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. BEVEZETEBOPALMI CTTEKI NTES

.L.1.A hepat okceerlcliun -8ma s

.L1.1. Epi demi ol - gi a

A m8jr8kok epi de@s oh®gs @g et °jseslzeritetd ,nagy
daganat el k¢l °n2t ®sAehegpapockérir ait@cdpa okt - | .
leggyaloribb pr i mer m8d e a greengat kel | eml 2t ani a
cholangickarcinm8 t , angiozak m§ t il 1l etve a gytem8niek kor i
mel yek szint®n pri[ther eredetT m&§jtumor ok

A HCC az 5. | eggyakrabban el Rfordul - da
vi | 8§ gBzz2elebere554000 Vij f ®000 | %4 ®sn Ri28eset et jelent
782000 V4] [Zh.Az®lget korr al standardi z8I t-®el Rf or d
D®Kel et 8zsi ai r ®g DoObfa®@r f(ite korb§ | n®sn@00 °20K ,1 Omi
NRkn®I ; a vilg8§g ©°9sszes m8jr8kj 8nakdsfele K
NyugatAf r i k §2GE1W000DS5 f ®r f i1HWONOBA N RRk&Be)me | k ed Ren
magasakAfej | ettt orsz8gok eset®n LBRIBAKp Ausezal8|ad
®r t ®kbE®O007al at t mar adnaka ifRe $§ et bfddbh mz2 g
2,5/10000 A Keleteur - pai r ®gi - ban, 2gyelMARfgyrad wlr $ 28
gyakorfiisg8gedth et ¢ n kO000é ®r  k@®sk nM3PULNOR R M3R4].)

Az °t ®ves 20/ 8| ®% z °2t0t0 2 1-bah, 200R10t0 7a K ° B S A t 12
Eur - p8baezek a ta%ilf®@lj®skRid Ra doal tdazknyatdk (9% n | - v
volt megf i dengd6het R 200 2

Rossz progn-zisclkozmiaatadathaa) BCBBZ&S megbeteg
kozo2znelaypna8mbrtal it § 93 P0a2and4h@®&0 ah alr 8Ine/s e0t,
okozott helpat oidezd mhad §adawsk dalg8 L% a)[8]s 9,

.L1.2. A HCC ki ®sapubf§sasszi | a

Hab§r a HCC egy ghyaolr8slaons pkrieotgergesd®esl!T- amel vy
ter8pi 8j a mi nde ma kma&il ®gampBl wméefeskBZ2ZEIO®Tr e
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i nform8ci - g1l | tenttebk HB®&s ¢;wm&kgy . HAV hepat.i
felel Rs a m8¢g gySekdo&®rth §rvoini g R 2 @ieeReae Rgy e
eseteasz8kkent ®s ®nek e gAyf elrahRezt®s®glkers: nm-kdujsa . m8
okoz, amely fokozott regener8ci - -t, ®s fibrc
a m8jsz°vetben. Ez olyan diszmlokgztliGkusejLdj
okozza, amel ybRI k ®s Rbeb &k aaicri mh antai kau sa ktud |haaj
(nodolusok kK®F kil Rdh e tAzokban ldz2CeGetekbén, ahd bircsa ) .
vzrusfertRz®s, a m8§jvgz 1 Kiadagakd® prziRldi@isot Kk §r o0 s o c
abYzus, vagy direkt gamdtadoxixkms Bdz ersezki,nt K
ki al atk ud e8gs?8t i k. eA Rs ZA dk i r8ddaal)ootyani®é £2 ghmald at ov
j Silletve®r okl °tt okozati f ati oirt o ka kicohrBerrg T E°§E® s
di ab®t esz vagy f o amety&segugyaricsak szengpkelenag | at a
folyamatbar{1].

HBV/HCV
fert6zés
A\ 4

l’(.ronlkus . Alkoholizmus
majgyulladas
A4 )/
| Clrehosis JL ( Oroklott anyagcsere ]

[ l l betegségek

Diszplasztikus
nodulusok

Aflatoxin B1

1. 8bra. A HCC kialakul 8s8nak t°bbl ®poc
(Wong ®s NAG) nyom8n

A HCC mol ekul 8ris sziBBOenEkzgen pompmerit Be
az etiol-gia, r®szben a kialakul 8s m°g°tt
magyar 8zz8k. A HCC progtrwistselii-|j &t somn&in @&«
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molekula (pl. WNTFb-catenin PI3K / AKT / MTOR, RAS / MAPK, HGF / MET,

EGFR, | GF, VEGF ®s PDGF) mTkI9.®s®ben figyel
A WN T Yat vonal , amel vy nor m81 i s eset ben
prolifer8ci-j8ban, apopt - -zis8ban, val amint

j 8tszik kul csfont oss &Sg¥ f ¢sgzge®sebpeent , a e zt euknkoe
folyamatokban is kiemelt a jelenRg ®4fj. bAr kanoni k uB-catéiimt Yat v O |
aktiv8ci-val | 8r, a®ealny af eshe®@rtjnmee mbk t8inv &letl s&

sejtmagba transzI|lok8l - -dik, ®s ottt transzkr
ol yan t %l ®| ®s't ed @ts eig A d Rk Om aydinbh ieagyeaz & d ®
survivin  [10]. Nor m8| sfecptéenmlab &&oadéher i nnel kapcso!

sejtmembr 8m enesn wleg t&dlpe s ol a t-cadhdriat az akti®s k° t i
citoszkeletonnal[10]. Ha el egendR Wnt l i gand hal moz-
meglal adja a szekret8lt Wnt antagonist8ko®t,
bei ndudt,i sl uass a Frizzled (FZD) transzmembi
intracel l ul ®riakti @i b 8 s b-dateninBZEchmaddetidfilan r R |

val ami nt me g a k a dfedatgnot zaz saAXIN/AR@/ @ § K 3 fiomplex
foszforil 8l a. N ownnb 8§ | Yhtsv oekshgebd \ditoggapmatdeusni k o r
cadent ez a komplex foszforil 8lja, ®s jelo©°li
kompl ex feh®rj ®i nek mutbgateninbpjusson asajenagRay ® t e h e
®s el Rseg2tse c®l g®nj ei nek konstitut?2y t
vastlarg8bk® k b an tanul m8§nyozt 8§k a | egal aposatl
vastagb®l| t ulmdr o&kz ombaatnt ) sz 8 mos tanul m8ny S Z
megn®vekedett -Rkeset ®BeBrit bcatdidmMel gei - f Bhay
tul aj dA®B)t anak

Az epider m@si sfaRvekedeceptor ( EGFR) az
amelyben a ligand megk®°t ®s ®i n82 r ozktni vit §s k°ovet.i
k°vetkez®s k®ppen jels8tviteldt kezdem®nyez.
amely a Wnt Vst vonal hoz i hdodrylaiman ok alszmbetl |
vesz r®szt, bel e @lt&le®sa .p rMilviefl e rs§zc8imots & su nao
az EGFR, az EGFAnt agoni st 8k ter 8pi 8s felhaszn8l §8s
gyakorlatnak (ilyen amnefosisef §lkesp®lcd&RuliIs8kdz
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cetuximab metasztatikus colorectaisd e nok ar ci n - Az EGERZHCIEC®S ®b e n
ben bet°lt°tt szerep®rRI a rendel Bpz®sr e §I
Az inzulinszerT n°veked®si fl a kdtso I )GFI &®) ¢
receptor-b:- Rs{{IIGAMBP) ®s hat k%6)R FZIGBR®rA ®b R/
jel 8tvitel fontos szerepeti - j,8ta zdikf,tae rmeargeziag
sejtn°veked®s ®s az apopt-zis szab8l yoz8s§8tk
el l entmond8sos hat §8s8t mutatt 8k ki kel ©°nbeo z
k°t Rf eh®r j ®k, ®s i nteralaoi¢g!ljmBknyae kd Rt ® @ B @rgrRe
hat §s Ysaek. Ax éGkek n k°t Rdi k +imnd azal&FRIIMBF R
receptorokhoz, de az IGFR eset ®ben a k°t Rd®s affinit8sa
mint az IGFI eset ®beln. gAREn le&FHpr e s s z ianajokbanrao s s z i n ¢
t°bbs®Rzr%r n® vekedhettis9bel e®rtve a HCC

A hepatocita n°ve kamd\etsa k °ft Ristz @ ragsdfek GE)s i | |
Sszeknmkt 8hely acMET recept ikraso® ¢k ®sRd k°vet R he
regener 8ci -ban | 8t-MET k®F oamtldGF stzBIr 2ptett . € YAp K«
esem®nyek a, amECyeslor el ent Rs®gaea @m®F umem pr
tiszt8zott, BaeaviE&b®gefkidks @ PPRe®o k

A tirozin ki-hn8zdowecsepteamoka | el 8tvitel k
kereszt ¢l val - spull hdeRasIMAPK® s PHas8I1Kg @rktt v é4t vonal a
RAS aktivitg8g8s egy foszforil8ci-s kaszk§8gdot
ERK transzl ok8l -diekmz®&e s ejat nsaeg bta s&RsE§mi8elal Kk
el Rseg?2tR) v8l toz8sokat id®z el R a g®nexpt
bi zonyos r8kokban (p®l| d§8ul a hasnleB!| mirigy
ki v®veklarvidnielx poz?2cket{9.i nduksgl ta HCC

A Pl 3K/ Akt Wt vonal ban az Akt k®t- kel °n
(foszforil 8l hat ), amel y e k-inonitol8d,Btgryii fka®hz2fn§ ts :

