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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE: 

 

DPPE = N, N-dietil-2-[4-(fenilmetil)fenoxi]-etanamin-HCl  

α-FMH = α-fluorometil-hisztidin   

HDC = hisztidin dekarboxiláz 

IFN-α = interferon-alfa 

IFN-γ = interferon-gamma 

iHR = intracelluláris hisztamin receptor 

mean = átlag 

NK = natural killer, természetes ölı sejtek 

LAK = limfokin-aktivált ölı sejtek 

SEM = standard error mean  

SCID = severe combined immunodeficiency, súlyos kombinált immunhiányos 

állapot 

VDJ = variable diversity joint (rekombináz enzim) 
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I. BEVEZETÉS 

 

 

A melanoma malignum igen nagy mortalitású tumor, gyakorisága a világon 

mindenhol folyamatosan emelkedik. A bır daganatai között magas malignitása és 

elterjedtsége okán a legjelentısebb, de primeren egyéb szervekben, pl. a retina vagy 

a lágyagyhártya pigmentjéhez asszociáltan, a felsı légutakban, illetve a 

gasztrointesztinális nyálkahártyán is keletkezhet. A melanoma malignum 

elıfordulásának növekedése számos in vitro és in vivo kutatást ösztönöz egyrészt a 

tumor növekedésének modellezésére, másrészt a humán terápiában alkalmazható 

hatásos gyógyszerek kifejlesztésére.  

A hisztamin számos élettani és patológiás hatásért felelıs a különbözı 

sejtekben és szövetekben, az emberi szervezet egyik legáltalánosabb szerepő 

mediátora. Hisztamint többféle, a hisztamin szintézisért felelıs hisztidin 

dekarboxiláz enzimmel rendelkezı sejt termel. A hisztamin kimutatható szinte 

minden osztódó sejtben, lényeges szerepe lehet mind a benignus sejtosztódás, mind 

a malignus tumornövekedés folyamatában. A termelıdı hisztamin az extracelluláris 

térbe kikerülve a célsejtek plazmamembránjában található hisztamin receptorokhoz 

kapcsolódik. Mivel a melanoma sejtek és szövetek viszonylag nagy mennyiségben 

tartalmaznak hisztamint, e mediátor funkcionális jelentısége specifikus 

antihisztaminokkal vizsgálható in vitro és in vivo, humán melanoma sejtekben és 

súlyos kombinált immundeficienciában (SCID) szenvedı egerekben. 

Jelen tanulmányban humán HT168 melanoma sejtekkel xenotranszplantált 

súlyos kombinált immunhiányban (SCID) szenvedı egerekben vizsgáljuk az in vivo 

tumorproliferációt. Tanulmányozzuk, mind in vitro mind in vivo, a H2 hisztamin 

receptor antagonista cimetidin és ranitidin, valamint egy tamoxifen származék, az 

N,N-dietil-2-[4-(fenilmetil)fenoxi]-etanamin-HCl (DPPE), illetve ezek 

kombinációinak a melanoma növekedésére kifejtett hatását. 
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II. IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

 

 

A melanoma malignum gyakoriságának növekedése 

 

A melanoma malignum az egyik legrosszabb indulatú tumor. A bırt és a 

nyálkahártyákat érintı, malignus melanocita eredető megbetegedés. A malignus 

tumorok között a halálozások 1-2 %-áért felelıs, de a betegség elıfordulása drámaian 

növekszik. A bırrákok okozta halálozások 70 %-a melanoma malignum miatt 

következik be (1). Jelenleg több új melanomás esetet regisztrálnak az Amerikai 

Egyesült Államokban mint AIDS-es esetet. A 25-30 éves nık között a daganatos 

halálozások között a melanoma áll az elsı helyen, 30-35 éves korban a második 

vezetı halálozási ok, az emlırák után (1). A melanoma malignumban szenvedı 

betegek száma, figyelembe véve az etnikai különbségeket is, a világon mindenhol 

emelkedik. Különösen az utóbbi két évtizedben nıtt a betegség elıfordulása. A World 

Health Organization (WHO) 2005-ös adata alapján évente 132.000 melanomás esetet 

diagnosztizálnak világszerte (2). A melanoma malignum incidenciája, azaz a 100.000 

lakosra jutó új megbetegedés, évente körülbelül 3 %-al növekszik világszerte, 

becslések szerint az incidencia 15 évenként megduplázódik (1). Az európai 

országokat érintı statisztikák szerint 100.000 lakosra 4-15 melanoma esik. A 

betegség incidenciája Magyarországon 2005-ös WHO adatok alapján 7/100.000, a 

betegség okozta halálozás 1.6/100.000 (3). Az amerikai National Cancer Institute 

adatai alapján 59.580 melanomát diagnosztizáltak 2005-ben az Amerikai Egyesült 

Államokban, és 7.770 ember halt meg e daganat miatt. A melanoma incidenciája az 

Amerikai Egyesült Államokban 24/100.000 a fehérbırő lakosok között (1-2/100.000 

a fekete bırő lakosok esetében), a mortalitás 3/100.000. Ausztráliában és Dél-

Amerikában a melanoma incidenciája sokkal magasabb, meghaladja a 40/100.000-t 

(4). 

Jellemzıen a középkorú felnıttek betegsége, de az utóbbi években egyre 

gyakoribb a melanoma elıfordulása fiatalabb életkorban. A betegség prognózisa 

nagymértékben függ a tumor lokalizációjától. A bırben észlelt tumorok esetén a 

végtagokra lokalizálódó forma kedvezıbb lefolyású, mint a törzsön vagy a fejen 
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elhelyezkedı tumor. Nıknél gyakrabban fordul elı és általában kedvezıbb lefolyású. 

Sokkal gyakoribb fehér bırő egyénekben, mint más rasszokban.  

A melanoma malignum nagy mortalitású bırtumor. Az általában gyors 

lefolyású kórkép korán halálozáshoz vezethet. Ezen a folyamat korai felismerése 

sokat segíthet. A melanomák mérete, alakja, színe, valamint inváziós és metasztázist 

okozó hajlama eltérı. A melanoma olyan gyorsan terjedhet, hogy a felismerését 

követı hónapokban halálhoz vezet, míg a korán felfedezett, felszínes elváltozások 5 

éves túlélési aránya magas. A betegség nagy malignitását alátámasztják a következı 

statisztikai adatok: míg in situ carcinománál (0 stádium) az ötéves túlélés közel 100 

%-os, az I. és II. stádiumban, amikor nincsenek metasztázisok, az ötéves túlélés 75-80 

%. Ha III. stádiumban ismerik fel és kezelik a betegséget, amikor nyirokcsomó 

metasztázisok vannak, de a primer tumor nem fekélyesedett ki (III.A), az ötéves 

túlélés 65 %-os, míg ugyanez kifekélyesedett III.B tumornál csak 25 %-os. A 

melanoma  IV. stádiumában, amikor hematogén vagy távoli limfogén metasztázis 

mutatható ki az ötéves túlélés 7-9 % (1).  

A túlélés növelésének, a prognózis javításának feltétele a korai pontos 

diagnózis mellett a minél korábbi és minél hatékonyabb kezelés. A sebészi terápia 

mellett az adjuváns kemo- és immunterápia is lényeges szerephez jut a melanomás 

betegek kezelésében. Az utóbbi években sok eljárás kipróbálásra került, de standard 

adjuváns terápia nem alakult ki. Szintén nincs olyan terápiás eljárás, amely 

profilaktikusan alkalmazva megnövelné a túlélést a közepes és magas rizikójú 

egyéneknél. A jelenleg leggyakrabban alkalmazott kemoterápiás szerek hatásossága 

korlátozott, ezért is foglalkoznak sokan a melanoma terápiájában a késıbbiekben 

esetleg  felhasználható  anyagok, gyógyszerek kutatásával.    

