozás nélküli, a WoS és/vagy Scopus rendszerben 

nyilvántartott adatok 

2 lektorált, tudományos folyóiratban 

3 a szerző írásban nyilatkozik, hogy érdemi szerzői hozzájárulásával készültek szerzőként 

jegyzett közleményei, és az érdemihozzájárulást dokumentálni tudja 

4 konferenciaközlemény folyóiratban, könyvben vagy egyéb konferenciakötetben 

5 nem-hivatkozott absztrakt itt nem kerül az összesítésbe 

6 a disszertáció és egyéb típusú hivatkozás nélküli összes hivakozással számolva. A Hirsch és 

a g index definíciója 

7 közreműködés esetén a csoportos szerzőségű közlemények hivatkozottsága külön 

értékelendő, és nem számítható be azösszesített hivatkozások közé 

n.a. = nincs adat 
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