(PI'P3). Az ¢lecRipemmr | kg a ®d eredm®nyez RTK
m8sodi kban sastomyamatoa PIlII3tksggoaBTEN't ut 2 v
funklkcves 22t ®se okozza, amely wut - -bbi a PIP3
i smert tumorszuppresszor g®n, mutt ®lch - j 8§t

rskt2iphismatr{@tt §k

10
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Sz8mos tanul m8nyban elneSmerz§tk@®ka nB T PN EMu ts& il
gyakori s8ga me gl ehet-bRs esrz e md @arc s om8ys a 0 HLLI
megbeteged®sekkel oziUgyainak k-ean  th®shedaée@8Dhqat -
PTENis) gyakran f ekbedEimell & a8 H®&IC t anul m8ny me
aPTEN mMRNS szintje szignbdnk&8nk&@8nmngs2Rkentr
sz°vetekPez k®pest

APBKegy heterodi mer feh®rjekompl ex, amel y ¢
pll10b vagy pl1l10g) ®s egay, sm85hbs|waogxgy pmieq@)y s
PIK3CAaplleet k- -dolja, ®s hab8r gyakrane mut 8§l -
vonat koz - -kanelalze mtdif@t rod 8 s os ak

Az Akt szerepeaHC®& an m®g egyel Rre bizonytal an, e c
sz®mt be, hogy a foszforil 8l tszerekfbkoziaal enl ®t
korai recid¥Q .va kock§8zat §t

.2Az extracell ul 8ri s m8tri x

Mi nden sz°vet ®s szef v esaratl klomaz!| emg k mReln

Sszervezett hg8l .-zatot, ameleynkt (ExCtM)ac eAzl uE @
nemcs ak szerke2avte t Ip i aznmeolsy2bte, az al apsz©®°vet. sejt
de sz8mossegltyRal et t ani fol yamatot is szab§gl
mi gr 8ci -, di fferenci 8ci -, t 4l ®l-®s, sbbm@bs z
makr omol ekul a al kot j a, amel yek fikus.sFRet ®t el e
al kot -oydnestedlo tf-e h®r j ®k/ makr omol ekul 8k, mint
a fibronektin, a l ami ni nek, a gli kopro
gl ¢k-zaminogli k8nok. Ezek mi ndAseerkdézstesn s av a
tekintve @ ECM rostjai . f RFpgétR|l k®d | @a | el |l emzRen
8l |l om8nyban el Rf ordbRI ®p ¢l neekpmgs &yl t,R paulmédy ®
kol l ag®nekkel, egy®b ECM feh®r | ®k k el ®s

nagy m®r et Tir Uk tbtaroZkha@tkAhdg®erzek a rostok ggms s s a | ®s m8§:
ECM al kis® s «°ktatke t ® s he ® ¢gkgnplexlhrBeg ko mdi menzi - s h§l
al ak?2 tfl®nak ki

11
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Az ECM nemcsak az emlz2tett fiziol - -gi &8s f
mal i gnuskfaehakbdpgfs8&8bhan ®s a tumorsejtek vi:
nagy jelent Rs®ge van. Mal i gnus transzfor ms§
ECM olyan mengi s ®g i ®s mi NnRs ®g i v8l toz8sokon
megv 8l t az E@GM digakiikus fel & | e®p¢l ®s®nelEz asszab§ly

megvg§l kozomTkV@PsSR k®presn § neosgzat n i a daganat
[17].

Apri mer hepatocellul 8ris karcin-ma gyakr:;
gyul | azib8ils osk s haagaj 8mor kiezdarkun @Isi8mnlakz het e
felaeB®t BbDbli ekdkye ai d Fobleyna mat |, amely az extrace
terme | Rd ®s ®h ez ®s felhal moz- d8s8kedvez avezet ,
daganat f eggyr@Rdz®ts n e k . fhepatgcsho rrseigeaner 8ci - mi att
hi baj av2tg8s m®rt ®kmu teSldRegithked ze-ndhnmRa kv 8flalk , a 2y
[18], m8sr ®s zt az extraceld ula8rsizs® vetlgeh r ikx® r k y
jelenl ®vR jel 8tviteldl faktor ok mennyi s®g ®t

t°nkret ®ve ezzel az[l9%redeti, norm8lis funkc

.L3Proteogli k8nok o0oszt8lyoz8sa

A proteoglik8nok ql yaanme |l fyek®rejne grhglke kkwalmg kn o

ol dall 8ncok kapcsol  -dnak viBaoza,l e®sern eh| &mfzH
sejtfel sz?2nemen vfaaoryd valzn akkCM | R. Egyebek mell

szo°vet | turgor ekevalantnnathg §8§ ®ist mieoehleekSURISE Ai s
szTr Ryselo®rgts hi v[@adl.kozni r §j uk

A GAG | 8ncok I sm®t | RdR di szacharid egy
tartal maznak egy utownwsgvyatsz®s$s f ezgldghét®Bc ekt 8h
gl ¢ k- z aanetiD;g | Nk - z a mi pacetitDvgaaglya K N- z ami n) . Ezen
hosszmz -v,8ldev &@zof e k@mjces ol - d - cukorl 8ncok sz

kapcsol - d8si hel yekGlsyz §dniap e patmed yradkteZ v uumoXke r
hepasrz8unl f 8t (HS) g-hcegtikDogr | o¢nks-azvabmiln b®slz, Nl & 8der m
(DS) gl ¢ k oN-acetisDagvabl -alk t®sz ami nbs 12yl fa§tc hiodhur om$ «

12
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®s -addtitD-gal akt - zami nb - | ®pzLUhéeBt f €KS) Aurkenmad
szul fgaatl8alktt - z t az tNacetit@ll gnka-zz a mi n mel | et t . A

gl ¢k-zaminjainak8§g®csé&ll elg®8kuls®atl Natt 8r ®gi - k

dom®nstrukt Yr 8j 8§t hozza | ®tr e. Ez ut - bbi
n°veked®si fakabr Fepeptotrteknekkel, vVZ2r
makromol ekul 8kkal k@3es k°l cs°nhat8sba | ®pn
A proteoglik8nokat el sRsorban | o.al i z8&ci
t 8bl.83eht pmzR, ClSo®yt al % praat eogl i k8nok a k-
ben tal 8l hat-ak (a csontokban, 2z¢l etekben

r ®sa es e t erkl ofkeallsizefgnb®&&d iep.l eg t °bbeogniink 8n40
i smer cnis,®gipkl eantm8mT ke d@e®Ploiegat of i zcsak | - gi §j ¢

e

r®szben. tiszt8zott

13
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1.t 8bl 8§8zat. A @gott®I¢30d 2 KBar 0 k

Lokalizacio Név Gén jelolés GAG
Intracellularis Serglycin SRGN Heparin
Membran
SLIP-ek

Syndecan-2 SDC1 HS/CS
Syndecan 2-4 SDC2+4 HS
GRIP-ek
Glypican 1-6 GPC1-6 HS/CS
Egyéb
Betaglycan TGFBR3 HS/CS
CD44 CD44 CS
Extracellularis
SLRP-k
L. osztaly
Decorin DCN DS/CS
Biglycan BGN CS
Asporin ASPN -
IL. osztaly
Fibromodulin FMOD KS
Lumican LUM KS
Keratocan KERA KS
PRELP PRELP -
Osteoadherin OMD KS
III. osztaly
Epiphycan EPYC CS/DS
Osteoglycin OGN -
Pericellularis
BM zo6na
Agrin AGRN HS
Kollagén XVIII COL18A1 HS
Aggrecan ACAN CS/KS
Hyalectan-ok
Versican VCAN CS
Neurocan NCAN CS
Brevican BCAN (6]
Mi vel munks8m soffrgmkca - jd8etcowvimzsg8ltam a

kar ci n- m§8 klbeawme z e2t gy t aenvaS8dedonnnalr k@pssot® bodalmi
adatokat foglaltam ©°ssze.

14
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l. 4. A decorin

A decorin a k-i

gazdag proteogl

csal 8dj8ba tarto

tal 8l hat - 18 g®n e
vari 8nssal a

g®n embel2dben kaom-
t al 81 ha12g23. Az §LRRkK

. . Decorin
mi n d en ta g J § ra ! O-kapcsolt dermatan szulfat N-kapcsolt glikanok >
jell emzR a Vi szi
k°zpont iv §frerd @rotging,
) AN
amel vy egy l eucin
r ®gi -t (Il eucine
Kollagén Decorin
tartalmaz A proteog ,

k°t @saspeclsol - d- GA

§lltS8an o s an j glikdzidom. D D D D D

k°z¢l  @and kondooitin @s  Dermatanszulfat : : : I

der matz §tfag t81 h;aezek i .

k°zg¢l egyszerre DDD DD z.