Nagy mortalitása miatt tehát a tumorkutatás kiemelt területét képezi a 

melanoma malignum. Számos kutatócsoport tanulmányozza a melanoma sejtek 

növekedését in vitro, valamint in vivo állatmodellekben, továbbá vizsgálják a 

terápiában alkalmazható különbözı anyagoknak a tumorsejt proliferációra kifejtett 

hatását. 
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Súlyos kombinált immunhiányban (SCID) szenvedı egerek  

Az in vivo egérmodell jelentısége 

  

Ismert, hogy a legtöbb tumorsejt immunhiányos rágcsálók bıre alá oltva 

tumornövekedést eredményez. Széles körben elterjedt eljárás az emberi tumorok, így 

például a melanoma immundeficiens egerekbe történı xenotranszplantációja (5, 6). 

Kiderült, hogy a humán tumorok az egérben akkor növekszenek az eredeti 

tumorokhoz hasonlóan, ha azokat orthotopikusan ültetik át, azaz az állatnak abba a 

szervébe juttatják be, amely emberi szervbıl eredetileg származnak. Ilyen 

orthotopikus rágcsáló modelleket fejlesztettek ki gyomorrák, colon carcinoma (7), 

vesecarcinoma (8), tüdırák, prostata carcinoma (9), pancreas carcinoma (10) 

kísérletes vizsgálatához. Ezen modellek bebizonyították, hogy a szervspecifikus 

mikrokörnyezet meghatározó szerepet játszik a tumorok növekedésében.  

A melanoma vonatkozásában az orthotop viszonyokat a bır felsı rétegei, az 

epidermis és dermis jelenti. Az egér vékony hámja és irhája azonban nem alkalmas 

tumorok növekedésére. Ezért a humán állapot modellezésére subcutan vagy 

subdermalis, azaz egészen felszínes subcutan beültetés használható. Kerbel és 

munkacsoportja egy orthotopikus melanoma modellt hozott létre csupasz egerek 

subdermalis oltásával (5). 

A súlyos kombinált immunhiányos szindrómában (severe combined 

immunodeficiency = SCID) szenvedı egereket 1983-ban Bosma és munkatársai 

felfedezték fel, akik a C.B-17 egértörzs szérum immunglobulinszint vizsgálatai során 

ellenanyaghiányos egerekre bukkantak (11). Ezek az egerek azonkívül, hogy 

hipogammaglobulinémiások és képtelenek specifikus antitesttermelésre, sejtes 

immunitásukat tekintve is deficiensek. A Glanzmann és munkatársai által az 1950-

ben kisgyermekeken leírt SCID szindrómához (12) való hasonlatosság miatt ezen 

egértörzset Bosma és munkatársai SCID egérnek nevezték el. A SCID egerek széles 

körben alkalmazhatók számos különféle sejt és szövet allo- és 

xenotranszplantációjára, mivel T és B sejtes immunitásuk egyaránt károsodott, egy 

autoszóm recesszív módon öröklıdı genetikai mutáció révén (11, 13, 14).  A SCID 

egerek homozigóták (scid/scid) a scid gén mutációt illetıen. Az egerekben az 

immunglobulinok és T-sejt receptorok képzéséért felelıs, úgynevezett variable 

diversity joint (VDJ) rekombináz enzim defektusa okozza az immunhiányt (15).  
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A SCID egérmodell jelentısége, hogy olyan in vivo kísérletek végzésére 

alkalmas, melyek embereken etikai megfontolásból nem végezhetık. A SCID egerek 

alkalmazásának kiemelt területe különbözı tumorok transzplantációja, 

nyomonkövetése kísérleti körülmények között. Ezen egereket gyakran használják az 

emberi vérképzırendszer tumorainak modellezésére (16, 17). Waller és munkatársai 

SCID egerekbe transzplantált T sejtes non-Hodgkin limfóma növekedését vizsgálták 

(16), Jansen és munkatársai SCID egerekbe oltott humán leukémia sikeres kezelésérıl 

számoltak be (17). Humán tüdıcarcinoma (18, 19), retinoblastoma, osteosarcoma 

sejtek (20) SCID egérbe történı sikeres átültetésérıl jelentek meg közlemények. 

Mások humán hepatocelluláris carcinoma (21), valamint laphámrák (22) kísérletes 

tanulmányozására alkalmas SCID egér modellt dolgoztak ki az utóbbi években. A 

legújabb kutatások között szerepel a melanoma (23) tumor ıssejt vizsgálata 

ugyanúgy, mint más tumor, így a leukémia (24) ıssejtek tanulmányozása is.               

SCID egerek alkalmazásával lehetıség nyílt egy in vivo humán orthotopikus 

melanoma modell kidolgozására (25, 26). Hill és munkatársai betegek melanoma 

metasztázisaiból készített sejtszuszpenziót oltottak sikerrel SCID egerek bıre alá 

(25). Arra a következtetésre jutottak, hogy a SCID egerek alkalmasabb recipiensek a 

tumorsejtek növelésére, mint a csupasz (nude) egerek. Nude egerekben a természetes 

ölı sejtek (NK sejtek) aktivitása számottevı, ezért transzplantáció esetén az 

immunszuppresszió fokozására az NK sejtek aktivitását csökkentı kezelésre van 

szükség. A SCID egerekben viszont az NK sejt aktivitás igen alacsony, így 

tumorkutatásra megfelelıbbek. Juhász és munkatársai által a SCID egerekben 

létrehozott humán orthotopikus melanoma modell alkalmas a tumorprogresszió in 

vivo tanulmányozására (26). 

A DEOEC Bır- és Nemikórtani klinikán 1994 óta mőködik SCID 

laboratórium. Az egér kolónia az Egyesült Államokból, a philadelphiai Wistar 

Intézetbıl származik. Az elmúlt évek során laboratóriumunkban a SCID egereket 

számos tumor modellezésére használtuk. Így humán melanoma szöveteken, 

melanoma sejteken kívül basaliomát, Kaposi sarcomát, epidermoid carcinoma 

sejteket, emlı tumorsejteket, cervix carcinoma sejteket, pajzsmirigy tumort, 

leukémiás sejteket ültettünk SCID egerekbe. Ezen kívül naevus, humán bır, 

hajhagyma sikeres transzplantációját végeztük, továbbá tanulmányoztuk a humán 

transzplantált bırben ejtett sebzések gyógyulását.    
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A SCID egerekkel való elızetes tapasztalatok lehetıséget adnak xenogén 

graftok hosszútávú in vivo vizsgálatára. Immundeficiens egerekbe melanoma sejteket 

oltva tanulmányozhatjuk a kifejlıdött tumor növekedését, valamint a tumor 

fejlıdésének befolyásolhatóságát különbözı anyagok által.  

 

 

A hisztamin szerepe a sejtproliferációban 

 

A melanoma sejtek csakúgy, mint számos más sejt, jelentıs mennyiségben 

termelnek hisztamint, és a hisztamin szintézisért felelıs hisztidin dekarboxiláz (HDC) 

enzimet (27, 28). 

A hisztamin [2-(4-imidazolil)etilamin] élettani és pathológiás hatások széles 

köréért felelıs a különbözı sejtekben és szövetekben.  A szervezet egyik 

legáltalánosabb szerepő mediátora (29). Elsısorban hízósejtekben, bazofil 

granulocitákban termelıdik, valamint egyes hisztaminerg neuronokban mutatható ki. 

A hisztamin allergiás, gyulladásos reakciókban játszott szerepe már régóta ismert, 

emellett fontos neurotranszmitter, szerepe van a vér-agy gát fenntartásában, a 

gyomorsav termelésben. Az utóbbi idıben a hisztaminnak az immunválaszban, a 

benignus és malignus sejtproliferációban betöltött funkciója került a kutatók 

érdeklıdésének középpontjába. Falus és munkacsoportja számottevıen hozzájárult a 

hisztamin szerepének megértéséhez humán melanomában (30). 

A hisztamin a hisztidin dekarboxiláz enzim (HDC) jelenlétében, CO2 

felszabadulása mellett, az L-hisztidin dekarboxilálásával keletkezik (31). A HDC az 

egyetlen enzim, amely felelıs a hisztamin szintéziséért. A hisztamin az extracelluláris 

térbe kerülve a célsejtek plazmamembránjában található H1, H2 és H3 

hisztaminreceptorokhoz kapcsolódik, melyek G-proteinekkel kapcsolódva az 

extracelluláris jelet sejten belüli jelsorozattá változtatják (32). A hisztamin szinte 

minden eddig vizsgált osztódó sejtben kimutatható, az intracelluláris jelátvivı 

molekulák egyike, és szerepe van a sejtosztódás szabályozásában (29). 

