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1. BEVEZETÉS (IRODALMI HÁTTÉR) 
 

1.1. Májdaganatok  

1.1.1. A hepatocelluláris carcinoma epidemiológiája 

A májdaganatok epidemiológiája összetett, és nehézséget jelent a nagy számú 

másodlagos daganat elkülönítése a primer tumoroktól. A máj leggyakoribb primer malignus 

tumora a hepatocelluláris carcinoma (HCC), mely a primer daganatos esetek 75-85%-át 

teszik ki, de meg kell említeni a jóval ritkább a cholangiocarcinomát, az angiosarcomát, 

illetve a gyermekkori hepatoblastomát is (1). 

A daganatos megbetegedések közül a HCC világszerte a negyedik leggyakoribb 

daganatos megbetegedés. 2018-ban 841 000 új esetet és 782 000 halálesetet regisztráltak a 

világon. Mind az incidenciát, mind pedig a mortalitást tekintve a betegség előfordulása 

férfiak körében 2-3x gyakoribb, mint a nőknél. Évente 500 000–1 000 000 új májrákos esetet 

regisztrálnak, különösen nagy előfordulással a fejlődő országokban, Észak- és Nyugat-

Afrikában (Egyiptom, Gambia, Guinea) Kelet- és Délkelet-Ázsiában (Mongólia, Kambodzsa 

és Vietnam), Melanézia és Mikronézia/Polinézia, ám a betegség előfordulási gyakorisága 

Európában is folyamatosan növekszik (2).  

A HCC kialakulásának fő kockázati tényezői a hepatitis B (HBV), és a hepatitis C 

(HCV) vírus, az aflatoxinnal szennyezett ételek fogyasztása, az öröklött 

anyagcserebetegségek, a 2. típusú cukorbetegség, elhízás, alkoholfogyasztás és a dohányzás 

(2, 3). Ugyanakkor a kockázati tényezők régiónként eltérők lehetnek. A legmagasabb 

kockázatú területeken (Kína, Kelet-Afrika) a fő rizikó faktor a krónikus HBV fertőzés, és az 

aflatoxin expozíció, míg más országokban (Japán, Egyiptom) a HCV fertőzés a domináns ok 

(2, 3). Mongóliában a HBV és a HCV vírusfertőzés, a HBV hordozók HCV-vel történő 

együttes fertőzése, valamint az alkoholfogyasztás hozzájárulnak a betegség kialakulásához 

(2, 4).  

 

1.1.2. A HCC kialakulása és progressziója 

A HCC kialakulásának pontos mechanizmusa nem ismert, egy többlépcsős folyamat 

eredményeképpen jön létre (1. ábra). A korábban említett rizikófaktorok hatására a májban 
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krónikus hepatitis, valamint cirrhosis alakulhat ki, így a cirrhotikus májban dysplasticus 

nodulusok jönnek létre. Ezek precancerosus elváltozásnak felelnek meg, melyekből évek 

múlva HCC fejlődhet ki. Az esetek csupán 10-20%-a alakul ki nem cirrhotikus májban, 

többsége viszont kissejtes dysplasticus nodulusokból cirrhosis talaján fejlődik ki (5). A nem 

cirrhotikus májban kialakuló HCC főbb rizikófaktorai a diabetes mellitus és a nem alkoholos 

zsírmáj, az esetek kis részében játszik szerepet az alkohol és a vírushepatitisek (6). 

 

 
 1. ábra A HCC kialakulásának sematikus ábrája (5) 
 

A májdaganatok kialakulásának molekuláris mechanizmusában számos tényező 

játszhat szerepet. Fontos megemlítenünk a sejtciklus szabályozásának két kulcsszereplőjét, a 

TP53 gént és a retinoblastomát, melyek működési zavarai a májdaganatok kialakulásban is 

bizonyított. Az ázsiai populációban kialakult májdaganatok 13-33%-ban találtak p53 

mutációt, mely eltérést hordozó májdaganatok általában nagyobbak és szövettanilag 

differenciálatlanok. Ezekben az esetekben gyakori a TP53 gén 249. kodonjának GC → TA 

mutációja, melyet az aflatoxin B fertőzöttséggel hoztak összefüggésbe (7).  
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A májdaganatokban leggyakrabban a Wnt jelátviteli út kulcs molekulája, a β-catenin 

protoonkogén fehérje mutációja vagy egyéb onkogén aktivációja figyelhető meg. A Wnt 

jelátviteli útvonal számos élettani és patológiás folyamat szabályozásában vesz részt, ilyen a 

sejtdifferenciáció, proliferáció, apoptózis, embrionális fejlődés szabályozása, illetve a 

daganatos folyamatok. Az embrionális fejlődés során a kanonikus Wnt útvonalnak fontos 

szerepe van, melynek során a β-catenin aktiválódik. Ennek feltétele, hogy az APC/GSK/axin 

komplex ne jöjjön létre és ne foszforilálja a β-catenint, így a fehérje aktivált állapotában a 

sejtmagba transzlokálódik, ahol a T sejt faktorral komplexet alkotva transzkripciós 

faktorként működik és további gének kifejeződését indukálja (8). A kifejlett szervekben, így 

a májban is, normális körülmények között a kanonikus Wnt jelátviteli út már nem aktív, a β-

catenin ubiquitinálódik és lebomlik, így nem kerül a sejtmagba. Számos tanulmány számol 

be a Wnt útvonal fokozott aktivációjáról májdaganatok esetében, ahol ezt főleg a HCV 

fertőzéssel hozták összefüggésbe (9-11).  

A humán daganatok jelentős részében kimutatható az epidermális növekedési faktor 

receptor (EGFR)-MAPK, a c-Met és az Akt útvonalak fokozott működése. Utóbbi 

aktivációja következtében az apoptózis gátlás mellett, foszforilálódik és inaktiválódik a Wnt 

útvonal egyik kulcsfehérjéje a GSK3. Ennek következtében a fent ismertetett útvonal 

aktiválódik. Az EGFR, az ErbB család tagja, mely endogén ligand kötés hatására a Wnt 

jelátvitelhez hasonlóan különféle élettani mechanizmust képes befolyásolni. Az EGFR 

pontmutáción, illetve amplifikáción alapuló funkciónyeréses mutációját HCC-ben szintén 

leírták (12).  

A transzformáló növekedési faktor béta-1 (TGF-β1) szerepe a fibrogenesis és 

carcinogenesis eseményeiben attól függ, hogy milyen stádiumában van a folyamat. A 

carcinogenesis korai eseményei során, amikor a TGF-β receptor II megőrzött, a TGF-β 

tumorszuppresszorként viselkedik. Az előrehaladott májdaganatok esetén azonban a receptor 

gyakran hiányzik a tumorsejtek felszínéről, miközben a TGF-β fokozott mennyiségben 

mutatható ki a daganatszövetben. Ennek alapján feltételezhető, hogy ilyenkor a növekedési 

faktor más hatást fejt ki. A növekedési faktor késői hatásai már az angiogenesis és az 

epitheliális-mesenchymalis tranzíció (EMT) stimulálásához, valamint a strómális 

komponensekre gyakorolt hatásához köthetők, melyek a tumorinváziót segítik elő (13).  
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A májdaganatok kialakulása és progressziója során számos epigenetikai változást 

ismertettek, melyek gének csendesítéséhez vagy fokozott aktivitásához vezetve segítik elő a 

malignus transzformációt. A májdaganatokra a globális hipometiláció mellett a szupresszor 

gének hipermetilációja is jellemző. Kóros hipermetilációról számoltak be a RASSF1A, p15, 

p16, p21, E-cadherin GADD45β esetén, míg a STAT1és a RAS gén hypometilált (14, 15).  

 

1.1.3. Májmetasztázisok  

A máj a metasztázis képzés legfőbb célszerve. Számos daganat adhat ide áttétet, 

ilyenek például az emlőrák, gyomorrák, hasnyálmirigyrák, vastagbélrák, végbélrák, de adhat 

májáttétet a vesedaganat, a tüdőrák és sok más rosszindulatú betegség is. A májáttétek 

leggyakrabban colorectális eredetűek, ugyanis a bélrendszerből összegyűlő vérmennyiség 

teljes egésze először a máj szűrőrendszerén halad keresztül, lehetőséget adva a szétszóródó 

daganatsejteknek a májban való megtelepedésre (16).  

 

1.1.4. Kezelési lehetőségek 

A HCC korai stádiumban diagnosztizálva, mielőtt az továbbterjedne a máj 

állományában, vagy átterjedne a környéki nyirokcsomókra, illetve más szervekre, kezelhető 

műtéti rezekcióval vagy májátültetéssel (2, 17, 18). Mivel a HCC döntő hányada cirrhotikus 

májban alakul ki, a rezekciót csupán a betegek kb. 15%-nál lehet elvégezni és általában rossz 

a prognózisa, medián túlélési idejük kevesebb, mint 1 év. A colorectális eredetű májáttétek 

máig egyetlen kuratív terápiás lehetősége a sebészi rezekció (19). 

Számos egyéb kezelési lehetőség létezik HCC esetén, ami ugyan végleges gyógyulást 

nem eredményez, de jobb életminőséget és hosszabb túlélést biztosíthat. Ilyenek a percutan 

etanol injekció, vagy radiofrekvenciás abláció (RFA), a sugárkezelés, kemo- és 

radioembolizáció. Ide tartozik a nemrégiben megjelent daganatellenes terápia új módszere a 

célzott támadáspontú gyógyszerek alkalmazása is, melyek közül az első forgalomban lévő 

gyógyszer a Sorafenib (Nexavar) egy vascularis endothelialis növekedési faktor receptor 

(VEGFR) és vérlemezke eredetű növekedési faktort receptor (PDGFR), valamint Raf kináz 

gátló molekula (20, 21). Az Egyesült Államok Élelmezési és Gyógyszerészeti Igazgatósága 

(FDA) 2017-ben jóváhagyta egy második vonalbeli célzott terápiás készítmény, a 
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Regorafenib (Stivarga) alkalmazását, a korábban Sorafenibbel kezelt betegek kezelésére 

(22). A Sorafenib mellett, első vonalban alkalmazható tirozin kináz receptor (RTK) gátló a 

lenvatinib (Lenvima), melyet 2018-ban engedélyezett az FDA, olyan betegek számára, akik 

műtéti úton nem kezelhetőek (22, 23).  

 

1.2. Az extracelluláris mátrix  

Az extracelluláris mátrix (ECM) minden szövetben és szervben megtalálható nem 

celluláris komponens. Az ECM nem csupán a szövetek szerkezeti integritását adja és 

mechanikai támaszt nyújt, hanem kiemelkedő szabályozó szerepe van különféle sejtélettani 

folyamatokban, mint a morfogenesis, differenciáció, proliferáció, túlélés, migráció és 

homeosztázis (24). Az ECM alapvetően vízből, fehérjékből és poliszacharidokból álló 

komponens, de összetétele szövetenként eltérő és specifikus (24). Az ECM-ot alkotó fehérjék 

csoportjai a fibrilláris komponensek, mint a kollagén és elasztin; az adhezív glikoproteinek, 

melyeknek fő képviselői fibronectin és a lamininek; valamint a proteoglikánok és a 

hyaluronsav (25). Az ECM legnagyobb mennyiségben jelen lévő komponense a kollagén, 

melynek 28 altípusát különböztetjük meg (25, 26). A fibrilláris kollagének az I, II, III, V, XI, 

XXIV, és XXVII. típusú kollagéneket foglalja magába, melyek rostokba szerveződve a 

legnagyobb mennyiségben vannak jelen a szövetben (25). Ezek, illetve más kollagénekkel, 

ECM fehérjékkel, valamint proteoglikánokkal együttesen nagyméretű fibrilláris struktúrát 

hoznak létre, melyek egymással és más ECM molekulákkal interakcióba lépve egy komplex 

háromdimenziós mátrixhálózatot alakítanak ki (25, 27). Az adhezív glikoproteinek (laminin, 

fibronectin, entactin) kötik össze a sejteket a sejtmátrix struktúrájával és aktív szerepet 

játszanak a sejtek és szerkezeti elemek összerendezésében (28).  

A fent említettek szerint az ECM szerkezeti-mechanikus funkciói mellett, számos 

fiziológiás és patológiás szabályozásban is szerepet játszik. A daganatos mikrokörnyezet 

celluláris komponensekből (pl. aktivált csillagsekjtek, gyulladásos sejtek, erek), bioaktív 

komponensekből és az ECM-ból áll (29). Az embrionális fejlődés, valamint a homeosztázis 

biztosítása érdekében az ECM komponenseket szigorú szabályozottság jellemzi (29, 30). 

Daganatos átalakulás során az ECM-ban mennyiségi és minőségi változások történnek, a 

tumorsejtek képesek manipulálni a mikrokörnyezetüket saját túlélésük érdekében (bioaktív 
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anyagokat szabadítanak fel és tesznek elérhetővé maguk számára, mint pl. növekedési 

faktorok, angiogenesist szabályozó molekulák), ezáltal biztosítva a proliferatív jelátvitel 

fenntartását (29, 30). A kóros ECM megváltoztatja a stróma sejtek viselkedését, melyek 

ezáltal a daganat túlélésének kedvező mikrokörnyezetet hoznak létre. (29, 30).   

A HCC általában cirrhosis vagy fibrosis talaján alakul ki, melyet az ECM jelentős 

átalakulása jellemez (31). Hepatocarcinogenesis során, a felgyorsult hepatocyta regeneráció 

mellett a DNS hibajavítás elégtelen, mely a mutációk fokozatos felhalmozódásával  

rosszindulatú átalakuláshoz vezet (32). A tumoros átalakulást az ECM fehérjék fokozott 

felhalmozódása jellemzi. Profibrotikus citokinek, növekedési faktorok, reaktív 

oxigéngyökök (ROS) szabadulnak fel, kollagéntermelő sejtek aktiválódnak, melyek végső 

soron szöveti átalakuláshoz vezetnek, ezzel torzítva a máj normál architektúráját (33).  

Az elmúlt évtizedekben a kutatások célpontjává vált a tumor és a mikrokörnyezet 

közötti kapcsolat felderítése. Munkám során az ECM proteoglikánjainak egyik neves 

képviselőjével, a decorin tumorbiológiában betöltött szerepével foglalkoztam. 

  

1.3. A proteoglikánok  

A proteoglikánok (PG) fehérje vázból és ahhoz kovalensen kötődő (O-glikozidos 

kötéssel) glükózaminoglikán (GAG) molekulából álló vegyületek, melyek a szervezetben 

mindenütt jelen vannak, előfordulhatnak intracellulárisan, a sejt felszínén, vagy az ECM-ban 

(1. táblázat) (34-36).  

A proteoglikánok szerkezeti diverzitásának köszönhetően a szervezetben számos 

létfontosságú funkciót töltenek be. Szerkezeti szerepük mellett, aktív szerepet játszanak a 

molekuláris interakciókban, sejtadhézióban, motilitásban, proliferációban, differenciációban 

és szöveti morfogenesisben (34, 35). Az egészséges májszövet legjellemzőbb proteoglikánja 

a transzmembrán syndecan-1 (34, 37). A máj károsodása következtében a proteoglikánok 

mennyisége igen gyorsan változik (34).  

A proteoglikánok GAG láncai ismétlődő diszacharid egységekből állnak, melyek 

mindegyike különböző mértékben szulfatált vagy acetilezett hexózaminból (D-glükozamin, 

N-acetil-glükózamin, vagy N-acetil-galaktózamin) és uronsavból (glükuronsav vagy 

iduronsav) épül fel (34, 36). Ezen láncok hossza változó, de a fehérjemaghoz kötődő láncok 
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számát a kapcsolódási helyek száma határozza meg, amelyeket Ser-Gly dipeptid motívumok 

jelölnek (34). A heparán-szulfát (HS) gerincét glükuronsav és N-acetil-D-glükozamin 

alkotja, a kondroitin-szulfát (CS) glükuronsavból és N-acetil-galaktózaminból áll, a 

dermatán-szulfát (DS) iduronsavat és N-acetil-galaktózamint tartalmaz, a keratán-szulfát 

(KS) pedig uronsav helyett szulfatált galaktózt tartalmaz N-acetil-glükózamin egységekkel 

(34). A heparán-szulfát D-glükozaminjainak részleges szulfatálása N-acetilált és N-szulfatált 

régiók változó doménszerkezetét hozza létre (34). Ez utóbbi kölcsönhatásba léphet többek 

között növekedési faktorokkal, növekedési faktor receptorokkal, citokinekkel, 

lipoproteinekkel és vírusokkal (34). 

Csoportosíthatjuk őket szerkezetük, lokalizációjuk, GAG cukorláncuk és funkciójuk 

alapján (1. táblázat) (34). A GAG cukorláncokat heparán-szulfát, dermatán-szulfát, 

kondroitin-szulfát és keratán-szulfát csoportokba sorolhatjuk (1. táblázat) (38). 

Lokalizációjuk szerint megkülönböztetünk intracelluláris proteoglikánokat, mint a 

serglycint, a membrán-asszociált proteoglikánok közé soroljuk a syndecant, glypicant, 

betaglycant és a CD44-et. A pericelluláris PG-ok a bazálmembrán proteoglikánjai, melyek 

az erek, epeutak bazális membránjában találhatóak, illetve a hyalectanok (hyaluronsavat és 

lectint kötő PG-k) (1. táblázat) (34). Az extracelluláris proteoglikánok közé soroljuk a kis 

leucin-gazdag proteoglikánokat, melynek csoportjába tartozik a disszertációmban 

részletesen tárgyalt decorin is, melyről irodalmi összefoglaló a következő fejezetekben 

olvasható (1.4-1.5).  
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1. táblázat A proteoglikánok csoportosítása. SLIPs: syndecan-szerű 
transzmembrán proteoglikánok, GRIPs: glypican csoportba sorolható sejtfelszíni 
proteoglikánok, SLRPs: kis leucin-gazdag proteoglikánok, hyalectanok: 
hyaluronsavat és lectint kötő PG-ok, BM: bazális membrán (34) 
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1.3.1. A kis leucin-gazdag proteoglikánok  

A kis leucin-gazdag proteoglikánok (SLRP=Small Leucine-Rich Proteoglycans), az 

ECM-ban található proteoglikán család, melyek jellegzetessége, hogy az interakciós 

doménjükben leucin-gazdag ismétlődések (LRR=Leucine-Rich Repeats) találhatóak, 

melyeket N- és C-terminálisan cisztein-gazdag régió határol (39). Az első SLRP fehérje 

kristályszerkezetét Kobe és munkatársai azonosították, pancreas ribonukleáz-inhibitor 

analízisével (40, 41). A fehérje központi LRR doménje leucin és egyéb kis hidrofób 

egységekben gazdag ismétlődésekből álló régió (39). Ezek az ismétlődések 11 aminosav 

LxxLxLxxNxL (x=bármilyen aminosav) jellegzetes mintázatát mutatják, ahol a leucin 

helyettesíthető izoleucinnel, valinnal vagy ritkábban más hidrofób aminosavakkal (42). Az 

egyes LRR régók hossza 20-39 aminosav között változhat a különböző SLRP-ben, valamint 

számos másodlagos struktúrából állhat, mint az α-helix, poliprolin-II-helix, β-redő, 310-helix 

és β-lemez (39). Az SLRP család 18 tagból áll, és 5 alosztályba sorolható a fehérjék és a 

genomszintek konzerválódása és homológiája alapján, valamint a meghatározott távolsággal 

és kromoszomális szerveződéssel rendelkező N-terminális cisztein-gazdag régió jelenléte 

alapján (43). Az SLRP családjának I. osztályába tartozik a decorin, biglycan, asporin és 

ECM2; II. osztályba soroljuk a fibromodulint, a lumicant, keratocant,  PRELP-t (proline 

arginine-rich end leucine-rich repeat protein) és az osteoadherint, a III. osztály tagjai az 

opticin, epiphycan és az osteoglycin, a IV osztályba sorolható a chondroadherin, nyctalopin 

és a tsukush, illetve az V. csoport képviselői a podocan és a podocan-szerű fehérjék (1. 

táblázat) (39). 

 

1.4. A decorin 

A decorin az SLRP családjának I. osztályába tartozó fehérje. A csoport sajátossága, 

hogy a tagok mindegyikének, aszimmetrikus szerkezete van, erősen konzervált intron-exon 

kapcsolódással, valamint két diszulfidhidat tartalmazó N-terminális cisztein régió 

(Cx3CxCx6C) jellemzi őket (39). A decorin és a biglycan két szerkezetileg nagyon hasonló 

képviselője a csoportnak, melyeket egy vagy két kondroitin- vagy dermatán-szulfát lánc 

alkot. Az asporin szerkezeti sajátossága, hogy hiányzik a Ser-Gly dipeptid mintázat és a 
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glikozilációhoz szükséges aminosavaik. Az ECM2-t tizenhárom LRR és három N-

glikozilációs hely jellemzi (39). 

A decorin (NM_133507) ~100 kDa méretű, az ECM kis proteoglikánja, mely 40 kDa 

méretű core-proteinből és hozzá kapcsolódó egy darab GAG láncból áll, ami lehet 

kondroitin- vagy dermatán-szulfát (2. ábra) (44). A decorint 1986-ban humán embrionális 

csillagsejt vonalból klónozták először és „small proteoglycan II”-nek, valamint PG40-nek, 

nevezték el a központi fehérje mérete után. Az általánosan ismert decorin nevet 1988-ban 

kapta, arról, hogy az ECM-ban a kollagén szálakhoz kötődik, azokat „dekorálja” (45). A 

decorin gén az emberben a 12q23, míg egérben a 10-es kromoszómán található meg (46). A 

humán decorin 359 aminosavból és 4 doménből áll (46). 

Az I. domén 16 aminosavas szignál peptid szakaszból és 14 aminosavas propeptidből 

áll. A szignál peptid felel a decorin durva endoplazmatikus retikulumba történő juttatásáért, 

majd ez lehasad a fehérjéről, így nem vesz részt az érett proteoglikán felépítésben. A 

propeptid a GAG oldalláncok kialakulásának szabályozásában vesz részt, azáltal, hogy 

felismeri és megköti a GAG bioszintézis kaszkád első enzimét, a xilozil-transzferázt, így 

xilózt helyez a Ser 4 aminosavra. Ezután a fehérje a Golgiba kerül (44, 46).  

A II. domén negatívan töltött, a decorin egyetlen szulfatált GAG oldallánca itt 

kapcsolódik O-glikozidos kötéssel a 4-es pozícióban lévő szerinhez. Konszenzus 

szekvenciája: (aminosav)-(aminosav)-X-Ser-Gly, ahol a Ser-Gly dipeptid előtt legalább egy, 

bármilyen típusú, negatív töltésű aminosav helyezkedik el. Ez a domén egy erősen konzervált 

cisztein-gazdag régiót is tartalmaz, melynek konszenzus szekvenciája: Cx2-3CxCx6-9C, ahol 

a Cys-eket diszulfid hídak kötnek össze (2. ábra) (46).  

A III. domén az interakciós domén, amely 10 db tandem LRR régiót tartalmaz, 

valamint a proteoglikán aminosavainak 60-80%-a itt található. Konszenzus szekvenciája: 

LxxLxLxxNxLSxL, ahol az L: leucin, izoleucin, vagy valin lehet, az S: szerin vagy treonin, 

X helyén pedig bármilyen aminosav állhat. A humán decorinban itt található az a 3 db Asn-

hoz kapcsolt N-oligiszacharid, melynek szerepe a molekula önaggregációjának késleltetése 

az ECM-hoz, illetve sejtfelszíni fehérjékhez való kapcsolódás által. A III. domén LRR3-6 

régiója segítségével valósul meg a decorin I-es típusú kollagénhez történő kapcsolódása. Ezt 

a szakaszt N- és C-terminálisan cisztein-gazdag régiók határolnak (2. ábra) (44, 46). 
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A IV. domén a C-terminális domén, kb. 50 aminosavból épül fel, az itt található 2 

ciszteint diszulfid híd köti össze. Az így kialakult hurok fontos szerepet játszik a 

fibrillogenesis szabályozásában. Az N- és C-terminális diszulfid hídjai fontos szerepet 

töltenek be a decorin-kollagén interakció megvalósításában (2. ábra) (46). 