A GAG ol dall 8ncok 52_z§§5’nroas_ Al Yaori

mol ekuéegek k@gO&I°d Ny oeneazECMben (Weber ®s mtse
n®veked®si fakt’orOr{(yﬂj‘c}m§n0i[t1%h(5r.‘el‘,&e'iﬂacorin :
amel yek kéjlélngt@\”fato%ltiok felsz2n®hez k°t Rdv

“tvonalak mTked®s@hen, (186322 BmYu st

fontos szerepet 2 gy  szab§lyezRigg ey elbtek@t ovEbbi G
k®pesek a fiziol . -gi§s s@sf’vé.é‘ﬁné)ﬁos

mi kr ok©° rf21-23(2 et 8br a)

A decorin egy 40 kDa s , Rratak s f(2h@B8hbA d)&HB®rje n®QgY
dom®nbRI gl 1 . Az | . dom®n egy szign8l pept:i

tartal maz. A 16 ami nosavas szign8l peptid

15
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retikulumba pyt t at 8§s a, ahol az | e S hasad. A 1
odal | 8ncok kialak2?t8s8nak szab8ityansSgs§lragzyv
enzim k°tRhelye, amel yre(ddcecrinkegaptsalt - dapck®pe

A 1. dam®nw ane t°l tott, 1 db GAG ol dall §r
konszenzus szekvencia: As As- - X i Seri Gly. Az As j el °| ®s Tek l ehe
b&8rmilyen negat2van t°ltott-gamkodbsagak, . a A
hel y®n b8rmil yempebhmenosdawvshhei jell emzR r
konzer v-@glztd,agCys®gi - . SBEXCKHIE NA Cy§egk aliszulfi@ X 2
hzddal k°t°ttek.

A 111 . dom®n a | egnagyobb a n®gy k°zg¢l, e

10dbleuygazdag tdanRaE®si smM® amel yr RI az SLRP fe
Konszenms szekvenci 8ja: LXXLXLXXNXLSXL, ahol L
X helayz®nel Rbbi hezb &ramsiolnem n&mibeoas aav dSolme@nabte.
tal 8l hat - m®g az a -03 idlwms Aagaharmedoyke kk & pg c sNo
megakad8l yozzg8ktaz ©°naggregs8c

AlV. dom®n egy r°vid, k°or ¢l bel ¢ 50 amino:
Cyst di szul fid h2d kKot °ssze. Az 2 gy |
szab8l yoz 8§ o8sherep2y an f ont

Adecorint198b an Kkl - noR4BkbebREa8t cDNS k°nyvt 8r

PG40, il 1l etve O0small npvetrt@GiflalySctapngazt | me g e
irodal omban. A decorin nevet, a malotty azt §n
el nevez®s shan kapg{e5f., AZ9 88 nevez®s arra utal, h
rostokhoz kafpelssod e k@da€llagzsaskz i kus funkci - j 8§t

[ t2pus¥% koll ag®nekhez k°t Rdv e, azok e |
t 8vol s8§g8t, vVRgSR soron az ECM 2k.ol@mrga®®n r

GAG ol dall 8ncok Dbiztos? {26].8&kn nreks tnoekg f led 29 tRtei
decorin hi8ny-ouDof/jdecgriberdkikmdicias kol |l ag®n sz
tapasztaltak, amel ynek |l egl 8tv8nyosabb f enc
extr ®m f[27ThgiMiivteS8saa decorin hi8nyos 8l 1l ato
k2s®rl et al anyai voltak az ut - -bbi ®vekben,
szerepet j8tszik a cor n28p adgzdlagok sez R SRS MRebke nk
[29], a saebggIgadent i n mi nBI],at angiogeneziskaBOn

16
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32, a gyul | ad 8§ s[38f valanant gn&fijrasidak3ddja®s sz 8 mos egy®
egyedfejfiRdi®sl - gs 2a3h8I®po0o2 8morfosl yamat ban
Afentif el sor ol 8s nazZk ume-ghfleilvda®aRtejriSgeatadtit 8k, hog
decorin sz8mos |jeé$z vi RdeniR e A Risnworganikissa n
hatBwvan SRt , -ReOnl 2Bt mi x Rr mod mlkautl iS8§K a&a®atk - gi §
p53mal, amelyadge n o m [B) e 0

Sz8mos bizonwpi 8®lnngma s @orjy @tens tumargjlgnesa d
molekula[36,37] Az el sR tanul m8nyok, amelyeket dec
igazolts8k, hogy hab8r a decorin hi[Z@pya spor
a tumor k®pzRd®s't n[asy y ni\® r kit sk Fbbebni eekl bResne g&2zta n b a
hogy a decordef i ci ens C57BI / 6 eger ek hajl amos
ki al ak2t &8s 8r a,ugatkt¢2l pPuns®¥sb6e,n , mahgaa sd nkyal - ri at art e
Rk ¢39, 40] Tov 8 b b §, a decorin ektopikus express:
g8t §st okozott kel onf ®1 e szO[4lptBEzen er edet
megfigyel ®s ek k°vetkezm®nyek®nt s zriB mo s t 0
tumorell eneet as@gs ataini4d-47]. hat §dg8tcorin expre

neopl aszti kus sz°vetekben vi szloenny®raeg, kheovg®ys

sz8mos publik8ci - foghualogejizti komaldesoki sa®mlad
xenograft modellekbej#8-51].

A decorin vol t az el sR proteogli kg&n, an
szab8lyozza a sejtn®veked®sthlokkdhiadelc@RFA n k@
nN°veked®si faktort k2 nai ke%2rzed ° gg 8d wg rviau ma ¢
n°vekeMpazenbank i der ¢ t , hogy mi vel a |l egt°hbhb
nem f ¢sgogt-al , TGR®HsS szignali z8ci-s mechani zmu

decorin tumor szupressiEGKrNF rmhad 8ptSonmiBl tkilatl eark
| aplk&m masejtekbera z exeg®m i n, il |l etve annak cor e
EGFRt , n®seked®sg§t |8 cikintl ug§R ki p82 gs&tl - e
me ge mel k 5885 ®vzeoln, t Wibgy k ®p es a receptorh
akad8l yozva ezzel a ter m®szetes l i gand bel
aktivsgl, amel yek az I m® A tdecoeinzIG?FtRe titn t iemr haiklca
m8si k k°Pvetkezm®nye a receptor caVsdlol i n mec
K2s®rl et eseogy iagadeddrg8ikik ®lmas e c § @lfar@d o) v&gjbeb i

17
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receptorokhoz, mint az IGRR [57], az ErbB2[48], a Met (HGF receptor)58], a

TGFbR -1-drRPk e {58))®®mz ¢U2b 1 [60lnt egr i n

A decorin hi 8nyakoarreufmbrsarrmSiszlabhb t Yal
eml Rdaghhetad p@EK.nEellett s z8 mos daganat str-m8j 8§t
| ecs®°kken a de[@lpr i?ng ymean nhy-ilsyReger 8k ok eset ®b
h- |l yagstgy ®&Bk&mt ea decori n n§p2.Wgyanekhkany i s ®g b e
szolubilis deéeeqritnsaavezetbdplta@ie®® us seg2t s®g®v
sz8mos szolidztigmor i &$ets@imeeangiogenazigdd, b6k ent |
64. A decorin ®s p53 kEeN/M&RBI/nutjs&nvsal e gkeorreSkb b
el pusztul nak a benn-gees ikimfa8l baknu,| - miangtr ed s z 3 wa
mut 8§8ci -t hd¢3B]Jdoz- t8rsaik

LRP-1
EGFR ErbB [ cMet | | IGFIR ] | TGF-BR |
p21 Szignalizacié modulalasa, P13K-Akt-mTOR Smad Gtvonal
indukcidja proteaszomas degradacio utvonal aktivalasa aktivacioja

v
_ _ , Tumor Tumor/endothel sejtek

Degradatl:lo thmorstﬂ't .n'owlekerdes angiogenezis proliferaciéjanak és

endocytosissal és migracio gatlasa gatlssa motilitésinak gatlasa

3. 8br a. Decorin ismert c¢c®l pontjai ®s a s

daganat okban (Bi65®s AYargomyom&®pes k°zvetl

receptorokhoz kapcsodt giniqgl yapame |l jyelk&tnv ikteea lei

mel yek ©°sszess®g®ben a tumorsejte@hi prolife
Tov8bbi r®szletek a sz°vegben.

18
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Ezek a megfigyel ®@aipgdsszos z d eie @ ®4,08 sgnBakmo r
megfel el Ren8pogendiakltios k®e8 tek®ntdemes &amé
°mag8ban, ak8r kemoter8pi 8§s szerekkel kombi
a met a[66].t 8zi st

.5 A  HCC ®s a decorin kapcsollekt 8nak k2 s®@

A fiziol -gi8s ®s geneti kai ®asanlr-8sg&gaK,-
fenn8llnak, valamint a r°vid ®l ettartam, a
pat k8nyok ®s az eger ek a r 8kk[erl. at®B=sj) 8kedyv
vVizsgs8l atainkban k®mi ai Yasrekben, fioacdtankd§TA}] unk pr
®s  dniiettri-lzami n ( DEAN)t ihoaasczent8a naitd8 veady. pr om- t er

amely fibrosist i nduk§8lI , meapdemernt8ci -H yagirbkitikuset kezt @
talajon kial ak8g,169] a Mnh&jed a gaa nkh #0%& nirrhadi€ C
k°vetkezt ®ben al akul ki, a model | ki vsgl - -an

is. Ezzel szemben, a dietili t r - zami n krfuzt vaeggt®lne nh aD NS a mi at
k®pes a m8jgadanat el Ratt@k®t®segb6/lBagksa®gf vb

Az 8l |l atk?2s®rl etek mellett, a jel stviteld]
interakci -k al apazmvirom-fded 2e®r&klk®p&IzI®s ®k er e n d ¢
sz°vetteny®szet. vizsgs8l atokra felhaszn8l ha
Cancer Cell Line Ency®] opediceaecetad&Plz§ri a®hS:
m8r jelentRs szakirodaMmiahBepé&2et Hep8Bat H
HLE sejtvonal akat v§8l askzottuk ki vizsg8l at a
Munkacsoportunk Kk or 8 bbians g 8 ldteac ora n szerep®t a

regener 84| - ®E blkap c salfilrasi§®s amF|Gdibr [flphdesi s sor
adecor i na hlada Bast8dkcaerlclitnli-8maaxk u |l f8e|8IbRde@b@®@rsb e n
m®g héemt.Eknke&l megf eleael REM RkemiydatSHstanalakon
v®gezinmvimki zsg8l atokat, amel yekben a sejtek
decorinnal kezelt ¢k, m8sr ®s zt N)agdrekbr? p us %,

i nduk8l tunk s yivba g aerzaztedk atvi zs g8l vaa a dec

hepatokarcinogenezisben.
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CELKI Tt ZESEK

Dokt ori @nhezek ezl®SbbTzt:@kokaiat

1.