A hisztamin és a hisztamin szintézisért kizárólagosan felelıs enzim, a 

hisztidin dekarboxiláz (HDC) sejtes és szöveti elıfordulása széleskörő. Nemcsak 

mastocitákban, bazofil sejtekben (33) és hisztaminerg neuronokban mutatható ki (34), 

hanem vérlemezkékben (35), limfocitákban, (36, 37) makrofágokban (38) és 
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dendritikus sejtekben is elıfordul (39). Magas a HDC expresszió a regenerálódó 

májban, embrionális szövetekben és kísérletes tumorokban (27).  

Erısen emelkedett a hisztamin bioszintézis és a hisztamin tartalom különbözı 

humán és kísérletes tumorokban, így rágcsálókban növekvı emlıtumorban (40),  

egerekbe transzplantált melanomában (41), továbbá humán gasztrointestinális 

adenocarcinomában (42), krónikus myeloid leukémiában (43), humán emlırákban 

(44). Valent és munkatársai kimutatták, hogy krónikus myeloid leukémia (CML) 

sejtekben egy CML specifikus onkoprotein elısegíti a HDC expressziót, ezáltal a 

hisztamin szintézist (43). 

A malignus melanoma és a melanoma tumorból származó sejtvonalak a 

melanocitákkal ellentétben emelkedett mennyiségben tartalmaznak HDC-t. Ezt a 

megállapítást igazolta Falus és munkacsoportja in vitro tanulmányaikban. Western 

blot és immunhisztokémiai módszerek felhasználásával kimutatták a HDC gén 

expresszióját és a HDC protein jelenlétét humán melanoma sejtvonalakban (28). 

Bebizonyították, hogy a magas enzimszint következtében a melanomás szövetekben 

és sejtvonalakban igen magas a hisztamin koncentrációja. Megállapították, hogy a 

melanoma sejtek külsı stimulus nélkül is detektálható mennyiségő hisztamint 

szabadítanak fel, ami felveti az autonóm hisztamin metabolizmus lehetıségét humán 

melanomában (45). Kimutatták, hogy nemcsak az exogén hisztamin, hanem a 

melanoma sejtek által termelıdı és felszabaduló, autokrin és parakrin faktorként 

szereplı hisztamin is befolyásolja a sejtproliferációt és szabályozza a szervezet in situ 

immunválaszát. Darvas és munkacsoportja melanoma sejtek proliferációjának 

csökkenését tapasztalta a HDC transzlációt gátló, HDC antiszenz oligonukleotidok 

alkalmazása mellett (46). Falus és munkatársai genetikailag módosított, különbözı 

mennyiségő HDC-t termelı, C57BL/6 egérben növekvı B16-F10 egér melanoma 

sejtek növekedését vizsgálva megállapították, hogy a hisztamintermelés 

emelkedésével együtt kifejezetten nıtt a tumorok mérete, és nıtt a metasztatikus 

potenciál is (41). Kimutatták, hogy humán melanoma sejtekben az exogén hisztamin 

egy protoonkogén, az Ets-1 szintézisét stimulálja, és ez a hatás H2 receptorokon 

keresztül valósul meg (47).   

Habár molekuláris és szöveti szinten még nem egészen világos a mőködés 

mechanizmusa, sok jel utal arra, hogy a hisztamin aktív szerepet tölt be a 

sejtproliferációban (35, 44, 48), így kiemelt jelentısége lehet mind a benignus 
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sejtosztódás (pl. szövetregeneráció, hematopoezis, embrionális fejlıdés), mind a 

malignus tumornövekedés folyamatában is. 

A sejtekbıl a hisztamin nagyrésze endogén úton választódik ki, és ez autokrin 

vagy parakrin módon befolyásolja a környezı sejteket (48). Ennek következményeit 

könnyen kimutathatjuk hisztamin antagonisták alkalmazásával, melyek a sejtplazma 

membránokon elhelyezkedı H2 hisztamin receptorokhoz történı kötıdés, valamint a 

G protein függı intracelluláris jelátadás blokkolása révén mőködnek (49, 50).  

Hasonló lokális blokkoló hatás érhetı el, ha a hisztamin de novo bioszintézisét 

gátoljuk irreverzibilis HDC gátlóval, az α-fluorometil-hisztidinnel (α-FMH) (51). 

Feltételezhetıen a helyileg termelıdött hisztamin egy része a sejtben marad. 

Farmakológiai, biokémiai és hisztológiai adatok igazolták, hogy az intracelluláris 

hisztamin a mikroszómákban és a magi frakcióban található citokróm P450 

sejtalkotóhoz kötıdik (35, 52, 53). Ezt az intracelluláris hisztamin receptorhoz való 

kötıdést hatékonyan gátolhatjuk egy anti-ösztrogén hatóanyaghoz, a tamoxifenhez 

hasonló, N,N-dietil-2-[4-(fenilmetil)fenoxi]-etanamin-HCl-al (DPPE-vel) (53, 54, 

55). A hisztamin funkcionális szerepére utal, hogy a HDC-t gátló α-FMH, valamint az 

intracelluláris kötıhelyet blokkoló DPPE jelentıs sejtosztódás gátlást okoz in vitro 

melanoma sejtekben (27, 28). 

 

 

Az N,N-dietil-2-[4-(fenilmetil)fenoxi]-etanamin-HCl (DPPE), egy 

tamoxifen származék szerepe a tumorproliferációban 

 

 A tamoxifen származék, N,N-dietil-2-[4-(fenilmetil)fenoxi]-etanamin-HCl 

(DPPE) erısen kapcsolódik az intracelluláris citokróm P450 sejtalkotóhoz, az 

intracelluláris hisztamin receptorhoz (iHR), ezáltal antagonizálja az intracelluláris 

hisztamin hatását, azaz nem H1-, nem H2-, nem H3-receptor antagonista (53). A 

hisztamin intracelluláris szerepének jelentıségére utal, hogy az intracelluláris 

receptoron vetélkedı DPPE hatása a legtöbb esetben megegyezik a HDC-t, és  ezáltal 

a hisztamin szintézisét  gátló α-FMH hatásával (55).  

Az intracelluláris hisztaminra vonatkozó kutatások kiemelt területe a 

tumorprogresszióval foglalkozik. A DPPE hatása sok esetben megegyezik az α-FMH 

hatásával, mindkettı gátolja a májtumorok és a colorectalis tumorok in vivo és in 
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vitro proliferációját (56 - 59). Más kutatások szerint azonban a DPPE önmagában 

serkenti az in vivo tumornövekedést DMBVA-indukált emlıtumoros Sprague-

Dawley patkányokban, L5178Y leukémiás DBA/2 egerekben (53, 60). Berners és 

munkatársai kimutatták, hogy a DPPE csökkenti a B16 melanoma sejtek in vitro 

növekedését, valamint egerekbe oltott leukémia sejtek proliferációját  (61).  

Bencsáth és munkatársai kutatásai szerint a DPPE elnyomja a magas HDC 

szinttel rendelkezı krónikus limfoid leukémiás betegekbıl származó limfociták in 

vitro proliferációs kapacitását (62). Valent és munkatársai megállapították, hogy a 

DPPE a krónikus myeloid leukémiás sejtek növekedését gátolja (43). A DPPE 

csökkenti a metasztázisok kialakulását colon tumoros nude egerekben (63), valamint 

húgyhólyag tumoros betegekben (64). Brandes és munkatársai szerint kemoterápiával 

kombinálva a DPPE megvédi a szervezetet a citotoxikus hatásoktól prostata- és 

emlırákban (65, 66). A DPPE fokozhatja a metasztatikus emlıtumoros betegek 

kezelése során alkalmazott doxorubicin hatását (66).   

Falus és munkacsoportjának in vitro kutatásai szerint a hisztamin termelıdést 

gátló α-FMH, valamint a kötıhely antagonista DPPE jelentıs sejtosztódás gátlást 

okoz primer és metasztatikus eredető melanoma sejtvonalakban, az α-FMH 25-30 %-

os, a DPPE 45-65 %-os osztódásgátlást eredményez (27). Mások megállapításai 

szerint mind a tamoxifen, mind a DPPE gátolja a humán T-289 melanoma sejtek in 

vitro növekedését (67). Klinikai vizsgálatok során megállapították, hogy a DPPE 

megnövelheti a melanoma kemoterápiájában használt gyógyszerek terápiás 

hatékonyságát olyan betegekben is, akik korábban nem reagáltak a citosztatikumokra 

(68).  