 
2. ábra (A) A decorin szerkezete. (B) A decorin kollagénhez való kötődése. (C) A 
decorin vázlatos felépítése. A decorin molekula N-től C-terminális rész felé haladva 
szignál peptidből (SP), propeptidből (PP), GAG oldallánc–kötő szerin 
aminosavból, N-terminális cisztein-gazdag régióból, központi LRR régióból és C-
terminális cisztein-gazdag régióból áll. A LRR régiónak 3 db N-oligiszacharid-kötő  
oldallánca van (44).  

 

Térbeli szerkezete: 

A humán decorin 3D térbeli szerkezetét elsőként Weber és munkatársai a sertés 

ribonukleáz-inhibitor krisztályszerkezete alapján modellezték, ugyanis mindkét fehérje LRR 

régiókat tartalmaz és magas szerkezeti homológiát mutat (41). A decorin patkó alakú 

molekula, két karja közötti távolság 6,5 nm, az apex és az alap közötti rész 4,5 nm 

hosszúságú, a molekula vastagsága pedig 3 nm (41). Az ív alakú molekulához egy GAG lánc 
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és azonos oldalon három N-oligoszaccharid oldallánc csatlakozik. Az LRR régió belső, 

konkáv felszínét β-redők, a külső, konvex részét α-hélixek alkotják (41). A konkáv felszínhez 

csupán egy 3 nm hosszú kollagén hármas hélix kapcsolódása lehetséges (3. ábra) (41, 46). 

 
3. ábra A humán decorin térbeli szerkezete. A zöld színű modell a decorint, a sárga 
a kollagént reprezentálja, a piros szín a GAG kapcsolódási helye a Ser 7 
aminosavhoz, lila pedig az N-oligoszaccharid kapcsolódási helyeket mutatja. Asn: 
aszparagin; Ser: szerin (41). 

 

1.4.1. A decorin szerkezeti és élettani funkciói 

A decorin fontos szerepet tölt be a kollagén fibrillogenesisében, képes kötődni az 

inakban, bőrben, ligamentumokban, és egyéb kötőszövetben előforduló I, II, IV. típusú 

kollagénekhez (47). A kollagén rostok közötti távolság a fehérje vázhoz kapcsolódó GAG 

oldalláncok által szabályozott (2. ábra). A fibrillogenesis mellett, a decorin részt vesz a 

kollagén „turnover” és degradáció szabályozásában is (48). A kötőszövet felépítésében 

betöltött kiemelkedő szerepét számos kutatás bizonyítja. Danielson és Schaefer eredményei 

szerint (49, 50), a DCN-/- állatok bőre fragilis, a kollagén morfológiája abnormális, a 

degradációja pedig fokozott, szemben a decorint expresszáló csoporttal. Egy másik 

tanulmány szerint a decorin expresszió és glikolizáció rendellenességének szerepe van az 

Ehlers-Danlos szindróma és a Marfan szindróma kialakulásában (51, 52), továbbá 

Jarvelainen és munkatársainak vizsgálatai bebizonyították (53), hogy a DCN hiányos 

egerekben a sebgyógyulás elégtelen. 
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A kötőszövet szerkezeti biztosításán túl, a decorin számos más élettani folyamat 

szabályozásában is részt vesz, ilyenek a differenciáció, migráció, proliferáció, adhézió, 

továbbá fontos szerepet tölt be a gyulladásra bekövetkező válaszreakció kialakításában és a 

tumor növekedés szabályozásában is (47). Ez utóbbit három szinten képes befolyásolni: a 

decorin közvetlen hatással van egyes primer tumorok növekedésére és progressziójára, 

szerepe van az angiogenesis szabályozásában, illetve gátolja a metasztázisok kialakulását 

(47). 

 

1.4.2. Kutatások decorin génkiütött modelleken  

A decorin daganatgátló szerepének megerősítésére az 1990-es évek végén elkezdődött 

DCN-/- egérkísérletek további bizonyítékként szolgáltak (49). DCN-/- egerekben magas 

zsírtartalmú diéta esetén spontán béldaganat alakult ki. Ezekben a modellekben a decorin 

hiánya csökkent sejt differenciációval és fokozott proliferációval járt, melyek 

patomechanizmusában a p21WAF1/CIP1, p27KIP1, TFF3 (trefoil factor 3) és E-cadherin fehérjék 

gátlását, illetve a Wnt jelátviteli útvonal egyik kulcsszereplőjének, a β-cateninnek 

fokozódását detektálták (54).  In vitro és in vivo vizsgálatok is megerősítették, hogy a decorin 

az E-cadherin stabilizációja révén tumorszupresszor szereppel bír a colorectális carcinomák 

kialakulásában (55). E fehérjék azonosítása a decorin tumorellenes hatásaira épülő kutatások 

alappilléreként szolgált. Iozzo eredményei szerint, a decorin és p53 fehérje együttes hiánya  

agresszív T-sejtes limfómák kialakulásához és ezen állatok korai halálához vezet (56). A 

decorin hiánya szintén fokozott tumorigenesishez vezetett in vivo dietil-nitrózamin (DEN) és 

tioacetamid (TAA) kezelt egerek májában (részletesen az 1.5. pontban) (57).  

Ezek a tanulmányok együttesen arra engednek következtetni, hogy a decorin hiánya 

fokozott tumor képződéshez vezet, és jelenléte védelmező szereppel bír számos daganattípus 

esetében.  

 

1.4.3. A decorin lokalizációja a daganatos mikrokörnyezetben 

A decorin daganatokban betöltött biológiai szerepének megértéséhez, elsőként fontos 

tisztázni a proteoglikán tumor strómában kialakított expressziós mintázatát. Az irodalomban 

fellelhető kutatások jelentős része in vitro vizsgálatokon alapul, így a decorin szövetben 
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betöltött szerepéről kevés információ áll rendelkezésünkre. Ugyanakkor a jelenlegi irodalmi 

adatok szerint, a különböző eredetű és stádiumú daganatos szöveteken végzett vizsgálatok 

alapján, a decorin expressziója egyfajta mintázatot mutat, ugyanis legtöbb esetben 

mennyisége csökken az előrehaladott daganatok strómájában, szemben a környező 

szövetekkel és normál szövethez képest. Humán emlődaganat strómájában a decorin 

mennyisége mind mRNS, mind pedig fehérje szinten alulexpresszált, a kontroll mintával és 

a tumor környező szövettel (NAT=non-adjacent tissue, nem tumoros környező szövet) 

szemben (58). Csökkent decorin expressziót mértek számos más rosszindulatú daganatban 

is, mint például a tüdő (59), petefészek (60) és endometrium daganatokban (61). Ezen felül, 

nyirokcsomó-negatív emlőrákban és lágyrésztumorokban a decorin csökkent expressziója 

rossz prognózisra utal (62, 63). A decorin mennyiségének csökkenését figyelték meg 

húgyhólyag urothelialis carcinoma, cervix laphám- és adenocarcinoma, vastagbél és vese 

adenocarcinoma, ovarium mucinosus, serosus cystadenocarcinoma és endometroid 

carcinoma, hasnyálmirigy adenocarcinoma, prosztata adenocarcinoma, rectum 

adenocarcinoma, gyomor adenocarcinoma, here embrionális carcinoma és seminoma 

stromájában a normál szövetekhez képest. A Human Protein Atlas online adatbázis normál 

és tumoros mintáinak összehasonlítása is arra enged következtetni, hogy a daganatok 

növekedéséhez alacsony decorin expresszió szükséges (64, 65). Összehasonlítva a tüdő 

laphám- és adenocarcinoma decorin expresszióját normál tüdőszövettel, a decorin 

expressziójának szignifikáns csökkenését figyelték meg mind a kétféle tumorban (66). Iozzo 

és mtsai (67) szerint alacsony és magas grádusú urothelialis carcinoma esetében csökkent 

decorin expresszió mérhető a stómában. További vizsgálatok azt mutatták, hogy a decorin 

expressziója csökken a myeloma multiplex, monoklonális gammopathia (68) és nyelőcső 

laphámrák esetében is (69). Számos tanulmány a decorin expressziójának teljes hiányáról 

számol be a különféle daganatok tumor parenchymajában, ideértve az urothelialis, a 

prosztata, a myeloma és a májdaganatot is (57, 70-74).  

Humán vastagbél daganatban és emlőcarcinomában a korábbi mintázattól eltérően, 

magas decorin expressziót figyeltek meg a tumor strómájában (75-79). Ezekben az esetekben 

elképzelhető, hogy strómában megtalálható nagy mennyiségű decorin jelenléte gátolhatja a 

különféle RTK-okat, ezáltal blokkolva a tumor proliferációját.  
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Érdekes módon, transzkripciós vizsgálatok során krónikus limfoid leukémiában (CLL) 

magas decorin mRNS szint mérhető a korai stádiumban, ezzel szemben a daganat 

előrehaladott szakaszában a proteoglikán expressziója csökken (80). Hasonló tendenciát 

figyeltek meg a lágyrész sarcomákban is (81). Ezek alapján, valószínűsíthető, hogy a 

malignus viselkedés összefüggésben lehet az endogén decorin mennyiségével, amely 

potenciális biomarkerként szolgálhat a betegség korai és a késői stádiumának 

megkülönböztetésében.   

 

1.4.4. A decorin jelátviteli mechanizmusa a daganatokban 

1.4.4.1. A decorin hatása a növekedési faktorokra 

Elsőként Yamaguchi és Rouslahti írták le a decorin és a TGF-β1 kapcsolatát 1990-ben. 

A proteoglikán képes közvetlenül kötődni a TGF-β1-hez, ezáltal befolyásolja működését és 

jelátviteli útvonalait (4. ábra) (82). A decorin fehérje váza felismeri a TGF-β összes 

izoformáját (TGF-β1, TGF-β2 és TGF-β3), majd kölcsönhatása révén hatékonyan gátolja a 

tumorsejtek növekedését és terjedését (82, 83). A decorin képes eltávolítani a TGF-β-t és más 

citokineket a keringésen, vagy a húgyúti traktusokon keresztül, illetve kihorgonyozni a 

kollagénrostokhoz. Az ECM-hoz rögzített ligand, már nem képes a TGF-β receptorral 

(TGFβRI és TGFβRII) való interakcióra (84). Ennek nyomán elmarad a Smad2, a Smad3 és 

az Erk1/2 jelátviteli útvonal aktiválása. Az események következtében a csillagsejtek nem 

aktiválódnak, nem fokozódik az ECM fehérjék termelése, így pl. kísérletes májfibrogenezis 

modellben, a vad genotípusú állatok májában a fibrosis kisebb mértékű lesz, mint a DCN-/- 

egerekben (85, 86). A decorin számos in vitro kísérleti rendszerben szintén gátolja a TGF-β 

aktivitását (87-89). A decorin, mint fiziológiás TGF-β inhibitor, gátolja a citokin szerepét a 

gyulladásos folyamatokan, és a szöveti regenerációban is (83, 84, 90). 

A decorin a TGF-β szupercsalád egy másik tagjához, a myostatinhoz is képes kötődni, 

ami fokozott izomregenerációt eredményez (91-93). A myostatint ugyanakkor a daganatos 

cachexia kialakulásának és fenntartásának egyik kulcsszereplőjének tartják, így ennek 

gátlása ígéretes célpont lehet (94-96). 

A decorin az LRR12 régióján keresztül kötődik a kötőszöveti növekedési faktorhoz 

(CTGF) és negatívan szabályozza azt (88, 97). Ennek a növekedési faktornak fontos szerepe 
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van a fibrosis progressziójában, az ECM fehérjék termelésében, a kemotaxisban, a 

sejtproliferáció és a differenciáció szabályozásában, valamint a gyulladási folyamatokban is 

(98-100). A CTGF család egyik tagja, a Wnt által indukált szekretált protein-1 (WISP-1, más 

néven CCN4), mely számos daganatban onkogén szerepéről ismert, ahol fokozza a sejt 

migrációt és elősegíti az EMT-t (101). Ezt a fehérjét a decorin a dermatán szulfát GAG 

oldallánca segítségével képes kötni, és ezáltal a Wnt jelátviteli útvonalat szabályozni (102).  

 
4. ábra A decorin ismert célpontjai és azok szerepe a jelátviteli folyamatokban 
(103).  

 

A decorin további, bizonyított interakciós partnere a TGF-β család egyik újabb tagja, 

az onkogénként ismert aktivin C. A két faktor kölcsönhatása következtében az aktivin C 

caveola-mediált endocitózissal internalizálódik, ezáltal gátolt proliferációt és migrációt 

eredményez a humán vastagbéldaganatos sejtekben (104).  

Hasonló mechanizmussal gátolja a decorin a PDGF-t is (105), ezáltal megakadályozza 

annak receptorhoz való kötődését, így késlelteti a tumorképződést TAA indukált egerek 

májában (4. ábra) (106).  
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A decorinnak fontos szerepe van az inzulin jelátviteli szabályozásában is. Amellett, 

hogy képes kölcsönhatásba lépni az inzulin-szerű növekedési faktor receptorral (IGF-1R) és 

az inzulin receptorral (InsR) (részletesen az 1.4.4.2. fejezetben), kis affinitással az IGF-1-et 

is képes megkötni, így az endogén ligandokkal együtt verseng a receptor kötőhelyekért (4. 

ábra) (88, 107). Ebben az esetben a decorin koncentrációfüggő módon viselkedik, így a nagy 

mennyiségben jelenlévő szolubilis decorin hatékonyan tudja gátolni az IGF-1 jelátvitelét 

(88). 

 

1.4.4.2. A decorin és a RTK-ok kapcsolata 

A decorin tumorszupresszor hatását elsőként különféle RTK-ok gátlásával hozták 

összefüggésbe (108).  

A decorin első tanulmányozott RTK interakciós partnere, az ErbB család tagjaként 

ismert EGFR volt (4. ábra). Az A431 laphámrák sejtvonalon végzett részletes elemzés 

rámutatott, hogy a decorin az LRR régiója segítségével a receptor szűk régiójához kötődik, 

részben átfedésben az EGF kötőhelyével, így létrejön a receptor dimerizációja és 

autofoszforilációja (109-112). Az interakció által elindított útvonal eredményeként mitogén 

aktivált protein kinázok (MAPK) aktiválódnak, intracelluláris kalcium mobilizálódik, és a 

p21WAF1/CIP1, egy ciklin-dependens kináz inhibitor indukciója következik be, valamint a 

kaszpáz-3 aktiválása (113, 114). Mindezek hatására a sejtproliferáció gátlás alá kerül, 

apoptózis, angiogenesis és onkogén szupresszió következik be a sejtekben (64, 88, 108). A 

decorin ezen kívül fokozza az EGFR caveola-mediált endocitózisát és lizoszómális 

degradációját, mely csökkenti a membránban található receptor mennyiségét (108, 115). 

Különféle tanulmányokban bizonyították, hogy a magasabb decorin expresszió 

csökkenti az EGFR aktivitását, ami p53 és p21WAF1/CIP1 fehérjék indukciójához vezetett. 

Ennek hatására a sejtek a ciklus G1 fázisában megrekednek, a sejtproliferáció gátlás alá kerül 

(116). Ugyanakkor munkacsoportunk kísérletei alapján a decorin hiánya fokozza az EGFR 

foszforilációt, mely az ERK1/2 aktivációjához, fokozott hepatocarcinogenesishez vezet 

kísérletes egér modellekben (57). 

 A decorin az ErbB család további tagjaival is képes interakcióba lépni, az ErbB4-hez 

való kötődése következtében a decorin megakadályozza az ErbB4 és ErbB2 dimerizációját, 
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ami proliferáció és differenciáció gátlásához vezet emlőcarcinoma sejtekben (88, 117, 118). 

Goldoni és munkatársainak in vitro vizsgálatai szerint decorin hatására az ErbB2-t 

expresszáló emlő adenocarcinoma sejtvonal sejtjeinek proliferációja csökken (117).  

A decorinnak ugyancsak fontos interakciós partnere a hepatocyta növekedési faktor 

(HGF) receptora, a c-Met, melyhez való kötődés eredményekképpen a receptor erős Tyr 

foszforiláción megy keresztül. Így hasonlóan az EGFR-nél tapasztaltakhoz, a c-cbl 

mennyisége felhalmozódik és bekövetkezik a receptor proteoszómális degradációja (64, 

119). Ennek következtében további „downstream” jelátviteli útvonalakat befolyásol, gátolja 

a Myc és β-catenin expresszióját, ezáltal csökkent tumorigenesist és metasztázis képződést 

eredményez (119, 120). A gátolt Met receptor nyomán fokozódik az antiangiogén TIMP-3 

fehérje expessziója, és ezzel egyidejűleg gátoltak az angiogén HIF-1α és a VEGFA faktorok 

(121).  

Az elmúlt években a decorinnal kapcsolatos kutatások célpontjává vált a proteoglikán 

különféle tirozin kinázokra kifejtett szerepének a tanulmányozása. Jelenlegi irodalmi adatok 

szerint, a decorin eddig azonosított interakciós partnerei: az IGF-1R, az InsR és ligandjaik 

(107, 122, 123), a PDGFRα és ligandja (106), illetve a VEGFR2 (124, 125) és az MSPR (más 

néven RON) (57). A korábban megszokott mintázattól eltérően, az IGF-1 receptorra a 

decorin nem a receptor caveola-mediált endocitózisa és internalizációja révén fejti ki hatását. 

Ebben az esetben az IRS-1, az IGF-1 és az Akt/ERK/p70S6K jelátviteli úton át kerül a 

sejtproliferáció gátlás alá (67, 123, 126, 127). A decorin ugyan a daganatos környezetben 

gátolja az IGF-1R aktivációját, ugyanakkor normál szövetben IGF-1R-agonistaként 

viselkedik (107). Munkacsoportunk egyik legfrissebb eredménye szerint, melyben négyféle 

humán hepatoma sejtvonalon vizsgáltuk a decorin molekuláris mechanizmusait, azt 

tapasztaltuk, hogy a különböző hepatoma eredetű sejtvonalakon az IGF-1R, valamint az InsR 

aktivitása eltérően változik decorin expozíció hatására (128). A HuH7 sejtekben decorin 

kezelés hatására kezdetben az IGF-1R és az InsR fokozott foszforilációját figyelhettük meg, 

majd 48 h elteltével a receptor aktivitása gátolt volt. Ezek az eredmények rávilágítanak arra, 

hogy a decorin és IGF-1R kapcsolata rendkívül összetett folyamat, és viselkedését nagyban 

meghatározza a tumor típusa és mikrokörnyezete (128).  
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Tehát összegzésképpen, a decorin számos módon érheti el daganatgátló szerepét, akár 

fokozva, vagy gátolva a különböző RTK-ok aktivitását és azok további jelátviteli útvonalait.  

 

1.4.4.3. A decorin intracelluláris jelátviteli szabályozása 

A decorin, különböző RTK-ok gátlásával számos downstream jelátviteli útvonalat 

képes befolyásolni, melyeknek fontos szerepe van a tumorsejtek proliferációjában, 

túlélésében, és angiogenesisében. Ilyen, gyakran tanulmányozott útvonalak a 

Ras/MEK/ERK, illetve a PI3K/Akt/mTOR jelutak, melyek bármilyen szintű meghibásodása 

fokozott tumorigenesishez vezethet (12, 129). 

A decorin Met receptorhoz történő kötődése a β-catenin és a Myc onkoproteinek 

szelektív degradációjához vezet (4. ábra) (64, 120). Amennyiben a Met-hez az endogén 

ligandja a HGF kötődik, olyan jelátviteli kaszkádot indít el, melynek eredményeként az 

APC/axin/GSK-3β komplex foszforilálja a β-catenint, így az ubiquitinálódik és lebomlik. 

Számos daganatban, úgy tűnik, hogy a β-catenin stabilizálása a Wnt jelátviteltől függetlenül 

történik. A β-catenin nem bomlik le, a magba transzlokálódik ahol a T sejt faktorral 

komplexet alkotva transzkripciós faktorként működik és aktiválja  a Myc onkogén 

expresszióját (130). A Myc képes a sejtproliferációt stimuláló molekulák széles skáláját 

szabályozni, ilyen célpontja az AP4 (TFAP4), amely egy bázikus helix–loop–helix leucin-

zipzár transzkripciós faktor, ismert represszora a p21WAF1/CIP1 tumorszupresszor fehérjének 

(131). Számos tudományos közlemény alátámasztja, hogy a decorin daganatgátló szerepét 

képes a p21WAF1/CIP1 indukcióján keresztül is kifejteni (45, 108). A fentiekből adódóan a 

decorin Met receptorhoz való kötődését követően bekövetkezik a β-catenin és a Myc 

degradációja, melyet a 26S proteoszóma vált ki (120, 132), így a Myc hiányában, az AP4 

transzkripciós faktor nem aktiválódik, mely a p21WAF1/CIP1 tumorszupresszor gátlását váltaná 

ki, így a p21WAF1/CIP1 aktivitása fokozódik decorin hatására (57, 120). Ugyan a fent említett 

jelátviteli útvonalat először a Met receptor esetében ismertették, ugyanez vonatkozhat más 

RTK-okra is. 

A daganatos proliferáció során a sejtmagon belül a következő folyamatok ismertek: A 

fent említett jelátviteli útvonal során, a c-Myc aktiválja az AP4 transzkripciós faktort, amely 

gátolja p21WAF1/CIP1 ciklin-dependens kináz inhibitor expresszióját, amely így nem képes 
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blokkolni a CDK4/CyclinD1 komplexet. A szintetizálódott ciklin D1 fehérjék a Cdk 4 és Cdk 

6 ciklin-függő kinázhoz kötődnek, és az ilyen módon aktiválódott kinázok a retinoblastoma 

(Rb) fehérjét fogják elsődlegesen foszforilálni. Ezek az események a Rb-E2F komplexek 

részleges disszociációjához vezetnek. A disszociálódott, és így a gátlás alól felszabaduló E2F 

transzkripciós faktorok további enzimeket aktiválnak, így restrikciós ponton túllépve a sejt 

G1 fázisba lép és ezzel a sejtciklust aktív állapotba hozza. A decorinról ismert, hogy a 

p21WAF1/CIP1-en felül további ciklin-dependens kináz inhibitorok indukciójára képes, ilyen a 

p27KIP1 (54, 55, 133), p15INK4b (134) és a p57KIP2 (135), melyek indukciója révén gátolt a 

G1/S átmenet. Munkacsoportunk korábbi kutatásai alapján a decorin nem csupán a G1/S 

átmenetet képes gátolni, hanem a sejtciklus további lépését a G2-ből M fázisba történő 

belépést is (128). A tanulmány során alkalmazott Hep3B hepatoma sejtek mind a p53, mind 

pedig a retinoblastoma (Rb) gének deléciós mutációját hordozzák (136), ezért a sejtciklus 

gátlása G1/S pontban biztosan nem történik meg. Kísérleti rendszerünkben a decorin kezelés 

hatására a magas pAkt mellett, a pCDK1 és Wee1 expressziója is megemelkedett, illetve 

csökkent a Cdc25A foszfatáz aktivitása is. Ismert, hogy a megnövekedett Akt aktivitás 

replikációs stresszhez vezethet, amely aktiválja az ATR/Chk1/Wee1 útvonalat, így megállítja 

a sejtciklust a CDK1 foszforilációján keresztül G2/M fázis átmenetnél (137). Mindezek 

együtt jól magyarázzak a fent leírt decorin által kiváltott sejtciklus blokádot (128). 

 

1.4.4.4. Decorin szerepe az angiogenesisben és a metasztatikus daganatokban 

A daganatok növekedésének és metasztázisképzésének üteme nagymértékben függ 

neovascularizációs képességüktől. A szolid dagantokban az érújdonképződés során az 

endothelsejtek különböző növekedési hatásokra szaporodásnak indulnak. A folyamat 

legfontosabb résztvevői a TGF-β, az angiopoetin-1, a PDGF és más angiogén citokinek (4. 