3.

4.

Annak feld er 2 k ®geesa hum8n r eokroimmb i ln&8mne| Risecg §t
hepat ocel | ulsgjtvandakpk aorl difreerm8aci - j 8t .

K 2 s ®rhepatbkarc@nogenesise n vi zsg81l ni a decorin sz
decorin hf)8§reywyes ekDmszehasonl 2t 8sa nyomt
A megfi gpkeHitv 8H dt8S L It t @fteell eclizResthtt v g ma I18a& k i
felt ®r k®pez®se, a r®sztvevR mol ekul 8k n
ki mut,afar8iitaov 8 bbi | ehet s®ges targetek azo
Ctfog- k®pet kapn hepaokadcimagenetism szer ep ®r R
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[Il. M& DS ZEKR

. 1. Hum8n rekombilmR8rnd 2de&sari n e

A hum8n rekombin8ns decorin megter mel ®s ®h
haszn8l tunk, amely tartalmazta a hum8n dec
| ®t rehoz8s8t Dr . Szi EhBdCHOS sjreket(GibadkTheknfos z ° nhe't
Fishe Scientific, Waltham, MA transzf ekt 8§l tunk, N@eonExpres.
trang f ekci - s k®sz¢él®kk thraospzonr88lcaat-8sy w8 e t hni K Sawaal

szerint (I'nvitrogen/ Thermo Fisher). A si ke
antibiotkummal (SigmaAldrich; St. Luis, MQ szel ekt 8l t uk, maj d

rekombi n 8 nse jdteeclkoati nftojragamsllzsesa 2z ntc ®@r mel t et t ¢k
Ezut 8§n, a kor 8bhbi [72a prsokeaadk| i meBqftel &t iR@
kr omatao gregf2it 2 @@ T O ksejtek tBApFfompao@k b i I8
tiszt2t 8sdewdr8innt a i s tartal maz:- -o®sdatban
karbami dkoncentr 8ci - cs®°kkent ®sel t®Frdzk®bdlen
szembenon.V®gglCdecorin koncratirls®@nk Bkeldi (M2 N
SigmaAldrichy t °rt ®nR fest ®ssel, spehkht mefgont®o me kr, i

majd a tov§8bh2Oo fead h & Aznh\VBriul&ks 3 ®lbeh1dx RBEt a
v2zben | @WYR zdaod dnadit ghyo zv ®gep legyeh xelolvd, $najd 1x
PBSselak 2 v8nt koncentr8ci-ra h2g2tottuk a feltl

. 2. Invitrok 2 s ®r | et ek

A HepG2, Hep3B sejtvonalakat az ATEGCRATCGHB-8 064, ®s-8%3 CC HB

American type <culture coll eatHuUHI®s Maéfkas s a:
sejtvonal ak a Vv alpt8ak shq flARMB®AAa3t RRs, JCRBO4
Japanese Collection of Research Biosources
A sejteket 1000 mg/L (5,5mmal/) gl ¢ k- z tartal maz:- Dul becc
medium (DMEM; SigmaAldrich) t8pfolyad®kban teny®sztett
FBS-sel (SigmaAldrich) ®s 1% [v/ v] ant i bviyant Sigmam ( Peni
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Aldrichy k oncentr 8ci A sej i aket8§$ 2 Sm8rean yi®s zt ®s i k ¢
bi zt os 5 &0 sdio®dkdone(nt r 8ci -s atmoszf ®a ®s a 37
A decorint 50 ®s 100 egg/ ml ( DCN50 &®s DCNI1(
sejtekhe2 4 - r 8s sz®rum deprfivV8sciz® uk) vetlAResrz ®F U
ut B8nsejteket 0, 24, 48 @&sel7?2nb-°rz8n dkeecroer s znt ¢k
mellet (t ov8bbra i1 s sz®r umméosplateek be 8 p fao lpyraod @K bear
Vizsg8l attdkleazme 48 -038hekep®esizREsIpatelk2s®Hk b an

ekben a tov8bbi molekul 8ris vizsg8latokhoz.
M.2.1. Pr ol i fveirz8scg &lsat ok

A sejtek jBnr6bdimeitiazal-2-yl)-2, 5difenl tetraz ibm bromid
(MTT) assay (Sigmaldrich) s e g2 t sv® gz®vgedl |kt2 lsk® rt leakbenk sz
esetekben9 6 l yuk¥s sz°vekneny®gpaz tRPkvpd takteez R kez
sejtsz8&8moka?2 Rsétdl HepBGIRadiLE, illetve 5 T 3 sdjtlvell
Hep3BHuUW’s A sejtek letapadigst sk awte8mddre zt
hozz8adtuk a t8pfolyad®khoz a decorint 0, !
el ®Axegyes wele K 2 gy Vv ®gz;®@r uied8md® e lu mo t ®st 20 ¢l
tartalmaztak, amely PBBen a decorint ol dott uk, 580 megf el
®s 0le0gd/ ml )de @ao rki2rv 8§ n't vRgkoncedtrzr §diR felg@rRR
vizsgs8l atokban (0, 2m®r ®B8ofgeztr Rk h®s 81 epg8arl h8ubzt
fé¢éggetlen k2s@®rl eggtesvRagKpephbknProl i fer §c
eset®n ppekanjdokB@®Wb a sejtek viabilitsg8s8t) e
hozz8adg§gSyallnakdB4AQkub8ci -jtt &kl v&It Raln, k @p
formazB&n kr i st 81 y o k-lzab oldbthilOvisszd. Adelt & @t 1 percig r 8
majd a optika i denzit8st mul ti well Sspednt r of ot o
(Labsystems Multiskan MS).
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1. 3. Cll atk2s®rletek

Mi nden §lalzatRid@®ikeéi Tudom&nyos Etikai Ta
az 8llatk2s®rl etekrRI sz-|  m. hretndleylbean 4I5®@v
bekezd®s®vel ©°sszha;ngenge dIOBRENAZE2HME vi t el ez ®s

lll. 3. 1. Decorinnull egerek

A decorindeficiens egerekl ®t r ehozKBs 8§ bl berBm2A7]§ k R° vi den

°© ssozgelfal va; a deco®l noig@yhGkl ex olhhg Bdtat 8§t ®p2
melyaztmT k © d ® s k ®fidc e Aenn®duk 8§l t mut §ci -t hordoz
NRst ®ny ®sabdmgelgereketezt ¢k, am2g a homozi
Az WYjsz¢gl ottt 8l latok genot2zpus§t PCR seg?t
i z ol SONGw A KPCRt 3 pri mer seg? tszPOV eadnzt v ®ge zt
primerekkel, amelyek a decorh e x onj 8r a v oilletvadgy esP&KENea f i kus al
kazett8ra volt ill esakeadqiar ‘Az PEC®RI d re r fmbtk te K te
®rt ®K28]l t ¢ k

lll.3.2. K2 s ® rhépatdkargnogenezisn du k 81 8 s a

A cirrhotikus talajon kialakul - m8j dagane
C57BI / 6 h2m dagearke k elt5 hvaasdz nt8§ p L a tipt @k e A&1 tDic
i v Vvi z¢ k Hieacetanodald(®A) €150 mghes koncentr 8ci -ban),

eger ek 7 h- nap oKontréllecsoposakriak é e X alptt a&l. | at ok k al

kezeletl en, azonos geneeth aksaz n.SASeyarelka? e | renc
h-nap |,etel ¢ ®vaebdgtatt Scsdrawni caltier md ins8d ltawk8 ci - v
A nem cirrhotikushepatokarcinogenezis i z s g 8 & Etngpbscegeretgyszeri,

nagy d- z-nb tar -dziaenmiinl ( DEN; 15 eg/ t8istt°meg
injekalgh8sBE&l t unkA dkyga®niitkward®g®hpubs ¥ ®s 1
egeret,® $-5 kezeletlerkontroll § | dtlma s zn 8L Aulmé&p d tedkceerl diud -8ma s

azingkt 81 KL vetR 9. h-napban jelent meg az 81|
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Az 8l l atok test®3meag@tsj nf8g mMPitem®@2 Kk | o Han
meg z8mol hat - tumorsz8mot m®rt ¢ kz ®esl tr8evgols?zttor
egyesm8 j egykf el ®t f ol y®kony n,mad-8§ ®diCen§ f algtymls z
m2 gm8j ak m8s i-dsfofmaldetdt ol @%t ban ffkBbauBgy ®gt
(4. 8§ B fagyasztotini nt 8 k safagybsgt@timetszétekf e h-® r gRBNS
mint 8k adloxBjbdul vi zsmr&Sf at mahknsoé6rir 88) t, par a
mnt 8kb-4dl tk ®sz°vettani me tneazm t(HEKf eets,tvi@®B dy h e me
i mmun hi s zfteoskt ®nsi eaki e t k°vetR mbatspbph8btak ¥ek:
tumorok t®rfogat8nak meghat8roz8s8hoz a HI
k ® s zkel [(3® Histech Ltd, Budapest, Hungarypeszkene | { rpald a daganatok
hossz§8t ®s sz®l ess®g®t a Pannoramic vVviewer
hat 8roztuk meg. A tumor t ®r f ogat &t= az al &
(sz®l es’$®hpobmmyYq mm) * ")

