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I. BEVEZET£S £S IRODALMI ĆTTEKINT£S 

 

I. 1.  A hepatocellul§ris karcin·ma 

 

I. 1. 1. Epidemiol·gia 

 

A m§jr§kok epidemiol·gi§ja ºsszetett, ®s neh®zs®get jelent a nagy sz§m¼ m§sodlagos 

daganat elk¿lºn²t®se a primer tumorokt·l. A hepatocellul§ris karcin·ma (HCC) a 

leggyakoribb primer m§jdaganat, de meg kell eml²teni a j·val ritk§bb a 

cholangiokarcin·m§t, az angioszark·m§t illetve a gyermekkori hepatoblaszt·m§t, 

melyek szint®n primer eredetŤ m§jtumorok [1].  

A HCC az 5. leggyakrabban elŖfordul· daganat f®rfiakban, ®s a 9. nŖkben 

vil§gszerte. Ez 2012-ben 554 000 ¼j f®rfi ®s 228 000 ¼j nŖi esetet jelentett, ez ºsszesen 

782 000 ¼j beteg [2]. Az ®letkorral standardiz§lt elŖfordul§si gyakoris§gok a Kelet- ®s 

D®l-Kelet §zsiai r®gi·ban (tºbb, mint 20/100 000 f®rfiakn§l ®s tºbb, mint 10/100 000 

nŖkn®l; a vil§g ºsszes m§jr§kj§nak fele K²n§ban fordul elŖ), valamint Kºz®p- ®s 

Nyugat-Afrik§ban (15-20/100 000 f®rfiakn§l ®s 8-19/100 000 nŖkn®l) kiemelkedŖen 

magasak. A fejlett orsz§gok eset®n (USA, Ausztr§lia, Nyugat- ®s £szak-Eur·pa) ezek az 

®rt®kek 7,5/100.000 alatt maradnak f®rfiakn§l, m²g a nŖk eset®ben legfeljebb 

2,5/100.000. A Kelet-eur·pai r®gi·ban, ²gy Magyarorsz§gon is kºzepes elŖfordul§si 

gyakoris§got figyelhet¿nk meg (kb. 10/100 000 f®rfiakn§l, ®s 3/100 000 nŖkn®l) [3, 4]. 

Az ºt®ves t¼l®l®s 2002-2008 kºzºtt 15% volt az USA-ban, 2000-2007 kºzºtt 12% 

Eur·p§ban, de ezek a t¼l®l®si adatok a fejlŖdŖ orsz§gokban j·val alacsonyabbak (5% 

volt megfigyelhetŖ 2002-ben) [4-6]. 

Rossz progn·zisa miatt a HCC okozta elhal§loz§s a daganatos megbeteged®sek 

kºzºtt a 2. helyen §ll; a mortalit§s/incidencia ar§ny 0,95. 2012-ben 745 000 hal§lesetet 

okozott hepatocellul§ris karcin·ma (ez az ºsszes daganatos elhal§loz§s 9,1%-a) [2].  

 

I. 1. 2. A HCC kialakul§sa ®s progresszi·ja 

 

Hab§r a HCC egy gyorsan progredi§l·, hal§los kimenetelŤ betegs®g, amelynek 

ter§pi§ja mind a mai napig nem kiel®g²tŖ, megelŖz®s®nek elŖseg²t®s®re sz§mos 
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inform§ci· §ll rendelkez®s¿nkre. A tart·s HBV vagy HCV hepatitis v²rusfertŖz®s 

felelŖs a m§jr§kok h§romnegyed®®rt vil§gszerte, ²gy e fertŖz®sek megelŖz®se az 

esetsz§m csºkkent®s®nek egy lehets®ges m·dja. A fertŖz®s kr·nikus m§jgyullad§st 

okoz, amely fokozott regener§ci·t, ®s fibrotikus, majd cirrhotikus folyamatokat induk§l 

a m§jszºvetben. Ez olyan diszplasztikus sejtcsoportok (f·kuszok, nodulusok) l®trejºtt®t 

okozza, amelybŖl k®sŖbb karcin·ma alakulhat ki, de a cirrhotikus talajon kºzvetlen¿l 

(nodolusok n®lk¿l) is kifejlŖdhet a HCC (1. §bra). Azokban az esetekben, ahol nincs 

v²rusfertŖz®s, a m§jszºvet kr·nikus k§rosod§sa v§lthatja ki a daganatk®pzŖd®st; alkohol 

ab¼zus, vagy direkt genotoxikus szerek, mint az aflatoxin B1, szint®n a HCC 

kialakul§s§t seg²tik elŖ (1. §bra). A szakirodalom besz§mol tov§bbi olyan ®letm·ddal 

j§r·, illetve ºrºklºtt okozati faktorok kºzremŤkºd®s®rŖl is (mint a doh§nyz§s, obezit§s, 

diab®tesz vagy fogamz§sg§tl·k haszn§lata), amelyeknek ugyancsak szerep¿k lehet a 

folyamatban [1].  

 

 

1. §bra. A HCC kialakul§s§nak tºbbl®pcsŖs folyamata  

(Wong ®s Ng nyom§n [7]) 

 

A HCC molekul§ris szinten igen polimorf betegs®g [8, 9]. Ezt a komplexit§st r®szben 

az etiol·gia, r®szben a kialakul§s mºgºtt megh¼z·d· szerte§gaz· patog®n folyamatok 

magyar§zz§k. A HCC progresszi·ja sor§n sz§mos jel§tviteli ¼tvonal ®s kºzvet²tŖ 

DOI:10.14753/SE.2019.2252



9 

 

molekula (pl. WNT-ɓ-catenin, PI3K / AKT / MTOR, RAS / MAPK, HGF / MET, 

EGFR, IGF, VEGF ®s PDGF) mŤkºd®s®ben figyeltek m§r meg zavart [9].  

A WNT ¼tvonal, amely norm§lis esetben a sejtek differenci§ci·j§ban, 

prolifer§ci·j§ban, apopt·zis§ban, valamint az embrion§lis fejlŖd®s szab§lyoz§s§ban 

j§tszik kulcsfontoss§g¼ szerepet, ezekkel ºsszef¿gg®sben a tumorigenikus 

folyamatokban is kiemelt a jelentŖs®ggel b²r. A kanonikus Wnt ¼tvonal ɓ-catenin 

aktiv§ci·val j§r, amely feh®rje aktiv§lt §llapot§ban a sejtmembr§n belsŖ felsz²n®rŖl a 

sejtmagba transzlok§l·dik, ®s ott transzkripci·s faktorokkal egy¿ttmŤkºdve sz§mos 

olyan t¼l®l®st elŖseg²tŖ g®n kifejezŖd®s®t induk§lja, mint a c-myc, cyclin-D, vagy a 

survivin [10]. Norm§l sejtekben a ɓ-catenin az E-cadherinnel kapcsol·dik a 

sejtmembr§n zonula adherens sejtkapcsolataiban, ®s kºti ºssze az E-cadherint az aktin 

citoszkeletonnal [10]. Ha elegendŖ Wnt ligand halmoz·dik fel, ®s mennyis®g¿k 

meghaladja a szekret§lt Wnt antagonist§k®t, ¼gy a jel§tviteli kaszk§d extracellul§risan 

beindul, ®s a stimulus a Frizzled (FZD) transzmembr§n receptoron kereszt¿l bejut az 

intracellul§ris t®rbe. Az FZD aktivit§s felszabad²tja a ɓ-catenint az E-cadherinrŖl [11], 

valamint megakad§lyozza, hogy a ɓ-catenint az AXIN/APC/GSK3ɓ komplex 

foszforil§lja. Norm§lis esetben, amikor Wnt ¼tvonal nem akt²v, a citoplazmatikus ɓ-

catenint ez a komplex foszforil§lja, ®s jelºli ki proteosz·m§s degrad§ci·ra. Azonban a 

komplex feh®rj®inek mut§ci·ja lehetŖv® teheti, hogy a ɓ-catenin bejusson a sajtmagba, 

®s elŖseg²tse c®lg®njeinek konstitut²v transzkripci·j§t. A Wnt ¼tvonalat a 

vastagb®lr§kokban tanulm§nyozt§k a legalaposabban (az APC mut§ci· okozta 

vastagb®ltumorok miatt) [12], azonban sz§mos tanulm§ny sz§mol be az ¼tvonal 

megnºvekedett aktivit§s§r·l HCC-k eset®ben is, amelyet fŖleg a ɓ-catenin mut§ci·j§nak 

tulajdon²tanak [13-15].  

Az epiderm§lis nºveked®si faktor receptor (EGFR) az EGF receptorcsal§d tagja, 

amelyben a ligand megkºt®s®t tirozin-kin§z aktivit§s kºveti, ®s amely 

kºvetkez®sk®ppen jel§tvitelt kezdem®nyez. Az EGFR olyan transzmembr§n feh®rje, 

amely a Wnt ¼tvonalhoz hasonl·an, alapvetŖ biol·giai folyamatok szab§lyoz§s§ban 

vesz r®szt, bele®rtve a prolifer§ci·t ®s a t¼l®l®st. Mivel sz§mos tumorban termelŖdik t¼l 

az EGFR, az EGFR-antagonist§k ter§pi§s felhaszn§l§sa ®vtizedek ·ta r®sze a klinikai 

gyakorlatnak (ilyen antagonist§k p®ld§ul az erlotinib a nem-kissejtes t¿dŖr§kban, vagy a 
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cetuximab metasztatikus colorectalis adenokarcin·ma kezel®s®ben). Az EGFR HCC-

ben betºltºtt szerep®rŖl a rendelkez®sre §ll· adataink szŤkºsek ®s inkonzisztensek [9]. 

 Az inzulinszerŤ nºveked®si faktor (IGF) csal§d k®t ligandb·l (IGF-I ®s IGF-II), k®t 

receptorb·l (IGFR-I ®s IGFR-II/M6P) ®s hat kºtŖ feh®rj®bŖl (IGFBP1-6) §ll. Az IGF 

jel§tvitel fontos szerepet j§tszik a magzati fejlŖd®s, a prolifer§ci·, a differenci§l·d§s, a 

sejtnºveked®s ®s az apopt·zis szab§lyoz§s§ban. Mivel a vizsg§latok az IGFBP feh®rj®k 

ellentmond§sos hat§s§t mutatt§k ki k¿lºnbºzŖ kºr¿lm®nyek kºzºtt, felt®telezhetŖ, hogy 

kºtŖfeh®rj®k, ®s interakci·juk a receptorral a kºrnyezeti kºr¿lm®nyektŖl f¿ggŖen elt®rŖ 

hat§s¼ak lehetnek. Az IGF-II kºtŖdik mind az IGFR-I, mind az IGFR-II/M6P 

receptorokhoz, de az IGFR-I eset®ben a kºtŖd®s affinit§sa szignifik§nsan alacsonyabb, 

mint az IGF-I eset®ben. Az IGF-II g®n expresszi·ja rosszindulat¼ daganatokban a 

tºbbszºrºs®re nºvekedhet, bele®rtve a HCC-t is [9]. 