 

 

A H2 hisztamin receptor antagonista cimetidin, ranitidin szerepe a 

tumorproliferációban 

 

Számos kutatócsoport vizsgálta a H2 receptor antagonista cimetidin és 

ranitidin tumornövekedésre kifejtett hatását. A H2 hisztamin receptor antagonisták a 

hisztamin sejtplazma membránokon elhelyezkedı H2 receptorokhoz történı 

kötıdését gátolják, valamint a G protein függı intracelluláris jelátadást blokkolják. 

Kimutatták, hogy a cimetidin számos különbözı típusú tumor növekedését gátolja 
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mind in vitro, mind in vivo állatmodellekben (69, 70). Hahm és munkatársai szerint 

szignifikánsan csökkentette a humán gyomorrák tumorsejtek in vitro növekedését 

(70). Adams és munkatársai vizsgálata szerint  a cimetidin Balb/c és nude egerekbe 

transzplantált humán colon carcinoma proliferációját gátolta, (58), Watson és 

munkatársai pedig megállapították, hogy a cimetidin akadályozta a nude egerekbe 

oltott emberi gyomorrák sejtek és colorectalis tumorsejtek in vivo növekedését (42). 

Más szerzık szerint fokozta a gasztrointesztinális tumorokban szenvedı betegek 

túlélését (71, 72). 

Osband és mukatársai kimutatták, hogy a cimetidin tüdıcarcinomás C57BL/6 

egerekben csökkentette a metasztázisok kifejlıdését, valamint megnyújtotta az állatok 

túlélését (73). A cimetidin Sheehan és munkatársai szerint megnövelte az 

immunszupprimált egerekbe ültetett humán bronchus carcinomák térfogat kettızıdési 

idejét (74), Finn és munkatársai szerint pedig gátolta a neoplasztikus glia tumor in 

vitro növekedését (75).  

Igazolódott, hogy a nude egerekben kifejlıdött humán ovarium carcinoma 

növekedése kedvezıen befolyásolható cimetidinnel (76). Klinikai vizsgálatok során a 

cimetidin ovarium tumoros betegek túlélését segítette elı (77).  

A cimetidin hatékonyságát az adoptív kemoterápiában állatmodellek is 

igazolták. Fokozta a ciklofoszfamid terápia hatását, szignifikánsan megnövelte a 

leukémiás egerek túlélését, míg a ranitidin nem befolyásolta ezt (78).  Hatékonyan 

alkalmazták a cimetidint vesetumoros betegek IFN-α-val végzett kombinált kezelése 

során (79). Marshall és munkatársai metasztatikus vesetumoros és melanomás 

betegeknek a cimetidint kumarinnal kombináltan adták, több vizsgálat alkalmával, 

mely során objektív tumorregressziót találtak (80).   

Lawson és munkatársainak vizsgálatai szerint a cimetidinnel ellentétben a 

ranitidin, egy másik hatásos H2 hisztaminreceptor antagonista nem gátolta sem a 

humán colon tumorsejtek proliferációját, sem ezen sejtek in vivo növekedését (81). 

Hahm és munkatársai kimutatták, hogy a ranitidin a cimetidinhez hasonlóan in vitro 

csökkentette ugyan a humán gyomorrák sejtek növekedését, de a ranitidin hatása nem 

volt szignifikáns (70). H2 agonisták alkalmazása mellett, in vivo Sprague-Dawley 

patkányokban kifejlıdött emlıcarcinomában Gricco és munkatársai szignifikáns 

tumorsejtproliferáció növekedést mutattak ki, amelyet a H2 antagonista ranitidin 
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csökkentett (40). Jurkat T limfocita sejtek növekedését nem befolyásolta a ranitidin 

(37).  

Számos szerzı igazolta, hogy a hisztamin stimulált melanoma sejt növekedés 

gátolható mind cimetidinnel, mind ranitidinnel in vitro (82, 83, 84), ugyanúgy, mint 

ahogyan Hellstrand és munkatársai szerint in vivo, Swiss albino, C57BL/6 és 

BALB/c egerekben növekvı melanomában (85). A cimetidin szignifikánsan 

csökkentette B16BL6 melanomával transzplantált egerekben a tumornövekedést (50). 

A cimetidint kipróbálták multiplex melanomában szenvedı lovak kezelésében is, a 

terápia alatt a melanomák mérete és száma csökkent, és a kezelés felfüggesztése után 

sem tapasztaltak méret vagy számbeli növekedést (86). Klinikai II. fázisú 

vizsgálatokból származó biztató adatok szintén alátámasztották a cimetidin terápia 

létjogosultságát humán metasztatikus melanoma kezelésében (87, 88). Melanomás 

betegek tünetmentes túlélésének jelentıs növekedésérıl számoltak be, amikor a 

cimetidint komplex terápiában alkalmazták specifikus allogén melanoma ellenes 

vakcinával (89). A cimetidinhez hasonlóan a ranitidin egyaránt aktív immunterápiás 

ágens lehet a humán melanomás betegek kezelésében Smith és munkatársai szerint 

(90). Mertens és munkatársai II. fázisú vizsgálatokban bizonyították, hogy a ranitidin 

az indometacinnal kombináltan, IL-2 alkalmazása nélkül is, antitumor aktivitást 

mutatott elırehaladott melanomában (91). Quan és munkatársai is bizonyították a 

cimetidin, ranitidin és IL-2 együttes alkalmazásának hatásosságát melanomás betegek 

terápiájában (92). 



Célkitőzések 

 

 
12 

 

III. CÉLKITŐZÉSEK 

 

Abból a célból, hogy minél jobban megértsük a hisztamin antagonisták melanoma 

malignumra kifejtett hatását, munkánk során az alábbiakat kívántuk vizsgálni.   

In vitro kísérletek: 

1. Tanulmányozni akartuk a melanoma sejtek in vitro proliferációját 

különbözı hisztamin antagonisták alkalmazása mellett. A HT168 és M1 humán 

melanoma sejtek in vitro növekedését kívántuk vizsgálni. Hisztamin antagonistaként 

cimetidint, ranitidint, továbbá a tamoxifen származék, N,N-dietil-2-[4-

(fenilmetil)fenoxi]-etanamin-HCl-t (DPPE-t) akartunk használni. A sejtproliferációt 

MTT assay segítségével kívántuk mérni. 

2. A H2 receptor mRNS jelenlétét akartuk igazolni melanoma sejtekben 

(HT168) reverz transzkripció polimeráz láncreakció révén. Vizsgálni kívántuk 

továbbá a melanoma sejteken levı H2 receptorok aktivitását. A H2 receptorkötı 

kapacitást [3H]tiotidin jelenlétében akartuk mérni. 

In vivo kísérletek: 

3. Melanoma sejtek (HT168 és M1) növekedését szándékoztunk 

nyomonkövetni in vivo, súlyos kombinált immunhiányos (SCID) egerekben. 

4. Különbözı antihisztamin ágensek hatását akartuk vizsgálni humán 

melanoma sejtekben (HT168) in vivo. Hisztamin antagonistaként cimetidint, 

ranitidint, és DPPE-t, valamint ezek kombinációit kívántuk alkalmazni. 

Tanulmányozni akartuk, hogy hogyan befolyásolják a hisztamin antagonisták a 

melanoma sejtek növekedését in vivo, immundeficiens SCID egerekbe oltva. A 

különbözı kezelések során kapott átlagos tumortérfogatokat kívántuk 

összehasonlítani. 

5. Vizsgálni kívántuk továbbá azt, hogy antihisztamin ágensek hatására 

hogyan változik meg a tumorsejtekbıl kialakuló tumorok kifejlıdésének potenciálja.   

6. A cimetidinnel, ranitidinnel, DPPE-vel, valamint ezek kombinációival 

kezelt SCID egerek és a kontroll csoport túlélését szándékoztuk nyomonkövetni.  