ábra). A tumorok által termelt angiogén citokinek közül kiemelendő a VEGF. A decorin 

szerepe az angiogenesisben ellentmondásos: egyrészt kimutatták, hogy segíti az endothel 

sejtek terjedését, megkönnyíti adhéziójukat és migrációjukat (TGF-β és IGF-IR) (138). 

Másrészt, angiogenezis gátló szerepét is bizonyították tumorokban: in vitro vizsgálatban a 

humán endothelsejtek migrációja és differenciációja csökkent a decorin expresszáló sejtek 

esetén a vad típusú tumorokhoz képest. In vivo vizsgálatban a decorint termelő tumor 
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xenograftok neovascularizációja csökkent (139). Munkacsoportunk eredményei alapján a 

decorin képes kötődni a PDGF-hez, ezáltal megakadályozza annak receptorhoz való 

kötődését (106).  

Az elmúlt évek tanulmányai, arra világítottak rá, hogy a decorin nem csupán primer 

daganatok gátlásában viselkedik hatékonyan, hanem a metasztázisok kialakulását is képes 

gátolni. Goldoni és munkatársainak in vitro kísérletei eredményei szerint (117), decorin 

hatására az ErbB2-t expresszáló emlő adenocarcinoma sejtek proliferációja csökken. In vivo 

kísérletek során a decorin hatékonyan megelőzi az emlődaganat metasztázis képzését a 

tüdőben, melynek patomechanizmusában az EGFR gátlása áll (117). További sikeres 

kutatások bizonyítják a decorin jótékony hatását, ugyanis gátolja az emlődaganat 

metasztázisképzését tüdőben, valamint csontban (117, 140, 141). Shintani munkacsoportja 

(142)  a decorin áttétképzést gátló hatását osteosarcoma tüdőmetasztázis modellen vizsgálta, 

melynek eredményei szerint a decorint termelő osteosarcoma áttétképző képessége csökkent 

a kontroll, decorint nem termelő csoportokhoz képest. Decorint expresszáló onkolitikus 

adenovírussal fertőzött állatmodellekben a humán prostata carcinoma áttétképzése a 

csontban jelentősen alacsonyabb volt, a vad típusú kontrollhoz képest (143). 

 

1.4.5. A decorin terápiás alkalmazási lehetőségei  

Az elmúlt évtizedben számos in vivo tanulmányban bemutatták, hogy a decorin 

hatékonyan gátolja a tumor progresszóját. Különböző kísérletek irányultak a decorin 

adenovírus-mediált génterápiával történő terápiás alkalmazhatóságára (144, 145). Ígéretes 

stratégiaként jelentek meg ezek a géntechnológiával módosított vírusok, melyek 

megcélozzák és elpusztítják a tumorsejteket, anélkül, hogy a normál sejtekre toxikusan 

hatnának (146). A decorin ilyen típusú génterápiája sikeresnek bizonyult tüdő-, vastagbél- és 

laphámsejtes carcinoma sejtekben, melynek molekuláris hátterében az EGFR hatékony 

gátlása állt (147). Xu és mtsai tanulmányaikban (148), adenovírus-mediált decorin 

géntranszfer segítségével hatékonyan gátolták a Met és Wnt/β-catenin jelátviteli útvonalakat, 

így megakadályozva a prosztata carcinoma csontmetasztázisának kialakulását. A decorin 

fokozott expressziója az osteosarcoma sejtekben csökkent motilitást és inváziót, valamint az 

állatok jobb túlélését eredményezte (142). A vírus által bejuttatott decorin csökkentette az 
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emlőrák progresszióját, valamint azok áttétképzését (140, 141, 149).  Ma és munkatársai 

tanulmányai szerint (150), in vivo glióma modellben a vírus által közvetített decorin 

génterápia gátolta a tumor növekedését és jótékony hatással volt a túlélésre is. Ez a gátló 

hatás közvetlenül korrelált a decorin expressziós szintjével.  

A fent említett adenovírus terápiás alkalmazásának lehetőségei több ponton is 

akadályba ütköztek. Egyrészt, az ECM általában gátolja a vírusok terjedését, beleértve a 

daganatok terápiája során alkalmazott vírusvektorokat is (144, 151), továbbá a klinikai 

vizsgálatokban részt vevő betegek eseteit, egy erősen immunszuppresszált tumor 

mikrokörnyezet jellemzi (144, 152). A decorin, mint az ECM egyik fő szabályozója képes a 

daganatos strómát úgy átalakítani, hogy ezáltal fokozza a vírus penetrációját, illetve a TGF-

β gátlásával képes ellensúlyozni az intratumorális immunszuppressziót (152, 153). Choi 

kutatásai során (152) olyan mutáns decorin típusokat jutattak be adenovírus segítségével, 

mely különböző affinitással kötődtek a kollagénhez. A kísérletben bemutatott modellben a 

decorin csökkent tumornövekedést és jobb túlélést eredményezett, melyet az ECM 

átrendezése révén sikerült elérni. Hasonló mechanizmussal gátolta a decorin a melanoma 

tüdőbe történő áttétképzését is (152).  

Az in vivo génterápiás vizsgálatok mellett, számos in vitro kísérletben számoltak be a 

rekombináns decorin sikeres alkalmazásáról. A decorin magfehérje A431 laphámrák 

sejtvonalba történő bejuttatása, valamint a decorin cDNS emlőcarcinoma sejtekbe történő 

transzfekciója gátolta az EGFR aktivitást, indukálta apoptózist és gátolta a tumornövekedést 

(112, 114, 118). A decorin szisztémás alkalmazása gátolta az emlőrákos sejtek növekedését 

és metabolizmusát, és gátolta a tüdő áttétek kialakulását is (113, 117). A decorin szinergizáló 

hatást mutatott a karboplatinnal petefészek tumorsejtek növekedésének gátlásában (154), 

ugyanakkor hasnyálmirigy tumorsejtekben csökkentette a karboplatin és gemcitabin 

citosztatikumok hatásait (155). Ezek a vizsgálatok rávilágítanak arra, hogy a decorin 

szövetspecifikus módon fejti ki hatását, ugyanakkor klinikai körülmények között figyelembe 

kell venni, hogy a decorin képes negatívan módosítani a kemoterápiás szerek hatékonyságát.  

Annak ellenére, hogy számos sikeres preklinikai vizsgálat alátámasztja a decorin 

terápiás alkalmazhatóságát, valamint bizonyított annak daganatgátló és antifibrotikus hatása, 

mégsem alkalmazzák klinikai forgalomban. Ennek egyik legfőbb oka, hogy a decorin mérete, 
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annak GAG oldalláncából adódó heterogenitása miatt változó, így nem felel meg a 

gyógyszerelőírásokra vonatkozó kritériumoknak (83). A GAG oldallánc viszont 

nélkülözhető lehetne a decorin daganatgátló hatásának eléréséhez, ugyanis legtöbb esetben, 

mint pl. a növekedési faktorokkal, vagy a RTK-kal történő interakció a proteinmaghoz való 

kötődés révén történik, ennek előállítása irányított mutagenesissel megvalósítható lehetne 

(83, 156), tehát terápiás alkalmazhatóságának lehetősége nem megalapozatlan.  

 

1.5. Munkacsoportunk korábbi eredményei 

Munkacsoportunk korábbi vizsgálatai kimutatták, hogy TAA kezelt DCN-/- egerek 

májában a fibrogenesis fokozott a vad típusú csoporthoz képest. A kollagénhez nem kötődő, 

szolubilis decorin képes a profibrotikus TGF-β-hoz kötődni, így megakadályozza a 

növekedési faktor receptorokhoz (TGFβRI és TGFβRII) való kötődését. Ennek nyomán 

elmarad a Smad2, a Smad3 és az Erk1/2 jelátviteli útvonal aktiválása (5. ábra). Az események 

következtében az csillagsejtek nem aktiválódnak, nem fokozódik az ECM fehérjék termelése, 

így a TAA-dal kezelt, vad típusú állatok májában a fibrosis kisebb mértékű lesz, mint a DCN-

/- egerekben (86). 

Kutatócsoportunk további eredményei alapján a DCN-/- egerekben fibrogenesis mellett 

a hepatocarcinogenesis is fokozott (6. ábra). Ebben a kísérleti rendszerben a DCN-/- és vad 

típusú állatokat kétféle hepatocarcinogénnel, TAA-dal, illetve dietil-nitrózaminnal (DEN) 

kezelték. A TAA citokróm p450 enzimek segítségével a májban metabolizálódik, ott előbb 

fibrosist, majd cirrhosist hozva létre. A TAA krónikus expozíciójának hatására a hepatocyta 

hyperregeneráció eredményeként a HCC cirrhotikus májban alakul ki. Ezzel szemben a nagy 

dózisú DEN direkt DNS mutációkat hoz létre a hepatocytákban, a DEN-nel kezelt állatok 

esetében nem jön létre kötőszövetes átépülés, a HCC nem cirrhotikus májban alakul ki. A 

DCN-/- egerekben a HCC kialakulása mindkét kísérleti rendszerben fokozott volt a vad típusú 

csoporthoz képest. A tumorok térfogatát összehasonlítva azt láthatjuk, hogy a TAA-dal 

kezelt állatokban kb. ötször nagyobb tumorok alakultak ki, mint a DEN-nel kezelt egerek 

májában (6.C ábra) (57).  

A leírt állatkísérletes eredményekre alapozva munkám során a decorin, mint RTK gátló 

terápiás felhasználhatóságának lehetőségeit vizsgáltam primer és colon adenocarcinoma 
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májmetasztázisában, mind in vitro, in silico, humán mintákon és állatkísérletes körülmények 

között. 

 
5. ábra A decorin és a TGF-β receptorok interakciójának következményei a máj 
fibrotikus átalakulása során (86). 

 

 
6. ábra Tumorképződés vad típusú és DCN-/- egerek májában. (A) Tumorképződés 
TAA-dal kezelt állatokban (%) (B) Tumorképződés DEN-nel kezelt állatokban (%) 
(C) Daganatok térfogata (mm3)  **p<0,01; ***p<0,001; Wt: vad típus; DCN-/-: 
decorin knockout (57).   
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2. CÉLKITŰZÉSEK 

 
Hipotézisünk szerint a decorin, mint fiziológiás tirozin kináz receptor inhibitor, számos 

daganat proliferációjának hatékony gátlószere lehet. A korábbi állatkísérletes eredményekre 

alapozva, munkám célja a decorin szerepének, valamint molekuláris hátterének 

tanulmányozása hepatocelluláris carcinomában és colon adenocarcinoma 

májmetasztázisában.  

 

Feltételezéseinket három szinten történő vizsgálatokkal terveztük bizonyítani: 

• Humán HCC, valamint colon adnocarcinoma májmetasztázis szöveti microarray 

vizsgálatokat terveztünk, melyben a decorin, az α-simaizom actin és az EGFR fehérje, 

illetve mRNS szintű változásait tanulmányoztuk. 

• In vitro olyan kísérletes rendszert terveztünk, melyben LX2 humán csillagsejt vonalat 

különféle (HLE, HepG2, Hep3B, HuH7) hepatoma, valamint colon adenocarcinoma 

(HT29) sejtek kondicionált médiumában növesztettük. Vizsgáltuk a különféle tumor 

sejtvonalak csillagsejtek (LX2) decorin termelésére adott változásait. 

• Olyan in vivo modell rendszert hoztunk létre, melyben a decorint túltermelő májban 

(decorin expressziós vektor bejuttatásával) vizsgáltuk a primer hepatocarcinogenesis 

folyamatát, valamint a c38 egér colorectális carcinoma sejtvonal kolonizációját a 

májban. 

 

Kutatásaim további céljai között szerepelt a fent bemutatott kísérleti rendszerek 

molekuláris hátterének feltérképezése, a résztvevő molekulák mennyiségi- és minőségi 

változásainak kimutatása, valamint átfogó képet kapni a decorin szerepéről primer- és 

metasztatikus májdaganatokban.  
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3. MÓDSZEREK 
 

3.1. In silico vizsgálatok 

Az in silico vizsgálataink során az online elérhető ArrayExpress adatbázis (European 

Bioinformatics Institute, Saffron Walden, UK) (157) E-MTAB-950 kísérleti adatait 

használtuk fel (https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/experiments/E-MTAB-950/). Az 

adatbázisban összesen 112 HCC eset génexpressziós értékei találhatóak, valamint 10 olyan 

minta is elérhető, amely ugyanazon HCC-s beteg tumoros és nem tumoros környező 

májszövet adatait tartalmazza. Kontrollként 36 normál minta található. A vizsgált HCC 

esetek etiológiája: HBV és HCV fertőzés. Az adatbázisból a decorin és az α-simaizom actin 

(SMA) expressziós értékeit elemeztük és értékeltük R-programozási nyelv segítségével. A 

decorin génexpressziós értékeit az SMA mRNS mennyiségekre vonatkoztattuk, ezzel 

kiküszöbölve a decorin termelő csillagsejtek számának eltéréséből adódó decorin mennyiségi 

változásokat. A betegség progresszióját (cirrhosis, nagyon korai HCC, korai HCC, 

előrehaladott HCC, nagyon előrehaladott HCC) az adatbázisban feltüntetett kategóriák 

szerint használtuk fel, melynek pontos kritériumrendszeréről nincs további információnk. A 

barcelonai stádiumbeosztásnál (BCLC 0, BCLC A, BCLC B, BCLC C) szintén az 

adatbázisban fellehető adatokat használtuk. Az eredmények statisztikai kiértékelése két 

csoport esetén Mann-Whitney vagy T-teszttel, több csoport összehasonlítása esetén ANOVA 

analízist (analysis of variance=varianciaanalízis) követően Tukey’s post hoc teszttel történt. 

 

3.2. Humán szöveti minták 

3.2.1. Humán HCC esetek 

A humán HCC esetek szöveti microarray (tissue microarray, TMA) blokk 

összeállításához a Semmelweis Egyetem, I. Sz. Patológiai és Kísérleti Rákkutató Intézet 

biopsziás archív anyagait használtuk fel, melyet a 2. táblázatban összegeztem. A biopsziás 

jegyzőkönyvek alapján összesen 37 db paraffinba ágyazott mintát gyűjtöttünk össze, ebből 

19 cirrhosis talaján kialakult HCC, 9 db pedig nem cirrhotikus májban kialakult HCC volt. 

Kontrollnak 9 db haemangioma melletti ép májszövetet használtunk. A hematoxilin-eozin 

festett metszetek alapján 2 mm-es reprezentatív tumoros és normál szövethengereket (core-
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okat) gyűjtöttünk, és illesztettünk egy 70 mintás TMA blokkba. A TMA blokkok HCC mintái 

minden beteg esetén tartalmazta a tumor stromát és tumor körüli részt (környező cirrhotikus 

és nem cirrhotikus májállomány) külön-külön core-okban. A TMA lemez elkészítése 

számítógép-vezérelt TMA Master géppel történt (3DHISTECH Kft, Budapest). Ezt követően 

a blokkokat metszettük majd hematoxilin-eozin festést, illletve decorin, SMA és EGFR 

immunfestést végeztünk rajtuk (lásd 3.3.1. fejezet). A metszeteket Pannoramic 250 Flash II 

géppel digitalizáltuk (3DHISTECH Kft). A TMA lemezen végzett immunhisztokémiai 

reakció kiértékelését két egymástól független patológus végezte 12 score-rendszer alapján 

(nincs festődés = 0, alacsony decorin intenzitás = 1-6, erős decorin pozitivitás = 7-12) 

Pannoramic Viewer (3DHISTECH Kft), TMA Module 2.0 Bundled szoftver használatával, 

a felhasználói kézikönyv 4.1.2 „Combined Scoring Scheme” fejezete alapján. A software az 

adott score értéket a szövetminta festődésének intenzitása és a frekvenciájának 

kombinációjából számolja az 7. ábra szerint. A két független eredményt átlagoltuk, a 

statisztikai analízist Graphpad Prism szoftver segítségével végeztük. A humán HCC mintákat 

decorin negatív, alacsony és magas decorin expresszióval rendelkező csoportokba 

kategorizáltuk.  

Hogy pontosabb képet kapjunk a csillagsejtek decorin termelő aktivitásáról, a decorin 

mennyiségét az SMA mennyiségére vonatkoztatva is meghatároztuk, így kiküszöbölve a 

decorin termelő csillagsejtek számának különbségéből eredő decorin mennyiségi 

változásokat. 
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2. táblázat A TMA blokk összeállításához felhasznált biopsziás esetek adatai 
Cirrhosis talaján kialakult HCC 

Beteg ID Nem Kor Szövet típusa Etiológia 
01 férfi 51 cirrhotikus  HCV 
02 nő 62 cirrhotikus  HCV 
03 férfi 85 cirrhotikus  HCV 
04 férfi 75 cirrhotikus  ismeretlen 
05 férfi 74 cirrhotikus  ismeretlen 
06 nő 58 cirrhotikus  ismeretlen 
07 nő 80 cirrhotikus  HCV 
08 férfi 55 cirrhotikus  HCV 
09 férfi 61 cirrhotikus  HCV 
10 férfi 52 cirrhotikus  HCV 
11 nő 53 cirrhotikus  HCV 
12 nő 57 cirrhotikus  NASH 
13 férfi 63 cirrhotikus  aethyl 
14 férfi 71 cirrhotikus  HCV 
15 férfi 71 cirrhotikus  HBV 
16 nő 78 cirrhotikus  HCV 
17 férfi 30 cirrhotikus  HBV 
18 férfi  cirrhotikus  HBV, aethyl 
19 férfi  cirrhotikus  HCV 

Nem cirrhortikus májban kialakult HCC 
20 férfi 72 nem cirrhotikus ismeretlen 
21 nő 73 nem cirrhotikus ismeretlen 
22 férfi 70 nem cirrhotikus ismeretlen 
23 férfi 33 nem cirrhotikus ismeretlen 
24 férfi 27 nem cirrhotikus adenoma 
25 férfi 89 nem cirrhotikus ismeretlen 
26 férfi 71 nem cirrhotikus ismeretlen 
27 férfi 54 nem cirrhotikus HCV 
28 férfi 82 nem cirrhotikus ismeretlen 

Kontroll minták 
29 nő 42 haemangioma  
30 nő 46 haemangioma  
31 nő 43 haemangioma  
32 nő 46 haemangioma  
33 nő 56 haemangioma  
34 nő 68 haemangioma  
35 nő 37 haemangioma  
36 nő 43 haemangioma  
37 nő 40 haemangioma  
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7. ábra A Pannoramic Viewer (3DHISTECH Kft), TMA Module 2.0 Bundled 
szoftverének  scorolási metodikája. A szoftver segítségével egyszerre jellemezhető 
a festődés jelintenzitása és frekvenciája. Intenzitás: gyenge (1+): 1-4, közepes (2+): 
5-8, erős (+3): 9-12; Frekvencia: +1: >10%, +2: 10-40%, +3: 40-80%, +4: <80%. 

 

3.2.2. Humán colon adenocarcinoma májmetasztázis szöveti minták 

A humán colon adenocarcinoma májmetasztázis microarray analízishez a Semmelweis 

Egyetem, I. Sz. és II. Sz. Patológiai Intézet biopsziás archív anyagait használtuk fel. A TMA 

blokk összeállításához 30 db humán FFPE mintát használtunk, mely minden beteg esetén 

külön-külön coreokban tartalmazta mind a normál colon, primer tumor, májmetasztázis és 

metasztázis körüli nem tumoros szövetet. A biopsziás minták adatait a 3. táblázat tartalmazza.   
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3. táblázat A TMA blokk összeállításához felhasznált biopsziás minták adatai. 
*x=nincs adat; ** Növekedési mintázat meghatározása: Höppener et al. (2019) 
tanulmánya alapján történt (158); ID=azonosító; LM=májmetasztázis. 

Beteg ID Nem Kor Grade: T: N: M*: Növekedési 
mintázat LM** 

1 nő 61 II 3 1 x „replacement” 
2 nő 45 I 3 1 x „desmoplasticus” 
3 férfi 64 II 3 1 1 „desmoplasticus” 
4 nő 46 II 3 0 x „desmoplasticus” 
5 férfi 48 II 4 2 x „replacement” 
6 nő 66 II 4 1 x „desmoplasticus” 
7 férfi 69 II 3 0 x „desmoplasticus” 
8 férfi 68 II 3 2 x „replacement” 
9 férfi 52 II 4 1 1 „desmoplasticus” 
10 nő 56 II 3 0 x „desmoplasticus” 
11 nő 73 II 3 0 x „desmoplasticus” 
12 nő 69 II 3 0 2 „replacement” 
13 férfi 69 II 3 2 1 „replacement” 
14 nő 66 II 3 1 x „desmoplasticus” 
15 nő 53 II 1 0 x „replacement” 
16 nő 68 II 3 2 x „desmoplasticus” 
17 férfi 67 III 3 2a x „replacement” 
18 nő 35 II 3 2a x „desmoplasticus” 
19 férfi 66 II 2a 0 x „desmoplasticus” 
20 férfi 66 III 3 2a 1 „replacement” 
21 férfi 59 II 3 1 1 „desmoplasticus” 
22 férfi 49 III 3 1 1 „desmoplasticus” 
23 férfi 51 III 3 1 1 „replacement” 
24 nő 61 II 4a 2b 1 „replacement” 
25 férfi 76 III 3 x x „desmoplasticus” 
26 férfi 57 III 3 1 x „desmoplasticus” 
27 férfi 43 II 1 1 x „desmoplasticus” 
28 nő 59 II 2 0 x „desmoplasticus” 
29 nő 70 II 3 0 1 „desmoplasticus” 
30 férfi 56 II 3 0 x „desmoplasticus” 

 

A TMA lemez elkészítése a fentiekben már ismertetett módon történt, számítógép-

vezérelt TMA Master géppel. Ezt követően a blokkokat metszettük, majd hematoxilin-eozin 

festést, illetve decorin és SMA immunhisztokémiai reakciókat végeztünk rajtuk (lásd 3.3.1 

fejezet). A metszeteket Pannoramic 250 Flash II géppel digitalizáltuk, majd Pannoramic 
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Viewer, v1.15 DensitoQuant szoftver használatával értékeltük. A H-score értékeket a 

festődés intenzitása (0, 1+, 2+ vagy 3+) és a pozitívan festett szövet (százalék) szorzata 

alapján számítottuk, az így kapott H-score érték 0 és 300 között változhat. A colorectális 

tumorok esetében azért tértünk el a HCC minták kiértékelésénél bemutatott 12-es score 

rendszertől, mert mind a normál vastagbél nyálkahártya, mind pedig a primer colon 

adenocarcinoma minták esetében abundáns decorin intenzitást mértünk, ennek kiértékelése 

a 12-es score rendszerrel lehetetlen lett volna, ugyanis a software nem tudott volna 

különbséget tenni a minták között. Az immunhisztokémiai reakciók kiértékelését két 

egymástól független patológus végezte, az így kapott eredményeket átlagoltuk, a statisztikai 

analízist Graphpad Prism szoftver segítségével végeztük. A növekedési mintázat 

„desmoplasticus” és „replacement” kategóriákba törénő csoportosítása Höppener et al. 

(2019) tanulmánya alapján történt (158).  