A hepatocita nºveked®si faktor (HGF), amelyet a kºtŖszºveti csillagsejtek 

szekret§lnak, ®s amely a c-MET receptorhoz kºtŖdik, a s®r¿l®st kºvetŖ hepatocita 

regener§ci·ban j§tszik fontos szerepet. A c-MET ®s a HGF t¼lzott expresszi·ja gyakori 

esem®nyek a HCC sor§n, amelyek jelentŖs®ge a tumor progn·zis§ban m®g nem 

tiszt§zott, tov§bbi vizsg§latok sz¿ks®gesek ennek felder²t®s®re [9].  

A tirozin kin§z receptorokt·l downstream a jel§tvitel k¿lºnbºzŖ ¼tvonalakon 

kereszt¿l val·sulhat meg, bele®rtve p®ld§ul a Ras/MAPK, ®s a PI3K/Akt ¼tvonalakat. A 

RAS aktivit§s egy foszforil§ci·s kaszk§dot ind²t el, amelynek kºvetkezm®nyek®nt az 

ERK transzlok§l·dik a sejtmagba ®s jellemzŖen a sejt sz§m§ra kedvezŖ (t¼l®l®s 

elŖseg²tŖ) v§ltoz§sokat id®z elŖ a g®nexpresszi·ban. A RAS mut§ci·i j·l ismertek 

bizonyos r§kokban (p®ld§ul a hasny§lmirigyr§kban), ®s nem gyakoriak a HCC-ben, 

kiv®ve a vinil-klorid expoz²ci· induk§lta HCC-ket [9].  

A PI3K/Akt ¼tvonalban az Akt k®t k¿lºnbºzŖ inger ¼tj§n is aktiv§lhat· 

(foszforil§lhat·), amelyek mindegyik®ben szerepel a foszfatidil-inozitol-3,4,5-trifoszf§t 

(PIP3). Az elsŖben ligand-receptor kºt®s eredm®nyez RTK aktiv§ci·t, m²g a 

m§sodikban a folyamatos stimulust a PI3K konstitut²v aktivit§lts§ga vagy a PTEN-

funkci· elveszt®se okozza, amely ut·bbi a PIP3 szint®zis inhibitora. A PTEN egy j·l 

ismert tumorszuppresszor g®n, mut§ci·j§t ®s/vagy szomatikus del®ci·j§t tºbb 

r§kt²pusban is kimutatt§k [9].  
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Sz§mos tanulm§nyban elemezt®k a PTEN szerep®t m§jr§kban. A PTEN mut§ci· 

gyakoris§ga meglehetŖsen alacsony a HCC-ben, szemben m§s rosszindulat¼ 

megbeteged®sekkel. Ugyanakkor a heterozig·cia veszt®s a 10q-ban (itt tal§lhat· a 

PTEN is) gyakran fordul elŖ a HCC-kben. Emellett k®t tanulm§ny meg§llap²totta, hogy 

a PTEN mRNS szintje szignifik§nsan csºkkent a HCC-ben a kºrnyezŖ cirrhosisos 

szºvetekhez k®pest [9].  

A PI3K egy heterodimer feh®rjekomplex, amely egy katalitikus alegys®gbŖl (p110a, 

p110b vagy p110g) ®s egy szab§lyoz· alegys®gbŖl (p85a, p85b vagy p55g) ®p¿l fel. A 

PIK3CA a p110-et k·dolja, ®s hab§r gyakran mut§l·dik hum§n daganatokban, HCC-re 

vonatkoz·an az adatok ellentmond§sosak [9]. 

Az Akt szerepe a HCC-ban m®g egyelŖre bizonytalan, egy tanulm§ny azonban arr·l 

sz§molt be, hogy a foszforil§lt Akt jelenl®te HCC resec§tumokban 12-szeres fokozta a 

korai recid²va kock§zat§t [9]. 

 

 

I. 2. Az extracellul§ris m§trix 

 

Minden szºvet ®s szerv tartalmaz egy nem-sejtes alkot·elemekbŖl fel®p¿lŖ, j·l 

szervezett h§l·zatot, amelyet extracellul§ris m§trixnak nevez¿nk (ECM). Az ECM 

nemcsak szºveti szerkezetet biztos²t, amelybe az alapszºveti sejtek be§gyaz·dhatnak, 

de sz§mos olyan sejt®lettani folyamatot is szab§lyozni k®pes, mint a nºveked®s, 

migr§ci·, differenci§ci·, t¼l®l®s, homeoszt§zis ®s morfogenezis. Az ECM-et sokf®le 

makromolekula alkotja, amelyek ºsszet®tele szºvetenk®nt elt®rŖ ®s specifikus. FŖ 

alkot·elemei olyan rostalkot· feh®rj®k/makromolekul§k, mint a kollag®nek, az elasztin, 

a fibronektin, a lamininek, a glikoproteinek, a proteoglik§nok ®s a 

gl¿k·zaminoglik§nok. Ezek mind erŖsen savas ®s hidrat§lt molekul§k. A szerkezetet 

tekintve az ECM rostjai fŖleg I. t²pus¼ kollag®nbŖl, ®s a jellemzŖen porcok 

§llom§nyban elŖfordul· II. t²pus¼ kollag®nbŖl ®p¿lnek fel, amelyek m§s t²pus¼ 

kollag®nekkel, egy®b ECM feh®rj®kkel ®s proteoglik§nokkal ºsszekapcsol·dva 

nagym®retŤ fibrill§ris strukt¼r§kat hoznak l®tre. Ahogy ezek a rostok egym§ssal ®s m§s 

ECM alkot·kkal is ºsszekºttet®sbe ker¿lnek, v®g¿l komplex, h§romdimenzi·s h§l·zatot 

alak²tanak ki [16]. 
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Az ECM nemcsak az eml²tett fiziol·gi§s folyamatokban fontos r®sztvevŖ, de a 

malignus fenot²pus kialakul§s§ban ®s a tumorsejtek viselked®s®nek szab§lyoz§s§ban is 

nagy jelentŖs®ge van. Malignus transzform§ci· sor§n a tumoros sejteket kºr¿lvevŖ 

ECM olyan mennyis®gi ®s minŖs®gi v§ltoz§sokon megy kereszt¿l, amelyek 

megv§ltoztatj§k az ECM dinamikus fel- ®s le®p¿l®s®nek szab§lyoz§s§t. Ez a 

megv§ltozott, k·ros mŤkºd®s v®gsŖ soron k®pes lesz t§mogatni a daganat fejlŖd®s®t 

[17]. 

A primer hepatocellul§ris karcin·ma gyakran alakul ki cirrhosis vagy kr·nikus 

gyullad§s okozta fibrosis talaj§n, hab§r a tumor kialakul§s§nak ez nem n®lk¿lºzhetetlen 

felt®tele. ElŖbbiekkel egy idŖben a folyamat, amely az extracellul§ris m§trix fokozott 

termelŖd®s®hez ®s felhalmoz·d§s§hoz vezet, tºbbf®le m·don is kedvez a 

daganatfejlŖd®snek. Egyr®szt a felgyorsult hepatocita regener§ci· miatt a DNS 

hibajav²t§s m®rt®ke el®gtelenn® v§lik, ²gy mut§ci·k halmoz·dnak fel a m§jsejtekben 

[18], m§sr®szt az extracellul§ris m§trix k·ros §talakul§sa a szºveti kºrnyezetben 

jelenl®vŖ jel§tviteli faktorok mennyis®g®t, lokaliz§ci·j§t ®s szerep®t is m·dos²tja, 

tºnkret®ve ezzel az eredeti, norm§lis funkci·t [19]. 

 

 

I. 3. Proteoglik§nok oszt§lyoz§sa 

 

A proteoglik§nok olyan feh®rje molekul§k, amelyekben gl¿k·zaminoglik§n (GAG) 

oldall§ncok kapcsol·dnak kovalensen a kºzponti feh®rje v§zhoz, ®s jellemzŖen a 

sejtfelsz²nen, vagy az ECM-ben fordulnak elŖ. Egyebek mellett az interstici§lis m§trix 

szºveti turgor fenntart§s§®rt felelŖsek, valamint a baz§lis membr§n Ămolekul§ris 

szŤrŖjek®ntò szok§s hivatkozni r§juk [20]. 

A GAG l§ncok ism®tlŖdŖ diszacharid egys®gekbŖl ®p¿lnek fel, amelyek 

tartalmaznak egy uronsavat ®s egy acetil§lt-, vagy szulfat§lt hex·zamint (ez lehet D-

gl¿k·zamin, N-acetil-D-gl¿k·zamin, vagy N-acetil-D-galakt·zamin). Ezen l§ncok 

hossza v§ltoz·, de a feh®rjev§zhoz kapcsol·d· cukorl§ncok sz§m§t meghat§rozza a 

kapcsol·d§si helyek sz§ma, amelyeket a Ser-Gly dipeptid mot²vumok jelºlnek ki. A 

hepar§n-szulf§t (HS) gl¿koronsavb·l ®s N-acetil-D-gl¿k·zaminb·l, a dermat§n-szulf§t 

(DS) gl¿koronsavb·l ®s N-acetil-D-galakt·zaminb·l, a chondroitin-szulf§t iduronsavb·l 
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®s N-acetil-D-galakt·zaminb·l ®p¿lnek fel. A kerat§n-szulf§t (KS) uronsav helyett 

szulfat§lt galakt·zt tartalmaz az N-acetil-gl¿k·zamin mellett. A HS l§nc D-

gl¿k·zaminjainak r®szleges szulfat§l§sa N-acetil§lt ®s N-szulfat§lt r®gi·k v§ltakoz· 

dom®nstrukt¼r§j§t hozza l®tre. Ez ut·bbi nºveked®si faktorokkal, citokinekkel, 

nºveked®si faktor receptorokkal, lipoproteinekkel, v²rusokkal, ®s m§s 

makromolekul§kkal k®pes kºlcsºnhat§sba l®pni [20]. 