Vad tipust és Dcn -/- C57BL/6 egerek
kezelése hepatokarcinogén szerekkel:
- TA: ivévizbe, 7 honapon keresztiil
- DEN: IP 15 naposan, termindlas

9 honapnal

N\,

Terminacio, maj
eltavolitasa

i /
AI
Formalinos fixalas, Fagyasztas folyékony
paraffinos beagyazas N,-ben
-  FFPE - Fagyasztott
immunhisztokémia immunhisztokémia

- Western blot
- Real-time PCR

4. 8bra: Az 8l |l atk?2s®rl etek metodi k8ja, az
| ®t rehoz8sa
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1. 4. Mol ekul 8ris vizsg8l at ok

Il.4.1. Realtime PCR

AzRNSt a f agyasz®st ams8jRd z r weatgleRIs zeon 81 ¢ luket
M8 sz°vedy @kenty®minft t 8 g®®h R set°Ren paort2dl8jsds ks
RNStRNe a sy Mi ni Kit (Qiagen, Hi |l den, Ger many)
l e2r 8snak megfel el Ren. A ki nyer tl1000RNS me |
spektrof ot om®megy (NarmDrofiechrol®gies, xVilmington, DE, USA).

Az RNS integrit8s§8t ®s m®r e tebke | 3 e ge?lt ossRegl RBvseE
Experion Automated EIl ectr ophorRadg HesculéSt at i on
CA). Az invitro k2 s ®r | et ek b B| t &k I8 Rdagana(Sigi&Aldrich)

gy 8rt i ut as?2t §s ai-t. KempeemantnDNS {CRNS) a8 MMULWKk az RN
Reverse Transcriptase kit (Invitrog€éhermo Fishegr s eg? t s®g®wkell ke®Rys z 2
tisztz2-bBI eaHiR&BCRt az ABIPrism 7000 Sequence [etion System

illetve StepOne Plug ®s z ¢ | ®k ®n v ®gezt ¢ kThaenmo FiEm@azp | i ed B
al 8bbi eg®r c®l g®neket vizsg8lva (TaqMan Ge

- p2IWARVCIPL(CDKN1A, Assay ID: Mm00432448 m1)

- AP4 (Assay IDMmM00473137_m1)

- gluthamine syntetase (Assay ID: Mm00725701_s1)

- AFP (Mm00431715_m1)

- endog®n kontrollnak: 18S rRNS (Part No.
Mi nden tmpilntk&tt umban vizsgs8l ttunk E®Y 1l egaukkcs
v®gt ®r f ogata 20 ¢l M OoIMmM®: nk My lTeagManndégntc D¢

MasterMixet (Part No. 4324018, Applied Biosystems by Life Technologies)

haszn8l tunk fel. AbPIgRt §xaik ca -k h\Ren®k eszZRRHK eu o
- denatur8ci -, 95 AC, 10 perc, 1x

- amplifik8ci- (40x):

o denatur §ci -spdpedc5 AC, 15 m§

o annel 8§ci-: 60 AC, 1 perc

Az eredm@eyelRé&ekiCen kifejezve ka®tuk, a
m-dszerrel sz8moltuk Kki
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l.4.2. RTK arWestgrn bids

A48 - r 8s ke zaeskjteket T23Csv & teReym® s zsteR ft Ikaaspka§ k bv-all

m| | 2zisgutPetlhgd&n gy ze 5@mp EDTNI50 RV SaCp H 7,

1% Triton X100, 05% Protease Inhibitor Cocktail (Sigrdddrich) 2 mM NaVOa, 10

mM NaF). A mitmtr§lkdt hoznomiain® z §0t pkruki g |j ®ge

Fagyasztott sz°vetmint8k eset®n tfodty®@ktong |

homog&wsEzzu§I8000dnS 5 per @sceé&ms@Aivieug8IMO nt 8k e s
S

perc) a f elbealnYas zBr adf or d protein -Rad)s a y e
spektrofottne t r i 8§ s aenf e B@®6 ) enkoncentr8ci -t m®rtg¢nk
A tirozin kingz receptorok aktivit8s8na
foszforil 8l tsg8g§t Vi zsyg8bsegkt sPego®veeolme ( RP& Db f
Mi nneapol i s, MN, USA) , a Mignyt§gtt--li ®@®ssviakog
f¢coggRemy8f8niBesqfakl e SMeON ¢y00° sszf eh®r | ®t ac
egyes foszfRT K me mbr 8§nhoz. A szign8l ok Piml Rh2v§s

Chemiluminescent Substrate tt haszn8l t unKkishe),fmajegazxz e? gher mc
kapott kemilumineszcens jeleket a Kodak Image Station 4000MM Digital Imaging
System k®sz¢ |l ®kkel r°gz2tett¢k.

Westernb | ot vVvi z2@8leagt &k e hwargapoethol mellett
den at,99A805 peac)10%0s, SDStt art al maz - peml ivasK raislzamitd u
el (200 V, 30 perc),Mi n i Protean el ektr eRad) rmRajd i s k ®s
ugyancsak BiRa d k ® sR\¢D R k ra en m(Merdk Mitligore, Burlington, MA)
blottoltuk (75 mA, 4A C16 h).

Ponceau fetsiat®sislel mé&8d | apd| oEgy | Ssnvdvdh,at ®k o n )
tejporos bl ok WNonfag slry milk °TBShénR@dva (BieRad)) a
membr 8nokat 1-6n -r8kult88l t vk Ages allemanyagokkall R el s |
pb-actini mmunj el ° | ®s minté le k @ Gosdang kootnalk ., A membr 8nokze
0,05 viv% Tweer20-t t ar t a lsehanostuk 5T @k8lommal, 5 percig, majd a
megfelel R m8sodl agos el l enanyagotbenasdt unk a
al kal mazott, 5x5 perc mos§8st k°vet Ren, Su
Substrate Kitel (Piec e/ Ther mo Scienti fi c) h2vtuk el R
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Kodak | mage Station 4000MM Digital | magi ng
alkalmazot el |l enanyagok | i st 82ta8 bal 8nzeagtfbeal ne | tRa | h&| gh

M.4.3. Decorin ®BsEnPPGEKAB:- s k2s®rl| et

Az 8l talunkhum8mMRS8Irlektoombtt mEmrsocellcolkr i nt memb
i mmobili bBbtuk®dotl ®k selght sBg®geWwel Mi ménpy
az el sR well ekben, majd felezRahkgs®B8bet sel
megfelel R m-don v8gtuk sz®t t°bb, ki sebb n
3% wi/v Ejpor oldattal(Nonfat dry milk TBSben oldva; BieRad)blokkoltuk, majd 4
eg/ ml P D @BSA&,; ab73228; AbCam)6l: r §n4 &AO nkuba& | t uk
medg el el R mekhds o k AP OIGRenAB el sRdIl eges el |
inkub8l tuk (alb783228 SaNANRGHMIKohj ugsglt m8&sodl
el enanyagot adt unk a  @eeSupeSignalk MVest Pich - r 8r
Chemiluminescent Substrate Kal (Pierce/Thermo Scientifich 2 vt u Rk.etl R
szgn8 | ok r W®Wgz 2@r@ sWikodadk Grage tStation 4000MM Digital Imaging
System k®sz¢ |l ®kkel v®gezt ¢Kk.

27



DOI:10.14753/SE.2019.2252

2.t 8bl AWB dotbl ot ®s | HC el haggh&tl ockledhehany:
Antigén specifikacio Higitas  Higitas
Katalogus IHC- WB-hoz /
Tipus Gyarto*
szam hez / Dot
IC-hez  blothoz
Decorin Kecske R&D Systems AF1060  F:1:50  1:500
poliklonalis
p-actin Hyal Cell Signaling 4967s - 1:2000
poliklonalis
Nyul
c-Myc - Abnova PAB 18101 P:1:50 1:500
poliklonalis
Nyul 3
Foszfo-c-Myc (Thr58) i Thermo Fisher PA1-14268  P:1:50 1:1000
poliklonalis
, . Nyul . .
p44/42 MAP Kinase § Cell Signaling 9102 - 1:1000
poliklonalis
HOuiD pUIZMAT il Cell Signaling 4370 - 1:1000
Kinaz (Thr202/204) monoklonalis
B-Catenin Nyl Atlas Antibodies HPA-029159 P:1:50  1:1000
poliklonalis
- —
Fossto f-Catestin Nydl Cell Signaling 9561 < 1:1000
(Ser33/34/Thr41) poliklonalis
p217a1Cil Nyl Abcam ab7960  P:1:50  1:200
poliklonalis
Kipl Egér :
p27™® Biosource AHZ0458 - 1:1000
monoklonalis
Nyl N
Pan-Akt - Cell Signaling 4691 - 1:1000
monoklonalis
Nyul e
Foszfo-Akt (Thr308) : Cell Signaling 2965 - 1:500
monoklonalis
GSK3p Nyal Cell Signaling 9315 - 1:1000
monoklonalis
Foszfo-GSK3u/p Nyul
‘ . . Cell Signaling 9331 - 1:1000
(Ser21/9) poliklonalis
Nyl g
Foszfo-Rb (Ser780) 3 Cell Signaling 9307 - 1:500
poliklonalis
Nyl : .
Foszfo-Rb (Thr821) ‘ Sigma-Aldrich R4153 - 1:500
poliklonalis
Nyul
Foszfo-CDK1 (Tyr9) . Novus nbp1-19966 - 1:500
poliklonalis
Kecske
PDGFRa R&D Systems RD-AF1062 - 1:1000
poliklonalis
PDGFRu Byal Cell Signaling 3174 1:50 :
monoklonalis
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Kecsk
PDGF AB seske Abcam ab50201 = 1:500
poliklonalis
Egér
p-Y = R&D Systems RD-MAB1676 1:50 1:1000
monoklondlis
Masodlagos Higitas  Higitas
ellenanyagok Katalogus IHC- WB-hoz/
Tipus Gyarto*
szam hez / Dot
IC-hez blothoz
Antuyol Kecske:  pakocitomation P 0448 1:200  1:2000
immunglobulin/HRP poliklonalis
Anti-kecsk Nyul . .
RO . DakoCitomation P 0449 - 1:2000
immunglobulin/HRP poliklonalis
Anti-nyul Kecsk . :
S . DakoCitomation E 0432 1:200 -
immunglobulin/biotin poliklonalis
Alexa Fluor 488 anti- ;
exa Fiuor 498 amt Szamér Invitrogen A-11055 1:200 g
kecske IgG
Alexa Fluor 555 anti- s
exa B ant Szamar Invifrogen A-31572 1:200 -
nyul IgG