 

3.3. Morfológiai vizsgálatok 

3.3.1. Immunhisztokémia FFPE mintákon 

Formalinban fixált, paraffinba ágyazott (FFPE) metszeteket kétszer váltott xylolban (5-

5 perc) deparaffináltuk, ezt követően leszálló alkoholsorban (abszolút alkohol, 70%, 50%-os 

etil-alkohololdat, desztillált vízzel hígítva) végül 5 perc dH2O-ban inkubálva rehidráltuk. Az 

antigén feltárás konvencionális kuktában történt, magas hőmérsékelten és -nyomáson TRIS-

EDTA pufferben (10 mM TRIS, 1 mM EDTA, 0.05% Tween-20, pH 9) 20 percig. A mosási 

lépést (3x5 perc 0,05% Tween-20 detergens tartalmú PBS-sel (továbbiakban PBST)) 

követően az endogén peroxidáz aktivitását gátoltuk 10% H2O2 oldattal (metanolban hígítva), 

mellyel 10 percig, szobahőn inkubáltuk a mináinkat. A nem-specifikus fehérjekötések 

blokkolása 5 w/v%-os BSA (bovine serum albumin) /PBS oldatban történt, 1 órán keresztül, 

szobahőmérsékleten. Ezt követően a metszeteket az elsődleges ellenanyag (decorin, SMA, 

EGFR) megfelelő hígításában egy éjszakán át 4 °C-on inkubáltuk (4. táblázat). PBST 

pufferben történő mosást (3x5 perc) követően a megfelelő másodlagos ellenanyaggal (HRP- 

vagy biotin-konjugált) inkubáltuk a metszeteket 1 órán át, szobahőmérsékleten. Az 

alkalmazott ellenanyagok és hígításaik listáját az 4. táblázat összegezi. Biotinált másodlagos 

ellenanyag esetén a jelerősítés Vectastain ABC kittel (Vector Laboratories Inc, Burlingame, 
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CA, USA) történt a gyártó utasításai alapján. Az immunreakciót diamino-benzidin (DAB) 

(Dako, Glostrup, Denmark) kromogén szubsztrát oldattal hívtuk elő. A sejtmagokat 

hematoxilin festéssel tettük láthatóvá. A metszeteket Pannoramic 250 Flash II géppel 

digitalizáltuk (3DHISTECH Kft). 
 

4. táblázat Az kísérletekhez használt ellenanyagok és hígításaik * DakoCytomation 
Glostrup Dánia, Invitrogen/Life Technologies Carlsbad CA, Sigma-Aldrich St. 
Louis, MO, Abcam Cambrige Egyesült Királyság, Cell Signaling Technology 
Danvers, MA 

Antigén specificitás      Faj Gyártó* Cat.No Hígítás 
IHC 

Hígítás 
WB 

Decorin Nyúl poliklonális Sigma HPA003
 

1:50 1:500 
Smooth Muscle 

 
Egér monoklonális DakoCytomatio

 
m0851 1:50 - 

EGFR Nyúl poliklonális Sigma HPA018
 

 1:1000 
pEGFR (Tyr1068) Nyúl monoklonális Cell Signaling 3777 - 1:1000 
pIGF-1R (Y1161) Nyúl poliklonális Abcam ab39398 - 1:1000 

pAkt (Thr308) Nyúl monoklonális Cell Signaling 2965 - 1:1000 
pAkt (S473) Nyúl monoklonális Cell Signaling 4058 - 1:1000 

pERK1/2 Nyúl monoklonális Cell Signaling 4377 - 1:1000 
β-actin Egér monoklonális Sigma A2228 - 1:2000 

Másodlagos ellenanyag      Faj Gyártó* Cat.No Hígítás 
IHC 

Hígítás 
WB 

Anti-nyúl immunglobulin/HRP Kecske poliklonális DakoCyto P 0448 1:200 1:2000 
Anti-egér immunglobulin/HRP Kecske poliklonális DakoCyto P 0447 1:200 1:2000 
Alexa Fluor® 568, anti-nyúl IgG Kecske poliklonális Invitrogen a-11011 1:200 - 

 

3.3.2. Fluoreszcens immunhisztokémia fagyasztott metszeteken 

A 10 µm vastagságú metszeteket -20 °C-os metanolban (20 perc) és acetonban (10 mp) 

fixáltuk, majd szárítottuk. A mosási lépést követően (3x5 perc PBST-ben) a nem-specifikus 

kötőhelyek telítése céljából 5 w/v% BSA/PBS oldattal inkubáltuk a metszeteket 37 °C-on, 

30 percen keresztül. Ezt követően a mintákat 4 °C-on, egy éjszakán át anti-DCN ellenanyag 

megfelelő hígításával inkubáltuk (4. táblázat). Újabb PBST pufferes mosást (3x5 perc) 

követően Alexa Fluor® 568, anti-nyúl IgG másodlagos ellenanyaggal szobahőmérsékleten, 

30 percen át inkubáltuk a lemezeket. A sejtmagok festéshez 4’-6’-diamidino-2-fenilindol 

(DAPI)-t (PBS-ben hígítva, 1:50, Sigma Aldrich, St Louise, MO, USA) használtunk. Majd 

egy végső mosási lépést követően a lemezeket fluoreszcens fedő médiummal (Mounting 
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medium, Dako) fedtük. A metszeteket Nikon Eclipse E600 fluoreszcens mikroszkópban 

vizsgáltuk, mikroszkópos képeket a Lucia Cytogenetics version 1.5.6 program segítségével 

készítettünk. 

 

3.4. Génexpressziós vizsgálatok  

3.4.1. RNS izolálás 

Teljes RNS izoláláshoz sejtminták estén a sejteket 3x mostuk steril PBS-sel, majd 500 

µl Trizol reagensben (Invitrogen) felkapartuk a sejteket. 5 perces inkubálást követően a 

mintákhoz 200 µl kloroformot adtunk, majd 13 000 g fordulatszámmal 15 percig, 4 °C-on 

centrifugáltuk. A felső vizes fázist új eppendorfba pipettáztuk, majd ehhez 70 μl 3 M-os 

nátrium-acetátot, ezt követően 700 μl izopropanolt adtunk. Újabb centrifugálás lépést 

követően a pelletet először abszolút etanollal, majd 75%-os etanollal mostuk. Centrifugálást 

követően a pelletet szobahőmérsékleten kiszárítottuk, majd 30 µl DEPC vízben oldottuk. 

Az FFPE minták RNS izolálásához első lépésként a tumorokat hematoxilin-eozin 

festett lemezei alapján azonosítottuk, majd ez alapján a natív metszetekről PALM 

MicroBeam lézer mikrodisszektor segítségével tumor- és a tumor környező szövetet 

gyűjtöttünk (Carl Zeiss™ Membrane Slides 1.0 PEN). Az RNS izolálásához PureLink FFPE 

Total RNA Isolation Kitet (Life Technologies, Carlsbad CA, USA) használtunk a gyártó 

utasításai alapján. Az RNS koncentrációját és tisztaságát NanoDrop ND-1000 

spektrofotométerrel (NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, USA) határoztuk meg. Az 

így izolált RNS-t -80 °C-on tároltuk felhasználásig. 

 

3.4.2. Reverz transzkripció 

A cDNS szintézist 1 µg tisztított RNS-ből, High Capacity cDNA Kit (Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA) segítségével a gyártó ajánlása szerint hajtottuk végre. A 

reakció a StepOne Plus system (Life Technologies) készülékben zajlott. A reverz 

transzkripció összemérésének adatait az 5. táblázat tartalmazza. Az átírt cDNS mintákat 

további felhasználásig -80 °C-on tároltuk.  
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 5. táblázat A reverz transzkripció metodikája 

Komponens Bemért mennyiség/ 
reakció 

RT Buffer (10x) 2 µl 
25 x dNTP mix (100 mM) 0,8 µl 

Random Primer (10x) 2 µl 
Reverz transzkriptáz (50 U/µl) 1 µl 

RNáz mentes dH2O 4,2 µl 
RNS templát 10 µl 

 1. lépés 2. lépés 3. lépés 4. lépés 

Hőmérséklet (°C) 25 37 85 4 
Időtartam (perc) 10 120 5 ∞ 

 

3.4.3. Real Time Q-PCR 

A gének expressziójának vizsgálatához TaqMan® Universal PCR Master Mix-et 

(Applied Biosystems) használtunk, illetve a vizsgált génre specifikus primereket (decorin 

(DCN, Assay ID: Hs00370383_m1, Life Technologies), SMA (ACTA2, Assay ID: 

Hs.PT.56a21389192), gliceraldehid-3-foszfát dehidrogenáz (GAPDH) (GAPDH, Assay ID: 

Hs.PT.39a22214836, Integrated DNA Tecnologies) és 18S RNS (Part No.:4319413E)), 

valamint 50 ng cDNS templátot. Egy reakció végtérfogata 20 µl volt. A mintákat 

triplikátumokban 96-lyukú plate-ben mértük össze. A Real Time Q-PCR reakció a StepOne 

Plus system (Life Technologies) készülékben zajlott. A PCR reakció metodikáját a 6. táblázat 

tartalmazza. Az mRNS értékek meghatározásához a Real Time Q-PCR eredményeinkből 

származó 2-ΔΔCT értéket használtuk fel, melyet a belső kontrollra (housekeeping génre) való 

normalizálással kaptunk meg. 

 6. táblázat A real-time PCR reakció metodikája 

Komponens Bemért 
mennyiség 

cDNS templát (50 ng) 2 µl 
Gene Expression Assay (primer) (20x) 1 µl 

TaqMan® Universal PCR Master Mix (2x) 10 µl 
dH2O 7 µl 

 Hőmérséklet Időtartam Ciklus 

Kezdeti denaturáció 95 °C 10 perc 1 
Denaturáció 95 °C 15 mperc 40 Anelláció & Szintézis 60 °C 1 perc 
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3.5. In vitro vizsgálatok 

3.5.1. Sejttenyésztés 

Sejtes kísérleteink során, a HCC vizsgálatokban négy különböző humán hepatoma 

sejtvonal kondicionált médiumával (HuH7, HLE, HepG2, Hep3B) dolgoztunk, colon 

adenocarcinoma vizsgálatokhoz pedig a HT29 humán colon adenocarcinoma sejtek 

kondicionált tápfolyadékát használtuk, valamint mindkét kísérlet esetén az LX2 humán 

csillagsejt vonalat használtuk a csillagsejt-tumorsejt-decorin interakció vizsgálatára. A 

HuH7, HLE sejtvonalakat a JCBR Cell Bankból (JCRB0403, JCRB0404; Japanese 

Collection of Research Bioresources Cell Bank; Osaka, Japán), a HepG2, Hep3B sejteket 

pedig az ATCC-től (ATCC® HB-8065™; HB-8064™ American Type Culture Collection, 

Manassas, Virginia, Egyesült Államok) szereztük be. Az LX2 humán csillagsejt vonalat Dr. 

Scott Friedman (Mount Sinai School of Medicine, New York, Egyesült Államok) bocsátotta 

rendelkezésünkre.  

A sejteket 37 °C-on 5% CO2 mellett, 1000 mg/l (5,5 mmol/l) glükóz tartalmú 

Dulbecco’s Modified Eagle’s médiumban (DMEM-1000) (Sigma Aldrich, St Louise, MO, 

USA) tenyésztettük, 10% [v/v] FBS (fetal bovine serum; Sigma Aldrich), 100 U/ml penicillin 

és 100 μg/ml streptomicin (Sigma Aldrich) jelenlétében.  

 

3.5.2. Interakciós vizsgálat 

A kondicionált médium (CM) elkészítéséhez a sejteket (HuH7, HLE, HepG2, Hep3B, 

HT29) 80% konfluenciáig növesztettük, majd mostuk PBS-sel és friss médiummal 

inkubáltuk 16 órán keresztül, majd az összegyűjtött, szűrt tápfolyadékot -80 °C-on tároltuk 

felhasználásig.  

Az interakciós vizsgálathoz, az LX2 sejteket 6-lyukú tenyésztő edényen növesztettük 

80% konfluenciáig, ezt követően 24 órán keresztül a megfelelő tumor sejt kondicionált 

médiumában inkubáltuk, majd cseréltük FBS mentes tápfolyadékra és 16 óra elteltével 

gyűjtöttük a médiumot fehérje meghatározás, illetve a sejteket RNS vizsgálatok céljából. A 

kontroll mintákhoz CM helyett friss DMEM médiumot adtunk, további lépései teljesen 

azonosak voltak a fent leírtakkal. A mintákat felhasználásig -80 °C-on tároltuk. 
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3.6. Fehérje kimutatási módszerek 

3.6.1. Fehérje izolálás 

A homogenizálás a fagyasztott májszövetek esetén folyékony nitrogénben, fagyasztva 

porítással történt. Az elporított mintához tömegének megfelelő mennyiségű lízis puffert (1 

mg szövethez 10 µl puffer) (20 mM TRIS pH=7,5, 2 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1% Triton 

X-100, 0,5% Proteáz inhibitor koktél (Sigma Aldrich, St Louise, MO, USA) 2 mM Na3VO4, 

10 mM NaF) adtunk. Sejtkultúrák esetén egy 6-lyukú tenyésztő edényről a sejteket PBS 

mosást követően 0,25 ml/lyuk lízis pufferben, sejtkaparó segítségével gyűjtöttük össze. A 

mintákat ultrahangos szonikátor segítségével homogenizáltuk, majd 30 percig jégen 

inkubáltuk. Ezt 15 000 g-n, 4 °C-on, 20 perc centrifugálás követte, majd a felülúszó fehérje 

koncentrációját Bradford Assay (Bio-Rad) segítségével határoztuk meg (159).  

 

3.6.2. Phospho-Kinase és RTK array 

A foszfo-kináz és a foszfo-tirozin kináz receptorok aktivitásának méréséhez Proteome 

Profiler Phospho-Kinase Array Kit-et, valamint Proteome Profiler Mouse Phospho-RTK 

Array Kit-et (R&D Systems, Minneapolis, USA) használtunk a gyártó utasításai alapján. 

Csoportonként 3 máj poolozott mintájából Phospho-Kinase Array esetén 1800 µg /2000 uL 

összfehérjét, Phospho-RTK Array esetén pedig 1000 µg /1500 uL fehérjét mértünk minden 

egyes membránra. A membránok kemilumineszcens jeleit iBright FL1500 Imaging System 

rendszer (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA USA) segítségével tettem láthatóvá. 

A jelek denzitás-értékeit pedig Image J software (Version 1.50b, NIH, USA) segítségével 

értékeltem ki. 

 

3.6.3. Western blot és dot blot  

Western blot esetében a mintákat 1x-es Laemli mintapufferben, 1,5% β-

merkaptoetanollal, 95 °C-on, 5 percig denaturáltuk. A 10%-os SDS-poliakrilamid gélre 

mintánként 20 µg összfehérjét vittünk fel és választottunk el. A gélelektroforézis 30 percig, 

200 V-on, konstans áramerősség mellett történt Mini Protean vertikális elektroforézis 

rendszeren (Bio-Rad, Hercules, CA). Az elválasztott fehérjék átvitele a gélről PVDF (Merck 

Millipore, Billerica, MA) membránra 1,5 órán keresztül állandó 100 V feszültségen történt.  
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Dot blot esetében 200 µl sejtmédiumot vittünk fel párhuzamosonként a dot blot 

készülék lyukaiba, majd vákuum-pumpa segítségével PVDF membránra blottoltuk. 

A blottolás hatékonyságát mindkét esetben Ponceau-festéssel határoztuk meg. A 

membrán nem-specifikus kötőhelyeinek telítésére 5 w/v% tejport (Bio-Rad) (PBS-ben oldva) 

használtunk 1 órán keresztül, szobahőmérsékleten. Ezt követően a mintákat egész éjszakán 

át 4°C-on rázattuk az elsődleges ellenanyagok (decorin, EGFR, pEGFR (Tyr1068), pIGF-1R 

(Y1161), pAkt (Thr308), pAkt (S473), pERK1/2, β-actin) megfelelő hígításaiban (4. 

táblázat). Mosási lépést követően (3x5 perc TBST) a membránokat a megfelelő HRP-

konjugált másodlagos ellenanyaggal inkubáltuk 1 órán át, szobahőmérsékleten. A 

kemilumineszcens jeleket SuperSignal West Pico kemilumineszcens szubsztrát kit (Thermo 

Fisher Scientific Inc. Waltham, MA USA) segítségével hívtuk elő, és iBright FL1500 

Imaging System rendszer segítségével vizualizáltuk. A jelek denzitás-értékeit pedig Image J 

software (Version 1.50b, NIH, USA) segítségével értékeltük ki. Az alkalmazott ellenanyagok 

listáját és azok hígításait az 4. táblázat összegezi. Belső kontrollként β-actint használtunk. 

    

3.6.4. Humán decorin ELISA 

A humán decorin mennyiségét az egerek szérumából enzimhez kapcsolt 

immunszorbens vizsgálattal (ELISA) határoztuk meg, Human Decorin ELISA Kit (Sigma, 

St. Luis, MO USA) segítségével, a gyártó utasításai szerint. Csoportonként 10-10 egér 

mintáját vizsgáltunk, duplikátumokban, melyek átlagértékeit használtuk a statisztikai 

elemzésekhez. A kolonizációs kísérletnél a 21. napon vett szérumból történt a decorin 

meghatározás, a hepatocarcinogenesis vizsgálatoknál pedig az 5 hónapos, valamint 10 

hónapos egereknél történt mintavétel. Az ELISA plateket Labsystem Multiskan MS 352 

készülékkel (Labsystems, Finnország) 570 nm-en dokumentáltuk. 

 

3.7. Állatkísérletek 

Az in vivo vizsgálatok az állatkísérletek végzéséről szóló 40/2013. (II. 14.) Korm. 

Rendelet alapján, az Állatkísérleti Tudományos Etikai Tanács jóváhagyásával zajlott 

(Engedélyszám: PEI/001/2457-6/2015.). Kísérleteinket a 3R elvek (replacement, reduction, 
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refinement) érvényesítésének figyelembevételével végeztük. Kísérleteinkhez Intézetünkből 

származó beltenyésztett, vad típusú C57BL/6 egereket használtuk. 

 

3.7.1. DNS konstrukciók  

A DNS plazmid konstrukciók előállításához standard molekuláris biológiai 

módszereket alkalmaztunk. A hidrodinamikus génbevitelhez, a humán decorin cDNS-t 

pGEM-1 expressziós vektorba történő klónozását követően, pLIVE vektorba szubklónoztuk, 

a BamHI és XhoI restrikciós hasítóhelyek közé. A pLIVE (Liver In Vivo Expression) (Mirus 

Bio, Madison, WI, USA) vektor sajátossága, hogy az expresszió albumin promóter és α-

fetoprotein enhancer II által vezérelt, mely biztosítja a hosszan tartó, magas szintű decorin 

kifejeződést a transzfektált egerek hepatocytáiban. Pozitív kontrollként pLIVE-SEAP 

(secreted alkaline phosphatase) konstrukciót használtuk, melynek aktivitása az egerek 

véréből könnyedén meghatározható SEAP Kemilumineszcens Assay segítségével, mely 

közvetett információként szolgál a transzfekció sikerességéről. A transzformálás során a 

plazmid klónozáshoz Escherichia coli DH5α törzset használtuk, majd a plazmid izolálás 

QIAprep Spin Miniprep Kittel (Qiagen, Valencia, CA) történt a gyártó utasításai alapján. Az 

emésztés hatékonyságát 1%-os agaróz gélen ellenőriztük. A klónok ellenőrzése Sanger-féle 

DNS szekvenálással történt (Semmelweis Egyetem).  

 

3.7.2. Hidrodinamikus génbevitel 

Az in vivo génterápia során 18-25 grammos C57BL/6 vad típusú egereket használtunk. 

A plazmid DNS-t (pLIVE-SEAP és pLIVE-DCN, illetve pLIVE-SEAP és pLIVE-0) 

hidrodinamikus génbevitel módszerével, farokvénán keresztül juttattuk az egerek 

keringésébe a gyártó utasításai alapján (Mirus Bio LLC). A módszer sajátossága, hogy nagy 

nyomáson, nagy térfogatban (2 ml fiziológiás sóoldatban hígított 15 μg nagy tisztaságú 

plazmid DNS), rövid idő alatt (4-7 másodperc) juttattuk be a vektort az állatokba, mely az 

albumin promóternek és a hidrodinamikus viszonyoknak köszönhetően májsejtekben 

specifikusan fejeződtek ki. Az egerek a génterápia során altatásban voltak, az injektáláshoz 

27G-s egyszer használatos tűt használtunk. Primer hepatocarcinogenesis vizsgálatokhoz 

kontrollként üres vektorral (pLIVE-0 és pLIVE-SEAP) transzfektált egereket használtunk, a 
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kezelt csoportokba pedig a DCN gént (pLIVE-DCN és pLIVE-SEAP) juttattuk be. Az egér 

c38 colorectáis carcinoma kolonizációs kísérleteink során pedig, a kontroll egerek pLIVE-0 

vektorral, a kezeltek pedig pLIVE-DCN vektorral voltak transzfektálva.  

 

3.7.3. SEAP Reporter Gén Assay 

A kísérletes hepatocarcinogenesis vizsgálatokhoz pozitív kontrolként pLIVE-SEAP 

(szekretált alkalikus foszfatáz) vektort alkalmaztunk, melynek szintjét az egerek TAA 

kezelésének félidőben (5. hónap) levett szérumjaiból mértük. A SEAP aktivitását a Phospho-

Light ™ SEAP Reporter gén assay kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA) 

segítségével határoztuk meg, a gyártó utasításai szerint. A kemilumineszcens jeleket Kodak 

Image Station 4000MM Digital Imaging System (Carestream Health, Inc. Rochester, NY, 

USA) géldokumentációs készülék segítségével tettük láthatóvá. A jelek denzitometrált 

értékeit Image J software-rel határoztuk meg. A méréseket 96-lyukú platen duplikátumokban 

végeztük, melyek átlagértékeit használtuk a statisztikai elemzésekhez.  

 

3.7.4. Primer hepatocarcinogenesis modell 

A kísérletes hepatocarcinogenesis vizsgálatokhoz összesen 36 darab C57Bl/6 egeret 

használtunk (7. táblázat). A kísérlet során a hidrodinamikus génbevitelt követően (3 nap 

elteltével) 10 hónapon keresztül az egerek ivóvízéhez 150 mg/l koncentrációban TAA-ot 

adagoltunk. Kontrollként, azonos korú, azonos genetikai háttérrel rendelkező, kezeletlen 

állatokat használtunk. Az egereket 10 hónapos TAA expozíciót követően éteres altatásban, 

cervikális diszlokációval termináltuk. Szérum mintákat a kísérlet félidejében, illetve a végén 

gyűjtöttük. Termináció során megmértük az állatok test- és májtömegét, illetve 

meghatároztuk a makroszkopikusan látható daganatok számát. A májminták felét folyékony 

nitrogénben fagyasztottuk, majd felhasználásig -80 °C-on tároltuk, a másik felét 10%-os 

formaldehid oldatban fixáltuk és paraffinba ágyaztuk további szövettani vizsgálatok céljából. 

A tumorok térfogatának meghatározása céljából a hematoxilin-eozin festett metszeteket 

Pannoramic Scan készülék (3DHISTECH Kft) segítségével digitalizáltuk, majd a kiértékelést 

a Pannoramic viewer programmal (3DHISTECH Kft) végeztük. A tumorok térfogatát a 
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következő képlet alapján számoltuk: V = (szélesség (mm)2 × hossz (mm) * π) / 6. A primer 

hepatocacinogenesis metodikáját a 8. ábra sematikusan foglalja össze.   
 

 7. táblázat A primer hepatocarcinogenesishez használt egércsoportok 
Állatszám (db) TAA Vektor SEAP 

15 + pLIVE-0 + 
15 + pLIVE-DCN + 
3 - pLIVE-0 + 
3 - pLIVE-DCN + 

 

3.7.5. Egér c38 colorectáis carcinoma kolonizációs modell 

A c38 egér colorectális carcinoma sejtvonalat sorozatos in vivo szubkután 

transzplantációval tartottunk fenn C57Bl/6 egerekben. A szubkután fenntartott c38 

tumorokat eltávolítottuk az egérből, majd apró darabokra vágtuk és 0,7 mg/ml kollagenáz IV 

és 10 ml RPMI-1640 szérummentes közegben (Sigma-Aldrich) 37 °C-on 30 percig 

emésztettük. Ezt követően a szuszpenziót négy réteg steril gézlapon szűrtük majd 

centrifugáltuk (10 perc, 800 rpm), a pelletet pedig 10 ml szérummentes RPMI-1640 

médiumban vettük fel. Az élő/holt sejtek arányát tripánkék festéssel határoztuk meg. A máj 

áttétek kialakulását Reposal (70 mg/kg) altatásan lévő egerek 2x105 tumorsejt lépbe való 

oltásával értük el. A fent ismertetett kolonizációs (lép-máj) kíérletet vizsgálataink során 

májmetasztázis modellezésére használjuk, továbbiakban kolonizációs modellként tárgyaljuk. 