7. A melanoma sejtek (HT168) HDC expresszióját kívántuk összehasonlítani 

in vitro és in vivo, Western blot analízis révén.  

8. A kifejlıdött tumorok szövettani szerkezetét, immunreaktivitását, a tumort 

infiltráló sejteket akartuk vizsgálni.  
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IV. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

 

 

Gyógyszerek 

 

A cimetidint és a ranitidint a Tocris Cookson Ltd (London, UK)-tıl szereztük 

be. A DPPE-t Dr.Hudecz Ferenc (Eötvös Lóránd Tudományegyetem, Szerves Kémia 

Intézet, Budapest) szintetizálta számunkra.  

 

 

Melanoma sejtvonalak 

 

A kísérletek során primer melanoma eredető HT168 jelő, a májtraktusba 

alacsony frekvenciával metasztatizáló humán melanoma setjvonalat használtunk. 

Elıkísérleteink során használtuk még az elızı sejtvonal májmetasztázisaiból izolált 

HT168-M1 jelő, magas metasztázis potenciájú sejtvonalat. A HT168 tumorvonal 

korábban az A2058 sejt IS CBA/Ca egérre történı subcutan in vivo passzázsával 

került elıállításra. A subcutan növekvı HT168 tumorból készített sejtszuszpenziót IS 

egerek lépébe injektálták, majd az így keletkezett májmetasztázisokból származó 

sejteket HT168-M1 (M1) jelöléssel látták el, és in vitro tenyésztették (93).  

 

 

In vitro kísérletek 

 

 

Melanoma sejttenyészet 

 

A humán melanoma sejtvonalat 5% CO2 jelenlétében RPMI 1640 médiumban 

(GIBCO, Ausztrália) tenyésztettük, amelyet 10%-os magzati borjú szérummal (FCS, 

GIBCO) valamint 0.16 g/l gentamycinnel (Chinoin Rt., Magyarország) egészítettünk 

ki. A kultúrát 37°C–on vízzel telített 5% CO2 / 95% levegı jelenlétében inkubáltuk. 

A sejteket a szokásos módon három naponta passzáltuk. Kezelés elıtt, az utolsó 



Anyagok és Módszerek 

 

 
14 

 

passzázs után 24 órán keresztül a sejteket inkubáltuk 37°C-on 10% FCS tartalmú 

RPMI 1640-es közegben, 5%-os CO2-ot tartalmazó, nagy nedvességtartalmú 

inkubátorban, 4.5x104 sejt/ml sőrőséget megtartva. A médiumot ezután cseréltük és a 

HT168 sejteket kezeltük DPPE-vel (10-5 –10–6 M), ranitidinnel (10-5 M), cimetidinnel 

(10-5 M), valamint ezek kombinációival. A kultúrákat 37°C–on, 5% CO2 jelenlétében 

48 órán át inkubáltuk. Az optimális koncentrációt, valamint az inkubációs idıt 

korábbi kísérletek alapján határoztuk meg (ebben a tanulmányban ezeket az adatokat 

nem szerepeltetjük). Inkubáció után a sejteket foszfáttal pufferolt só (PBS) oldatban 

mostuk, majd további vizsgálatok céljából lizátumot készítettünk. 

 

 

Protein kivonás és Western blot analízis 

  

 A molekulárbiológiai vizsgálatok Dr. Falus András akadémikus egyetemi 

tanár laboratóriumában a Semmelweis Egyetem Genetikai, Sejt- és Immunbiológiai 

Intézetében, a DEOEC Bır-és Nemikórtani Klinika és a SE Genetikai, Sejt- és 

Immunbiológiai Intézete között megvalósult kollaboráció keretében jöttek létre.  

A kitenyésztett sejteket vagy a folyékony nitrogénben gyorsfagyasztott 

szövetmintákat a protein kivonás céljából lízis pufferban mostuk, amely a következı 

összetételő volt: 10mM 1M Tris-HCl (tris-hidroxiaminometán-HCl), pH 8.0, 10 

µg/ml leupeptin, 0.5 mM etilénglikol-bisz(2-aminoetiléter) 0.5M tetrasavas sav 

(EGTA), 2% NaF, 1% Triton-X 100, 25mM fenilmetilszulfonil fluorid (PMSF), 

valamint 2% Na-orthovanadat. A magfrakciót centrifugálással (10.000 g, 5 perc) 

különítettük el, és a szupernatánst használtuk a HDC expressziójának 

meghatározásához Western immunoblot módszerrel. 

 

 

Antitestek 

 

 Számítógépes modellezések alapján a primer poliklonális antitestet csirkében 

állították elı a humán HDC protein egy kiválasztott peptidje ellen (Promega, 

Madison, Wisconsin, USA), kutató csoportunkkal együttmőködve. Az antitest a HDC 
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318-325 (VKDKYKLQ) aminosav szekvenciáját tartalmazó epitópja ellen készült 

(28). 

 

 

Natrium dodecil szulfát - poliakrilamid gél elektroforézis (SDS-

PAGE) és immunoblot 

  

A mővelethez 15µg fehérjét tettünk mintánként a denaturáló poliakrilamid 

gélre. Egy elızıleg festett fehérje keveréket (SIGMA Co., UK) alkalmaztunk a 

molekuláris tömeg markereként, és 10% folyós gélt és 5% szilárd gélt használtunk 

110V és 20mA mellett két órán át. A blothoz Hoeffer mőszert alkalmaztunk 

Amersham nitrocellulóz Hybond-C Extra membránon, Tris-HCl, glicin és metanol 

tartalmú transzfer pufferban, 100V feszültségen, 200mA áramerısségen 80 percig. A 

membránt szobahımérsékleten, egy órán keresztül enyhén ráztuk gátló oldatban 

(PBS, amely 1% zsírmentes tejport és 0.1% Tween 20-at tartalmazott). 40ng/ml 

koncentrációban 60 percen át használtuk a primer antitestet (affinitás purifikált 

antihumán HDC318-325 IgY (csirke); Promega, USA). A másodlagos antitestet pedig 

(torma peroxidáz konjugált anti-csirke IgY (nyúl); Promega, USA) 0.5 µg/ml 

koncentrációban alkalmaztuk 30 percen át. Immunreaktív csíkokat jelenítettünk meg 

ECL (Amersham, Anglia) Western blot protokol alkalmazásával. 

 

 

MTT assay 

 

 A sejtproliferáció tanulmányozására kolorimetriás MTT módszert 

használtunk, amelyben a vízoldékony tetrazólium sót (3-[4,5-dimetiltiazol-2yl]-2,5-

difeniltetrazólium bromid; MTT) oldhatatlan lila formazánná alakítottuk át 

dehidrogenáz enzimek által (94). Korábbi kísérletekben igazoltuk, hogy az MTT 

assay eredményei összhangban vannak a [3H]timidin inkorporációval. A tenyésztési 

periódusok végén 20 µl MTT-t (5mg/ml, Sigma, USA) adtunk a kultúrákhoz. További 

3 órás inkubáció után a szupernatánsokat kiszelektáltuk és a kicsapódott részt 100 µl 

dimetil szulfoxid-ban (DMSO) oldottuk. Az abszorpciót 540 és 620 nm-en olvastuk 

le. 



Anyagok és Módszerek 

 

 
16 

 

A H2 hisztamin receptorok meghatározása HT168 melanoma 

sejteken 

 

A H2 receptorkötı kapacitást 3nM-os [3H]tiotidin (DuPont, 81.1Ci/mmol) 

jelenlétében mértük 500 µl assay volumenben, amint azt másutt közölték (51). A nem 

specifikus kötıdést 5mM hisztamin HCl-al (Sigma) határoztuk meg. A sejteket hideg 

sóoldatban mostuk, majd 60 percig 25 °C-on inkubáltuk. A reakciót vákum alatti, 

Whatman GF/B üvegszál filtereken át történt gyors filtrációval állítottuk le, melyeket 

0.3%-os polietilénaminban elıáztattunk, majd 10 ml jéghideg médiummal 

öblítettünk. A filtereken visszamaradt radioaktivitást folyadék szcintilláció 

számlálóval mértük 3 ml OptiPhase HiSafe koktélban (Wallac). A Scatchard 

analízisbıl nyert adatok átlag értékeinek grafikai megjelenítése LIGAND szoftver 

programmal történt. 