A proteoglik§nokat elsŖsorban lokaliz§ci·juk alapj§n szokt§k oszt§lyozni (1. 

t§bl§zat). JellemzŖ, hogy a a CS ®s a DS tartalm¼ proteoglik§nok a kºtŖszºveti ECM-

ben tal§lhat·ak (a csontokban, ²z¿letekben ®s ²nakban), m²g a HS tartalm¼ak jelentŖs 

r®sze a sejtek felsz²n®n lokaliz§l·dik. Hab§r jelenleg tºbb, mint 40 proteoglik§nt 

ismer¿nk, jelentŖs®g¿k a m§j norm§lis mŤkºd®s®ben ®s patofiziol·gi§j§ban csak 

r®szben tiszt§zott.  
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1. t§bl§zat. A proteoglik§nok oszt§lyoz§sa [20] 

 
 

Mivel munk§m sor§n a decorin funkci·j§t vizsg§ltam a hepatocellul§ris 

karcin·m§kban, ²gy a bevezetŖ tov§bbi r®sz®ben a decorinnal kapcsolatos irodalmi 

adatokat foglaltam ºssze. 
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I. 4.  A decorin 

 

A decorin a kism®retŤ, leucin-

gazdag proteoglik§nok (SLRP) 

csal§dj§ba tartozik, amely a benne 

tal§lhat· 18 g®nnel ®s sz§mos splice 

vari§nssal a proteoglik§nok 

legnagyobb g®ncsal§dja. A decorin 

g®n emberben a 12-es krom·sz·m§n 

tal§lhat· meg (12q23). Az SLRP-k 

minden tagj§ra, ²gy a decorinra is 

jellemzŖ a viszonylag kis m®retŤ 

kºzponti feh®rje v§z (core protein), 

amely egy leucin gazdag ism®tlŖdŖ 

r®gi·t (leucine rich repeat, LRR) 

tartalmaz. A proteoglik§nokra 

§ltal§nosan jellemzŖ, O-glikozidos 

kºt®ssel kapcsol·d· GAG oldall§ncok 

kºz¿l a decorinban a kondroitin- ®s a 

dermat§n-szulf§t tal§lhat· meg; ezek 

kºz¿l egyszerre csak egyet tartalmaz. 

A GAG oldall§ncok sz§mos olyan 

molekul§t k®pesek megkºtni (p®ld§ul 

nºveked®si faktorokat, citokineket), 

amelyek k¿lºnf®le jel§tviteli 

¼tvonalak mŤkºd®s®ben j§tszanak 

fontos szerepet, ²gy szab§lyozni 

k®pesek a fiziol·gi§s ®s tumoros 

mikrokºrnyezetet [21-23] (2. §bra).  

A decorin egy 40 kDa-os, patk· alak¼ feh®rje (2. §bra). A v§z-feh®rje n®gy 

dom®nbŖl §ll. Az I. dom®n egy szign§lpeptid szekvenci§t ®s egy propeptid szakaszt 

tartalmaz. A 16 aminosavas szign§lpeptid szerepe a feh®rje endoplazmatikus 

2. §bra. A decorin szerkezete ®s 

szerepe az ECM-ben (Weber ®s mtsai 

nyom§n [18]). A decorin a kollag®n 

rostok felsz²n®hez kºtŖdve azok kºzt 

t§vtart· szerepet tºlt be GAG oldall§ncai 

seg²ts®g®vel (tov§bbi r®szletek a 

szºvegben). 
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retikulumba juttat§sa, ahol az le is hasad. A 14 aminosavas propeptid a GAG 

oldall§ncok kialak²t§s§nak szab§lyoz§s§ban vesz r®szt. Itt tal§lhat· a xilozil-transzfer§z 

enzim kºtŖhelye, amely ide kapcsol·dva k®pes a Ser4-re (4. szerinre) xil·zt kapcsolni.  

A II. dom®n negat²van tºltºtt, 1 db GAG oldall§ncot tartalmaz. Az itt tal§lhat· 

konszenzus szekvencia: As- - As- - X ï Ser ï Gly. Az As- jelºl®sŤek lehetnek 

b§rmilyen negat²van tºltºtt aminosavak, a szerinen tºrt®nik az O-glikoliz§ci·. Az X 

hely®n b§rmilyen aminosav szerepelhet. Tov§bbi jellemzŖ r®sze a dom®nnek egy 

konzerv§lt, Cys-gazdag r®gi·. Szekvenci§ja: CX2-3CXCX6-9C. A Cys-ek diszulfid 

h²ddal kºtºttek.  

A III. dom®n a legnagyobb a n®gy kºz¿l, ez az interakci·s dom®n. Itt tal§lhat· az a 

10 db Leu-gazdag tandem ism®tlŖd®s is, amelyrŖl az SLRP feh®rjecsal§d a nev®t kapta. 

Konszenzus szekvenci§ja: LXXLXLXXNXLSXL, ahol L: Leu, Val, Ile; S: Ser, Thr. Az 

X hely®n, az elŖbbihez hasonl·an, b§rmilyen aminosav §llhat. Ebben a dom®nben 

tal§lhat· m®g az a 3 db Asn, melyekhez N-oligoszacharidok kapcsol·dnak, hogy 

megakad§lyozz§k az ºnaggreg§ci·t.  

A IV. dom®n egy rºvid, kºr¿lbel¿l 50 aminosavas szakaszb·l §ll. Az itt tal§lhat· k®t 

Cys-t diszulfid h²d kºti ºssze. Az ²gy l®trejºtt huroknak a fibrillogenezis 

szab§lyoz§s§ban van fontos szerepe [22]. 

A decorint 1986-ban kl·nozt§k elŖszºr [24] fibroblast cDNS kºnyvt§rb·l, ekkor m®g 

PG40, illetve ôsmall proteoglycan IIô neveken nevezt®k, ²gy tal§lhat· meg az 

irodalomban. A decorin nevet, amely azt§n az §ltal§nosan ismert ®s elfogadott 

elnevez®ss® v§lt, 1988-ban kapta [25]. Az elnevez®s arra utal, hogy a decorin kollag®n 

rostokhoz kapcsol·dva azok felsz²n®t Ădekor§ljaò. Klasszikus funkci·j§t tekintve az I ®s 

III t²pus¼ kollag®nekhez kºtŖdve, azok elhelyezked®s®t, egym§shoz viszony²tott 

t§vols§g§t, v®gsŖ soron az ECM kollag®n rostjainak ®r®s®t befoly§solja (2. §bra). A 

GAG oldall§ncok biztos²tj§k rostok kºzºtti t§vols§got [26]. Ennek megfelelŖen, a 

decorin hi§nyos (decorin knock-out; Dcn-/-) egerekn®l abnorm§lis kollag®n szervezŖd®st 

tapasztaltak, amelynek legl§tv§nyosabb fenot²pusos kºvetkezm®nye az §llatok bŖr®nek 

extr®m fragilit§sa [27]. Mivel a decorin hi§nyos §llatok ®letk®pesek, sz§mos olyan 

k²s®rlet alanyai voltak az ut·bbi ®vekben, amelyekben igazolt§k, hogy a decorin fontos 

szerepet j§tszik a cornea §ttetszŖs®g®nek kialak²t§s§ban [28], az ²nszalagok fejlŖd®s®ben 

[29], a sebgy·gyul§sban [30], a dentin mineraliz§ci·ban [31], az angiogenezisben [30, 
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32], a gyullad§sos folyamatokban [33], valamint a m§jfibrosisban [34] ®s sz§mos egy®b 

egyedfejlŖd®si, fiziol·gi§s, ®s tumoros szab§lyoz§si folyamatban. 

A fenti felsorol§snak megfelelŖen, az ut·bbi ®vtizedek vizsg§latai igazolt§k, hogy a 

decorin sz§mos jel§tviteli ¼tvonalban vesz r®szt, ®s jellemzŖen anti-tumorigenikus 

hat§sa is van. SŖt, 2012-ben m§r a Ăm§trix Ŗrmolekul§jak®ntò eml²tik anal·gi§ban a 

p53-mal, amely a Ăgenom Ŗreò [35].  

Sz§mos bizony²t®k t§masztja al§ annak t®ny®t, hogy a decorin potens tumorellenes 

molekula [36, 37]. Az elsŖ tanulm§nyok, amelyeket decorin hi§nyos egereken v®geztek, 

igazolt§k, hogy hab§r a decorin hi§nya spont§n tumorok megjelen®s®t nem okozza [27], 

a tumork®pzŖd®st nagym®rt®kben elŖseg²ti [38]. A k®sŖbbiekben azonban kimutatt§k, 

hogy a decorin-deficiens C57Bl/6 egerek hajlamosak b®lrendszeri daganatok 

kialak²t§s§ra, k¿lºnºsen, ha ônyugati-t²pus¼ô, magas kal·riatartalm¼ ®trenden tartj§k 

Ŗket [39, 40]. Tov§bb§, a decorin ektopikus expresszi·ja §ltal§nos tumornºveked®s 

g§tl§st okozott k¿lºnf®le szºveti eredetŤ neoplasztikus sejtekn®l [41]. Ezen 

megfigyel®sek kºvetkezm®nyek®nt sz§mos tov§bbi tanulm§ny igazolta a decorin 

tumorellenes, ®s anti-metasztatikus hat§s§t [42-47]. A decorin expresszi·ja 

neoplasztikus szºvetekben viszonylag kev®ss® felt§rt ter¿let, annak ellen®re, hogy 

sz§mos publik§ci· foglalkozik a decorin hat§s§val in vitro sejtvonalas k²s®rletekben, ®s 

xenograft modellekben [48-51]. 

A decorin volt az elsŖ proteoglik§n, amelyrŖl kimutatt§k, hogy kºzvetlen¿l 

szab§lyozza a sejtnºveked®st. A decorin k®pes megkºtni ®s ezzel blokkolni a TGFɓ 

nºveked®si faktort k²nai hºrcsºg ov§rium sejtekben (CHO), ezzel g§tolva a sejtek 

nºveked®s®t. [52]. Azonban kider¿lt, hogy mivel a legtºbb malignus sejt nºveked®se 

nem f¿gg a TGFɓ-t·l, m§s szignaliz§ci·s mechanizmusoknak is r®szt kell vennie a 

decorin tumor szupressz²v hat§s§nak kialak²t§s§ban. EGF receptort t¼ltermelŖ, A431 

laph§m karcin·ma sejtekben az exog®n decorin, illetve annak core feh®rj®je aktiv§lja az 

EGFR-t, ®s nºveked®sg§tl§st induk§l a p21WAF1/KIP1 ciklin-f¿ggŖ kin§z g§tl· expresszi· 

megemelked®s®vel [53-55]. Azon t¼l, hogy k®pes a receptorhoz kapcsol·dni, 

akad§lyozva ezzel a term®szetes ligand bekºtŖd®s®t, olyan jel§tviteli ¼tvonalakat 

aktiv§l, amelyek az im®nt eml²tett inhib²ci·t kiv§ltj§k. A decorin-EGFR interakci· 

m§sik kºvetkezm®nye a receptor caveolin medi§lt internaliz§ci·ja ®s degrad§ci·ja [56]. 

K²s®rletesen igazolt§k, hogy a decorin core feh®rj®je k®pes kapcsol·dni olyan tov§bbi 
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receptorokhoz, mint az IGF-IR [57], az ErbB2 [48], a Met (HGF receptor) [58], a 

TGFɓR (LRP-1-en kereszt¿l [59]) ®s az Ŭ2ɓ1 integrin [60]. 

A decorin hi§nya a tumorstr·m§b·l korrel§l a rosszabb t¼l®l®ssel invaz²v 

emlŖdaganatos betegekn®l [47]. Emellett sz§mos daganat str·m§j§ban jelentŖsen 

lecsºkken a decorin mennyis®ge [61], ²gy a h·lyagr§kok eset®ben is, ahol a norm§l 

h·lyagstr·m§ban egy®bk®nt a decorin nagy mennyis®gben van jelen [62]. Ugyanakkor a 

szolubilis decorin sziszt®m§s bejuttat§sa a szervezetbe (pl.: adenov²rus seg²ts®g®vel) 

sz§mos szolid tumor eset®ben szignifik§ns m·don csºkkenti a neoangiogenezist [49, 63, 

64]. A decorin ®s p53 kettŖs mut§ns egerek (DCNī/ī; TP53ī/ī) j·val kor§bban 

elpusztulnak a benn¿k kialakul· agressz²v T-sejtes limf·m§ban, mint a csak p53 

mut§ci·t hordoz· t§rsaik [38]. 