A kolonizációs modellünkhöz összesen 30 db C57Bl/6 egeret használtunk (8. táblázat). 

Kontrollként a fentiekben is említett, azonos életkorú, azonos genetikai háttérrel rendelkező, 

kezeletlen állatokat használtuk. A hidradinamikus génbevitelt követően 3 nap múlva az 

egerek lépébe 2x105 c38 colorectális carcinoma sejteket oltottunk be. A kísérlet rövidtávú, 

21 napos volt. Termináció során megmértük az állatok test- és májtömegét, illetve 

meghatároztuk a makroszkopikusan látható daganatok számát. A májminták további 

feldolgozása a fentiekben ismertetett módon történt. A kolonizációs modell metodikáját a 8. 

ábrában foglaltam össze.  
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 8. táblázat A kolonizációs modellhez használt egércsoportok 
Állatszám (db) c38 Vektor 

12 + pLIVE-0 
12 + pLIVE-DCN 
3 - pLIVE-0 
3 - pLIVE-DCN 

 

 
 8. ábra Az állatkísérletek metodikájának sematikus ábrázolása 

 

3.8. Statisztikai analízis 

A kísérleteink során minden esetben legalább három, egymástól független biológiai 

párhuzamost végeztünk. A statisztikai elemzéseket Graphpad Prism 4.03 szoftver (Graphpad 

Software Inc.La Jolla, CA, USA) segítségével készítettük. Az adatok normál eloszlását a 

D'Agostino & Pearson omnibus teszt segítségével határoztuk meg. A csoportok közti 

változásokat az adatok eloszlásától függően nem parametrikus (Mann-Whitney) vagy 

Student-féle t-teszttel vizsgáltuk. A kontroll és a DCN-nal kezelt csoportok közötti tumor-

incidencia különbségeit és azok szignifikanciáját χ-négyzet próbával vizsgáltuk. Szignifikáns 

értékeknek a *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 határoztuk meg.  
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4. EREDMÉNYEK 
 

4.1. HCC vizsgálatok  

4.1.1. In silico humán HCC vizsgálatok 

Az ArrayExpress adatbázis E-MTAB-950 kísérleti adataiból nyert vizsgálatok alapján 

a HCC-ban szignifikánsan csökkent a decorin mRNS expressziója a normál májmintákhoz, 

valamint a tumort környező szövethez képest (p<0,001) (9.A ábra). Ugyanakkor a tumort 

környező kötőszövetben mérsékelt decorin mRNS növekedést figyeltünk meg az ép májhoz 

viszonyítva (9.A ábra). A decorin expresszió mellett vizsgáltuk a minták SMA mRNS 

mennyiségét is, így kiküszöbölve a decorin termelő csillagsejtek számának különbségéből 

adódó decorin mennyiségi változásokat. Az SMA jól tükrözi az aktivált csillagsejtek számát, 

melyek a decorin termelésének fő forrásai. A decorin SMA-ra vonatkoztatott relatív 

expressziója szignifikánsan csökkent a tumor mintákban, az ép májhoz és a tumort környező 

szövethez képest (p<0,001) (9.B ábra). 

 
9. ábra A decorin és az SMA génexpressziós változásai humán HCC esetekben az 
ArrayExpress E-MATB-950 kísérleti értékei alapján. A decorin és SMA mRNS 
expressziós értékei normál, tumoros és tumort környező szövetekben (A), valamint 
a decorin SMA-ra vonatkoztatott relatív expressziója (B). A HCC-ben 
szignifikánsan alacsonyabb DCN/SMA mRNS expressziót mértünk, a normál 
mintához és a tumor környező szövethet képest. ***p<0,001 nnnormal=36, nHCC=112 
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Számításaink kimutatták, hogy ez a különbség nem függ az aktivált csillagsejtek számától, 

ugyanis a decorin abszolút értéke és az SMA-ra vonatkoztatott relatív mennyisége egyaránt 

hasonló változást mutatott (9.A, B ábra). Ugyanakkor nem láttunk szignifikáns különbséget 

a decorin relatív expressziójában a normál és a nem tumoros környező szövet között (9.B 

ábra). 

Vizsgáltuk azt is, hogy az adatbázisban fellehető patológiai és klinikai adatok tükrében, 

hogyan változnak az általunk meghatározott DCN/SMA expressziós értékek. Vizsgálataink 

során cirrhotikus minták esetében emelkedett decorin expressziót tapasztaltunk az ép 

májmintához képest, de a változás nem volt szignifikáns (10. ábra). A HCC-k tekintetében 

azt láttuk, hogy minél előrehaladottabb a betegség, annál alacsonyabb volt a relatív decorin 

mRNS szintje. Az eltérés a nagyon korai HCC-k esetében még nem, de a korai, előrehaladott 

és nagyon előrehaladott stádiumok esetében szignifikánsnak bizonyult (p<0,001) (10. ábra). 

 
10. ábra A decorin relatív expressziója szignifikánsan csökken a betegség 
előrehaladottságának függvényében. ***p<0,001 
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Vizsgáltuk a decorin viszonyát a barcelonai stádiumbeosztás összefüggésében is 

(BCLC=Barcelona Clinic Liver Cancer staging). A proteoglikán relatív expressziója a 

stádium előrehaladottságával szignifikánsan csökkent az ép májmintához viszonyítva (p<0,5, 

p<0,01, p<0,001) (11. ábra).  

 

 
11. ábra A DCN/SMA expresszió szignifikánsan csökkent a HCC-ben a 
barceloniai stádium (BCLC) előrehaladottságával. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 

 

4.1.2. Humán HCC TMA eredmények 

A TMA mintákon decorin, SMA és EGFR immunhisztokémiai reakciókat végeztünk, 

valamint vizsgáltuk a fenti targetek mRNS szintű változásait is. A TMA blokk 

összeállításához használt biopsziás minták adatait és összesített értékeit a 2. és 9. táblázat 

tartalmazza. 

Normál körülmények között, az ép májszövetben a csillagsejtek alacsony mátrixfehérje 

termelő aktivitással rendelkeznek (12.A ábra). Az ép májban a decorin kis mennyiségben 

periportális kötőszövetben, a centrális vénák fala körül mutatható ki (12.B ábra).  

A cirrhotikus és nem cirrhotikus májban kialakult HCC-ban peritumorálisan az aktivált 

csillagsejtek száma megnő elsősorban a kötőszövetes septumok mentén, ami SMA festéssel 

jól látható (12.E, I ábra). A tumor körüli szövetben, akár cirrhotikus, akár nem cirrhotikus 
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HCC minták esetén, magas SMA intenzitást (12.E, I ábra), valamint ezzel együtt magas 

decorin expressziót detektáltunk (12.F, J ábra). Összehasonlítva az ugyanazon májból 

származó tumoros és környező szöveti mintákat azt láthatjuk, hogy mind a cirrhotikus, mind 

pedig nem cirrhotikus májban kialakult HCC esetében a tumorban és a környező szövetben 

bár a csillagsejtek nagy számban jelen vannak (12.C, E, G, I ábra), de a tumorban a decorin 

jelintenzitása gyenge, expressziója szignifikánsan alacsonyabb (12.D, H ábra), mint a 

környező szövetben (p<0,05, p<0,001) (12.F, J; 13.A, B).  

A decorin expresszióról pontosabb képet kapunk, amennyiben a proteoglikán 

mennyiségét normalizáljuk a SMA intenzitás értékével. A 13. ábra az immunhisztokémiai 

eredmények összesített kiértékelését mutatja. Érdekes megfigyelésünk, hogy akár cirrhosis, 

akár nem cirrhosis talaján kialakult HCC esetében a tumort körülvevő parenchima aktivált 

csillagsejtjei (12.E, I ábra) magas decorin expressziót mutatnak (12.F, J ábra 13.A, B ábra), 

ezzel szemben a tumorban szintén nagy számban jelenlévő csillagsejtek (12.C, G ábra) 

decorin termelése jelentősen lecsökken (12.D, H ábra). Tehát a decorin mennyiségének 

csökkenése a tumorban nem a csillagsejtek számának változásaiból ered (13.B ábra).  

Összhangban a fehérje szintű vizsgálattal, hasonló tendenciát figyelhettünk meg mRNS 

szinten is. A tumort környező szövetben a proteoglikán relatív expressziója jelentős mértékű, 

mind a tumor strómához, mind pedig az ép májhoz viszonyítva (13.C ábra). Mindez arra 

enged következtetni, hogy a gátlás már transzkripciós szinten megtörténik. 
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12. ábra A decorin és az SMA immunhisztokémiai analízise ép májban (A, B), 
cirrhosis talaján kialakult HCC-ben (C, D, E, F), valamint nem cirrhotikus májban 
kialakult HCC (G, H, I, J) esetén. Minden képpár (A-B, C-D, E-F, G-H, I-J) 
ugyanazon minták azonos részletét ábrázolják. A HCC-s minták esetében tumoros 
és tumort körülvevő (környező cirrhotikus és nem cirrhotikus parenchima) 
szöveteket gyűjtöttünk. Az ép májban a csillagsejtek alacsony decorin termelő 
aktivitással rendelkeznek, melyet a barna csapadék mutat (A, B). A kontroll májban 
a decorin a periportális kötőszövetben kis mennyiségben van jelen (B). Érdekes 
megfigyelésünk, hogy akár cirrhotikus vagy nem cirrhotikus májban kialakult 
HCC-ben a nagy számban jelenlévő aktivált csillagsejtek (C, G) alacsony decorin 
expresszióval rendelkeznek (D, H), ezzel szemben a tumort körülvevő parenchima 
szintén nagy számban jelenlévő aktivált csillagsejtjei (E, I) magas decorin 
expressziót mutatnak (F, J). Lépték 200 μm. 

 

Az egyes minták decorin és az SMA jelintenzitását 12-es score-rendszer használatával 

számszerűsítettük, Pannoramic Viewer szoftver segítségével, ezek értékeit a 9. táblázatban 

összesítettük, és a 13. ábra kördiagrammjain szemléltettük. A tumoros mintákat a rájuk 

jellemző számértékek alapján három csoportba soroltuk: decorint nem expresszáló (score-

érték: 0), decorint alacsony mértékben expresszáló (score-érték: 1-6), decorint magasan 

expresszáló (score érték: 7-12) HCC-k. A csoportosítást elvégeztük külön a cirrhotikus 

májban kialakult HCC minták és a nem cirrhotikus májban kialakult HCC minták között, 

valamint úgy is, hogy nem vettük figyelembe a környező májparenchima állapotát. 

A cirrhotikus májban kialakult HCC-ban az estetek jelentős része a decorint nem 

expresszáló csoportot erősítette (47%), kismértékű proteoglikán termelődés a minták 37%-a 

mutatott és 16%-ban magas expressziót detektáltunk (13. ábra). Hasonló megoszlást 

láthattunk a nem cirrhotikus májban kialakuló minták esetében is, legnagyobb arányban itt is 

a decorint nem expresszáló tumorok vannak (62%) (13. ábra). A minták negyedében látható 

alacsony mértékű decorin expresszió (25%), magas decorin expressziót a minták 13% mutat 

(13. ábra). Összevetve a cirrhotikus és nem cirrhotikus májban kialakult tumoros eseteket, a 

minták több mint felében negatív decorin expressziót azonosítottunk (52%), 33%-ban volt 

kismértékű decorin intenzitás és az esetek csupán 15%-a mutatott magas proteoglikán 

intenzitást (13. ábra). A decorin tumorszupresszor szerepét feltételezve a májban érthető, 
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hogy expressziója a tumoros szövetben hiányzik vagy alacsony mértékű. Ezt a tendenciát 

tapasztaltuk az előbbiekben ismertetett csoportosítás során is.  

Mind a cirrhotikus, és a nem cirrhotikus májakban kialakult HCC-k esetében a minták 

16, illetve 13%-ában magas decorin epressziót detektáltunk. Elképzelhető, hogy ezekben a 

mintákban a decorin valamilyen „mutált”, módosult változata van jelen, mely a daganat 

számára már előnyös. 

 
13. ábra Összesítve a cirrhotikus és nem cirrhotikus májban kialakult HCC-k 
immunhisztokémiai eredményeik kiértékelését mutatják a diagrammok. Az SMA 
és a decorin expresszió megoszlása az összesített cirrhotikus és nem cirrhotikus 
májban kialakult HCC mintákban (A). Ugyanezen minták decorin SMA-ra 
vonatkoztatott relatív expressziója fehérje és mRNS szinten (B,C). Alacsony 
decorin expresszió mérhető a tumorban, mely nem a csillagsejtek számának 
külnbségéből ered. A decorin expresszió megoszlása a HCC-s mintákban (D). A 
decorin intenzitás jellemzésére 12-es score-rendszert használtunk. A sore rendszer 
alapján decorin negatív (0), alacsony (1-6) és magas (7-12) decorin expressziós 
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csoportokat határoztunk meg Az értékelést elvégeztük külön a cirrhosis talaján 
kialakult HCC-ban, külön a nem cirrhotikus májban kialakult HCC-ban, valamint 
összesítve a két csoportot is (D). *p<0,05; ***p<0,001 nnormal=9; nHCC=28 
 

9. táblázat A TMA blokk összeállításához felhasznált biopsziás minták összesített 
score értékei (NAT= non-adjacent tissue=tumor környező szövet, SCN= decorin, 
SMA=α-simaizom actin, ID=azonosító) 

Beteg ID Szövet Decorin 
score 

SMA 
score 

DCN/SMA 
intenzitás 

Kategória 

Cirrhosis talaján kialakult HCC  
01 Tumor 1,5 1 1,5 DCN alacsony 
01 NAT 8 6 1,3  
02 Tumor 0 2 0,0 DCN negatív 
02 NAT 11 8 1,4  
03 Tumor 0 4 0,0 DCN negatív 
03 NAT 11 9,5 1,2  
04 Tumor 0 9 0,0 DCN negatív 
04 NAT 9,5 7,5 1,3  
05 Tumor 0 4 0,0 DCN negatív 
05 NAT 11,5 10 1,2  
06 Tumor 1,5 8,5 0,2 DCN alacsony 
06 NAT 12 11,5 1,0  
07 Tumor 0 4 0,0 DCN negatív 
07 NAT 10,5 10 1,1  
08 Tumor 2 1,5 1,3 DCN alacsony 
08 NAT 12 12 1,0  
09 Tumor 1 4,5 0,2 DCN alacsony 
09 NAT 11,5 7 1,6  
10 Tumor 5 11,5 0,4 DCN alacsony 
10 NAT 11,5 12 1,0  
11 Tumor 1,5 4,5 0,3 DCN alacsony 
11 NAT 3,5 7,5 0,5  
12 Tumor 11,5 8,5 1,4 DCN magas 
12 NAT 11,5 9 1,3  
13 Tumor 0 5,5 0,0 DCN negatív 
13 NAT 12 8 1,5  
14 Tumor 3,5 9,5 0,4 DCN alacsony 
14 NAT 11,5 9 1,3  
15 Tumor 0 4,5 0,0 DCN negatív 
15 NAT 3 6 0,5  
16 Tumor 11,5 12 1,0 DCN magas 
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16 NAT 11 8 1,4  
17 Tumor 0 7 0,0 DCN negatív 
17 NAT 11,5 8 1,4  
18 Tumor 7 12 0,6 DCN magas 
18 NAT 12 12 1,0  
19 Tumor 0 4 0,0 DCN negatív 
19 NAT 12 5 2,4  

Nem cirrhotikus májban kialakult HCC 
20 Tumor 5 12 0,4 DCN alacsony 
20 NAT 1 1,5 0,7  
21 Tumor 0 4 0,0 DCN negatív 
21 NAT 11 7 1,6  
22 Tumor 0 11,5 0,0 DCN negatív 
22 NAT 1 1,5 0,7  
23 Tumor 7 9,5 0,7 DCN magas 
23 NAT 7 12 0,6  
24 Tumor 0 5 0,0 DCN negatív 
24 NAT 5.5 12 0,5  
25 Tumor 0 9 0,0 DCN negatív 
25 NAT 6.5 7,5 0,9  
26 Tumor 1 9,5 0,1 DCN alacsony 
26 NAT 9 8,5 1,1  
27 Tumor 0 4 0,0 DCN negatív 
27 NAT 12 7,5 1,6  
28 Tumor 0 4,5 0,0 DCN negatív 
28 NAT 2 4,5 0,4  

Kontroll minták 
29 Kontroll 0.5 7,5 0.1  
30 Kontroll 0.5 1,5 0.3  
31 Kontroll 0.5 2,5 0.2  
32 Kontroll 1 3,5 0.3  
33 Kontroll 1 6,5 0.2  
34 Kontroll 2.5 6,5 0.4  
35 Kontroll 1 3,5 0.3  
36 Kontroll 0.5 1 0.5  
37 Kontroll 1 2,5 0.4  

 

Ezt követően kíváncsiak voltunk, hogy az EGFR, mint a decorin egyik potenciális 

célpontja milyen expressziót mutat a humán HCC eseteinkben. Az immunvizsgálatok alapján 

azt látjuk, hogy a decorin az EGFR szintjével ellentétesen mozog (14. ábra). Az EGFR 

megoszlását vizsgálva magas expressziót detektáltunk a tumorban, ezzel szemben a nem 
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tumoros környező szövetben intenzitása minimális volt. Ugyanezen szöveti mintán a decorin 

megoszlását vizsgálva azt tapasztaltuk, hogy a tumorban jelintenzitása alacsony, valamint a 

kötöszövetben is minimális volt, szemben a nem tumoros körynező szövettel, ahol a 

kötőszövetben abundáns decorin expressziót mértünk.    

 
14. ábra Humán HCC szöveti minta decorin és EGFR immunhisztokémiai képe 
(A), valamint annak reprezentatív kiértékelése (B). A decorin intenzitása az EGFR 
szintjével ellentétesen mozog. Az „A” ábrán ugyanaz a szöveti core EGFR és 
decorin immunfestését láthatjuk. A core felső része a tumort jelöli, mely EGFR 
immunfestéssel pozitív reakciót adott, melyet a DAB barna csapadék jelez. A core 
alsó része nem tumoros környező szövet, mely EGFR negatív immunreakciót 
mutat. Decorin festéssel, ugyanez a szöveti core tumorban negatív, a tumor 
stromában pedig minimális immunpozitivitást mutatott, ezzel szemben a nem 
tumoros környező szövetben abundás decorin festődést láthatunk. Lépték 500 µm. 
***p<0.001 

 

4.1.3. In vitro kísérleti rendszer 

Az in silico, illetve a TMA megfigyeléseink alapján arra következtettünk, hogy a 

tumorban a decorin expresszió csökkenése nem függ a csillagsejtek számától. Ezért 

kíváncsiak voltunk, hogy a daganatsejtek közvetlenül fejtik-e ki a gátló hatásukat a 

csillagsejtek decorin termelésére. Ennek bizonyítására olyan kísérletes rendszert hoztunk 

létre, melyben LX2 humán csillagsejt vonalat HLE, HepG2, Hep3B, HuH7 sejtek 

kondicionált médiumában növesztettük. Az LX2 sejtek által termelt decorin mennyisége 

szignifikánsan csökkent a HepG2, HuH7, HLE humán hepatoma sejtvonalak kondicionált 

médiumának jelenlétében (p<0,05) (15.A, B ábra), a Hep3B sejtek esetében a csökkenés nem 
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bizonyult statisztikailag szignifikánsnak. A proteoglikán mRNS expressziójában szintén 

csökkenést figyelhettünk meg a 4 sejtvonal esetén, azonban szignifikáns csökkenést csupán 

a HepG2 és HuH7 sejtek esetében tapasztaltunk (p<0,05) (15.C ábra). Ezek az eredmények 

jól korrelálnak a humán HCC mintákon kapott megfigyeléseinkkel, jelezve, hogy a 

tumorsejtek gátolják a decorin expresszióját, és a decorin tumorszupresszor hatására utalnak. 

 
15. ábra Decorin expresszió mennyiségi változása LX2 sejtek médiumában dot 
blot analízis segítségével (A), valamint annak denzitometrált kiértékelése (B). 
Decorin változása mRNS szinten (C). Az LX2 csillagsejtek decorin expressziója 
csökkent a különböző hepatoma sejtek (Hep3B, HepG2, HLE, HuH7) kondicionált 
médiumának jelenlétében. CM= kondicionált médium *p<0,05 

 

4.1.4. In vivo primer hepatocarcinogenesis modell decorint túltermelő májban 

Munkacsoportunk korábbi vizsgálatai kimutatták, hogy a DCN-/- egerekben a 

fibrogenesis mellett a hepatocarcinogenesis is fokozott. E kísérleti rendszerben a DCN-/- és 

vad típusú állatokat kétféle hepatocarcinogénnel, TAA-dal, illetve DEN-nal kezelték. A 

DCN-/- egerekben a HCC kialakulása mindkét kísérleti rendszerben fokozott volt a vad típusú 

csoporthoz képest (57, 106). 

Ezen kísérleteinkre alapozva, olyan in vivo modell rendszert hozunk létre, melyben a 

decorint túltermelő egerek májában vizsgáljuk a primer hepatocarcinogenesis folyamatát. 

Kísérleteinkhez vad típusú C57Bl/6 egértörzset használtuk. In vivo munkánk során az 

egerekből kétféle csoportot hoztunk létre: a pLIVE-üres vektorral transzfektált: kontroll 

(pLIVE-SEAP+pLIVE-0), valamint a pLIVE-decorin plazmiddal transzfektált: kezelt 

(pLIVE-SEAP+pLIVE-DCN) csoportot (8. ábra). 
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4.1.4.1. Humán decorin expressziója a májban 

Fluoreszcens festéssel megvizsgáltuk a transzfekcióval bejuttatott humán decorin 

lokalizációját. A kontroll egerek májában (pLIVE-0) humán decorin festéssel teljesen 

negatív reakciót kaptunk. A decorin transzfektált TAA kezelt mintákban a bejuttatott decorin 

különösen a centrális vénák körüli hepatocyták citoplazmájában van jelen (16.A, B, C ábra). 

 
16. ábra A humán decorin lokalizációja a májban hidrodinamikus génbevitelt 
követően a pLIVE-DCN transzfektált, TAA kezelt egerek májában, mely a centrális 
vénák körüli hepatocytákban figyelhettük meg (A,B, C). A „B” és „C” ábra ugynaz 
a pLIVE-DCN egér minta humán decorin festését mutatja, különböző 
nagyításokban. Piros: decorin, Kék: DAPI (sejtmagok) Lépték: A-100 µm; B, C-50 
µm. 
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4.1.4.2. Transzfekció sikerességének ellenőrzése 

A bejuttatott pLIVE-SEAP kontroll vektorként szolgált, mely közvetett információt 

szolgáltat a transzfekció sikerességéről, ugyanis az általa kifejeződő alkalikus foszfatáz, 

kemilumineszcens assay segítségével egyszerűen detektálható az állatok véréből. A 17. „A” 

ábrán a pLIVE-0, illetve pLIVE-DCN transzfektált, TAA kezelt, öt hónapos egerek 

szérumából mért kemilumineszens eredményeket, valamint annak denzitometrált 

kiértékelését láthatjuk (17.B ábra). Vizsgálataink alapján azt mondhatjuk, hogy a 

transzfekció sikeres volt, a SEAP vektor aktivitása magas expressziót mutatott az állatok 

többségében, nagyon alacsony SEAP intenzitást csupán 3 kontroll (pLIVE-0), valamint 4 

decorin kezelt (pLIVE-DCN) mintában találtunk (17. ábra). A SEAP szint meghatározása az 

öt hónapos egerek szérumából történt. A pLIVE-DCN csoportok magasabb SEAP aktivitása 

abból adódhat, hogy a decorin mennyisége összefügghet az érfalak átjárhatóságával, melyet 

korábbi kísérleteink alapján is valószínűsíthetünk. Minél alacsonyabb a decorin szint, annál 

kevésbé átjárható az érfal. Erre ugyan semmilyen irodalmi adat nincs, de előkísérleti 

rendszerünkben DCN-/- egerekben a hidrodinamikus génbevitellel bejutatott SEAP vektorok 

aktivitása még a jelen kutatásban bemutatott pLIVE-0 csoporttól is alacsonyabb volt. 
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17. ábra A SEAP kemilumineszcens assay eredménye (A) és annak denzitometrált 
kiértékelése (B) az ötödik hónapban vett pLIVE-0 és pLIVE-DCN ranszfektált, 
TAA kezelt állatok szérumából. A SEAP aktivitása a transzfekcióval bejutatott 
pLIVE-SEAP vektorok aktivitását mutatja, mellyel a transzfekció sikerességét 
támasztjuk alá. n=30 

 

Az alkalikus foszfatáz értékek alapján kiválasztottuk a nagyobb aktivitást mutató 

állatokat, melyekben decorin ELISA segítségével meghatároztuk a vérben keringő humán 

decorin koncentrációját (18. ábra). A szérumban mért humán decorin koncentráció jó 

egyezést mutatott az alkalikus foszfatáz aktivitás értékekkel, valamint a kontroll csoporthoz 

képest a proteoglikán koncentrációja magasabb volt azokban az állatokban, melyekbe humán 

decorin vektort juttatunk be, ezzel is alátámasztva a géntranszfer sikerességét. A kontroll 
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(pLIVE-0) csoportokban mért alacsony szérum humán decorin szint (<500 pg/ml) az ELISA 

Assay egér endogén decorinnal való keresztreakciójának tudható be. 