* R&D SystemsMinneapolis, MN, Dak@itomation Glostrup Denmark, Invitrogen/Life
Technologies Carlsbad CA, Abcam Cambrige UK, Cell Signaling Technology Danvers,
MA, Abnova TaipeiTaiwan, Thermo Fisher Rockfort IL, Atlas Antibodies Stockholm
Sweden, Sigm&ldrich St. Lous, MO, Calbiochem/Millipore Billerica MA
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.5. Mor f ok egh®isk @lmm®h ol m-gdsazier ek

. 5. 1. Il mmuncit ok®mi a

A sejteket -b@enl yteknystep it & e evteegk ,f ed Rl emezr e n
majd2 4 - r 8§ sRhsezz@®keuvm@stRen 48 Rk®nh &0 KRsz dl0t0¢ k ¢
decorinnal,( | 8sd korAbbhba@®®heta hideg i ? B &mtanolal
fixgRoAMperc)A f edRI| e,0beoNedere@d tOar t asklfPBSTP B S
most uk, az aspecidgz®Ruismkalt Rinmil yr&let - BS6A) b
ben oldvaSigmaAldrich) . A sejteket 16 -r8&n 8t 4AC ink
el l enanyagokkal . Ezt k°vet Reox5bparcigsneostuke k et t
PBSTvel, majdme g f e | e kcBnsni 8 suagdsl ellsnanyaggél| 8§ sd 2 ®st 8bl §z
4 -Blfdijamidinafenilindol-lal (DAPI, 1:200, D8417, SigmaAldrich) i nkuby§8!| t uk
- r8n 8t szobahRm®r s®kl et en. Afze diRtammlysa-ggrad s
(Dako, Glostrup, Denmar kk fR&aett ,lka a 8migrytl &lmaet
®rt @k epf @suhoerze szcens mi kroszk-pot (Nikon Ecl

. 5. 2. Il mmunhi szt ok®mi a

A formalinban fix8It, par af f immabjad 8l geysazz8ol t
al kohol sorral ,20-bva@g ¢tl © r5t ®@mé&r ci nkidb 81 §8s s al re
felt8r8st kukt 8ban, magas hRmM&E&EDFA®kfleret en ®s
(10 mM TRIS, 1 mM EDTA, 5% Tween 20, pH 9eled ®t ® 16 @arcig. A2
| e hsTtl & ° vleSt %R eThwede n 2 0-set (BRBST) anbstuk/a nieBzBteket, 3x5
percig. Ezut 8n Dbl okkol t uk &g metanotbangoEoit per o x
H-O. oldattal, 10 percig.Azaspeci fi kus k?©°t Rh eblokkathke5t 1 -r 8
w/v% BSA-val, PBSb e n ol dva, amel vy 10% nor m§l SzZ®r
mintkat ezut8&n 1B8@nr §mkhidBeésautkelazd el sRAI eqge
PBSTv e | t°rt®nNR mos8st k°vetRen a megfelelR
|l emezeket (t),8sdr, 8z odB8bRON®as®kl eten. A biot
el l enanyagok e s et ®tastaim ABL eklt €\fed®es 2Lab@atdries, a Ve
Burl i ngame, CA) seg?t s®g®vel y @ngte33t ¢ k a (
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diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB s zubsztr 8t kr omog®n

hozz8ad8smvadVRheeltean2t ®s h@mtodih hdB@®s Orfl st ®s
alkalmaztunk

Afagyag t ot t met s zetreksemc ekn®ss zizrmmeunnf didegy®s hez a
t © m@etgnol al f i2X0AMtperkdEAt k°vetvRén mMMBST Kk Rket,
az aspeci fi kbumdvd BSAvaRIhled ky le & Igtnu kk elramelyz10% | |,

nor m§| Sz®r umot i's tartal mazott. Az el sRd
mos8s ut8n (amelynek It®p ®@®ait ek kpdr anfefgiegoy e z1
megfelel R m8§sodl agos, fl uor leus @ metspeteleenl j el © | |
- r8n 8§t szobahRm®r s®kl et een, has zsne§lttmangko.k A
mos &8st k°vetRen fluor eszcae msi nfte8dkRaan g aag gnai Ik r(
k®peket Ni kon Eacd ilpsmp ad6b Okcadiogknedcs 1.5 a L

ver zsizgfi ver seg?ts®g®vel, vagy konfok§8Ilis

(MRC-1024, BicRa d) . A felhaszn2ltt8§bdblehanlaay algb &k

°sszefogl al 8sr a.

M.5.3. TGFb 1 E nlinkednmmunosorbent assay (ELISA)

Asejtvonal ak t8pfolyad®k§gt a 48 -r8s k?2s(

al acsony fordul at on | ecentri f ug®Aayk, a f
t 8r ol ttuokv § @b i vizsg8latainkhoz. E bobIR | a f
koncent r §c iSystemsASplid Rh&se Sandwich ELISA &its e g2t s ®g ®v e |
(Quantikine R&D Systems, Minneapolis, MN, USKk,at . : s PBin00B) a gysr

aj 8nl 8soknak megf el erltRiemk &20-ekbg ® sm®aw eulnmo t n
mint8t triplik8tumban vizsgs8ltunk.

lll. 6. Statisztk a i anal 2zi s
Mi nden statisztikai anal 2zist a GraphPad
el. Az adatok nor m§l el osz| 8§8s8t iasD8Agakt.i

A kapott k¢l °nbs®gek s ztiazadatok elosghsnScti -8lj 8fn¢agkg Rree
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nem parametrikus, MarWwh i t ney pr - b 8§ vfa® stesztidbv ®yg €. 3At Yy &t e n t
vad t 2 pus %, -ou®ssopdtekntumeen cRfkor dul 8s 8§ n&lkz k¢l °nb
el t ®r ®s ek sern®@qyddtkapci Bgeelgy®mEs ®KkE| f glgget
el v®gzett, i sm®t el t k2s®rl etek eredm®nyeir
reproduk8l hat - s8§g8t. Csak az ism®tal het R,
szignifik8nsnak. A szignifi kanamEN,05a gyakc

szinten 8llap2tottuk meg.
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IV.EREDMENYEK

V. 1. Invitrok 2 s ®r | et ek eredm®nyei

IV.1.1. A decorin g8tolja a k¢l°onb°zR hepat - n

A decorin gEnadtl§ sfigear a8kc i v i ztesZtdd @ g eSazteghes T
sejtvonalakon. /4. § b mzamutatja,hogy an ® ¢y z ssge§lttvonakb el ®h&8nom
siker¢lt szigrisPiklkk@m®spaNoWweakzed Gwinskt.l §8st t ap
24 s riBek€@lvedtRen a H®p3RBzs aj thak &l ,hos sz ¥t §v
Hasonl - hat §st ®szlelt/ ;8hks8la Hemp Gegye®rett ®@nmfTi
mM®r t MHuel7sejteke s et ®n a decorhat pskish8keS8zaca8l- ®sy §'t
utn f i gy e lIAtHEEksejtekbegpedigmivel csakk i s m®r t ®kz T gnné&imk §n s
cs°kken®st tudtunk ki ntictsaatkn im® Res @dRendydersign tg 8§t

m HepG2 Hep3B Huh7 HLE
:g - 1,20
T & | -
2 1,00 4 = —m =
:‘2 \0} ’ T e T
© =< [T] N i
. N *x www ¥EX
D--g 0180 B *kk _l__"_ T
sg% T T % 1]
o | *
8 = 0,60 =
O
© <
8 (1) 0,40 N
= 8
N4
S =020 -
D —
<t O‘OO £ £ < £ £ < c © £ £ <
s 32N s 32N s 3 2R o 3 2R

5. 8bra. A vizsg8lt phreoplaitf-ema8 csie-jst vrognta8 jask a
kontroll hoz h&searell ®swa k*devcedrRiem ( DCN10O
decorin. Az ®rt ®kek a m®r ®si adapPpoe®O5S5nor mal i z

**p < 0,01; **p < 0,001
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IV.1.2. A decorin hat8sa a |mas&ispecifikue!| i Yt vona
IV.1.2.1.Decorin habtl8§ssaz ek rT®&H - r a

ATGFblszekr ®c ELI SA m-dszer rfeell ¢V iUz ®.§ I18tbuk a
8bra medam@&rnmMédbl koncentr8ci -t az egyes sejt
-r§s 50 @®:sl1@ecdgim kezel ®st k° vweteRen a k
k®pest . shjtekbep49%B@s ®s0521s% i gos T hkkéem®st me®r t ¢
DCN50 ®s DCN100 dedaklmn fpn< OO® z e |At Hcespo3pBo r ® s H
sejtekn®l i s szignifik®8ml kadH derzt8rs§c imujt8abtatr
36% cs°kapa®ztaltunk a DCN50 ®s DCN10O cs:
eset*®n0,0L,*p <0095 , m2g a HLE seyol &k Gr®1 HBi%n t®sS
Vi ssz&aezg®$ ®a (*p<dd0B Igyanakkor HuH7s ej t ek decorin ke
k°ovet Ren sziz@mitf ik §8 356 r8ktb&lctenTGEBci - ban ne
kimutatni.