 

 

A H2 hisztamin receptor mRNS meghatározása reverz transzkripció 

polimeráz láncreakció révén 

 

 A reverz transzkripció kivitelezésére a Pharmacia Ataq Gene Controller féle 

Perkin Elmer reverz transzkriptázt használtuk. A reakciós elegy (20 µl) a 

következıket tartalmazta: 4 µl 25 mM Mg2+, 2 µl 10x-es puffer, 2 µl 10 mM 

deoxinukleotid (dNTP), 0.25 µl RNáz inhibitor (5 U), 1 µl oligo-deoxitimidin primer, 

0.5 µl rágcsáló leukémia vírus (Mu-LV) reverz transzkriptáz (25 U) és 0.25 µl dietil 

pirokarbonat (DEPC)-desztillált víz, mely 10 µl-enként összesen 1.5 µg RNS-t 

tartalmazott. Az RNS mintákkal (1.5 µg) reverz transzkripciót végeztünk 42 °C -on 

30 percig, majd 99 °C-on 5 percig.  

 A polimeráz láncreakció (PCR) felerısítésére a reakciós elegy a 

következıkbıl állt: 1x-es puffer, 1 mM MgCl2, 0.1 mM dNTP, 2.25 U Taq polimeráz, 

25 pmol szenz és antiszenz primerek, templátok (10 µl) és végsı volumenében 50 µl-

re kiegészített desztillált víz. A primereket a GIBCO szintetizálta. A PCR reakciók 

megvalósítása során a H2 receptorok felerısítésére a következı eljárásokat 

használtuk: 94 °C-os hımérséklet 2 percig, 94 °C 30 másodpercig 30 cikluson át, 58 

°C 1 percig és 72 °C 1 percig, majd 72 °C 7 percig. A H2 receptorokra vonatkozó 
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oligonukleotid primerek (53) a következık voltak: a szenz primer: 5’-TCG TGT CCT 

TGG CTA TCA C, az antiszenz primer: 5’-CCT TGC TGG TCT CGT TCC T. 

A kapott PCR termékeket szeparáltuk 2%-os, 0.01% etidium bromidot 

tartalmazó agaróz gélen. A mintákat 100 V-on 45 percig futtattuk. A PCR termék 

mérete 330 bp volt, összhangban a H2 receptor mRNS-el. 

 

 

In vivo kísérletek 

 

 

A kísérleti állatok 

 

Az immundeficiens C.B-17 scid/scid egér populáció a Fox Chase Cancer 

Center, Philadelphia, Pennsylvania, USA laboratóriumából származik. Az 

állatkísérleteket a hazai és nemzetközi etikai szabályozásoknak megfelelıen 

végeztük. A tipikus SCID tulajdonságokat a szérum IgM mérésével ellenıriztük (az 

adatokat nem közöljük). 6-8 hetes egereket használtunk. Elıkísérleteink során az 

állatokat (összesen 24 egeret) 5x106 M1 illetve HT168 melanoma sejttel oltottuk 200 

µl PBS volumenben, subdermalisan a hasfal bırébe. A sejtek injekciózása 

technikailag nem különbözött a rutinszerően alkalmazott intracutan injekciós 

technikától. További kísérleteink során HT168 melanoma sejteket használtunk. 

Összesen 81 egérrel végeztük a kísérleteket (összesen 36 kontroll, összesen 45 kezelt 

egér). Az egereket 7-12 fıs csoportokba osztottuk, mely csoportok az oltást követı 

naptól a következı anyagokat kapták az ivóvízükben, a dózist állandó szinten tartva: 

(i) DPPE (4mg/kg/nap/egér), (ii) DPPE (4mg/kg/nap/egér) cimetidinnel 

(50mg/kg/nap/egér) kombinálva, (iii) DPPE (4mg/kg/nap/egér) ranitidinnel 

(50mg/kg/nap/egér) kombinálva, (iv) cimetidin (50mg/kg/nap/egér), (v) ranitidin 

(50mg/kg/nap/egér). Az egyes kezelt csoportoknak saját kontroll csoportjuk volt, 

melyek az oltást követıen tiszta vizet kaptak. A ranitidin, cimetidin, DPPE dózisát 

elıkísérletek során határoztuk meg, a korábbi irodalmi adatokat figyelembe véve (56, 

58, 59, 81). A kezeléseket folyamatosan alkalmaztuk az egész kísérlet alatt. Öt 

naponta cseréltük az ivóvizet, az egyes állatketrecekben levı kezelt csoportok 

vizének összeállításánál figyelembe vettük korábbi megfigyeléseinket, mely alapján 
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átlagosan 5ml vizet fogyaszt egy egér naponta, valamint a ketrecben levı egerek 

számát, testsúlyát. Monitoroztuk az egerek étel- és vízfelvételét, testsúlyát, így 

állandó körülményeket biztosítottunk a kísérletek során.  

 

 

A tumornövekedés mérése 

 

Az egyes subdermalisan növekvı tumorok méretét caliper (tolómérce) 

segítségével mértük hetente az oltást követıen 6-9 héten keresztül. A tumorvolument 

a következı képlet segítségével határoztuk meg: tumortérfogat = hossz x szélesség x 

magasság (81, 93). Ezt követıen kiszámoltuk az egyes csoportokhoz tartozó átlagos 

tumortérfogatot. 

 

 

Hisztopatológiai feldolgozás 

 

A melanoma sejtek beadását követı 6 - 9. héten, amikor a tumorok elérték a 2 

cm3 méretet, a kontroll és minden egyes kezelt csoportból néhány egeret szövettani 

feldolgozás céljából cervicalis dislocatiót alkalmazva elpusztítottunk, és a tumorokat 

a környezı egérbır vékony sávjával együtt kimetszettük. A szövettani mintákat 

paraffinba ágyaztuk és 5 µm-es metszeteket készítettünk, majd megfestettük 

hematoxilin-eozinnal. Ezzel egyidıben fagyasztott metszeteket is készítettünk. A 

tumorokat vizsgáltuk a differenciáltsági fok, a mag és citoplazma aránya, a sejtmag 

pleiomorfizmusa, a tumor széli növekedésének infiltratív volta, valamint a melanin 

pigment jelenléte szerint. Továbbá a deparaffinált szöveti metszeteket inkubáltuk 1%-

os marha szérumban (BS) és 1%-os saponin/PBS-ben, festettük fluoreszcein 

izotiocianáttal (FITC) jelölt patkány anti-egér interferon-γ (IFN-γ) IgG1 antitestekkel 

(1:1000, Pharmingen) vagy phycoeritrinnel (PE)-jelölt patkány anti-egér CD11b 

IgG2b antitestekkel, melyek detektálják az infiltráló rágcsáló makrofágokat (1:500, 

Pharmingen). Következı lépésként mostuk, valamint konfokális mikroszkóppal 

vizsgáltuk (Bio-Rad, MRC 1024, krypton-argon lézerrel felszerelve). Kontrollként 

hasonlóan jelölt izotipusos antitesteket használtunk. 
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Statisztikai analízis 

 

Student féle t-tesztet, ANOVA variancia analízist, Holm-Sidak, Fisher és 

Logrank tesztet használtunk a különbözı kezelések során kialakult eltérések 

mérésére. Az eredményeket mean (átlag) ± SEM (standard error mean = hiba) -ként 

adtuk meg. Az eredmények közti különbségeket szignifikánsnak tartottuk ha P < 0.05 

volt. 
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V. EREDMÉNYEK 

 

 

In vitro kísérletek 

 

Hisztamin antagonisták (cimetidin, ranitidin) és DPPE hatása humán 

melanoma sejtek (HT168 és M1) in vitro proliferációjára  

 

 

A hisztamin antagonistáknak a HT168 és M1 humán melanoma sejtvonal in 

vitro proliferációjára kifejtett hatását az 1. ábra mutatja. A proliferációt az Anyagok 

és módszerek fejezetben leírtak szerinti MTT assay segítségével mértük. 