 
18. ábra Az ELISA-val meghatározott humán decorin mennyisége az ötödik 
hónapban vett állatok szérumában. Magas decorin koncentrációt mértünk a pLIVE-
DCN transzfektált, TAA kezelt csoportokban, az x-tengely az állatok számát 
mutatja.  

 

4.1.4.3. Decorin hatékonysága a primer hepatocarcinogenesis modellben 

A SEAP intenzitás változatos eloszlását kiküszöbölve a decorinnal transzfektált, TAA 

kezelt állatok csoportjait három alcsoportra osztottuk a vektor intenzitása alapján. 

Megkülönböztettünk decorin negatív (19.A, B ábra), alacsony decorin expressziós (19.C, D 

ábra), és a vektort magas aktivitással expresszáló csoportokat (19.E, F ábra). A további 

molekuláris vizsgálatokhoz kontrollként (pLIVE-0) a decorin negatív állatok poolozott 

mintáit használtuk, pLIVE-DCN csoportot pedig a decorint alacsony és magas mértékben 

expresszáló egerek poolozott mintáiból gyűjtöttük.  
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19. ábra A primer hepatocarcinogenesisből származó egér májak decorin negatív 
(A, B), alacsony decorin expressziós (C, D) és magas aktivitással (E, F) rendelkező 
csoportjainak reprezentatív hematoxilin-eozin képei és azok statisztikai 
kiértékelése (G). A humán decorint expresszáló egerek májában (DCN alacsony, 
DCN magas) TAA kezelést követően kevesebb tumorszámot detektáltunk, 
valamint alacsonyabb máj-/testtömeg arány volt mérhető a decorin negatív 
csoportokkal szemben. A szaggatott vonal a tumor határt mutatja. Minden képpár 
(A-B, C-D, E-F) ugyanazon minta különböző nagyítású képei, a csillag pedig a 
minták azonos részletét ábrázolják. Tu= tumor. Lépték: A, C, E=200 μm; B, D, 
F=100 μm; n = 15 
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A korábbi vizsgálatainkhoz hasonlóan a TAA kezelés fibrosist, majd a májsejtek 

hiperregenerációja következtében HCC-t indukált az egerek májában. A humán decorint nem 

expresszáló májak kötőszövetes tokkal körülvett daganatos göbjeiben a citoplazma 

mennyiségének emelkedését figyelhettük meg, erős eosinophil festődéssel (19.A, B ábra). 

TAA kezelés hatására a legtöbb daganatot azoknál az állatoknál figyelhettünk meg, melyek 

májában nem fejeződött ki az humán decorin (19.G ábra). Ugyanakkor a humán decorint 

expresszáló csoportokban a tumorszám jelentősen csökkent (72%, 78%) (19.G ábra), 

függetlenül attól, hogy milyen mértékben fejeződött ki a proteoglikán, és kis mennyiségű 

decorinnak is megfigyelhettük a tumorgátló hatását. 

A decorint expresszáló csoportok alacsonyabb máj-/testtömeg-arányai is alátámasztják 

a decorin jótékony hatásást. Ezen eredmények alapján feltételezzük, hogy a decorin 

génbevitel gátolja a HCC kialakulását, mutatva, hogy a proteoglikán szolubilis formában 

tumorszuppresszorként működhet. 

 

4.1.4.4. A decorin hatására bekövetkező jelátviteli változások hepatocarcinogenesis 

modellben 

A decorin okozta növekedés gátlás a legtöbb tumor esetében a RTK-ok gátlásán 

keresztül valósul meg. Kísérleti rendszerünkben számos phospho-RTK aktivitást vizsgáltuk. 

Megfigyeltük, hogy a decorin (pLIVE-DCN) transzfekciót követően, a TAA kezelt 

egerekben szignifikánsan csökkent az EGFR, PDGFRα, PDGFRβ, PDGFR/Flt-3, 

PDGFR/SCF, AXL, HGF/MSPR, MuSK és az inzulin receptor aktivitása a pLIVE-0 

csoporthoz képest (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001) (20. ábra). Számszerűen, 52%, 30%, 

73%, 54%, 53%, 46%, 79%, 61%, 66%, 12%-os gátlást tapasztaltunk az egyes receptorokban 

a decorin transzfekció hatására (20. ábra).  

Ezt követően olyan daganat-specifikus jelátviteli utak azonosítása volt a célunk, 

melyek rávilágíthatnak a decorin tumorszupresszor hatásának mechanizmusára. Ennek 

érdekében 43 targetre specifikus Phospho-Kinase Arrayt használtam, aminek eredményeit a 

10. táblázatban és 23. ábrán összegeztem. Western blot analízissel megerősítettük, hogy a 

decorin transzfektált, TAA kezelt állatokban csökkent a pEGFR szintje a pLIVE-0 

csoporthoz képest, a változás statisztikailag szignifikánsnak bizonyult (p <0,001) (21.A, B 
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ábra). A decorin transzfektált, TAA kezelt állatokban párhuzamosan a RTK-ok aktivációs 

állapotának csökkenésével, 12%-os ERK1/2 aktivitás csökkenést figyeltünk meg a kontroll 

csoportokhoz képest (pLIVE-0) (10. táblázat, 23. ábra).  

 
20. ábra Reprezentatív kép a Phospho-RTK Array analíziséről (A) és annak 
denzitometrált kiértékelése (B), pLIVE-0, valamint decorinnal (pLIVE-DCN) 
transzfektált TAA kezelt egerekben. Szignifikánsan csökkent az EGFR, PDGFRα, 
PDGFRβ, PDGFR/Flt-3, PDGFR/SCF, AXL, HGF/MSPR, MuSK és az Inzulin 
receptor aktivitása decorin transzfekció hatására a kontroll csoportokkal szemben. 
*p <0.05; **p <0.01; ***p < 0.001 

 

A foszforilált IGF-1R expressziója nem változott carcinogen hatására a pLIVE-0 

állatokban (21.A, C ábra). Azonban, ugyanez a RTK aktivitása 2x emelkedést mutatott a 

TAA kezelt, decorin overexpresszált csoportokban (21.A, C ábra). 

Kíváncsiak voltunk, hogy az Akt, mint az IGF-1R receptor ismert downstream 

effektorának aktivitása hogyan változik a mi kísérleti rendszerünkben. A CTL (kontroll) 

mintákban minimális mennyiségű foszfo-Akt (S473) volt detektálható (21.A, D ábra). TAA 
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expozíció hatására emelkedett foszfo-Akt (S473) aktivitást figyelhettünk meg, de a pLIVE-

0 és decorin transzfektált csoportok értékei nem különböztek szignifikánsan (21.A, D ábra). 

A pAkt (T308) változása követi az IGFR-ét, 35%-os emelkedést mértünk a pLIVE-DCN 

transzfektált, TAA kezelt egerek csoportjaiban, a pLIVE-0 mintákhoz képest (10. táblázat, 

23. ábra). Az Akt megnövekedett aktivitása révén az mTOR útvonal is fokozódott, melyre a 

foszfo-p70S6K fehérjék emelkedett mennyisége utal, a decorin transzfektált, TAA kezelt 

csoportokban. Továbbá, a GSK3 és WNK1 foszfo-fehérjék magasabb szintje szintén az Akt 

akvitivás következménye. Ehhez kapcsolódóan, a PDK1 által foszforilált RSK1/2/3 fehérjék 

mennyisége 30%-kal emelkedett. Az RSK kináz aktivitásának köszönhetően a foszfo-p27KIP1 

ciklin dependens kináz inhibitor mennyisége szignifikáns emelkedést mutatott decorin 

transzfekció hatásra a TAA kezelt állatokban: 48%-os emelkedést tapasztaltunk, a pLIVE-0 

csoporthoz képest (p <0,05) (10. táblázat). A megnövekedett PLCγ és PYK2 szintén a 

fokozott RTK aktivitásra utal. 

TAA kezelés esetén a foszfo-p53(S392), a foszfo-p53(S46) és a foszfo-p53(S15) 

fehérjék expressziója 2x, 1,6x-os és 1,7-es emelkedést mutattattak a decorin kezelés hatására 

a pLIVE-0 májakkal szemben (p <0.05; p <0.01) (22.A, B ábra). A p53 magasabb szintje arra 

utal, hogy a decorin a sejtciklust a G1 fázisban megállítja. 

 A proteoglikán hatására emelkedett pAMPK, c-Jun, eNOS szintetek mértünk a pLIVE-0 

csoporttal szemben, illetve a STAT fehérjék aktivitása is fokozódott a decorin transzfekció 

hatására. Ezzel szemben a JNK, a p38, a HSP27, az Fgr, valamint a β-catenin mennyisége 

csökkent a decorin transzfekció hatására. 
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21. ábra Reprezentatív képek a pEGFR, pIGF-1R, pAKT (S473) és pAKT (T308) 
Western blot analíziséből (A) és azok denzitometrált kiértékelése (B, C, D, E), üres 
vektoral (pLIVE-0), valamint decorinnal (pLIVE-DCN) történő transzfekciót 
követően, TAA kezelt és vad (CTL) típusú egerekben. Belső kontrollként a β-actint 
használtuk. CTL=Kontroll, TAA= tioacetamid; *p <0.05; **p <0.01; ***p < 0.001 

 

 
22. ábra Reprezentatív kép a p53 Phospho-Kinase Array-vel történt analíziséről 
(A), és annak denzitometrált kiértékelése (B). A foszfo-p53(S392), a foszfo-
p53(S46) és a foszfo-p53(S15) fehérjék mennyisége szignifikánsan csökkentek a 
TAA kezelt, decorin transzfektált egerekben, a pLIVE-0 csoporttal szemben. *p 
<0.05; **p < 0.01. 
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Összességében, a fentiekben kiemelt targetek a decorin daganatgátló hatását erősítik, 

tehát bátran mondhatjuk, hogy a decorin mint más daganatokban, a májban is 

tumorszupresszorként viselkedik. 

 

 
23. ábra Decorin transzfekció hatására bekövetkező jelátviteli útvonalak változásai 
TAA kezelést követően in vivo primer hepatocarcinogenesis modellünkben. 
Kísérleti rendszerünkben a decorin számos RTK aktivitását gátolta, melyet 
csökkent MAPK/ERK működés jellemzett. Ezzel szemben az IGF-1R indukcióját 
figyeltük meg, melyhez fokozott Akt/mTOR aktivitás társult. A gátolt 
tumorigenesisért feltételezhetően az emelkedett foszfo-p53 szint tehető felelőssé. 
Színkódok: piros: csökkent; zöld: emelkedett; szürke: nem vizsgáltuk. A további 
részleteket a szöveg tartalmazza. (Saját készítésű ábra.) 
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10. táblázat A Phospho Kinase Array eredményei. A táblázat a TAA kezelt 
egerekben a pLIVE-DCN csoport pLIVE-0 mintákra normalizált relatív 
expresszióját mutatja a felsorolt targetekre nézve, valamint azok szignifikancia 
értékeit.   

Fehérje target Foszforilációs hely A pLIVE-DCN csoport 
relatív mennyisége (%) p-érték 

Akt 1/2/3 (S473) S473 106,191 0,094 
Akt 1/2/3 (T308) T308 135,548 0,014 
AMPKα1 (T183) T183 95,763 0,011 
AMPKα2 (T172) T172 106,994 0,197 

Chk-2 T68 100,713 0,550 
c-Jun S63 113,436 0,008 
CREB S133 94,172 0,609 
EGF R Y1086 87,617 0,500 
eNOS S1177 138,356 0,096 

ERK1/2 T202/Y204, T185/ 
 

88,815 0,168 
FAK Y397 98,433 0,542 
Fgr Y412 87,266 0,145 
Fyn Y420 96,272 0,512 

GSK-3α/β S21/S9 111,285 0,072 
Hck Y411 103,287 0,524 

HSP27 S78/S82 77,119 0,189 
HSP60  98,749 0,198 

JNK 1/2/3 T183/Y185, T221/ 
 

94,979 0,043 
Lck Y394 97,272 0,027 
Lyn Y397 91,740 0,299 

MSK1/2 S376/S360 98,017 0,535 
p27 T198 148,297 0,025 

p38α T180/Y182 83,748 0,116 
p53 (S46) S46 138,985 0,024 
p53 (S15) S15 159,238 0,008 

p53 (S392) S392 141,930 0,006 
p70 S6 Kinase T421/S424 149,127 0,007 

p70 S6 Kinase (T389) T389 160,758 0,030 
PDGF-Rβ Y751 102,499 0,611 

PLC-γ1 Y783 115,806 0,062 
PRAS40 T246 92,030 0,325 

PYK2 Y402 120,219 0,073 
RSK1/2/3 S380/S386/S377 130,875 0,142 

Src Y419 100,440 0,253 
STAT2 Y689 96,405 0,249 
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STAT3 Y705 105,928 0,060 
STAT3 S727 95,275 0,377 

STAT5a Y694 109,534 0,526 
STAT5a/b Y694/Y699 116,899 0,159 
STAT5b Y699 105,366 0,520 
STAT6 Y641 108,400 0,285 
TOR S2448 95,466 0,454 

WNK1 T60 126,998 0,120 
Yes Y426 100,413 0,383 

β-Catenin  85,988 0,092 
 

4.2. Colon adenocarcinoma májmetasztázis vizsgálatok 

4.2.1. Humán colon adenocarcinoma májmetasztázis TMA eredmények 

A humán TMA összeállításához, ugyanazon betegből származó ép vastagbél 

nyálkahártyát, primer colon adenoarcinoma mintát, májmetasztázist és az ezt környező 

májszövetet használtuk fel, majd a mintákon humán decorinra és SMA-ra specifikus 

immunfestést végeztünk. A legmagasabb decorin expresszió az ép vastagbél nyálkahártyában 

volt (24.A, E ábra). A primer tumorban jelentős mennyiségű proteoglikán felhalmazódást 

láthatunk (24.B ábra), de expressziója alacsonyabb az ép vastagbél nyálkahártyában mért 

értékekhez képest (24.A, E ábra). Az immunfestés azt mutatta, hogy ugyanazon beteg 

májmetasztázisában a  decorin expresszió (24.C ábra) szignifikánsan alacsonyabb, mint a 

primer tumorban (24.B ábra) (p<0.01). Nincs szignifikáns különbség a tumort környező 

májszövet és a májmetasztázis decorin expressziója között (24.C, E ábra).  

Vizsgáltuk a decorin változásait a „replacement” és „desmoplasticus” növekedési 

mintázat esetén is. A decorin intenzitása alacsonyabb az agresszívebb, „replacement” típusú 

metasztázisokban, mint a “desmoplasticus”-ban (24.F ábra). Vizsgálataink alapján a Grade 

III. daganatok májmetasztázisaiban alacsonyabb decorin expressziót mértünk, mint a Grade 

II.–ben (24.G ábra). A Grade III. májmetasztázisok primer tumor párjaiban mért decorin 

intenzitás alacsonyabb, mint a Grade II stádiumú primer tumor mintákban (24.H ábra). 

Korrelációs analízisünk alapján, mind a primer colorectalis adenocarcinoma esetében, mind 

pedig a májmetasztázis mintákban a decorin mennyisége nincs összefüggésben az SMA 

mennyiségével (25. ábra). Mindezek alapján azt feltételezzük, hogy a decorin mennyisége és 
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a daganat aggresszivitása között összefüggés lehet. A TMA blokk összeállításához használt 

biopsziás minták adatait és összesített értékeit a 3. és 11. táblázat tartalmazza. 

 
24. ábra A decorin immunhisztokémiai analízise normál vastagbél 
nyálkahártyában (A), primer colon adenocarcinomában (B), májmetasztázisban (C) 
és a tumor környező májszövetben (D). Legmagasabb decorin expresszió a normál 
vastagbél nyálkahártyában volt (A). Ugyanazon beteg májmetasztázisában 
szignifikánsan alacsonyabb decorin expressziót mértünk (C), mint a primer tumor 
párjában (B). Az oszlopdiagrammok a decorin eloszlását mutatják (E). A decorin 
intenzitása alacsonyabb a „replacement” típusú metasztázisokban, mint a 
“desmoplasticus”-ban (F). A Grade III. daganatok májmetasztázisaiban 
alacsonyabb decorin expressziót mértünk, mint a Grade II. –ben (G). A Grade III. 
májmetasztázisok primer tumor párjaiban mérhető decorin intenzitás alacsonyabb, 
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mint a Grade II típusú primer tumor mintáiban mérhető (H). Desm 
LM=”desmoplasticus” típusú májmetasztázis (n=20), Repl. LM= “replacement” 
típusú májmetasztázis (n=10). nGrade II.=23, nGrade III.:=6, N=normál colon, 
PT=primer tumor, LM= májmetasztázis, SL= környező májszövet. Lépték=200 
µm. *** p <0.001; ** p <0.01. 

 

 
25. ábra A decorin és SMA intenzitás kollerációs analízise a májmetasztázis 
környező májszövetében mért értékek alapján. A decorin intenzitása független az 
SMA mennyiségétől.  

 

11. táblázat A TMA blokk összeállításához felhasznált biopsziás minták összesített 
decorin H-score értékei. N=normál vastagbél nyálkahártya, PT=primer tumor, 
LM=májmetasztázis, SL=környező májszövet. 

Beteg 
ID 

N H-score  
átlag 

PT H-score 
átlag 

LM H-score 
átlag 

SL H-score 
átlag 

1 50,14 34,36 49,14 52,07 
2 139,00 23,60 16,48 23,10 
3 44,00 68,85 25,41 88,34 
4 30,05 85,29 60,91 14,99 
5 147,82 117,93 29,95 38,68 
6 188,57 97,89 0,52 18,51 
7 41,05 94,32 17,97 27,45 
8 89,87 37,64 10,13 6,93 
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9 104,82 33,57 63,74 37,89 
10 96,74 107,53 31,18 61,25 
11 141,67 81,25 17,04 114,37 
12 56,66 20,33 24,22 106,26 
13 56,58 53,60 40,21 12,01 
14 72,15 142,65 87,35 32,19 
15 23,05 26,14 31,46 12,44 
16 179,67 118,48 130,44 116,08 
17 101,71 138,33 65,67 61,88 
18 158,52 62,53 122,16 3,95 
19 134,90 83,07 77,92 48,82 
20 121,20 138,81 22,67 75,26 
21 199,89 201,10 71,82 26,64 
22 142,47 121,04 9,31 71,06 
23 54,96 28,06 55,75 29,39 
24 129,62 124,62 1,54 70,77 
25 84,20 39,87 7,06 20,76 
26 3,71 10,18 34,26 6,86 
27 101,64 83,69 29,17 5,68 
28 79,30 25,58 32,77 33,17 
29 105,84 52,44 65,51 26,15 
30 135,89 136,74 77,63 36,13 

 

4.2.2. In vitro kísérleti rendszer 

A májmetasztázis szöveti microarray vizsgálatai, illetve a humán HCC vizsgálati 

eredményeink alapján arra következtethetünk, hogy a daganat progressziója során a decorin 

expressziója folyamatosan csökken. Ennek alapján, kíváncsiak voltunk, hogy a vastagbél 

tumor sejtek képesek-e közvetlen hatást kifejteni a máj csillagsejtek decorin termelésére. 

Ennek bizonyítására LX2 humán csillagsejt vonalat, HT29 humán colon adenocarcinoma 

sejtek kondicionált tápfolyadékában növesztettük. Szignifikánsan kevesebb decorin 

mennyiséget mértünk az LX2 csillagsejtek médiumában, amikor azok HT29 sejtvonal 

kondicionált médiumának jelenlétében növekedtek (p<0,05) (26.A, B ábra). Szignifikáns 

csökkenést tapasztaltunk mRNS szinten is a colon adenocarcinoma kondicionált médiumban 

növesztett LX2 esetében, a kontroll LX2 sejtekhez képest (p<0.001) (26.C ábra), ami arra 

enged következtetni, hogy a gátlás már transzkripciós szinten megtörténik.  
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Ezek az eredmények jól harmonizálnak a korábbi vizsgálatainkkal, melyek a decorin 

tumorszupresszor szerepét erősítik. 

 
26. ábra Reprezentatív ábra az LX2 médiumában mért decorin változásának dot 
blot analízisről (A), valamint annak denzitometrált kiértékeléséről (B). Decorin 
expresszió változása mRNS szinten (C). Szignifikánsan csökkent az LX2 
csillagsejtek decorin termelése HT29 colon adenocarcinoma sejtek kondicionált 
tápfolyadékának jelenlétében. CM= kondicionált médium. *** p <0.001; * p <0.05 

 

4.2.3. In vivo kolonizációs modell  

4.2.3.1. Humán decorin génbevitel sikerességének ellenőrzése 

Májmetasztázis vizsgálatokhoz, olyan kolonizációs modellt hoztunk létre, melyben a 

decorint túltermelő egerek májában, c38 egér colorectális carcinoma sejtek lépbe való oltását 

követően vizsgáltuk a tumor megjelenését és annak molekuláris hátterét. 

A hidrodinamikus génbevitel sikerességét immunhisztokémiai festéssel, valamint 

humán decorin ELISA-val erősítettük meg a pLIVE-DCN és a pLIVE-0 transzfektált 

csoportokban, c38 colorectális carcinoma sejtek lépbe való oltását követően. A humán 

decorinra specifikus immunhisztokémiai reakció a decorin transzfektált egerek 

hepatocytáiban erős immunpozitivitást mutatott a centrális vénák és a portális traktus körül 

(27.B ábra), míg a kontroll mintákban alig volt decorin expresszió (27.A ábra). A humán 

proteoglikán szintet az egerek keringésében is meghatároztuk ELISA vizsgálattal 

(termináláskor gyűjtött szérumból), ahol a pLIVE-DCN csoportokban magas decorin fehérje 

DOI:10.14753/SE.2021.2452



76 
 

szinteket detektáltunk, szemben a kontroll csoporttal (27.C ábra). Ezek az eredmények 

alátámasztják a hidrodinamikus génbevitel sikerességét, valamint a humán decorin aktív 

jelenlétét.  