 

 

 

3. §bra. Decorin ismert c®lpontjai ®s a szab§lyoz§sra gyakorolt hat§sa a 

daganatokban (Bi ®s Yang nyom§n [65]). A decorin k®pes kºzvetlen¿l sejtfelsz²ni 

receptorokhoz kapcsol·dni, amelyeken kereszt¿l olyan jel§tviteli utakat induk§l, 

melyek ºsszess®g®ben a tumorsejtek prolifer§ci·j§nak g§tl§s§t fogj§k elŖid®zni. 

Tov§bbi r®szletek a szºvegben. 
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Ezek a megfigyel®sek a decorin tumorszupresszor szerep®t igazolj§k, ®s ennek 

megfelelŖen potenci§lis ter§pi§s faktork®nt is ®rdemes lehet r§ tekinteni, amely ak§r 

ºnmag§ban, ak§r kemoter§pi§s szerekkel kombin§lva g§tolhatja a tumorprogresszi·t ®s 

a metaszt§zist [66]. 

 

 

I. 5. A HCC ®s a decorin kapcsolat§nak k²s®rletes vizsg§lata, modellek 

 

A fiziol·gi§s ®s genetikai hasonl·s§gok, amelyek az ember ®s a r§gcs§l·k kºzt 

fenn§llnak, valamint a rºvid ®lettartam, a kºnnyŤ ®s magas kapacit§s¼ szapor²t§s miatt a 

patk§nyok ®s az egerek a r§kkutat§s kedvelt k²s®rleti modell§llatai [67]. Saj§t 

vizsg§latainkban k®miai ¼ton induk§ltunk primer m§jr§kot egerekben, tioacetamid (TA) 

®s dietil-nitr·zamin (DEN) haszn§lat§val. A tioacetamid egy prom·ter t²pus¼ molekula, 

amely fibrosis-t induk§l, majd a m§j hyper-regener§ci·ja kºvetkezt®ben, cirrhotikus 

talajon kialakul a m§jdaganat [68, 69]. Mivel a hum§n HCC-k 70%-a cirrhosis 

kºvetkezt®ben alakul ki, a modell kiv§l·an felhaszn§lhat· a hum§n vonatkoz§sa miatt 

is. Ezzel szemben, a dietil-nitr·zamin kºzvetlen DNS mutag®n hat§sa miatt an®lk¿l 

k®pes a m§jgadanat elŖid®z®s®re, hogy a fibrotikus §talakul§sra sz¿ks®g volna [67]. 

Az §llatk²s®rletek mellett, a jel§tviteli folyamatok ®s az egyes molekul§k kºzti 

interakci·k alaposabb felt®rk®pez®s®re az in vitro m·dszerek §llnak rendelkez®sre. A 

szºvetteny®szeti vizsg§latokra felhaszn§lhat· HCC sejtvonalak sz§ma legal§bb 25 a 

Cancer Cell Line Encyclopedia adatb§zisa szerint [70], ®s ezek kºz¿l n®h§ny sejtvonal 

m§r jelentŖs szakirodalmi h§tteret tudhat mag§®nak. Mi a HepG2, Hep3B, HuH7 ®s 

HLE sejtvonalakat v§laszottuk ki vizsg§lataink t§rgy§nak. 

Munkacsoportunk kor§bban vizsg§lta a decorin szerep®t a m§jfibrosis 

regener§ci·j§ban [34], ®s kapcsolat§t a TGFɓ-val fibrosis, ®s m§jcirrhosis sor§n [71], de 

a decorin hat§s§t a hepatocellul§ris karcin·ma kialakul§s§ban ®s fejlŖd®s®ben eddig 

m®g nem t§rt§k fel. Ennek megfelelŖen egyr®szt a m§r eml²tett hepat·ma sejtvonalakon 

v®gezt¿nk in vitro vizsg§latokat, amelyekben a sejteket exog®n hum§n rekombin§ns 

decorinnal kezelt¿k, m§sr®szt vad t²pus¼, valamint decorin hi§nyos (Dcn-/-) egerekben 

induk§ltunk m§jdaganatokat in vivo, ezzel vizsg§lva a decorin szerep®t a 

hepatokarcinogenezisben.  
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II. C£LKITţZ£SEK 

 

Doktori ®rtekez®semhez az al§bbi c®lokat tŤzt¿k ki:  

 

1. Annak felder²t®se, k®pes-e a hum§n rekombin§ns decorin kezel®s g§tolni a 

hepatocellul§ris karcin·ma sejtvonalak prolifer§ci·j§t. 

2. K²s®rletes hepatokarcinogenezisben vizsg§lni a decorin szerep®t vad t²pus¼ ®s 

decorin hi§nyos (Dcn-/-) egerek ºsszehasonl²t§sa nyom§n 

3. A megfigyelt hat§sok kiv§lt§s§®rt felelŖs, felt®telezett jel§tviteli ¼tvonalak 

felt®rk®pez®se, a r®sztvevŖ molekul§k mennyis®gi ®s minŖs®gi v§ltoz§sainak 

kimutat§sa, valamint tov§bbi lehets®ges targetek azonos²t§sa 

4. Ćtfog· k®pet kapni a decorin szerep®rŖl a hepatokarcinogenezisben. 
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III.  MčDSZEREK 

 

III. 1. Hum§n rekombin§ns decorin elŖ§ll²t§sa 

 

A hum§n rekombin§ns decorin megtermel®s®hez olyan pCMV expresszi·s vektort 

haszn§ltunk, amely tartalmazta a hum§n decorin cDNS szekveci§j§t (a konstrukci· 

l®trehoz§s§t Dr. Szil§k L§szl·nak kºszºnhetj¿k). Ehhez CHO-S sejteket (Gibco/Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA) transzfekt§ltunk az expresszi·s vektorral, NeonÊ 

transzfekci·s k®sz¿l®k haszn§lat§val, elektropor§ci·s technik§val, a gy§rt·i javaslat 

szerint (Invitrogen/Thermo Fisher). A sikeresen transzfekt§lt sejteket 500 ɛg/ml G418 

antibiotikummal (Sigma-Aldrich; St. Luis, MO) szelekt§ltuk, majd a hum§n 

rekombin§ns decorint a sejteket forgalmaz· c®g aj§nl§sa szerint termeltett¿k. 

Ezut§n, a kor§bbi le²r§soknak megfelelŖen [72] a proteoglik§nt anioncser®lŖ 

kromatogr§fia seg²ts®g®vel izol§ltuk a CHO sejtek t§pfolyad®k§b·l. A kromatogr§fi§s 

tiszt²t§s ut§n a decorint is tartalmaz· oldatban l®vŖ magas NaCl- ®s 

karbamidkoncentr§ci· csºkkent®se ®rdek®ben a mint§kat dializ§ltuk desztill§lt v²zzel 

szemben, 4 ęC-on. V®g¿l a decorin koncentr§ci·j§t dimetil-metil®nk®kkel (DMMB, 

Sigma-Aldrich) tºrt®nŖ fest®ssel, spektrofotometri§s m®r®ssel, 525 nm-en megm®rt¿k, 

majd a tov§bbi felhaszn§l§sig -20 ęC-on t§roltuk. Az in vitro k²s®rletekben 10x PBS-t a 

v²zben l®vŖ decorin tºrzsoldathoz, hogy v®g¿l 1x PBS-ben legyen feloldva, majd 1x 

PBS-sel a k²v§nt koncentr§ci·ra h²g²tottuk a felhaszn§l§sra ker¿lŖ oldatokat. 

 

 

III. 2. In vitro k²s®rletek 

 

A HepG2, Hep3B sejtvonalakat az ATCC-tŖl (ATCC HB-8064, ®s ATCC HB-8065, 

American type culture collection; Manassas, VA) szerezt¿k be, a HuH7 ®s HLE 

sejtvonalak a jap§n sejtbankban voltak hozz§f®rhetŖk (JCRB0403 ®s JCRB0404, 

Japanese Collection of Research Biosources Cell Bank; Osaka, Jap§n). 

A sejteket 1000 mg/L (5,5mmol/L) gl¿k·z tartalmaz· Dulbeccoôs modified Eagleôs 

medium (DMEM; Sigma-Aldrich) t§pfolyad®kban teny®sztett¿k, amelyet 10% [v/v] 

FBS-sel (Sigma-Aldrich) ®s 1% [v/v] antibiotikum (Penicillin/StreptoMycin; Sigma-
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Aldrich) koncentr§ci· mellett. A sejtek sz§m§ra ide§lis teny®szt®si kºr¿lm®nyeket 

biztos²tottunk (5% sz®n-dioxid koncentr§ci·s atmoszf®ra ®s a 37 ÁC). 

A decorint 50 ®s 100 ɛg/ml (DCN50 ®s DCN100 csoportok) koncentr§ci·ban adtuk a 

sejtekhez 24 ·r§s sz®rum depriv§ci·t kºvetŖen (0% [v/v] sz®rum). A sz®rum®heztet®s 

ut§n a sejteket 0, 24, 48 ®s 72 ·r§n kereszt¿l inkub§ltuk a k¿lºnbºzŖ decorin kezel®sek 

mellett (tov§bbra is sz®rummentes t§pfolyad®kban), 96-os plate-ekben a prolifer§ci·s 

vizsg§latokhoz, illetve 48 ·r§n kereszt¿l T25-os teny®sztŖflask§kban ®s 6-os plate-

ekben a tov§bbi molekul§ris vizsg§latokhoz.  