HepG2 Hep3B HuH7 HLE
1,40
1,20
-
£ RN
» 1,00 4 — N B N
o *
* %
4 0,80 - \
E S
— 060 . X
\CU — —
N
T 0,40 A x
=
S 0,20 1
Z !
0,00 — — — —
T 38 T 38 38 38
z Z2Z 22 € Z2Z  Z2Z
s 85 s 85 s 85 s 285
< o < [m) < (] < o
6.8bra. Az oszlopdiagram ablnosrzmanltiezt8 Imu,t astz

-r8s decorin kezel ®st k°vetRen a vizsgsglt
*p < 0,05 **p < 0,01
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IV.1.2.2.Decorinjlat8 vya t & | azeglyes sejeckbrma t ok r a

A decorinin vitro hat 8§ s 8nak vti zegBhatk§mnagre receptor
szabs8l yoz ®s f dho®rzjf @klletve tod iyrajnei kel 8t vi t el i Yol
komponenseinek Vvi zsgS8Ikabnieten svz@greezptestk je8lt,s zan
HCCp r o g rjdfsnsvagy a decorn n a | km&rSB¥lsaszef ¢gg[@ be hozt
73-75].

g o 120
c O
N W 1,00 A
G
° E % 0,80 -
2 L € 060 - *kk
(@] N )
a 2 € 040 1
[ * %k ¥
8 0,20
14

0,00

DCN100

Kontroll  DCNS0  DCN100

S PpEGFR  pInsR pIGF-1R
S he] 1,80 =
N4 & 160
= 1,40 A *
o \g &) 1,20 A
2 8 Q 1,00 4
(@) ‘: % 0,80
a S E 060 - o
5o
§ &’ o:oo ! 5 3 S
z £g: EF8: E8¢%
a ¢88 888 §£83%
HuH7
3 ° pEGFR pInsR plIGF-1R
< 2 1,40
Q :t__U 1,20
5 1,00 4
° N 2 .
0 Q 0,80 * *
wn o + * 1
6 "8 *GEJ 0,60 - |
o B 0,40 -
§ 0,20
§ 14 0,00
z E2= B3z B33
a £g88 888 888

7.8br a. -tFiorsezZAion ki n8z receptor array eredn
HuH7 sejtvonalakon 4 8 - ri8ns kdeezceolr® s tiaglahok aztegyesn . A
detekt8lt receptorok foszforil ci-j8nak ma
normali z8l va a ke*p<006&p<e00l; ®pw 00001 | hoz.
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IV.1.2.2. 1. A HepG2sejtvonal

A HepG2 sejtekemavizsgg Iste j t f el KzkAz¢ ¢ RTKgyelght 2aw EGF
(7. §.MfoazfoEGFR szintje jelentRsen | ecs®kkent
koncentr 8ci -7f ¢ § ARBGHR szintje 48k a | Cs?%kkeest a DC?
csoportbe&ml|l @&s DEANNOO kezelt sejtekn®l a ke
Vi szompyG007a 8.br a

Ugyanezen sejtekep8 r h u z aamEGFRfno s z f arsi® k&K eieRERKLy e |
®ERK2 defoszforil 8ApERKEt e § & g@®u0J0B)Q W® hoey2 %
cs°kken®st aD&CNi590Dz t&rs8§ IDDAN1kO 0 @p-BRKDT 3% k®= n 11
64%k a | cs%°kkent a DCN50 ®s DCN100O kezel ®si
k ®p x5 0,01nindk®t c s 0P o rdtbbmaanyst avlotniavi t 8s8nak megf e
p2IWAFLCPLf & h ®@r j e mM&NMor cRVHsened®ss Br e emel kedet t
DCN100 csoportokbarp(< 0,00 , m?2 Yl saintiplZ%s z e r e s,®IPer °&s®r le
n®°vekedett a DCN50 ®s DaeakohtOd!l Ikheozze |48 e sc8sto p
k°vetphREG@m®E <58 §.br a
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HepG2
A S
pAkt (Thr308) EESEEERE R
pERK1/2
021
beta-actin W—————
pAkt pERK1 pERK2 p21 p27 pGSK3a pGSK3B pc-myc  pB-catenin
o 60
QO
B2
>\ *
2= 5,00
c
b}
£ 400
[4b)
5
"o 3,00 A ‘
Q£
= s
T 2,00 A
N
©
S 1,00 - .
L EEE Akk LIl
O
Z A&
00 "T5gs 538 1538 o588 0583 ©883 3588 538 338
2z £z o g2z £z o 2z < £z d 2z o £z o 2z o
28g 285 28g% €8g 28§ 28§ £8g%g 28§ €8¢

8.8bra. HepG2 sejtek n®h8ny kit¢gntetett o
anal 2zi decd8 i nr Kz BlG®R=satt ikriPtv elt @M § It ®s m k
kontrolinak (A). Az oszlopdiagramo k a vi zs g8 | tmefnenly®rsj®@@k®tr el
mut atj 8k be a DCN50 ®s DCN100 kezel ®si <cso

k®pest (B). Az 8brgsg8oktt a@at ®kektaagamoNma

*p < 0,05 **p < 0,01; ***p < 0,001.
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A tov&dBitviteli YtvonadMgck &SK3 Bdatknm@®b Ribk K
aktivit8&§s8t vizsg8ltuk a kor 8bbi8 m&dfriagyel ¢
A decorin hozz8ad8sa a HepG2 sejtekhez cs¢
valamint megemelkedett foszfec at e ni n mennyi s®ghez vezet
foszfoi | 8§cli5% a®skad4 % s° kkent a DCN50 ®s DCN1
kontrol hpz 0,06&p&9d0) ( m2 g -GSKBds anfecmnyi s®ge 3¢
50%k a | cs°kkent a b«060dlmi tdodéds@ejr.t oEba@nben a
b-cateninf oszf or i2l18§ziker gBsnzékr es @ime § k e d ®kezelt me g
csoportokban aest b xmioY il n dhlo@t k®pokzoent baa) ¢ |
foszfoc-Mycme nnyi s®gBEsz2%5r NR®nte FXsDHDENBEO®®s & DCN!
csoportokbang < 0,05® § <0,018.8 b) a

A fenti eredan®ny ek ki e g ®scaténint@&s Ek ®int )] §tat bk a Hep(
magj 8b- 1|, annak |l okali z8ci -j a j ell emzRen
i mmuncitok®mi ai Vvizsg8latok s@ar S8mr¥¥a8 -Ar, 8 mByi

Kezeletlen kontroll DCN100

o
)
Q
Q
T
-
T
9.8 brbecateninl ok al i z8ctiat 2rve pirremmuemc i t ol - gi ai k ®]
kontroll (A, C) ®s decorin kezelt (DCN1O0O;

sejtekbenl10L®mt@®k, B) and 50 Om (C,
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IvV.1.2.2.2. A Hep3Bsejtvonal

A Hep3B sejtekerah u m8 n r e kdoentboi rni8nn sk ez el ®sR h@&e §s §r a
IGF-I R f oszvf®Irtid 8%sdt- det ekt 8§ken@.n k§.BaHep32r ozi n Kk
h°z hasondz mBEMGEKRNf oszfoprotein szignifik§8n
13% ®s-o0s 402zE GF R ¢ s Y. kKEkzel ns@&mbenaz |l ns R -I®s | GF

receptooka kt ijin€ ok oz - d8st t apas zbslzturrks.8 rAam2ngRta
DCN50 csoportban a ke 2p«l0083 & BCGN10K osoportbanl | h o z

®szl elt n®°veked®sben szignifi klResceit8&n niesm
hasonl - vol t -as I’tveenkdeedh®sita, | 2t3t%uunk a foszf ol

csoportban a konprxkd0 hoaagyasabkg?ttwa DCN1O

csoportban a recepterk t i v8ci - nem emel kedett Jtatiszt
§b) a
Az | GF ®s inzulin receptorok ndkeke8®ist| §

figyel tagAkkt nieogsjz§lmanm | 808& 8 h ®r g e,8s200 §&s 20
szeres fosztAkt n° ve ked ®st tapasztaltunk a DCN50 ¢
kontrollsejtk ben m®r t ekd0DWRW plkk@(WBH QG @ br a) .