 
27. ábra Humán decorinra specifikus immunhisztokémiai festés a pLIVE-0 (A) és 
decorin transzfektált (pLIVE-DCN) (B) egerek májában, c38 egér colorectális 
carcinoma sejtek oltását követően. Decorin transzfekciót követően a pLIVE-DCN 
egerek hepatocytáiban erős humán decorin immunpozitivitást tapasztaltunk, melyet 
a barna csapadék jelez (A). A Decorin a centrális vénák körül fejeződött ki. A 
pLIVE-0 csoportokban negatív humán decorin festődést tapasztaltunk (B). A 
pLIVE-DCN csoportok szérumában (termináláskor gyűjtött) ELISA segítségével 
magas decorin koncentrációt mértünk, a kontrollhoz képest (C). Lépték =50 μm; 20 
μm.  
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4.2.3.2. Decorin hatékonysága a kolonizációs modellünkben 

A hidrodinamikus génbevitel hatására a decorint nem expresszáló csoportokban (28.A 

ábra) szignifikánsan több tumorgócot detektáltunk, a proteoglikánnal transzfektált csoporttal 

szemben c38 egér colorectális carcinoma sejtek lépbe való oltását követően (p<0.05) (28.B 

C ábra). A decorin kezelt egerek esetében 63%-kal csökkent a tumor prevalenciája a kontroll 

csoporthoz képest, melyet az alacsonyabb máj-/testtömegarány is alátámaszt (28. ábra). Ezek 

alapján bátran feltételezhetjük a decorin védő hatását a metasztatikus májdaganatokkal 

szemben is. 

 
28. ábra Reprezentatív hematoxilin-eozin festett metszetek a decorin transzfektált 
(A) és kontroll egerek májáról (B) c38 colorectális carcinoma sejtek lépbe való 
oltását követően. Az oszlopdiagrammok a pLIVE-0 és pLIVE-DCN egerekben a 
tumorszámot és a máj/testömegarányt mutatja (C). A pLIVE-DCN csoportokban 
63%-kal csökkent a tumor prevalanciája, valamint csökkent a máj/testömegarány 
is a pLIVE-0 csoporttal szemben. Lépték: 1000 µm n=24, p<0.05 

 

DOI:10.14753/SE.2021.2452



78 
 

4.2.3.3. A decorin molekuláris hatása a kolonizációs modellben  

Számos kutatás szerint a decorin daganatgátló hatását különféle RTK gátlásán 

keresztül fejti ki. A kísérletes rendszerünkben decorin transzfektált, c38 colorectális 

carcinoma sejttel oltott egerek esetében szignifikánsan csökkent az EGFR, PDGFRα és a 

HGF/MSPR receptorok aktivitása, a kontroll csoporthoz képest (p<0.05) (29. ábra). 

Proteome Profiler Mouse Phospho-RTK Array vizsgálataink eredményeként a proteoglikánt 

overexpresszáló, c38 colorectális carcinoma sejttel oltott csoportokban az EGFR, PDGFRα 

és a HGF/MSPR receptorok aktivitásában 43%, 45% és 63%-os csökkenést figyelhettünk 

meg a kontrollhoz képest (29. ábra). 

 
29. ábra Reprezentatív kép a Phospho-RTK Array analíziséről, és annak 
denzitometrált kiértékelése. Decorin transzfektált, c38 colorectális carcinoma 
sejttel oltott csoportokban szignifikánsan csökkent az EGFR, PDGFRα és a 
HGF/MSPR receptorok expressziója kolonizációs modellünkben. *p < 0.05. 

 

Decorin transzfekció hatására a vad típusú egerekben (CTL) szignifikánsan csökkent 

az pIGFR aktivációja, ugyanakkor a c38 egér colorectális carcinoma sejtekkel oltott állatok 

esetében nem volt különbség az üres vektorral (pLIVE-0) és a decorin vektorral (pLIVE-
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DCN) transzfektált csoportok között (p<0.01) (30. ábra). Az EGFR esetében a decorin 

transzfektált, c38 sejtekkel oltott csoportok szignifikánsan kisebb expressziót mutatott a 

receptorra nézve, összehasonlítva a pLIVE-0 csoportokkal (p<0.001) (30. ábra). Ezzel 

összefüggésben decorin hatására a c38 colorectális carcinoma sejtekkel oltott egerekben az 

ERK1/2 aktivitása 22% és 27%-kal csökkent, szemben az üres vektorral transzfektált 

csoporttal (p<0.01) (30. ábra). 

 
30. ábra Reprezentatív képek a pEGFR, pIGF-1R, pERK1/2 western blot 
analíziséből (A) és azok denzitometrált kiértékelése (B, C, D), üres vektoral 
(pLIVE-0), illetve decorinnal (pLIVE-DCN) történő transzfekciót követően, vad 
(CTL) típusú egerekben, valamint c38 egér colorectális carcinoma sejtekkel oltott 
egerekben (c38). Belső kontrollként a β-actint használtuk. CTL=Kontroll; 
DCN=decorin; **p <0.01; ***p < 0.001. 
 

Ezután célul tűztük ki a decorin indukció hatására bekövetkező daganat-specifikus 

jelátviteli utak tanulmányozását. Ennek érdekében, a már korábban említett 43 targetre 

specifikus Phospho Kinase Arrayt használtam, melynek összesített, kiértékelt eredményeit a 

12. táblázatban és a 31. ábrán foglaltuk össze. A decorin transzfektált, c38 colorectális 

carcinoma sejtekkel oltott csoportokban gátolt RTK-ok mellett, csökkent Ras/MAPK 
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(csökkent ERK1/2, RSK1/2-vel jelölve) és csökkent PLCγ-t detektáltunk, a kontroll (pLIVE-

0) csoportokkal összehasonlítva. Ezen kívül, a fokozott proteoglikán termelés gátolta az 

Akt/mTOR útvonal működését, amelyet az alacsonyabb pAkt (T308) és a foszfo-p70S6K 

szint jelzett (12. táblázat, 31. ábra). A csökkent Akt aktivitás mellett a pLIVE-DCN 

csoportban a WNK1 fehérje alulszabályozását is kimutatták, továbbá a STAT fehérjék, 

illetve a c-Jun szintje szintén alacsonyabb volt a pLIVE-0 mintákkal szemben (12. táblázat, 

31. ábra). Eredményeink szerint csökkent a β-catenin aktivitása is, ami a colon 

adenoocarcinoma fontos jelátviteli fehérjéje, illetve a decorin ismert célpontja. 

Decorin hatására a c38 colorectális carcinoma lépbe való oltását követően, az egerek 

májában p38-MAPK aktivitása fokozott, valamint annak downstream effektorai, mint a 

MSK1/2 és a CREB fehérjék szintén magasabb expressziót mutattak a kontrollhoz képest. A 

proteoglikán szintén megemelte a foszfo-AMPK és a foszfo-p53 szintjét, illetve a JNK 

fehérje mennyisége is fokozódott decorin hatására, ám a változás nem volt szignifikáns (12. 

táblázat, 31. ábra). 

DOI:10.14753/SE.2021.2452



81 
 

 
31. ábra A decorin transzfekció hatására bekövetkező jelátviteli útvonalbeli 
változások kolonizációs modellünkben. A decorin számos RTK gátlását 
eredményezte, ezzel párhuzamosan csökkent a MAPK/ERK és az 
Akt/mTOR/p70S6K utak aktivitása. A fokozott AMPK, valamint p38/MSK/CREB 
jelátviteli utak emelkedett foszfo-p53 szintet eredményeztek, aminek hatására a 
sejtciklus blokád alá került. Színkódok: piros: csökkent; zöld: emelkedett; narancs: 
nincs változás; szürke: nem vizsgáltuk. (Saját készítésű ábra) 

 

12. táblázat A Phospho Kinase Array eredményei. A táblázat a pLIVE-DCN 
csoport pLIVE-0 mintákra normalizált relatív expresszióját mutatja, a c38 egér 
colorectális carcinoma sejtek lépbe való oltását követően a felsorolt targetekre 
nézve.   

Fehérje target Foszforilációs hely A pLIVE-DCN csoport 
relatív mennyisége (%) p-érték 

Akt 1/2/3 (S473) S473 139,277 0,085 
Akt 1/2/3 (T308) T308 96,147 0,083 
AMPKα1 (T183) T183 107,259 0,027 
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AMPKα2 (T172) T172 109,825 0,124 
Chk-2 T68 105,490 0,517 
c-Jun S63 80,634 0,016 
CREB S133 114,239 0,103 
EGF R Y1086 97,511 0,274 
eNOS S1177 96,573 0,528 

ERK1/2 T202/Y204, T185/ 
 

79,370 0,045 
FAK Y397 87,540 0,343 
Fgr Y412 73,382 0,047 
Fyn Y420 99,185 0,220 

GSK-3α/β S21/S9 98,895 0,126 
Hck Y411 103,026 0,210 

HSP27 S78/S82 85,398 0,014 
HSP60  107,067 0,042 

JNK 1/2/3 T183/Y185, T221/ 
 

114,402 0,438 
Lck Y394 100,697 0,567 
Lyn Y397 109,082 0,371 

MSK1/2 S376/S360 117,438 0,038 
p27 T198 106,962 0,336 

p38α T180/Y182 108,060 0,435 
p53 (S46) S46 104,783 0,276 
p53 (S15) S15 112,702 0,185 

p53 (S392) S392 117,981 0,064 
p70 S6 Kinase T421/S424 79,221 0,050 

p70 S6 Kinase (T389) T389 78,876 0,059 
PDGF-Rβ Y751 70,647 0,012 

PLC-γ1 Y783 75,498 0,026 
PRAS40 T246 116,635 0,067 

PYK2 Y402 79,806 0,083 
RSK1/2/3 S380/S386/S377 90,656 0,072 

Src Y419 110,985 0,089 
STAT2 Y689 87,833 0,139 
STAT3 Y705 84,852 0,117 
STAT3 S727 96,977 0,462 

STAT5a Y694 85,820 0,157 
STAT5a/b Y694/Y699 82,277 0,287 
STAT5b Y699 75,547 0,016 
STAT6 Y641 92,892 0,083 
TOR S2448 97,492 0,346 

WNK1 T60 82,123 0,053 
Yes Y426 97,223 0,313 

β-Catenin  84,948 0,025 
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Összességében eredményeink arra utalnak, hogy a decorin védő szerepet játszik a colon 

adenocarcinoma májmetasztázisával szemben, valamint kísérletes rendszerünkben is hatását 

RTK-ok gátlásán keresztül fejti ki.  
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5. MEGBESZÉLÉS 
 

5.1. Decorin szerepe a HCC-ban 

A HCC kialakulása egy többlépcsős, összetett folyamat, melynek során a celluláris 

protoonkogénekben és tumorszupresszor génekben bekövetkező epigenetikai és genetikai 

változások a májsejtek fenotípusának megváltozását eredményezik, mely végső soron 

autonóm sejtproliferációt eredményez (160). Az elmúlt évtizedek tanulmányai azt 

bizonyítják, hogy a daganatos megbetegedések során a tumor kialakulásáért nem csupán a 

kórosan osztódó, mutációkat hordozó sejtek felelnek, hanem rendkívül fontos szerepe van az 

ezeket körülvevő daganatos mikrokörnyezetnek is. Daganatos mikrokörnyezet alatt a tumor 

kötőszöveti környezetét, az itt természetesen is megtalálható állandó sejteket (csillagsejtek, 

adipocyták, endothelsejtek, pericyták), illetve a gyulladási folyamatok és kemoattraktív 

faktorok hatására a helyszínre vándorolt immunrendszeri sejteket értjük (161). A daganatos 

mikrokörnyezet fő, nem celluláris komponense az ECM, amely különféle biológiai 

funkciókkal és biokémiai tulajdonságokkal rendelkező makromolekulákból épül fel 

(fehérjék, glikoproteinek, proteoglikánok és glikozaminoglikánok) (162). 

A decorin az ECM kis leucinban gazdag proteoglikánja, melyet elsődlegesen 

csillagsejtek, simaizomsejtek és aktivált vascularis endothelialis sejtek termelnek (34). Az 

irodalomban számos tanulmány számol be a decorin daganatgátló szerepéről, melyet 

elsődlegesen a RTK-ok gátlásával éri el (47, 163, 164). A decorin májdaganatokban betöltött 

szerepéről kevés irodalmi adat áll rendelkezésünkre (57, 85, 86, 106, 128, 165-167), így 

kutatásom során egyik fő célom a proteoglikán HCC-ban betöltött szerepének tisztázása volt, 

remélve, hogy eredményeim előrelépést jelenthetnek ezen a területen. Hipotézisünk szerint 

a decorin, mint fiziológiás RTK inhibitor számos daganat proliferációjának hatékony 

gátlószere lehet. Feltételezéseinket négy szinten történő vizsgálatokkal terveztük bizonyítani: 

(1) In silico adatbázis felhasználásával vizsgáltuk humán HCC mintákban a decorin mRNS 

expresszióját, (2) Humán HCC szöveti microarray vizsgálatokat terveztünk, melyben a 

decorin, az SMA és az EGFR fehérje-, illetve mRNS szintű változásait tanulmányoztuk, (3) 

In vitro kísérletes rendszerünkben, humán LX2 máj csillagsejt vonalat különféle (HLE, 

HepG2, Hep3B, HuH7) hepatoma sejtek kondicionált médiumában növesztettük és 
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vizsgáltuk a különböző tumor sejtvonalaknak a csillagsejtek (LX2) decorin termelésére adott 

változásait. (4) In vivo modell rendszerünkben decorint túltermelő májban (decorin 

expressziós vektor bejuttatásával) vizsgáltuk a primer hepatocarcinogenesis folyamatát és 

annak molekuláris eseményeit. 

Korábban, különböző tumorszöveten végzett kutatások során csupán a decorin abszolút 

mennyiségéről számoltak be. Jelen vizsgálataink alapján a decorin expresszióját 

normalizáltuk az SMA mennyiségére, amely a decorin termelő aktivált csillagsejtek jól 

ismert markere (168). Ilyen módon sikeresen kiküszöböltük a csillagsejtek számából adódó 

decorin mennyiségi különbségeket. PhD munkám során az online elérhető ArrayExpress 

adatbázis E-MTAB-950 kísérleti adatait használtuk fel, mely 112 HCC betegek 

génexpressziós értékei tartalmazza, valamint 10 olyan minta is elérhető, amelyeknél 

ugyanazon HCC-s beteg tumoros és nem tumoros környező májszövetének adatai is 

rendelkezésünkre állnak. Kontrollként 36 májminta szolgált. Eredményeink szerint 

szignifikánsan kevesebb decorin volt kimutatható a HCC-s mintákban, a tumort környező 

szövettel, valamint a kontroll mintákkal összehasonlítva (9. ábra). Ezen túlmenően a 

proteoglikán relatív expressziója szignifikánsan csökkent a májdaganat előrehaladottabb 

stádiumaiban. Az in silico adatok szerint a krónikus limfoid leukemia (CLL) korai 

stadiumában szintén magas decorin mRNS expresszió volt mérhető, viszont a daganat 

stádiumának előhaladtával párhuzamosan, a proteoglikán mRNS mennyisége csökken (80). 

Úgy tűnik tehát, hogy a rosszindulatú daganat progressziója összefüggésben van az endogén 

decorin mennyiségének csökkenésével. Eredményeink bizonyítják, hogy a csökkent decorin 

expresszió a decorin gén gátlásának a következménye, mely független a csillagsejtek 

számától.  

Az események jobb megértése érdekében humán HCC esetetekből TMA-t állítottunk 

össze, melyhez 37 db paraffinba ágyazott mintát használtunk fel, ebből 19 cirrhotikus májban 

kialakult HCC, 9 db pedig nem cirrhotikus májban kialakult HCC volt. Kontrollnak 9 db 

haemangioma melletti ép májszövetet használtunk. A microarray lemezeken decorin és SMA 

immunreakciókat végeztünk. A decorin mennyiségét, az in silico vizsgálatokhoz hasonlóan 

az SMA mennyiségére normalizáltuk. Szemben az ugyanazon beteg nem tumoros környező 

szövetmintájában mért értékekkel, a tumor strómában csökkent vagy teljesen gátolt decorin 
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expressziót mérhettünk. Ellentétben az in silico vizsgálatoknál tapasztaltakkal, a decorin 

relatív mennyisége sem mRNS szinten, sem fehérje szinten nem volt alacsonyabb a tumor 

strómában, a kontroll mintákéhoz képest. Ennek egyik lehetséges oka a különböző kontroll 

minták használata. TMA vizsgálatok során kontrollként haemangioma melletti májszövetet 

alkalmaztunk, míg az in silico adatbázisban a „normál” jelöléssel illetett mintákról nincs 

további információnk. Ez lehet egészséges máj vagy más nem tumoros elváltozásból 

származó ép szövet, ebből adódhat az eltérő decorin kifejeződés.  

A decorin tumorszupresszor hatásának kifejtéséhez a fehérjének szolubilis formában 

kell jelen lennie. A kötőszövetben a decorin jelentős mennyisége a kollagénrostokhoz kötve 

található, mely ilyen formán immobilizált állapotban van, és nem képes sem a RTK-hoz 

(EGFR, Met, IGF-1R, VEGFR, és PDGFR), sem a citokinekhez kötődni. Így a kötött és a 

szolubilis decorin aránya különösen fontos lehet a proteoglikán daganatgátló hatásának 

kifejtéséhez. Érdekes módon nem találtunk szignifikáns különbséget a decorin 

expressziójában a cirrhotikus és nem cirrhotikus májban kialakult HCC-k között, mennyisége 

mindkét típusnál csökkent vagy teljesen gátolt volt, a tumort környező szövethez képest. 

Emellett azt is megfigyeltük, hogy a mintáink 52%-ban teljesen gátolt, 33%-ban alacsony 

expresszió, és 15%-ban magas decorin intenzitás volt mérhető (13. ábra). A cirrhotikus 

májban kialakult HCC-k esetében kifejezettebb volt a proteoglikán hiánya. Ezek az 

eredmények azt sugallják, hogy a proteoglikán hiánya túlélési előnyt biztosít a tumorszövet 

számára. A pontos mechanizmus felderítése azonban mindenképpen további kísérletes 

munkát igényel. Elképzelhető, hogy a tumor strómában mért csökkent decorin expresszió 

hátterében a DCN gén promóterének metilációja áll. Nem kissejtes tüdőrák esetén már 

leírták, hogy a DCN 5′-UTR régiójában történő +58CpG metiláció felel a proteoglikán tumor 

strómában mért csökkent mRNS expressziójáért (169). A Human Protein Atlas online 

adatbázis normál és tumoros mintáinak összehasonlítása is azt bizonyítja, hogy számos 

tumorban (vastagbél- és vese adenocarcinoma, hasnyálmirigy adenocarcinoma, prosztata 

adenocarcinoma, gyomor adenocarcinoma) mért decorin expresszió szignifikánsan 

alacsonyabb, a tumort környező szövethez képest. Eredményeik szerint, magas decorin 

expresszió volt mérhető a peritumoralis strómában és a proteoglikán mennyisége csökken 

vagy teljesen gátolt a tumor strómában (65). További kutatások szerint a DCN gén legalább 
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50%-os csökkenését figyelték meg tüdő adenocarcinomákban és laphámsejtes 

carcinomákban a normál szövetekhez képest (66).  

Kíváncsiak voltunk, hogy a tumorsejtek képesek-e közvetlenül befolyásolni a 

csillagsejtek decorin termelését, ezért olyan in vitro kísérletes rendszert hoztunk létre, 

melyben humán LX2 csillagsejteket különféle hepatoma sejtek kondicionált médiumában 

növesztettük. Szignifikánsan kevesebb decorin volt mérhető az LX2 sejtek tápfolyadékában, 

amikor HLE, HepG2 és HuH7 humán hepatoma sejtek kondicionált médiumában 

növesztettük a sejteket (15. ábra). Ezek az eredmények összhangban vannak a HCC 

szövetmintán kapott eredményekkel. Hasonló tanulmányt mutattak be Van Bockstal és 

munkatársai (170), melyben csökkent decorin expressziót detektáltak a csillagsejtek 

tápfolyadékában, amikor emlőrákos sejtvonalak kondicionált médiumát alkalmaztak a 

csillagsejtek tenyésztésre. Eredményeik szerint a csökkent decorin termelés hátterében a 

TGF-β1-et azonosították, mint a fő gátló tényező. Valójában a TGF-β1 a DCN gén ismert 

transzkripciós inhibitora (171) és a kísérletünk során alkalmazott hepatoma sejtvonalak 

jelentős mennyiségű citokint termelnek (128). Tehát elképzelhető, hogy a tumorsejtek által 

termelt TGF-β1 felelős a csillagsejtek csökkent decorin termeléséért. Tehát összességében, 

ezek az eredmények arra utalnak, hogy a tumoroknak előnyt jelent a proteoglikán gátlása, 

melynek pontos molekuláris mechanizmusa még felderítésre vár. 

Korábbi vizsgálataink szerint kísérletes hepatocarcinogenesis modellben a decorin 

hiánya elősegíti a májdaganat kialakulását (57). Ugyanakkor további kérdés volt, vajon a 

proteoglikán hozzáadása képes-e ellensúlyozni a TAA által kiváltott primer 

hepatocarcinogenesist. Hipotézisünk bizonyítására olyan in vivo kísérletes rendszert hoztunk 

létre, melyben hidrodinamikus génbevitel módszerével, farokvénán keresztül juttattuk az 

egerek keringésébe a decorint. A transzfektált proteoglikán a hepatocytákban fejeződött ki a 

centrális vénák körül. A TAA kezelést követően a tumorok száma azokban a csoportokban 

volt magasabb, melyekben nem fejeződött ki a proteoglikán. Vizsgálataink összhangban 

vannak a korábbi tanulmányok bíztató eredményeivel, ahol a decorin adenovírus vektoron 

keresztül történő bejuttatása gátolta a tüdő-, vastagbél- és laphámsejtes carcinomak 

proliferációját az EGFR foszforiláció gátlásán keresztül (147). További eredmények szerint, 

a bejuttatott decorin gátolta a Met és Wnt/β-catenin jelátviteli útvonalakat, és így 
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megakadályozta a prosztata tumorsejtek metasztázisképzését csontba (148). Vírus által 

transzfektált decorin hatására csökkent a tumorképződés az emlőrák modellben is. Ezen 

túlmenően azt is megfigyelték, hogy gátolta a különféle szervekben történő metasztázis 

képződését is (140, 141, 149). Egy másik munkacsoport eredményei szerint a decorin 

génterápia meghosszabbítja a túlélést és gátolja a tumor növekedését in vivo glióma 

modellben (150). A decorin mennyisége koncentrációfüggően változott a gátlás mértékével 

(150). Sikeres decorin génbevitelt írtak le hasnyálmirigyrák modellekben is (172, 173). 

Eredményeink ezekkel a vizsgálatokkal együtt megerősítik, hogy az emelkedett decorin 

expresszió in vivo képes védelmet nyújtani a tumorképződéssel szemben, illetve ezzel 

ellentétesen a proteoglikán tumor stromában történő gátlása serkenti a tumor invázióját. 

Vizsgálataink alapján feltételezzük, hogy a decorin, ahogy azt számos más szövettípusban 

láttuk, a májban is tumorszupresszorként viselkedik. 

Az egyik legérdekesebb megfigyelésünk, hogy a pLIVE-DCN transzfektált, TAA 

kezelt csoportokban, más RTK-kal ellentétben az IGF-1R aktivációja fokozott. Ezzel 

párhuzamosan nagy mértékű Akt foszforilációt detektáltuk a pLIVE-0 csoporthoz képest. 

Továbbá, a decorin transzfektált csoportokban megnövekedett a p53 foszforilációja a 46. 

poziciójú szerin aminosavon, amely az apoptózis egyik fő markere (21, 22, 23. ábra) (174). 