 

III. 2. 1. Prolifer§ci·s vizsg§latok 

 

A sejtek prolifer§ci·j§t 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2, 5-difenil tetraz·lium bromid 

(MTT) assay (Sigma-Aldrich) seg²ts®g®vel vizsg§ltuk. A k²s®rleteket ezekben az 

esetekben 96 lyuk¼ szºvetteny®sztŖ plate-eken v®gezt¿k, a kºvetkezŖ kezdeti 

sejtsz§mokat alkalmazva: 2 Ĭ 103 sejt/well HepG2 ®s HLE, illetve 5 Ĭ 103 sejt/well 

Hep3B ®s HuH7. A sejtek letapad§s§t kºvetŖen, 24 ·r§s sz®rum®heztet®s ut§n 

hozz§adtuk a t§pfolyad®khoz a decorint 0, 50 ®s 100 ɛg/ml decorin v®gkoncentr§ci·kat 

el®rve. Az egyes well-ek ²gy v®g¿l 180 ɛl sz®rummentes m®diumot ®s 20 ɛl PBS-t 

tartalmaztak, amely PBS-ben a decorint oldottuk a megfelelŖ koncentr§ci·kban (0, 500 

®s 1000 ɛg/ml decorin), a k²v§nt v®gkoncentr§ci· el®r®se ®rdek®ben. Az idŖ f¿ggŖ 

vizsg§latokban (0, 24, 38, 72 h) 8 p§rhuzamos m®r®ssel dolgoztunk ®s legal§bb 3 

f¿ggetlen k²s®rletet v®gezt¿nk. Az egyes idŖpontokn§l a sejtek prolifer§ci·j§t (MTT 

eset®n tulajdonk®ppen ink§bb a sejtek viabilit§s§t) a wellekhez tºrt®nŖ 20 ɛl MTT oldat 

hozz§ad§s§val vizsg§ltuk; 4 ·ra 37 ÁC-os inkub§ci·t kºvetŖen, a sejtek §ltal k®pzett 

formaz§n krist§lyokat 150 ɛl DMSO-ban oldottuk vissza. A plate-eket 1 percig r§zattuk, 

majd az optikai denzit§st multiwell spektrofotom®terben m®rt¿k 570 nm-en 

(Labsystems Multiskan MS).  
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III. 3. Ćllatk²s®rletek 

 

Minden §llatk²s®rlet az Ćllatk²s®rleti Tudom§nyos Etikai Tan§cs j·v§hagy§s§val, ®s 

az §llatk²s®rletekrŖl sz·l·, hat§lyban l®vŖ 40/2013. (II. 14.) Korm. rendelet 45. Ä (4) 

bekezd®s®vel ºsszhangban ker¿lt kivitelez®sre; enged®lysz§m: XVI/03047-2/2008. 

 

III. 3. 1. Decorin-null egerek  

 

A decorin-deficiens egerek l®trehoz§s§t m§r kor§bban le²rt§k [27]. Rºviden 

ºsszefoglalva; a decorin g®n 2 exonj§ba c®lzott m·don egy PGK-Neo kazett§t ®p²tettek, 

mely azt mŤkºd®sk®ptelenn® tette. Az induk§lt mut§ci·t hordoz·, heterozig·ta C57Bl/6 

nŖst®ny ®s h²m egereket addig keresztezt¿k, am²g a homozig·ta §llapotot el nem ®rt¿k. 

Az ¼jsz¿lºtt §llatok genot²pus§t PCR seg²ts®g®vel ellenŖrizt¿k. Ehhez eg®rfarokb·l 

izol§ltunk DNS-t. A PCR-t 3 primer seg²ts®g®vel v®gezt¿k el, szenz ®s antiszenz 

primerekkel, amelyek a decorin 2 exonj§ra voltak specifikusak, illetve egy a PGK-Neo 

kazett§ra volt illeszkedŖ. A PCR term®keket 2%-os agar·z g®len futtatva ellenŖrizt¿k ®s 

®rt®kelt¿k [27].  

 

III. 3. 2. K²s®rletes hepatokarcinogenezis induk§l§sa 

 

A cirrhotikus talajon kialakul· m§jdaganat k²s®rletes induk§l§s§hoz egy h·napos 

C57Bl/6 h²m egereket haszn§ltunk. 15 vad t²pus¼, ®s 15 Dcn-/- §llatot kezelt¿nk az 

iv·viz¿kben oldott tioacetamiddal (TA) (150 mg/l-es koncentr§ci·ban), amelyet az 

egerek 7 h·napon kereszt¿l kaptak. Kontroll csoportoknak a kezelt §llatokkal egyidŖs, 

kezeletlen, azonos genetikai h§tt®rrel rendelkezŖ egereket haszn§ltunk. Az egereket a 7 

h·nap letelt®vel, ®teres altat§sban v®gzett cervicalis diszlok§ci·val termin§ltuk. 

A nem cirrhotikus hepatokarcinogenezis vizsg§lat§hoz a 15 napos egerek egyszeri, 

nagy d·zis¼ dietil-nitr·zamin (DEN; 15 ɛg/testtºmeg gramm) intraperitone§lis 

injekt§l§s§val induk§ltunk daganatokat. A k²s®rlet v®g®n 10 vad t²pus¼ ®s 10 Dcn-/- 

egeret, ®s 5-5 kezeletlen kontroll §llatot haszn§ltunk fel. A hepatocellul§ris karcin·ma 

az injekt§l§st kºvetŖ 9. h·napban jelent meg az §llatokban. 
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Az §llatok testtºmeg®t, m§jtºmeg®t ®s a m§j felsz²n®n l§that·, makroszk·posan 

megsz§molhat· tumorsz§mot m®rt¿k ®s regisztr§ltuk a termin§ci· sor§n. Az elt§vol²tott 

egyes m§jak egyik fel®t foly®kony nitrog®nben fagyasztottuk, majd -80 ÁC-on t§roltuk, 

m²g a m§jak m§sik fel®t 10%-os formaldehid oldatban fix§ltuk, ®s paraffinba §gyaztuk 

(4. §bra). A fagyasztott mint§k szolg§ltak a fagyasztott metszetek, a feh®rje-, ®s az RNS 

mint§k alapj§ul a tov§bbi vizsg§lataink sor§n, m²g a formalin fix§lt, paraffinba §gyazott 

mint§kb·l k®sz¿lt szºvettani metszeteket vagy hematoxilin-eozin (HE) fest®st, vagy 

immunhisztok®miai fest®seket kºvetŖ morfol·giai vizsg§latokban haszn§ltuk fel. A 

tumorok t®rfogat§nak meghat§roz§s§hoz a HE festett metszeteket Panoramic Scan 

k®sz¿l®kkel (3D Histech Ltd., Budapest, Hungary) beszkennelt¿k, majd a daganatok 

hossz§t ®s sz®less®g®t a Pannoramic viewer program (3D Histech Ltd.) seg²ts®g®vel 

hat§roztuk meg. A tumor t®rfogatot az al§bbi k®plet alapj§n sz§moltuk ki: V = 

(sz®less®g (mm)2 Ĭ hossz (mm)*ˊ) / 6. 

 

 

4. §bra: Az §llatk²s®rletek metodik§ja, az §llatk²s®rletes vizsg§lati mint§k 

l®trehoz§sa  
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III. 4. Molekul§ris vizsg§latok 

 

III. 4. 1. Real-time PCR 

 

Az RNS-t a fagyaszott m§jszºvetbŖl ®s a TRI reagensben felvett sejtekbŖl izol§ltuk. 

M§jszºvet eset®n foly®kony nitrog®nben tºrt®nŖ szºvetpor²t§st kºvetŖen a teljes szºveti 

RNS-t RNeasyMini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) seg²ts®g®vel tiszt²tottuk ki, a gy§rt·i 

le²r§snak megfelelŖen. A kinyert RNS mennyis®g®t ®s tisztas§g§t ND-1000 

spektrofotom®terrel hat§roztuk meg (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA). 

Az RNS integrit§s§t ®s m®retbeli eloszl§s§t Experion RNA Chip-ek seg²ts®g®vel, 

Experion Automated Electrophoresis Station k®sz¿l®ken vizsg§ltuk (Bio-Rad, Hercules, 

CA). Az in vitro k²s®rletekbŖl sz§rmaz· sejtekbŖl a TRI reagens (Sigma-Aldrich) 

gy§rt·i utas²t§sai szerint izol§ltuk az RNS-t. Komplement DNS-t (cDNS) az M-MLV 

Reverse Transcriptase kit (Invitrogen/Thermo Fisher) seg²ts®g®vel k®sz²tett¿nk 1 ɛg 

tiszt²tott RNS-bŖl. A real-time PCR-t az ABI Prism 7000 Sequence Detection System, 

illetve StepOne Plus k®sz¿l®k®n v®gezt¿k el (Applied Biosystems/Thermo Fisher) az 

al§bbi eg®r c®lg®neket vizsg§lva (TaqMan Gene Expression Assays): 

- p21WAF1/CIP1 (CDKN1A, Assay ID: Mm00432448_m1) 

- AP4 (Assay ID: Mm00473137_m1) 

- gluthamine synthetase (Assay ID: Mm00725701_s1) 

- AFP (Mm00431715_m1) 

- endog®n kontrollnak: 18S rRNS (Part No. 4319413E) 

Minden mint§t triplik§tumban vizsg§ltunk 96 lyuk¼ PCR plate-n. Egy reakci· 

v®gt®rfogata 20 ɛl volt, amelybe 50 ng cDNS-t m®rt¿nk ®s TaqMan Universal PCR 

MasterMix-et (Part No. 4324018, Applied Biosystems by Life Technologies) 

haszn§ltunk fel. A PCR reakci· hŖm®rs®klet be§ll²t§sai a kºvetkezŖk voltak: 

- denatur§ci·, 95 ÁC, 10 perc, 1x 

- amplifik§ci· (40x): 

o denatur§ci·, 95 ÁC, 15 m§sodperc 

o annel§ci·: 60 ÁC, 1 perc 

Az eredm®nyeket CT ®rt®kekben kifejezve kaptuk, a relat²v expresszi·t a 2-ȹȹC
T 

m·dszerrel sz§moltuk ki. 
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III. 4. 2. RTK array ®s Western blot 

 

A 48 ·r§s kezel®st kºvetŖen a sejteket a T25-ºs teny®sztŖflask§kb·l sejtkapar·val, 1 

ml l²zispufferben gyŤjtºtt¿k ºssze (20 mM TRIS pH 7,5, 2 mM EDTA, 150 mM NaCl, 

1% Triton-X100, 0,5% Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich) 2 mM Na3VO4, 10 

mM NaF). A mint§kat szonik§torral homogeniz§ltuk, majd 30 percig j®gen inkub§ltuk. 

Fagyasztott szºvetmint§k eset®n foly®kony nitrog®nben, fagyasztva por²t§ssal tºrt®nt a 

homogeniz§l§s. Ezut§n 15 000 g-n, 5 perc centrifug§l§s ut§n (szºveti mint§k eset®n 20 

perc), a fel¿l¼sz·ban Bradford protein assay seg²ts®g®vel (Bio-Rad) 

spektrofotometri§san, 595 mn-en feh®rjekoncentr§ci·t m®rt¿nk. 

A tirozin kin§z receptorok aktivit§s§nak m®r®s®hez a receptorok relat²v 

foszforil§lts§g§t vizsg§ltuk Proteome Profiler Array seg²ts®g®vel (R&D Systems, 

Minneapolis, MN, USA), a gy§rt·i instrukci·k ment®n. Mint§t·l ®s vizsg§latt·l 

f¿ggŖen, a gy§rt·i aj§nl§snak megfelelŖen 200-300 ɛg ºsszfeh®rj®t adtunk minden 

egyes foszfo-RTK membr§nhoz. A szign§lok elŖh²v§s§hoz SuperSignal West Pico 

Chemiluminescent Substrate Kit-et haszn§ltunk (Pierce/Thermo Fisher), majd az ²gy 

kapott kemilumineszcens jeleket a Kodak Image Station 4000MM Digital Imaging 

System k®sz¿l®kkel rºgz²tett¿k. 