HT168 sejtek esetén a cimetidin DPPE-vel kombinálva (5. oszlop) 

szignifikánsan csökkentette (37% gátlás) a sejtek proliferációját (P<0.01), a ranitidin 

DPPE-vel kombinálva (7. oszlop) mérsékeltebb (16%), de szignifikáns csökkenést 

eredményezett (P<0.05). A ranitidin önmagában adva (6. oszlop) illetve a cimetidin 

önmagában alkalmazva (4. oszlop) nem szignifikánsan kismértékben csökkentette a 

melanoma sejtek proliferációját. A DPPE önmagában (2., 3. oszlop) nem gátolta a 

sejtproliferációt. 

M1 sejtek esetén a H2 hisztamin receptor antagonisták DPPE jelenlétében 

szignifikánsan csökkentették a proliferációt (P<0.05): a cimetidin DPPE-vel 

kombinálva (5. oszlop) 27%, a ranitidin DPPE-vel kombinálva (7. oszlop) 23% 

gátlást okozott. Az M1 sejteknél a DPPE önmagában adva (2., 3. oszlop) szignifikáns 

mértékő proliferáció gátlást okozott (1 µM koncentrációban 21%, 10 µM 

koncentrációban 26% gátlást). HT168 sejtek esetében ilyen hatást nem észleltünk. A 

cimetidin (4. oszlop), valamint a ranitidin (6. oszlop) önmagában nem szignifikánsan 

csökkentette az M1 sejtek proliferációját. 
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1. ábra In vitro funkcionális vizsgálatok humán M1 és HT168 melanoma sejtekben. 

A H2 hisztamin receptor antagonisták és a DPPE hatása human melanoma sejtvonalak in vitro 

proliferációjára. 1. oszlop, kontroll; 2. oszlop, DPPE 10-6 M; 3. oszlop, DPPE 10-5 M; 4. oszlop, 

cimetidin 10-5 M; 5. oszlop, cimetidin 10-5 M + DPPE 10-6 M; 6. oszlop, ranitidin 10-5 M; 7. oszlop, 

ranitidin 10-5 M + DPPE 10-6 M. A proliferációt az Anyagok és módszerek fejezetben leírtak szerinti 

MTT assay segítségével mértük. A feltüntetett eredmények megadása a következık szerint történt: 

mean ± SEM; n=csoportonként 3, **P<0.01, *P<0.05. 
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A H2 receptor mRNS jelenlétének és aktivitásának vizsgálata  

melanoma sejtekben  

 

A H2 receptor mRNS jelenlétét és aktivitását HT168 melanoma sejtekben 

vizsgáltuk. A H2 receptorkötı kapacitást [3H]tiotidin jelenlétében mértük, a nem 

specifikus kötıdést a hisztamin felesleggel határoztuk meg. A maximális specifikus 

kötıdés (Bmax) és az equilibrium disszociációs állandó (Kd) értékek (0.98 ± 0.2 x 106 

hely/sejt és 18.08 ± 6.77 nM), melyek Scatchard plot analízisbıl származnak tisztán 

mutatják a HT168 sejteken levı aktív H2 receptorok jelenlétét (2. ábra). Hasonló 

eredményeket kaptunk M1 sejtek vonatkozásában is (az adatokat nem tüntettük fel). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2. ábra In vitro H2 receptorkötıdési vizsgálatok humán HT168 melanoma sejtekben.  

A Scatchard plot analízissel történı H2 receptorkötés jellemzése humán melanoma HT168 

sejtvonalban. A H2 receptorkötési kapacitást [3H]tiotidin jelenlétében mértük; a nem specifikus 

kötıdést a hisztamin felesleggel határoztuk meg. A Bmax (0.98 ± 0.2x106 hely/sejt) valamint a Kd 

(18.08 ± 6.77 nM) értékeket megadtuk. 
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Igazoltuk a H2 hisztamin receptor mRNS jelenlétét HT168 melanoma 

sejtekben az Anyagok és módszerek fejezetben leírtak szerinti reverz transzkripció 

polimeráz láncreakció (PCR) révén (3. ábra). A PCR termék mérete 330 bp volt, 

összhangban a H2 receptor mRNS-el. 

 

 

 

 

  

 

 

 

3. ábra: H2 hisztamin receptor mRNS jelenlétének igazolása HT168 sejtekben. A nyíl a 330 bp-t 

mutatja, ami megfelel a felerısített H2 receptor cDNS fragmentum méretének. 1.sáv M1; 2.sáv 

HT168; 3.sáv H2 receptor cDNS klón. 
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In vivo kísérletek 

 

HT168 és M1 melanoma sejtek in vivo növekedésének 

nyomonkövetése SCID egerekben 

 

 

A HT168 és M1 sejtek okozta in vivo tumornövekedést SCID egerekben a 4. 

ábra mutatja. A HT168 sejtekkel oltott egerek 75%-ában, az M1 sejtekkel oltott 

egerek 91%-ában fejlıdött ki tumor. Az átlagos tumortérfogat és az in vivo 

tumornövekedési potenciál nagyobb volt az M1 sejtekkel oltott egerek esetén, mint a 

HT168 sejtekkel oltott egereknél. A 7. hetet kivéve (P = 0.015) a különbség nem volt 

statisztikailag szignifikáns (P > 0.05) (t teszt). További vizsgálataink során az 

alacsonyabb tumornövekedési potenciált mutató HT168 melanoma sejtvonalat 

használtuk.  
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4. ábra A HT168 és az M1 humán melanoma sejtek növekedése SCID egérben.  

HT168 sejtekkel oltott SCID egerekben (●; n=12), illetve M1 sejtekkel oltott SCID egerekben  

(o; n=12) mért növekedési jellemzık (tumortérfogat). Az eredményeket átlag tumortérfogatban (mean 

± SEM) adjuk meg  az 5x106 tumorsejt oltás utáni különbözı idıpontokban. *P < 0.05.  
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SCID egérben növekvı HT168 melanomáról készült felvétel látható az 5. 

ábrán. A SCID egerekbe oltott humán HT168 melanoma sejtek növekedését az 

Anyagok és módszerek fejezetben leírtak szerint követtük nyomon (6. ábra). 

 

 
 

 

5.  ábra SCID egérben növekvı HT 168 melanoma 

 

 
6.  ábra SCID egérbe oltott humán melanoma sejtek növekedésének nyomonkövetése 

melanoma sejtszuszpenzió beoltása, 
a kezelt csoportnak az ivóvízben 

antihisztaminok adása 
az oltás másnapjától 

0 nap hetenként   6-9. héten 

tumormérés 
hetenként, 
a túlélés 

nyomonkövetése 
 

hisztopatológiai feldolgozás 
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A különbözı antihisztamin ágensek (cimetidin, ranitidin, DPPE) 

valamint ezek kombinációinak hatása SCID egerekbe oltott HT168 

melanoma sejtek növekedésére  

A cimetidin és DPPE együttes alkalmazása in vivo nagymértékben 

csökkenti a melanoma növekedését SCID egerekben 

 

 

A ranitidinnel, cimetidinnel és DPPE-vel önmagában vagy ezek különbözı 

kombinációival kezelt egerek tumornövekedését összehasonlítottuk a kontroll egerek 

tumornövekedésével. 

Míg a cimetidin, önmagában adva a 3. héttıl növelte a tumorvolument, addig 

DPPE-vel kombinálva a tumortömeg fejlıdése nagymértékben csökkent a kontroll 

csoporthoz képest (1. táblázat). 