Ez az eredmény összhangban van azzal az irodalomban található tanulmánnyal, miszerint a 

decorin képes aktiválni az IGF-1-receptort, fokozva az Akt foszforilációt vese 

csillagsejtekben és a normál endothel sejtekben (107). Munkacsoportunk korábbi 

tanulmányában a Hep3B humán hepatoma sejtvonalakban rekombináns decorin kezelés 

hatására fokozódott az IGF-1R, az inzulin receptorok, valamint az Akt aktivációja (128). Egy 

korábbi kutatás szerint pedig az IGF-1R fokozza a p53-mediált apoptózist (175). Az is 

bebizonyosodott, hogy az adenovírus által transzfektált decorin hatására fokozódik a p53 

által kiváltott sejtpusztulás (175). Tehát elképzelhető, hogy a magas decorin szint meggátolja 

a tumor progresszióját az IGF-1R indukciója révén, amely viszont apoptózist indukál a p53-

on keresztül (23. ábra). A p27KIP1 fehérje foszforilációjáért az RSK a felelős, és a 

tumorszuppresszor magi traszlokációját akadályozza meg (176, 177). Ugyan e jelenség a 

sejtciklus fokozódására utalna, véleményünk szerint a p53 markáns aktivitása, mely 

feltételezhetően további tumorszuppresszor célfehérjéket (pl. p21WAF1/CIP1) is indukál, 
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felülírja a p27KIP1 funkciójának csökkenését. A megfigyelt jelátviteli változások utalhatnak a 

gerokonverzió jelenségére is, mely egy, a sejtciklus blokk alatt bekövetkezett sejtnövekedés, 

vagyis a növekedési szignálok jelenléte ellenére sem következik be sejtosztódás. A 

gerokonverziót olyan növekedés serkentő és tápanyagérzékeny mechanizmusok idézik elő, 

mint amilyen az mTOR is (178). A jelenséget megfigyelték már a klinikumban használt 

bizonyos gyógyszereknél is. Ilyen pédául a palbociclib, amit metasztatikus emlődaganatban 

alkalmaznak és jellemzője, hogy bizonyos feltételek mellett képes a gerokonverziót előidézni 

(179). Ezt, az MDM2 csökkenésével hozzák összefüggésbe, mely a p53 tumorszuppresszor 

egyik fő inhibitora. A gerokonverzióra jellemző sejtciklus blokk általában a p16INK4 és 

p21WAF1/CIP1 fehérjék működéséhez köthető. A p21WAF1/CIP1 a p53 célfehérjéje és a decorin 

jellemzően megemeli a szinjét (180, 181). A p16INK4 tekintetében c-jun-nak lehet egyfajta 

védőszerepe, mivel képes megvédeni a p16INK4 promóterét a metiláció általi inaktiválódástól 

(182). Mivel a c-jun szintjének emelkedését tapasztaltuk, ezért elképzelhető, hogy ilyen 

módon a p16INK4 mennyisége fokozódik. A p53 foszforilációjáért felelős lehet mind az 

AMPK, mely esetében decorin hatására mennyisége emelkedett, valamint az LKB1 is, mely 

aktivitását a csökkent ERK1/2 fokozhatja (183-185). 

Az irodalmból ismert, hogy a decorin daganatgátló hatását az RTK-ok gátlásán 

keresztül fejti ki (67, 106, 109, 110, 119, 120). Kísérletes rendszerünkben a decorinnal 

transzfektált, TAA kezelt állatokban számos RTK csökkent aktivációját detektáltuk a 

kontroll csoporthoz képest (nevezetesen: EGFR, PDGFRα, PDGFRβ, PDGFR/Flt-3, 

PDGFR/SCF, AXL, HGF/MSPR, MuSK). Ezzel összhangban, decorin hatására csökkent 

ERK1/2 aktivitást mértünk. 

 Az irodalmi adatok alapján a decorin hatékony RTK gátló, így joggal merül fel a 

kérdés, vajon használható-e a decorin mint fiziológiás RTK gátló a máj daganatos 

megbetegedéseiben. In silico, in vitro és in vivo kísérleteink, valamint humán biopsziás 

mintákon történő vizsgálataink válasszal szolgálnak arra, hogy a decorin védő szereppel bír 

primer HCC-val szemben. Emellett a decorin a szervezetben fiziológiásan is előforduló 

molekula, mely mennyisége megfigyeléseink alapján a májdaganatok körül felszaporodik, 

így feltehetően a test természetes védekező mechanizmusának része.  
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32. ábra A HCC jelenleg forgalomban lévő célzott terápiás készítményei 
(Sorafenib, Lenvatinib) és azok molekuláris targetjei, valamint a decorin, mint 
lehetséges gátlószer ismert célpontjai. 

 

A jelenleg érvényben lévő protokollok alapján a HCC korai stádiumban 

diagnosztizálva műtéti rezekcióval vagy májátültetéssel kezelhetőek (2, 17, 18), de mivel a 

döntő hányada cirrhotikus májban alakul ki, a rezekciót csupán a betegek kb. 15%-nál lehet 

elvégezni és általában rossz a prognózisa. Számos egyéb kezelési lehetőség is létezik, ami az 

életminőség javulását és hosszabb túlélést biztosíthat. A nemrégiben megjelent 

daganatellenes terápia új módszere a célzott támadáspontú gyógyszerek alkalmazása, melyek 

közül a HCC esetén alkalmazott legrégebben forgalomban lévő készítmény a Sorafenib 

(Nexavar) egy VEGFR és PDGFR, valamint Raf kináz gátló molekula (32. ábra) (20, 21). A 

Sorafenib mellett első vonalban alkalmazható RTK gátló a Lenvatinib (Lenvima), azon 

betegek számára, akik műtéti úton nem kezelhetőek. A Lenvatinib a VEGFR, PDGFR, 

FGFR, cKIT és cMET receptorok hatékony gátlószere (32. ábra) (22, 23). Továbbá az FDA 

2017-ben jóváhagyott egy második vonalbeli célzott terápiás készítményt is, a Regorafenib 

(Stivarga) alkalmazását a korábban Sorafenibbel kezelt betegek kezelésére (22). A fent 
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említett gyógyszerek targetjeinek mindegyike a decorinnak is célpontja, sőt a decorin a 

májdaganatok kialakulásában kiemelt jelentőségű Met és EGFR receptorokat is gátolja, 

melyre a Sorafenib és Lenvatinib nem alkalmas (32. ábra). 

Mindezek alapján gyakorlati alkalmazása májdaganatokban szenvedő betegeknél akár 

egyedül, akár neoadjuvánsként, esetleg prevenciós céllal nem megalapozatlan. 

 

5.2. Decorin szerepe colon adenocarcinoma májmetasztázisában 

Munkám során, a HCC vizsgálatok mellett, célul tűztem ki a decorin szerepének 

vizsgálatát colon adenocarcinoma májmetasztázis esetében is. 

Nyman és mtsai. szerint (186) in vivo és in vitro vastagbéldaganat modellben a decorin 

expresszió teljesen blokkolt. Továbbá, adenovírus által indukált decorin csökkenti a 

vastagbélrák kolonizáló készségét (186). Más tanulmányok kimutatták, hogy a decorin 

hiánya az egerekben vastagbéldaganat kialakulásához vezet. A magas decorin szint in vitro 

gátolta a vastabél adenocarcinoma sejtek proliferációját és migrációját, valamint apoptózist 

indukált a sejtekben, amely összefüggésben lehet az E-cadherin csökkent expressziójával 

(54, 55). Ezzel összhangban az adenovírus-mediált decorin és GM-CSF (granulocita-

monocita kolónia stimuláló faktor) génbevitel gátolja a tumor növekedését a colorectális 

carcinoma modellben (187). Kimutatták, hogy ebben a tumortípusban a decorin 

tumorszupresszor hatását a sejtciklus G1 fázisának gátlásán keresztül fejti ki (188).  

Más tanulmányok szerint, az osteosarcoma sejtek decorin expressziója gátolja a tüdőbe 

történő metasztatizálásukat (142). Hasonló eredmények születtek a decorin vírus által történő 

overexpressziója során, gátolta az emlőrák növekedését, valamint annak különböző 

szervekben történő metasztázis képződését (117, 140, 141, 149).  

Ugyanakkor az irodalomban semmilyen információt nem találunk a decorin szerepéről 

colon adenocarcinoma májmetasztázisában. Ezért munkám során TMA blokk készítéséhez 

humán biopsziás mintákat gyűjtöttünk colon adenocarcinoma májmetasztázis esetekből. 

Egy-egy betegből a normál vastagbél nyálkahártyát, primer daganatot, májmetasztázist és a 

nem tumoros környező májszövetet is felhasználtuk. Eredményeink szerint, a legmagasabb 

decorin expresszió az ép vastagbél nyálkahártyában volt, emellett a primer tumor 

strómájában is bőséges mennyiségű proteoglikán volt detektálható (25. ábra). Ugyanezen 
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minta májmetasztázisában szignifikánsan alacsonyabb decorin látható, a primer tumorhoz 

képest. Emellett vizsgáltuk a decorin megoszlását a májmetasztázisok növekedési 

mintázatának tükrében és azt tapasztaltuk, hogy az agresszívebb, „replacement” típusú 

májmetazstázisban kevesebb decorin volt mérhető, mint a „desmplasticus”-ban. A decorin 

mennyisége alacsonyabb volt a Grade III. típusú CRC-k májmetasztázisaiban, a Grade II.-

höz képest. Ezzel párhuzamosan kevesebb decorint mértünk a Grade III. 

májmetasztázisokban a primer tumor párjaikhoz viszonyítva, mint a Grade II stádiumú 

tumorok esetében. Mindezek arra engednek következtetni, hogy összefüggés lehet a decorin 

mennyisége és a tumor agresszivitása között (25. ábra). 

Mivel a csillagsejtek a decorin fő termelői, megvizsgáltuk, hogy a colon 

adenocarcinoma sejtek képesek-e közvetlenül befolyásolni a máj csillagsejtjeinek decorin 

termelését. Szignifikánsan csökkent decorin mennyiséget mértünk az LX2 sejtek 

tápfolyadékában, amennyiben HT29 humán colon adenocarcinoma sejtek kondicionált 

médiumában növesztettük őket (26. ábra). Ezek az eredményeink jó egyezést mutatnak a 

korábban bemutatott vizsgálatokkal, miszerint különféle humán hepatoma sejtek gátolják az 

LX2 sejtek decorin termelését, mind fehérje, mind pedig mRNS szinten (189). Ezek az 

adatok, valamint a humán CRC szövetmintákban megfigyelt eredményeink bizonyítják a 

decorin tumorellenes szerepét colon adenocarcinomában és májáttéteiben.  

Megállapításaink összhangban vannak korábbi irodalmi adatokkal, amelyekben 

adenovírus-mediált decorin géntranszfer gátolja a vastagbél és laphám carcinoma (147), 

urothelialis daganatok (71), prosztata rák (148), emlőrák csontmetasztázis (140), illetve a 

hasnyálmirigy daganatok proliferációját (173). 

In vivo állatkísérletes modellünkben, a hidrodinamikus génbevitellel bejutatott decorin, 

a c38 colorectális carcinoma sejtek lépbe való oltását követően szignifikánsan csökkentette 

az EGFR, PDGFR és HGF/MSPR receptorok aktivitását (29. ábra), melyek mindegyike 

ismert targetjei a decorinnak (57, 106, 110). Ennek következtében a RAS/MEK/ERK, az 

Akt/mTOR/S6K és a PLCγ jelátviteli útvonalak gátlása következett be (31. ábra, 12. 

táblázat). A decorin hatására a c38-oltott egerekben emelkedett az AMPK fehérje szintje, 

mely számos celluláris folyamatban kimelkedő szerepet tölt be, így például a 

sejtnövekedésben, az autofágiaban, illetve a metabolizmusban is (190). Korábbi kutatások 
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szerint a decorin fokozza a AMPK-mediált autofágiát, és ezzel egyidejűleg gátolja a 

PI3K/Akt/mTOR/p70S6K anti-autofágiás jelátviteli mechanizmust (191, 192). Ezekkel 

összhangban azt feltételezzük, hogy az AMPK felel az mTORC2 komplex fokozott 

expressziójáért, melyet az Akt 473 poziciójú szerin aminosavon történő fokozott 

foszforiláció okoz (193). Az AMPK által kiváltott autofágiát tovább fokozza a fehérje 

inhibitorának, a WNK1-nek csökkent szintje (194). A WNK1-et foszforilálja az Akt is, így 

kiváltva egy negatív visszacsatolási hurkot (195). Az LKB1 az AMPK egyik fő stimulátora 

(190). Ugyan kísérleteink során nem mértük az LKB1 szintet, de ismert, hogy az ERK1/2 

gátolja az LKB1 tumorszupresszor aktivitását (183), így feltételezzük, hogy a decorin által 

gátolt ERK1/2 szabadon engedi az LKB1 fehérjét, így fokozni képes az AMPK aktivitását 

(31. ábra). Ezen megfigyelések alapján azt gondoljuk, hogy a decorin elősegítheti az 

autofágia kialakulását kolonizációs modell-rendszerünkben, azonban további megerősítő 

vizsgálatokra van szükség. Az LKB1/AMPK/mTOR jelátviteli útvonal a sejtanyagcsere 

egyik fő szabályozója, és a MAP kinázokkal együttesen a metabolikus átprogramozás 

szabályozásáért felelnek (183, 196). Ez arra utalhat, hogy a decorin döntő szerepet játszik a 

daganat sejtek metabolizmusában, iránya ellentétes lehet a Warburg-effektussal, ám ezek 

tisztázására jövőbeli vizsgálatok elengedhetetlenek.  

In vivo kolonizációs modellünkben, a bejutatott decorin fokozott p38 

MAPK/MSK/CREB aktivitáshoz vezetett pLIVE-0 csoporttal szemben (31. ábra, 12. 

táblázat). Ismert, hogy ez az útvonal a sejtciklus blokkolását indukálhatja mind G1/S, mind 

pedig G2/M fázisban (197). Az aktív útvonal eredményeképpen, a p38 és a CREB 

közvetlenül foszforilálja és ezáltal fokozza a p53 tumorszupresszor aktivitását (198, 199). A 

p53 hatását tovább erősíti az AMPK/LKB1 foszforiláció (184, 185). Bár a p38 fehérje 

aktiválásához vezető extracelluláris jeleket és receptorokat modellünkben nem tudtuk 

azonosítani, a downstream események a p53-függő blokkolást támasztják alá.  Emellett a 

STAT és a c-Jun fehérjék gátlása szintén támogatja a decorin tumorellenes hatását (31. ábra, 

12. táblázat). A citokin receptorok mellett a STAT-ok RTK-ok által is szabályozottak, 

melyek a decorin ismert targetjei, így a gátolt STAT expresszió a decorin RTK aktivitás 

csökkent hatásának is betudható (200). A decorin transzfekció hatására kialakult jelentős p-

c-Jun csökkenés, a csökkent ERK1/2 aktivitás következménye lehet, amely a c-Jun ismert 
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aktivátora (201, 202). Eredményeink során fokozott JNK szintet detektáltunk, amelyek a c-

Jun protoonkogén fehérje fő aktivátora, ugyanakkor apoptózis indukcióra is képes (203). 

Nem zárható ki tehát, hogy a jelen körülmények között ez a funkciója érvényesül. A c-Jun 

mellett, a JNK is stabilizálja és aktiválja a p53-at, mely szintén az apoptózis irányába 

változtatja az eseményeket (204), alátámasztva a fenti megfigyeléseinket. 

Vastagbéldaganatban szenvedő betegek részére számos hatékony kezelési lehetőség 

létezik, ilyen a műtét, a sugárterápia, a kemoterápia, az immunterápia és a célzott terápia 

(205). A vastagbéldaganat esetében már elfogadottá vált bizonyos molekuláris események, 

elsősorban az EGFR tirozin kináz receptor által indukált jelátviteli út célzott gátlása. A 

legismertebb jelenleg forgalomban lévő EGFR-gátlók a Cetuximab (Erbitux) és a 

Panitumumab (Vectibix) (205, 206). A decorinról ismert, hogy hatékonyan gátolja nemcsak 

az EGFR, hanem a VEGFR, PDGFR, Met és Raf kinázok aktivitását is, így a decorin terápiás 

célú felhasználásának lehetősége akár önmagában vagy adjuvánsként is elképzelhető.  
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6. KÖVETKEZTETÉSEK 
 

Munkám célja a decorin szerepének, valamint molekuláris hátterének tanulmányozása 

volt HCC-ban és colon adenocarcinoma májmetasztázisában. Eredményeinkből az alábbi 

következtetések vonhatók le: 

 

1. A proteoglikán hiánya túlélési előnyt biztosít a tumorszövet számára. 

a. In silico vizsgálataink során a HCC minták tumor strómájában szignifikánsan 

kevesebb relatív decorin expresszió volt mérhető, szemben az ugyanazon minta 

tumort környező szövetével, valamint a kontroll mintával. 

b. A HCC stádium előrehaladottságával a proteoglikán relatív expressziója 

szignifikánsan csökkent.  

c. Csökkent relatív DCN/SMA expressziót mértünk a humán HCC mintákban, 

összehasonlítva ugyanazon beteg nem tumoros környező májszövetével. 

d. Humán HCC esetekből készített szöveti szöveti microarrayk vizsgálatával 

megállapítottuk, hogy a mintáink 52%-ban negatív, 33%-ban pedig alacsony a 

decorin expresszió, és csupán a minták 15%-ában mértünk magas decorin 

immunpozitivitást. 

e. Humán colon adenocarcinoma májáttéteiben szignifikánsan csökkent a decorin 

expresszió, azok primer tumoraikhoz képest, emellett csökkent decorint mértünk az 

agresszívebb „replacement” növekedési mintázatú májmetasztázisokban, a 

„desmoplasticus”-sal szemben. Kevesebb decorin volt a Grade III. típusú 

májmetasztázisokban és azok primer tumoraiban, a Grade II.-höz képest, mindezek 

felvetik a lehetőségét a decorin mennyisége és a tumor agresszivitása közötti 

összefüggésnek.  

f. Szignifikánsan kevesebb decorin volt mérhető az LX2 sejtek médiumában, amikor 

HLE, HepG2, HuH7 hepatoma sejtek, valamint HT29 colon adenocarcinoma sejtek 

kondicionált médiumában növesztettük őket. 
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2. A decorin in vivo védelmet nyújt a tumorképződéssel szemben, ezt támasztják alá 

mind a hepatocarcinogenesis vizsgálataink, mind pedig a kolonizációs modellünk 

is.  

a. In vivo hepatocarcinogenezis modellünkben, a magas decorin szint gátolta a 

daganatképződést. Emellett decorin számos RTK aktivitását csökkentette, melyet 

alacsony MAPK/ERK működés jellemzett. Ezzel szemben az IGF-1R indukcióját 

figyeltük meg, melyhez fokozott Akt/mTOR aktivitás társult. A gátolt 

tumorigenesisért feltételezhetően az emelkedett foszfo-p53 szint tehető felelőssé. 

b. In vivo kolonizációs modellünkben a decorin tumorgátló hatását a RTK-ok gátlásán 

keresztül fejtette ki, ezzel párhuzamosan csökkent a MAPK/ERK és az 

Akt/mTOR/p70S6K utak aktivitása. A fokozott AMPK (valószínűleg LKB1 útján), 

valamint p38/MSK/CREB jelátviteli utak megnövekedett foszfo-p53 szintet 

eredményeztek, aminek hatására a sejtciklus blokád alá került. 
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7. ÖSSZEFOGLALÁS 
A hepatocelluláris carcinoma (HCC) világszerte a negyedik, a colorectális carcinoma 

pedig a második leggyakoribb rosszindulatú daganat. A decorin az ECM kis leucinban-

gazdag proteoglikánja, mely a daganatok körül, a daganatos mikrokörnyezetben is 

kimutatható. Munkacsoportunk korábbi tanulmányai szerint a decorin génhiányos egerekben 

fokozott fibrogenesis mellett, fokozott hepatocarcinogenesis volt megfigyelhető. További 

megfigyelések szerint különböző daganattípusokban csökkent vagy teljesen blokkolt decorin 

expressziót mérhetünk, ami azt sugallja, hogy a proteoglikán hiánya túlélési előnyt biztosít a 

tumorsejtek számára. A decorin terápiás szerként történő alkalmazásnak lehetőségét számos 

irodalmi adat támasztja alá, ugyanis különböző kísérleti modellben hatékonyan gátolja a 

tumor kialakulását, progresszióját, az angiogenezist és a daganatok áttétetképződését is. 

Munkám során célul tűztem ki a proteoglikán szerepének vizsgálatát HCC-ban és colon 

adenocarcinoma májmetasztázisában. Humán TMA vizsgálataink során megállapítottuk, 

hogy a decorin mennyisége a legtöbb HCC esetében szignifikánsan csökkent a tumort 

környező szövetéhez és az ép májhoz képest. A csökkenés mértéke összhangban volt a HCC 

előrehaladottságával. A humán colon adenocarcinoma májmetasztázis vizsgálataink hasonló 

eredményeket mutattak, csökkent decorin mennyiség volt mérhető a májmetasztázis 

mintákon, szemben a primer daganatokkal. Mindemelett, csökkent decorin volt mérhető a 

„replacement” típusú metasztázisokban, mint a “desmoplasticus”-ban, valamint Grade III. 

daganatok májmetasztázisokban, összehasonlítva a Grade II.–vel. Mindezek arra engednek 

következtetni, hogy összefüggés lehet a decorin mennyisége és a daganat aggresszivitása 

között. In vitro kísérleteink során a hepatoma- illetve a colon adenocarcinoma CM gátolták 

az LX2 csillagsejtek decorin termelését. In vivo modellünkben a hidrodinamikus 

génbevitellel bejutatott decorin gátolta a heptaocarcinogenesist és a colon adenocarcinoma 

májáttéteinek kialakulását. A decorin tumorszupresszor szerepét különböző RTK gátlásán 

keresztül érte el. Az EGFR fehérje gátlásával párhuzamosan csökkent a MAPK/ERK 

aktivitása. A fokozott AMPK (valószínűleg LKB1 útján), valamint p38/MSK/CREB 

jelátviteli utak megnövekedett foszfo-p53 szintet eredményeztek, aminek hatására a 

sejtciklus gátlódott. Összefoglalva, a decorin, mint „az ECM aktív harcosa” felbecsülhetetlen 

értékű „fegyver” lehet a primer és metasztatikus májdaganatok elleni küzdelemben.  
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8. SUMMARY 
 

Hepatocellular carcinoma (HCC) and colorectal (CRC) cancer represent the fourth and 

the second most common cause of cancer death worldwide. Regarding liver tumors, there 

was hardly any data on the role of decorin. To fill up this gap, we hypothesized that decorin 

may act as a tumor suppressor in HCC and liver metastasis. The tumor microenvironment 

plays a determining role in cancer development by regulating multiple processes between the 

extracellular matrix and tumor cells. Decorin, a prototype member of the SLRP family has 

gained recognition for its essential roles in several disorders including cancer. Studies on 

mice with ablated decorin gene revealed that the lack of decorin is permissive for tumor 

development. On the same note, reduced expression or abrogation of decorin was observed 

in several types of cancer, suggesting that decorin tends to act as a tumor suppressor in these 

contexts. Moreover, when applied as a therapeutic agent, decorin effectively inhibited tumor 

formation, progression, angiogenesis, and metastasis in a multitude of experimental models. 

In my dissertation, we report that decorin expression was significantly downregulated in most 

HCCs compared to non-adjacent tissue and normal liver. In addition, decorin content seems 

to follow the staging of HCC. Similarly, the liver metastasis of colorectal cancer often 

displayed reduced amounts of decorin compared to the primary tumor, and to a greater extent 

in the more aggressive Grade III tumors, and in metastases with replacement growing pattern. 

These observations suggest that the decreased decorin expression in liver metastasis of CRC 

may correlate with the aggressiveness of the tumor. Conditioned media from colon 

adenocarcinoma cells and hepatoma cells in vitro were able to attenuate decorin production 

of the LX2 stellate cell line of liver origin. Moreover, liver-targeted decorin delivery 

effectively inhibited hepatic tumor formation and metastasic spreading of colon cancer. As a 

mechanism of action, excessive decorin was able to reduce the activity of multiple RTKs 

including EGFR, an important player in HCC and CRC pathogenesis. Downstream of that, 

hindered signaling network was seen including ERK1/2, PLCγ, Akt/mTOR, STAT, and c-

Jun pathways, while p38 MAPK/MSK/CREB and AMPK displayed intensified action 

culminating in enhanced p53 function. Therefore, decorin as “a guardian from the matrix” 

may be an invaluable tool in combatting colorectal and hepatic cancer. 
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