Western blot vizsg§latokban 20 ɛg ºsszfeh®rj®t (1,5 v/v% ɓ-mercaptoetanol mellett 

denatur§lva, 99 ÁC, 5 perc) 10%-os, SDS-t tartalmaz· poliakrilamid g®len v§lasztottunk 

el (200 V, 30 perc), Mini Protean elektrofor®zis k®sz¿l®kben (Bio-Rad), majd 

ugyancsak Bio-Rad k®sz¿l®ken PVDF membr§nra (Merck Millipore, Burlington, MA) 

blottoltuk (75 mA, 4 ÁC, 16 h). 

Ponceau fest®ssel §llap²tottuk meg a blottol§s hat®konys§g§t. Egy ·r§s, 5 w/v% 

tejporos blokkol§st kºvetŖen (Nonfat dry milk TBS-ben oldva (Bio-Rad)) a 

membr§nokat 16 ·r§n §t, 4 ÁC-on inkub§ltuk a megfelelŖ elsŖdleges ellenanyagokkal. 

ɓ-actin immunjelºl®st alkalmaztunk, mint betºlt®si (loading) kontroll. A membr§nokat 

0,05 v/v% Tween-20-t tartalmaz· TBS-sel mostuk 5 alkalommal, 5 percig, majd a 

megfelelŖ m§sodlagos ellenanyagot adtunk a mint§khoz 1 ·r§ra. Az elŖzŖekben is 

alkalmazott, 5x5 perc mos§st kºvetŖen, SuperSignal West Pico Chemiluminescent 

Substrate Kit-tel (Pierce/Thermo Scientific) h²vtuk elŖ a membr§nokat, a jeleket a 
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Kodak Image Station 4000MM Digital Imaging System k®sz¿l®kkel detekt§ltuk. Az 

alkalmazott ellenanyagok list§ja a megfelelŖ h²g²t§sokkal a 2. t§bl§zatban tal§lhat· meg. 

 

III. 4. 3. Decorin ®s PDGF AB interakci·s k²s®rlet 

 

Az §ltalunk elŖ§ll²tott hum§n rekombin§ns decorint nitrocellul·z membr§non 

immobiliz§ltuk dot blot k®sz¿l®k seg²ts®g®vel (Millipore), kb. 2 ɛg/well mennyis®gben 

az elsŖ wellekben, majd felezŖ h²g²t§si sorban. A nitrocellul·z membr§nt a k²s®rletnek 

megfelelŖ m·don v§gtuk sz®t tºbb, kisebb membr§nra. Ezt kºvetŖen a membr§nokat 

3% w/v tejpor oldattal (Nonfat dry milk TBS-ben oldva; Bio-Rad) blokkoltuk, majd 4 

ɛg/ml PDGF AB-val (TBS-ben; ab73228; AbCam) 16 ·r§n §t, 4 ÁC-on inkub§ltuk a 

megfelelŖ membr§nokat. Mos§st kºvetŖen anti-PDGF AB elsŖdleges ellenanyaggal 

inkub§ltuk (ab73228; AbCam) 16 ·r§n §t, 4 ÁC-on. V®g¿l HRP-konjug§lt m§sodlagos 

ellenanyagot adtunk a mebr§nokhoz 1 ·r§ra, ®s SuperSignal West Pico 

Chemiluminescent Substrate Kit-tel (Pierce/Thermo Scientific) h²vtuk elŖ Ŗket. A 

szign§lok rºgz²t®s®t ®s ®rt®kel®s®t a Kodak Image Station 4000MM Digital Imaging 

System k®sz¿l®kkel v®gezt¿k. 
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2. t§bl§zat. A WB, dot blot ®s IHC vizsg§latokban felhaszn§lt ellenanyagok 

 

DOI:10.14753/SE.2019.2252



29 

 

 

* R&D Systems Minneapolis, MN, DakoCitomation Glostrup Denmark, Invitrogen/Life 

Technologies Carlsbad CA, Abcam Cambrige UK, Cell Signaling Technology Danvers, 

MA, Abnova Taipei Taiwan, Thermo Fisher Rockfort IL, Atlas Antibodies Stockholm 

Sweden, Sigma-Aldrich St. Louis, MO, Calbiochem/Millipore Billerica MA. 
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III. 5. Morfol·giai technik§k ®s egy®b immunol·giai m·dszerek 

 

III. 5. 1. Immuncitok®mia 

 

A sejteket 6 lyuk¼ plate-ben teny®sztett¿k, steril ¿veg fedŖlemezre nºvesztett¿k, 

majd 24 ·r§s sz®rum ®heztet®st kºvetŖen 48 ·r§n §t kezelt¿k Ŗket 0, 50 ®s 100 ɛg/ml 

decorinnal, (l§sd kor§bban). A k²s®rlet v®g®n a sejteket hideg, tºm®ny metanollal 

fix§ltuk (-20ÁC, 10 perc). A fedŖlemezeket 0,05% Tween 20 tartalm¼ PBS-sel (PBST) 

mostuk, az aspecifikus kºtŖhelyeket 5% sz®rum albuminnal (BSA) blokkoltuk (PBS-

ben oldva, Sigma-Aldrich). A sejteket 16 ·r§n §t 4ÁC inkub§ltuk a megfelelŖ elsŖdleges 

ellenanyagokkal. Ezt kºvetŖen a sejteket tartalmaz· fedŖlemezeket 5x5 percig mostuk 

PBST-vel, majd megfelelŖ fluoreszcens m§sodlagos ellenanyaggal (l§sd 2. t§bl§zat) ®s 

4ǋ-6ǋ-diamidino-fenilindol-lal (DAPI, 1:200, D8417, Sigma-Aldrich) inkub§ltuk egy 

·r§n §t, szobahŖm®rs®kleten. Az utols· mos§si l®p®s ut§n fluoreszcens fedŖanyaggal 

(Dako, Glostrup, Denmark) fedt¿k a mint§kat ®s rºgz²tett¿k Ŗket a t§rgylemezeken. Az 

®rt®kel®shez epifluoreszcens mikroszk·pot (Nikon Eclipse E600) haszn§ltunk. 

 

III. 5. 2. Immunhisztok®mia 

 

A formalinban fix§lt, paraffinba §gyazott metszeteket xilollal, majd lesz§ll· 

alkoholsorral, v®g¿l 5 perc dH2O-ban tºrt®nŖ inkub§l§ssal rehidr§ltuk. Az antig®n 

felt§r§st kukt§ban, magas hŖm®rs®kleten ®s nyom§son v®gezt¿k, TRIS-EDTA puffer 

(10 mM TRIS, 1 mM EDTA, 0,05% Tween 20, pH 9) jelenl®t®ben, 20 percig. A 

lehŤl®st kºvetŖen 0,05% Tween 20 tartalm¼ PBS-sel (PBST) mostuk a metszeteket, 3x5 

percig. Ezut§n blokkoltuk az endog®n peroxid§z aktivit§st 10%-os, metanolban oldott 

H2O2 oldattal, 10 percig. Az aspecifikus kºtŖhelyeket 1 ·r§n kereszt¿l blokkoltuk, 5 

w/v% BSA-val, PBS-ben oldva, amely 10% norm§l sz®rumot is tartalmazott. A 

mint§kat ezut§n 16 ·r§n kereszt¿l 4ÁC-on inkub§ltuk az elsŖdleges ellenanyagokkal. 

PBST-vel tºrt®nŖ mos§st kºvetŖen a megfelelŖ m§sodlagos ellenanyaggal inkub§ltuk a 

lemezeket (l§sd 2. t§bl§zat), 1 ·r§n §t, szobahŖm®rs®kleten. A biotinil§lt m§sodlagos 

ellenanyagok eset®n a jelerŖs²t®st a Vectastain ABC kit (Vector Laboratories, 

Burlingame, CA) seg²ts®g®vel v®gezt¿k a gy§rt·i utas²t§sok alapj§n, amit 3,3- 
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diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) szubsztr§t kromog®n oldat (Dako) 

hozz§ad§s§val h²vtunk elŖ. V²ztelen²t®s ®s fed®s elŖtt hematoxilin h§tt®rfest®st 

alkalmaztunk. 

A fagyasztott metszeteken k®sz²tett fluoreszcens immunfest®shez a mint§kat hideg, 

tºm®ny metanollal fix§ltuk (-20ÁC, 20 perc). Ezt kºvetŖen PBST-vel mostuk Ŗket, majd 

az aspecifikus kºtŖhelyeket 5 w/v% BSA-val blokkoltuk 1 ·r§n kereszt¿l, amely 10% 

norm§l sz®rumot is tartalmazott. Az elsŖdleges ellenagyaggal tºrt®nŖ inkub§l§s ®s 

mos§s ut§n (amelynek l®p®sei a paraffinos mint§kon tºrt®ntekkel megegyezŖk voltak), a 

megfelelŖ m§sodlagos, fluoreszcensen jelºlt ellenanyaggal inkub§ltuk a metszeteket 1 

·r§n §t szobahŖm®rs®kleten, a sejtmagok fest®s®hez DAPI-t haszn§ltunk. A v®gsŖ 

mos§st kºvetŖen fluoreszcens fedŖanyaggal (Dako) lefedt¿k a mint§kat, a mikroszk·pos 

k®peket Nikon Eclipse E600 mikroszk·ppal k®sz²tett¿k a Lucia Citogenetics 1.5.6 

verzi·j¼ szoftver seg²ts®g®vel, vagy konfok§lis l®zer scanning mikroszk·ppal fot·ztunk 

(MRC-1024, Bio-Rad). A felhaszn§lt ellenanyagok a 2. t§bl§zatban ker¿ltek 

ºsszefoglal§sra. 

 

III. 5. 3. TGF-ɓ1 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

 

A sejtvonalak t§pfolyad®k§t a 48 ·r§s k²s®rleteket kºvetŖen lesz²vtuk a sejtekrŖl, 

alacsony fordulaton lecentrifug§ltuk, a fel¿l¼sz·t pedig fagyaszt·ban, -80ÁC-on, 

t§roltuk a tov§bbi vizsg§latainkhoz. EbbŖl a fel¿l¼sz·b·l m®rt¿nk TGF-ɓ1 

koncentr§ci·t az R&D Systems ĂSolid Phase Sandwich ELISA kitò seg²ts®g®vel 

(Quantikine R&D Systems, Minneapolis, MN, USA, kat. sz§m: DB100B) a gy§rt·i 

aj§nl§soknak megfelelŖen. 50 ɛl m®diumot m®rt¿nk az egyes well-ekbe, ®s minden 

mint§t triplik§tumban vizsg§ltunk.  

 

 

III. 6. Statisztikai anal²zis 

 

Minden statisztikai anal²zist a GraphPad Prism 4.03 szoftver seg²ts®g®vel v®gezt¿nk 

el. Az adatok norm§l eloszl§s§t a DôAgostino & Pearson teszt seg²ts®g®vel vizsg§ltuk. 