Am2 gERKEf oszforil 8@¢s - nShaked@N detekt 8l tur
csoportbanf < 0,05a DCN50 csoportban ®s nem szignif
addigszipgi fi k8ns ERKRteziB8Bt) @aep nem figyelt¢ink
Sem a kezeletl en kaontkreozlellbt- IHe ps3eBm sae jd ek dr
p2IWAFLCIPLat  kimutatni, ugyanakkor a p?7* f eh®r j e mennyi s®ge s
emel ked®st mutatott 48 - rams dRwWsT te¥nek kzal®® 4
tapasztal tunk a DCN50p<®81&PEMOLPD0. cSbpa)yt okba
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A Hep3B
pAkt (Thr308
pERK1/2
p21
p27
pGSK3 a/B
pc-my
beta-actin
pAkt pERK1 pERK2 p21 p27 pGSK3a pGSK3p pc-myc  pB-catenin
o 12,00 =
Qleb)
O 10,00 -
>
8,00 |
o
6,00 -
E
[ab]
g
\GJ |
-C[C) 2,50
Y= 2,00 -
: ok
nm |
N 1,50
g 1,00 -
'5 0,50 -
=
%% 588 T3s =88 TsE T8 338 $838 IS8 T88
2 d € 2 - £ Z o € Z2 d € 2 4 £ 2 9 = = z = £ =
§8§ §:8§ §8§ §8§ §:8§ §8§ §8§ §:8§ §8§

10.8brHe.p3B sejtek kit¢gntetett jel 8tviteldl
48 -r8s decori nB®Rtaz el ®st hb®etr daB8R®smk kontr ol
(A). Az oszlogliagramo k a vi zjs®@KIlnelf®@thX® mennyi s®g ®t |
DCN50 ®s DCN&éeo®O6pwezek®an a kezeletlen kont
8br8zolt ®rt®kek az normaliz8lt adato
*p < 0,05 **p <0,01; **p < 0,001

40



DOI:10.14753/SE.2019.2252

A GSK3U foszforil §cik-ejzae!|lmsm hvagl8ts8z cat ta dkeocn

k®pest, azoBBKBD amefnonsyzifso® g ®26%0 s k ® sos NPt @k
e mel|l k engtaiftgnk kia DCN50 ®s DCN1OW< GOSmipmd k ®Kk ban
esetben) . Szigni fi k8nsMycv &t o fo8z8btcaenmmie m a f

me n ny i snemgté&hbsetaltuniadecorink e z e | ® s ta HedB3B sejtekbe(tn.

§bra).

Mivel a Hep3B sejtek TP53 ®sa <SRk bmenyogan s o k , [
keresztg¢gljutnak a Gl Ezt®@ayamss¢t es ki ukcir-esgup
kerest ¢nk, amely a .GMesft®&zins bl bEmutsteRy? ¢ s kRg DV
hogy a decorin E€PEKE|l ®osj piMpkB8ET @s aemel ked¢
tapasztaltunk a fosA6 DK1 mennyi s®g®ben a [DENGD cCcsopol
n°veked®st a DCN1Q@PG&OoRlmzeldk ®t s cld.o pHMraav,a O,
Ezzel pS8raWEEa3BMOsa MRNS expr es sn®ir aPENSO ve ke d ®:
kezel ®si px90Fjpor®dbaam COLC2EA°tRBEMaRES®@ i nt ®n a
50e g/-amd decorin koncentr 8c(@{p<0G@NllL k @B)eANat Hep 3]
DCN10O0O csoportban a wdtktzopdglie 48Bjrlsa ,eset ben
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>
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WEE1

O
O N
S o

Q
© Q
pCDKlm — . — . |

pCDK1 CDC25A
3,00 - 160

1,40

Q
»
N
Q(’

Normalizalt mRNS expresszio
o
3

Kontroll  DCN50 DCN100

2,50 A *ok

,00 -

= = N
wu
o

Normalizalt fehérje
foszforilacio mennyiség
o
o

o
0
<)

Normalizalt mRNS expresszid

N

Kontroll DCNSO DCN100 Kontroll  DCN50  DCN100

o
o
S

11. § barHep3B sejtekfoszfoCDK1 Western blot (A), valamint WEE 1 ®s

CDC25A Reattime PCRanal 2 zi se 48 -r 8s dB.AAorin keze

diagramoka denzi tometri 8s m®r ®s ®b R Aya8§®maz- n

megjel°lt g®nek nor mgmiutadj§ K tB) mRE®teax pr es s z

haszn8l tunk bet°l t®si kontrollnak. Az 8br ¢
§tl aga [p<9,05 * ps<s0.0l

IV.1.2.2.3. A HuH7 sejtvonal

A HuH7 sejteken, a Hep3B e z hasonl - an, akti viRBI t EGF
receptor-oakk .t aAzZ8 I h@GRR f oszforil 8di zjiafdgga®r i
m- dosnizi gni fi k8ns a-kal itew® #2b6kah tAz 20 % s R -IR®s I GF
receptorok foszforil 8ci -] a szint®n megv 8|

szignifik8ns el t ®o a1t t bcasna kt uadt D@MK1 OkOi mag at n
mer t ®kkal34dms ° kkent -kal az IGFh RR e s @&®,R58ik ® t
esetben){. §.br a

El Rbrbeé ke kme gf dloeslzRemr,i | 81 t Akt nmee decoyni s ®g e i
kezelt sejtekben; a DCN50 csoportban 4&k8b a DCN100 csopthan pedig 82%al
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kevesebb foszfd\kt-ot tudtunk kimutatni, mint a kezeletlen kontroll sejtekben<(

0,00lmi ndk ®t esetben) . eMeBREBkRr eV 8scizembdrt ekt
kezel &sReHurrasegiekben. B0s z or 0,83sz@&resh Bveked®st figye
meg az foszfERKLI mennyi s®g®ben a DCN5S5@P@P<@IGREBECNI1IOO0 c

p < 0,00 , m?Z/4s zb2 o s,83®aos Yot a BRK2 emel ked®s a ke
csoportokban astko00dlmonldk ®z kg HEaDk. A p21
inhibitort sem a kontro)Jlsem a kezelHUH7 s ej t e k b R nem tudtuk Kk

p2X"leset ®ben is csak kis m®rt®kT, nem szigr
12 &br

43



DOI:10.14753/SE.2019.2252

HuH7
A
pAkt (Thr308)
pERK1/2
p21
p27
pGSK3 o/B| |
pc-myc
beta-actin
pAkt pERK1 pERK2 p21 p27 pGSK3a pGSK3B pc-myc  pp-catenin
24,00
(@)
3
-, 20,00
[
c _
5 16,00
E LEL]
© 1200 - I
e
‘O
-C =
L&) LRt
4= 3,00 -
(O
N
= 2,00 A
©
g 1,00
2 . Ll | [N ] 11T P
0:00 %!';; T O o s oo T O O T O o T o o S O o T O o S O O
£23 £23 223 £23 £E23 £23 £28 £273 228
288 288 288 283 €85 €8 €283 £8% 288
(=] [=] [=] [=] (a] [=] o [a] o
12.8brHuaH7s ejt ek kit¢igntetett jel8tviteli feh

48 -r8s decori nB®Rtaz el ®st hb®etr daB8R®smk kontr ol
(A). Az oszlogliagramo k a vizsg8lt feh®rj ®k relat2v m
DCN50 ®sOMCKNezel ®si csoportokban a kezel et
8br8zolt ®rt®kek az normaliz8lt adato

*p < 0,05 **p <0,01; **p < 0,001

44



DOI:10.14753/SE.2019.2252

A GSK3 foszbani h@gyeoenahasonlmntanz nt 8RRt ®s$

IGF-IR recepb r 0 k f o sazAf foszfdASK3iU- jmennyi s®ge a DCN50
szignifik8nsan nem v8ltoz&«tatl , | mpxr9akeaN1 o
Ezzel p8rhuzafmosafhgr ial &SiK-3ba DCN50 csoporthb
32%kal (p <005, a DCN100 rthandosAfe®SKahbgohasonl - an
| 8tv8nyolkaln, | 6202 Qe nt A fentiek -Mytel | et t

foszforil8ci- -t det ekzteSll&su nhka7iag 9880as-. reS3se | dkeecdot
figyelt¢g¢nk meg ap<D,a@y5 0®&smPo0pso rmnt°bvaenk e(d ®st a LC
csoportban a kezel pkD@n. kFoonstzdadnihilattddr tk ®p e s t
sejtekbRI nem si2ke§krdd ki mutatnunk (

IV.1.2.2. 4. A HLE sejtvonal

A HLE sejteken nem tudionki aBz2v,eckpsnf o
Ezen megfigyel ®s e |tlaepna®srzet ajl & luenrkt Rasz vABK tt ofz @
66%0s ®s0o0s64B°kken®st a DCN50 ®s DCN100 csop
Vi szompyxdootmi ndk ®t csoportbmin)v §UtEREIREak kar @
foszforil8ci-j8ban nem “fingynelwv&Intkozmeéd. aAnd
jelenl @t W E A" memanyp51®ge szignifik8nd m-don
Sszoros n°veke@®gorea DHOENIS5KNe ®BBs la PEONS®sSOpoOrto
p<0,03(13 8&bra).
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13.8bra. HLE sejtek kit¢igntetett jel8tviteldi
-r8s decorin kezad®snt kikashZREIhtt BB®t & ontr ol
Az oszlogliagramo k a vizsg8lt feh®rj ®k relat2v menn
®s DCN1®BGi kezse®lportokban a kezeletlen kontr
®rt ®kek az normaliz8lt adatok 8tl ag

*p < 0,05 **p < 0,01; **p < 0,001
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