A kapott k¿lºnbs®gek szignifikanci§j§nak meg§llap²t§s§t az adatok eloszl§s§t·l f¿ggŖen 
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nem parametrikus, Mann-Whitney pr·b§val, vagy Student-f®le t-teszttel v®gezt¿k. A 

vad t²pus¼, ®s Dcn knock-out csoportok tumor-elŖfordul§s§nak k¿lºnbs®geit, ®s az 

elt®r®sek szignifikanci§j§t ɢ-n®gyzet pr·b§val ®rt®kelt¿k.  Az egym§st·l f¿ggetlen¿l 

elv®gzett, ism®telt k²s®rletek eredm®nyeinek ºsszevet®s®vel igazoltuk a k²s®rletek 

reproduk§lhat·s§g§t. Csak az ism®telhetŖ, szignifik§ns elt®r®seket tartottuk val·ban 

szignifik§nsnak. A szignifikanci§t a gyakorlatban is §ltal§nosan haszn§lt p < 0,05 

szinten §llap²tottuk meg. 
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IV. EREDM£NYEK 

 

IV. 1. In vitro k²s®rletek eredm®nyei 

 

IV. 1. 1. A decorin g§tolja a k¿lºnbºzŖ hepat·ma sejtvonalak prolifer§ci·j§t 

 

A decorin prolifer§ci· g§tl· hat§s§nak vizsg§lat§t MTT teszttel v®gezt¿k az egyes 

sejtvonalakon. A 5. §bra azt mutatja, hogy a n®gy vizsg§lt sejtvonalb·l h§rom eset®ben 

siker¿lt szignifik§ns prolifer§ci· csºkken®st igazolnunk. Nºveked®sg§tl§st tapasztaltunk 

24 ·r§s kezel®st kºvetŖen a Hep3B sejtekn®l, ®s ez a hat§s hossz¼t§von fennmaradt. 

Hasonl· hat§st ®szlelt¿nk a HepG2 eset®n is, b§r 48 ·r§n§l nem egy®rtelmŤ a g§tl§s 

m®rt®ke. A HuH7 sejtek eset®n a decorin prolifer§ci· g§tl· hat§s§t csak 48 ·r§s kezel®s 

ut§n figyelt¿k meg. A HLE sejtekben pedig mivel csak kism®rt®kŤ, nem-szignifik§ns 

csºkken®st tudtunk kimutatni, a decorin g§tl· hat§sa itt csak m®rs®kelten ®rv®nyes¿lt. 

 

5. §bra. A vizsg§lt hepat·ma sejtvonalak prolifer§ci·s r§t§ja a kezeletlen 

kontrollhoz hasonl²tva decorin kezel®st kºvetŖen (DCN100 = 100 ug/ml 

decorin). Az ®rt®kek a m®r®si adatok normaliz§lt §tlagai Ñ sz·r§s. *p < 0,05; 

**p < 0,01; ***p < 0,001. 
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IV. 1. 2. A decorin hat§sa a jel§tviteli ¼tvonalakra hepat·ma sejt-specifikus 

 

IV. 1. 2. 1. Decorin hat§sa a TGF-ɓ1 szekr®ci·ra 

 

A TGF-ɓ1 szekr®ci·t ELISA m·dszerrel vizsg§ltuk a sejtek fel¿l¼sz·j§b·l. Az 6. 

§bra mutatja be a m®rt TGF-ɓ1 koncentr§ci·t az egyes sejtvonalak m®dium§ban a 48 

·r§s 50 ®s 100 Õg/ml-es decorin kezel®st kºvetŖen a kezeletlen kontroll sejtekhez 

k®pest. A HepG2 sejtekben 49%-os ®s 21%-os, szignifik§ns csºkken®st m®rt¿nk a 

DCN50 ®s DCN100 decorin kezelt csoportokban (*p < 0,05). A Hep3B ®s HLE 

sejtekn®l is szignifik§ns v§ltoz§st mutattunk ki a TGF-ɓ1 koncentr§ci·j§ban; 29% ®s 

36% csºkken®st tapasztaltunk a DCN50 ®s DCN100 csoportokban a Hep3B sejtek 

eset®n (**p < 0,01, *p < 0,05), m²g a HLE sejtekn®l 68% ®s 53% volt a TGF-ɓ1 szint 

visszaes®s a kezel®s hat§s§ra (*p < 0,05). Ugyanakkor a HuH7 sejtek decorin kezel®s®t 

kºvetŖen szignifik§ns v§ltoz§st a szekret§lt TGF-ɓ1 koncentr§ci·ban nem tudtunk 

kimutatni. 

 

6. §bra. Az oszlopdiagram a normaliz§lt, szekret§lt TGF-ɓ1 szintet mutatja 48 

·r§s decorin kezel®st kºvetŖen a vizsg§lt hepat·ma sejtvonalak m®diumaiban.  

*p < 0,05; **p < 0,01 
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IV. 1. 2. 2. Decorin hat§sa a jel§tviteli folyamatokra az egyes sejtekben 

 

A decorin in vitro hat§s§nak vizsg§lat§ban tirozin kin§z receptorok, sejtciklus 

szab§lyoz· feh®rj®k ®s foszfoproteinjeik, illetve olyan jel§tviteli ¼tvonalak fŖ 

komponenseinek vizsg§lat§t v®gezt¿k el, amelyek kºzismerten szerepet j§tszanak a 

HCC progresszi·j§ban, vagy a decorinnal kor§bban m§r ºsszef¿gg®sbe hozt§k Ŗket [35, 

73-75]. 

 

7. §bra. Foszfo-tirozin kin§z receptor array eredm®nyek a HepG2, Hep3B ®s 

HuH7 sejtvonalakon 48 ·r§s decorin kezel®st kºvetŖen. A diagramok az egyes, 

detekt§lt receptorok foszforil§ci·j§nak m®rt®k®t mutatj§k a kezelt sejtekben, 

normaliz§lva a kezeltelen kontrollhoz. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. 
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 A HepG2 sejtvonal 

 

A HepG2 sejteken a vizsg§lt sejtfelsz²ni RTK-k kºz¿l egyed¿l az EGFR volt akt²v 

(7. §bra). A foszfo-EGFR szintje jelentŖsen lecsºkkent 48 h decorin kezel®st kºvetŖen, 

koncentr§ci·f¿ggŖ m·don (7. §bra). A pEGFR szintje 48%-kal csºkkent a DCN50-es 

csoportban, ®s 84%-kal a DCN100 kezelt sejtekn®l a kezeletlen kontroll popul§ci·hoz 

viszony²tva (p < 0,001, 7. §bra). 

Ugyanezen sejteken, p§rhuzamosan az EGFR foszforil§ci· csºkken®s®vel, az ERK1, 

®s ERK2 defoszforil§ci·j§t figyelt¿k meg. A p-ERK1 eset®n 30% (p < 0,001) ®s 22%-os 

csºkken®st regisztr§ltunk a DCN50 ®s DCN100 csoportokban, m²g a p-ERK2 79% ®s 

64%-kal csºkkent a DCN50 ®s DCN100 kezel®si csoportokban a kontroll sejtekhez 

k®pest (p < 0,01 mindk®t csoportban, 8. §bra). Az ¼tvonal aktivit§s§nak megfelelŖen a 

p21WAF1/CIP1 feh®rje mennyis®ge 4,8-szoros§ra ®s 3,7-szeres®re emelkedett a DCN50 ®s 

DCN100 csoportokban (p < 0,01), m²g a p27KIP1 szintje 1,74-szeres®re ®s 1,5-szºrºs®re 

nºvekedett a DCN50 ®s DCN100 kezel®si csoportokban a kontrollhoz k®pest, 48 ·r§t 

kºvetŖen (p < 0,01 ®s p < 0,05, 8. §bra).  
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8. §bra. HepG2 sejtek n®h§ny kit¿ntetett jel§tviteli feh®rj®inek Western blot 

anal²zise 48 ·r§s decorin kezel®st kºvetŖen. B®ta-actint haszn§ltunk betºlt®si 

kontrollnak (A). Az oszlopdiagramok a vizsg§lt feh®rj®k relat²v mennyis®g®t 

mutatj§k be a DCN50 ®s DCN100 kezel®si csoportokban a kezeletlen kontrollhoz 

k®pest (B). Az §br§zolt ®rt®kek az normaliz§lt adatok §tlaga Ñ sz·r§s.   

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0 ,001. 
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A tov§bbi jel§tviteli ¼tvonalak ®s szereplŖik kºz¿l a c-Myc, GSK3Ŭ/ɓ ®s ɓ-catenin 

aktivit§s§t vizsg§ltuk a kor§bbi megfigyel®sek, ®s az irodalmi adatok alapj§n (8. §bra). 

A decorin hozz§ad§sa a HepG2 sejtekhez csºkkent GSK3Ŭ/ɓ foszforil§ci·t okozott, 

valamint megemelkedett foszfo-ɓ-catenin mennyis®ghez vezetett. A GSK3Ŭ 

foszforil§ci·ja 15% ®s 44%-kal csºkkent a DCN50 ®s DCN100 csoportokban a 

kontrolhoz k®pest (p < 0,05 ®s p < 0,01), m²g a foszfo-GSK3ɓ mennyis®ge 39% ®s 

50%-kal csºkkent a kezelt csoportokban (p < 0,001 mindk®t esetben). Ekºzben a 

ɓ-catenin foszforil§ci·j§nak 2,1-szeres ®s 2,4-szeres emelked®s®t figyelt¿k meg a kezelt 

csoportokban a kontrollhoz k®pest (p < 0,01 mindk®t csoportban). Ezen fel¿l a 

foszfo-c-Myc mennyis®ge is nŖtt; 2,5-szºrºs®re a DCN50 ®s 4,7-szeres®re a DCN100 

csoportokban (p < 0,05 ®s p < 0,01; 8. §bra). 

A fenti eredm®nyek kieg®sz²t®sek®nt, a ɓ-catenint eltŤnni l§ttuk a HepG2 sejtek 

magj§b·l, annak lokaliz§ci·ja jellemzŖen a sejtmembr§nra korl§toz·dott az 

immuncitok®miai vizsg§latok sor§n 48 ·r§nyi decorin kezel®s hat§s§ra (9. §bra, A, B). 

 

 

9. §bra. ɓ-catenin lokaliz§ci· reprezentat²v immuncitol·giai k®pei a kezeletlen 

kontroll (A, C) ®s decorin kezelt (DCN100; B, D) HepG2 (A, B) ®s HLE (C, D) 

sejtekben. L®pt®k =10 Õm (A, B) and 50 Õm (C, D) 
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 A Hep3B sejtvonal 

 

A Hep3B sejteken a hum§n rekombin§ns decorin kezel®s hat§s§ra EGFR, InsR ®s 

IGF-IR foszforil§ci·-v§ltoz§st detekt§ktunk a tirozin kin§z array-en (7. §bra). A HepG2-

hºz hasonl· m·don, az EGFR foszfoprotein szignifik§ns csºkken®s®t figyelt¿k meg 

(13% ®s 49%-os foszfo-EGFR csºkken®s). Ezzel szemben az InsR ®s IGF-IR 

receptorok aktiv§ci·j§ban fokoz·d§st tapasztaltunk. Am²g a pInsR 1,56-szºrºs§ra nŖtt a 

DCN50 csoportban a kezeletlen kontrollhoz k®pest (p < 0,05), a DCN100 csoportban 

®szlelt nºveked®sben szignifikanci§t nem tudtunk kimutatni. Az IGF-IR eset®n is 

hasonl· volt a tendencia, 23%-os nºveked®st l§ttunk a foszforil§ci·ban a DCN50 

csoportban a kontrollhoz viszony²tva (p < 0,05), ugyanakkor a DCN100 kezel®si 

csoportban a receptor aktiv§ci· nem emelkedett statisztikailag szignifik§ns m·don (7. 

§bra). 

Az IGF ®s inzulin receptorok aktiv§ci·j§val p§rhuzamosan jelentŖs nºveked®st 

figyelt¿nk meg az Akt foszforil§ci·j§ban a feh®rje 308-as treoninj§n. 10,8-szoros ®s 9,7-

szeres foszfo-Akt nºveked®st tapasztaltunk a DCN50 ®s DCN100 csoportokban a 

kontroll sejtekben m®rtekhez k®pest (p < 0,01 ®s p < 0,001) (10. §bra).  

Am²g az ERK1 foszforil§ci·j§ban 37%-os nºveked®st detekt§ltunk mindk®t kezelt 

csoportban (p < 0,05 a DCN50 csoportban ®s nem szignifik§ns a DCN100 eset®ben), 

addig szignifik§ns v§ltoz§st az pERK2 szintj®ben nem figyelt¿nk meg.  

Sem a kezeletlen kontrollb·l, sem a decorin kezelt Hep3B sejtekbŖl nem tudtunk 

p21WAF1/CIP1-et kimutatni, ugyanakkor a p27KIP1 feh®rje mennyis®ge szignifik§ns 

emelked®st mutatott 48 ·ra decorin kezel®st kºvetŖen: 71%-os ®s 76%-os emelked®st 

tapasztaltunk a DCN50 ®s DCN100 csoportokban (p < 0,01 ®s p < 0,001) (10. §bra).  
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10. §bra. Hep3B sejtek kit¿ntetett jel§tviteli feh®rj®inek Western blot anal²zise 

48 ·r§s decorin kezel®st kºvetŖen. B®ta-actint haszn§ltunk betºlt®si kontrollnak 

(A). Az oszlopdiagramok a vizsg§lt feh®rj®k relat²v mennyis®g®t mutatj§k be a 

DCN50 ®s DCN100 kezel®si csoportokban a kezeletlen kontrollhoz k®pest (B). Az 

§br§zolt ®rt®kek az normaliz§lt adatok §tlaga Ñ sz·r§s.   

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. 
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A GSK3Ŭ foszforil§ci·ja nem v§ltozott decorin kezel®s hat§s§ra a kontroll sejtekhez 

k®pest, azonban a foszfo-GSK3ɓ mennyis®g®ben kis m®rt®kŤ 26%-os ®s 12%-os 

emelked®st mutattunk ki a DCN50 ®s DCN100 csoportokban (p < 0,05 mindk®t 

esetben). Szignifik§ns v§ltoz§st sem a foszfo-c-Myc, sem a foszfo-ɓ-catenin 

mennyis®g®ben nem tapasztaltunk a decorin kezel®st kºvetŖen a Hep3B sejtekben (10. 

§bra). 

Mivel a Hep3B sejtek TP53 ®s RB mut§nsok, emiatt a sejtek bizonyosan 

kereszt¿ljutnak a G1 f§zis restrikci·s pontj§n. Ez®rt olyan sejtciklus regul§tort 

kerest¿nk, amely a G1 f§zis ut§n kºvetkezik.  Western blot seg²ts®g®vel kimutattuk, 

hogy a decorin kezel®s induk§lja a CDK1 foszforil§ci·j§t; 2,42-szoros emelked®st 

tapasztaltunk a foszfo-CDK1 mennyis®g®ben a DCN50 csoportban, m²g 2,04-szoros 

nºveked®st a DCN100 kezelt csoportban (p < 0,01 mindk®t csoportban, 11. §bra, A). 

Ezzel p§rhuzamosan a WEE1 35%-os mRNS expresszi·s nºveked®s®t m®rt¿k a DCN50 

kezel®si csoportban (p < 0,05), ®s a CDC25A 23%-os csºkken®s®t tapasztaltuk szint®n a 

50 ɛg/ml-es decorin koncentr§ci·val kezelt Hep3B sejtekn®l (p < 0,01, 11. §bra, B). A 

DCN100 csoportban a v§ltoz§s egyik esetben sem volt szignifik§ns (11. §bra, B). 
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11. §bra. Hep3B sejtek foszfo-CDK1 Western blot (A), valamint WEE1 ®s 

CDC25A Real-time PCR anal²zise 48 ·r§s decorin kezel®st kºvetŖen (B). A 

diagramok a denzitometri§s m®r®s®bŖl sz§rmaz· normaliz§lt ®rt®keit (A), ®s a 

megjelºlt g®nek normaliz§lt mRNS expresszi·j§t mutatj§k (B). B®ta-actint 

haszn§ltunk betºlt®si kontrollnak. Az §br§zolt ®rt®kek az normaliz§lt adatok 

§tlaga Ñ sz·r§s.  *p < 0,05; ** p  < 0.01 

 

 

 A HuH7 sejtvonal 

 

A HuH7 sejteken, a Hep3B-hez hasonl·an, aktiv§lt EGFR, InsR ®s IGF-IR 

receptorok tal§lhat·ak. Az EGFR foszforil§ci·ja decorin kezel®st kºvetŖen d·zisf¿ggŖ 

m·don, szignifik§nsan csºkkent 20%-kal, illetve 42%-kal. Az InsR ®s IGF-IR 

receptorok foszforil§ci·ja szint®n megv§ltozott a kezel®st kºvetŖen, azonban 

szignifik§ns elt®r®st csak a DCN100 csoportban tudtunk kimutatni; a foszforil§ci· 

m®rt®ke 34%-kal csºkkent az InsR, ®s 28%-kal az IGF-IR eset®ben (p < 0,05 mindk®t 

esetben) (7. §bra). 

ElŖbbieknek megfelelŖen, a foszforil§lt Akt mennyis®ge is lecsºkkent a decorin 

kezelt sejtekben; a DCN50 csoportban 44%-kal, a DCN100 csoportban pedig 82%-kal 
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kevesebb foszfo-Akt-ot tudtunk kimutatni, mint a kezeletlen kontroll sejtekben (p < 

0,001 mindk®t esetben). Mindezzel szemben jelentŖs ERK aktiv§ci·t detekt§ltunk a 

kezel®st kºvetŖen a HuH7 sejtekben. 2,80-szoros ®s 3,93-szoros nºveked®st figyelt¿nk 

meg az foszfo-ERK1 mennyis®g®ben a DCN50 ®s DCN100 csoportokban (p < 0,001 ®s 

p < 0,01), m²g 12,74-szoros ®s 19,83-szoros volt a pERK2 emelked®s a kezelt 

csoportokban a kontrollhoz k®pest (p < 0,001 mindk®t esetben). A p21WAF1/CIP1 CDK 

inhibitort sem a kontroll, sem a kezelt HuH7 sejtekbŖl nem tudtuk kimutatni, ®s a 

p27KIP1 eset®ben is csak kis m®rt®kŤ, nem szignifik§ns v§ltoz§st figyelt¿nk csak meg 

(12. §bra).  
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12. §bra. HuH7 sejtek kit¿ntetett jel§tviteli feh®rj®inek Western blot anal²zise 

48 ·r§s decorin kezel®st kºvetŖen. B®ta-actint haszn§ltunk betºlt®si kontrollnak 

(A). Az oszlopdiagramok a vizsg§lt feh®rj®k relat²v mennyis®g®t mutatj§k be a 

DCN50 ®s DCN100 kezel®si csoportokban a kezeletlen kontrollhoz k®pest (B). Az 

§br§zolt ®rt®kek az normaliz§lt adatok §tlaga Ñ sz·r§s.   

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. 
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A GSK3 foszforil§ci· azonban nagyon hasonl· mint§zatot mutatott, mint az InsR ®s 

IGF-IR receptorok foszforil§ci·ja. A foszfo-GSK3Ŭ mennyis®ge a DCN50 csoportban 

szignifik§nsan nem v§ltozott, m²g a DCN100 csoportban 61%-kal lecsºkkent (p < 0,05). 

Ezzel p§rhuzamosan, a GSK3ɓ foszforil§ci· a DCN50 csoportban hab§r megemelkedett 

32%-kal (p < 0,05), a DCN100 kezel®si csoportban foszfo-GSK3Ŭ-hoz hasonl·an 

l§tv§nyosan, 62%-kal lecsºkkent (p < 0,001). Az fentiek mellett jelentŖs c-Myc 

foszforil§ci·t detekt§ltunk a 48 ·r§s decorin kezel®s hat§s§ra. 3,17-szoros emelked®st 

figyelt¿nk meg a DCN50 csoportban (p < 0,001) ®s 2,92-szoros nºveked®st a DCN100 

csoportban a kezeletlen kontrollhoz k®pest (p < 0,01). Foszforil§lt ɓ-catenint a HuH7 

sejtekbŖl nem siker¿lt kimutatnunk (12. §bra).  

 

 A HLE sejtvonal 

 

A HLE sejteken nem tudtunk akt²v, foszforil§lt tirozin kin§z receptort kimutatni. 

Ezen megfigyel®s ellen®re jelentŖs v§ltoz§st tapasztaltunk az Akt foszforil§ci·j§ban; 

66%-os ®s 64%-os csºkken®st a DCN50 ®s DCN100 csoportokban a kontroll sejtekhez 

viszony²tva (p < 0,001 mindk®t csoportban). Ugyanakkor ®rdemi v§ltoz§st az ERK1/2 

foszforil§ci·j§ban nem figyelt¿nk meg. Am²g a p27KIP1 nem v§ltozott a decorin 

jelenl®t®ben, a p21WAF1/CIP1 mennyis®ge szignifik§ns m·don megemelkedett (2,45-

szoros nºveked®s a DCN50 ®s 1,82-szoros emelked®s a DCN csoportokban (p < 0,05 ®s 

p < 0,01) (13. §bra). 
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13. §bra. HLE sejtek kit¿ntetett jel§tviteli feh®rj®inek Western blot anal²zise 48 

·r§s decorin kezel®st kºvetŖen. B®ta-actint haszn§ltunk betºlt®si kontrollnak (A). 

Az oszlopdiagramok a vizsg§lt feh®rj®k relat²v mennyis®g®t mutatj§k be a DCN50 

®s DCN100 kezel®si csoportokban a kezeletlen kontrollhoz k®pest (B). Az §br§zolt 

®rt®kek az normaliz§lt adatok §tlaga Ñ sz·r§s.   

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