A cimetidinnel, DPPE-vel kombináltan illetve önállóan kezelt egerek, továbbá 

a nem kezelt, kontroll egerek átlag tumortérfogat adatait (mean ± SEM) mutatja az 1. 

táblázat. A HT168 melanoma sejtekkel oltott SCID egerekkel végzett különbözı 

kezelések során kapott átlagos tumortérfogatokat az Anyagok és módszerek 

fejezetben leírtak szerint kaptuk meg. Az eredmények igazolják a cimetidin és DPPE 

kombinált kezelés hatásosságát. A tumorsejtek oltását követı 3. héttıl a cimetidin-

DPPE kombinációt kapott csoportban a tumorok növekedése kisebb mértékő volt a 

kontroll csoporthoz viszonyítva, a 4. héttıl ezen egerekben szignifikánsan csökkent a 

tumornövekedés a kontroll csoporthoz képest (t-teszt, P < 0.05). Ezen csoportban a 

tumortérfogatok szignifikánsan kisebbnek bizonyultak a kontroll csoporthoz képest a 

teljes vizsgálati idıtartamot figyelembe véve, ANOVA, illetve Holm-Sidak tesztet 

használva.  
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HETEK KONTROLL CIMETIDIN DPPE DPPE+CIMETIDIN 

1 0.004 ± 0.001 0 ± 0 0.014 ± 0.004 0 ± 0 

2 0.016 ± 0.007 0.006 ± 0.002 0.092 ± 0.042 0 ± 0 

3 0.154 ± 0.041 0.270 ± 0.102 0.763 ± 0.138 0.057 ± 0.041 

4 0.543 ± 0.139 1.173 ± 0.398 1.429 ± 0.302 0.078 ± 0.051 * 

5 0.679 ± 0.136 2.311 ± 1.082 1.714 ± 0.620 0.110 ± 0.068 * 

6 0.820 ± 0.205 3.458 ± 1.353 1.988 ± 0.812 0.175 ± 0.124 * 

7 0.986 ± 0.188 + + 0.244 ± 0.152 * 

8 1.978 ± 0.382 + + 0.367 ± 0.092 * 

9 3.454 ± 0.755 + + 0.511 ± 0.386 * 

 

 

 

 

 

1. táblázat A cimetidin és DPPE (N,N-dietil-2-[4-(fenilmetil)fenoxi]-etanamin-HCl) kezelés hatása a 

HT168 melanoma sejttel oltott SCID egerek tumornövekedésére. Az eredményeket átlag 

tumortérfogatban (mean ± SEM) (cm3) tüntetjük fel.  

A hetek a tumor injektálás utáni idıtartományt jelölik. *P < 0.05 (félkövér betővel)=szignifikáns érték 

a megfelelı kontroll csoporthoz viszonyítva. ANOVA vagy Student t-tesztet használtunk. n=8-36 

csoportonként, az eredmények (mean ± SEM) megfelelnek az átlag tumortérfogatnak (cm3) az 5x106 

tumorsejt oltást követı növekedés különbözı periódusaiban. + nincs élı állat az adott csoportban. 
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 A HT168 melanoma sejtekkel oltott SCID egerekkel végzett különbözı 

kezelések hatását a melanoma növekedésére, a mért átlagos tumortérfogatokat a 7. 

ábra mutatja. 
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7. ábra A HT168 melanoma sejtvonal növekedése SCID egérben. Különbözı antihisztamin 

ágensekkel végzett kezelések hatása a tumornövekedésre a HT168 melanoma sejttel oltott SCID 

egerekben, összehasonlítva a kontroll csoporttal. Az eredményeket átlag tumortérfogatban (mean ± 

SEM) mutatjuk a tumoroltást követı különbözı idıpontokban. A szaggatott vonal a kontroll csoport 

eredményeit jelöli. *P < 0.05. ■, kontroll (n=36); �, DPPE (4mg/kg/nap) (n=8); ●, cimetidin 

(50mg/kg/nap) DPPE-vel kombinálva (4mg/kg/nap) (n=12) - 4 hét után P < 0.05; o, ranitidin 

(50mg/kg/nap) DPPE mellett (4mg/kg/nap) (n=7); ����, cimetidin (50mg/kg/nap) (n=9); �, ranitidin 

(50mg/kg/nap) (n=9). 
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A ranitidin és DPPE együtt adva, valamint a DPPE önmagában alkalmazva 

nem mutatott gátló hatást a HT168 sejtek növekedésére SCID egerekben (t teszt). 

A 4. héttıl a cimetidin és DPPE kombinációt kapott csoportban a 

tumortérfogat szignifikánsan csökkent a kontroll csoporthoz viszonyítva (P < 0.05) 

(7.ábra) (t teszt).   

A ranitidin önmagában adva a 2. táblázat szerint a 3. és 4. héten szignifikánsan 

csökkentette az egerekben a melanoma növekedését a kontroll csoporthoz képest (t 

teszt). A cimetidin és DPPE kombinációhoz viszonyítva a ranitidin gyengébb és 

kevésbé tartós gátlást eredményezett a tumornövekedésben. A 6. héten pedig a 

kontroll csoporthoz képest nagyobb tumornövekedést okozott a ranitidin. 

A csak cimetidint, csak DPPE-t, illetve a ranitidin-DPPE kombinációt kapott 

csoportban a tumortérfogatok nagyobbak voltak a kontroll csoporthoz képest, a 

különbség csak a cimetidint kapott csoportban volt szignifikáns (ANOVA, Holm-

Sidak teszt).  

 

 

HETEK KONTROLL RANITIDIN DPPE DPPE+RANITIDIN 

1 0.004 ± 0.001 0 ± 0 0.014 ± 0.004 0 ± 0 

2 0.016 ± 0.007 0.004 ± 0.002 0.092 ± 0.042 0 ± 0 

3 0.154 ± 0.041 0.032 ± 0.017 *  0.763 ± 0.138 0.173 ± 0.049 

4 0.543 ± 0.139 0.163 ± 0.071 * 1.429 ± 0.302 0.635± 0.123  

5 0.679 ± 0.136 0.416 ± 0.181 1.714 ± 0.620 0.912 ± 0.135  

6 0.820 ± 0.205 1.025 ± 0.511 1.988 ± 0.812 1.758 ± 0.312  

7 0.986 ± 0.188 + + 2.889 ± 0.999 

8 1.978 ± 0.382 + + + 

9 3.454 ± 0.755 + + + 

 

 

2. táblázat A ranitidin és DPPE (N,N-dietil-2-[4-(fenilmetil)fenoxi]-etanamin-HCl) kezelés hatása a 

HT168 melanoma sejttel oltott SCID egerek tumornövekedésére. Az eredményeket átlag 

tumortérfogatban (mean ±  SEM) (cm3) tüntetjük fel. 

A hetek a tumor injektálás utáni idıtartományt jelölik. *P<0.05 (félkövér betővel)=szignifikáns érték 

a megfelelı kontroll csoporthoz viszonyítva. ANOVA vagy Student t-tesztet használtunk. n=7-36 

csoportonként, az eredmények (mean ± SEM) megfelelnek az átlag tumortérfogatnak (cm3) az 5x106 

tumorsejt oltást követı növekedés különbözı periódusaiban. + nincs élı állat az adott csoportban. 
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H2 receptor antagonisták (cimetidin, ranitidin) és DPPE hatása a 

tumor kialakulási potenciálra SCID egerekben 

 

 A kísérlet során a kontroll csoportba tartozó egerek 83%-ában fejlıdött ki 

tumor, a DPPE és cimetidinnel kombináltan kezelt csoportban viszont csak az egerek 

33%-ában találtunk tumort. Ez a különbség szignifikánsnak bizonyult Fisher tesztet 

használva. A ranitidinnel önmagában kezelt egerek 55%-ában nıtt tumor. A DPPE-t, 

illetve cimetidint önmagában kapott egerek, valamint a DPPE és ranitidin 

kombinációval együttesen kezelt egerek 100%-ában tapasztaltunk tumornövekedést.    

 

Megvizsgáltuk, hogy hogyan változik meg antihisztamin ágensek hatására a 

melanoma tumorsejtekbıl a tumorok kifejlıdésének potenciálja az idı függvényében 

(8. ábra). Eredményeinket úgy kaptuk, hogy meghatároztuk az adott csoportba tartozó 

(azaz az adott ágenssel kezelt, vagy kontroll csoportba tartozó) tumorral rendelkezı 

egerek arányát az azonos csoportban, ugyanazon idıpontban élı összes egér 

számához viszonyítva.  

A kontroll csoportban már az elsı héten nıttek tumorok. A cimetidinnel és 

DPPE-vel kombináltan kezelt csoportban a kontrollhoz képest késıbb, a 3. héttıl 

indult meg a tumornövekedés. A cimetidin és DPPE-vel együttesen kezelt egerekben 

alacsonyabb volt a tumor kifejlıdési potenciál a kontroll csoporthoz képest. 

A DPPE-t önmagában kapott egerek mindegyikében már az 1. héten 

tumornövekedést tapasztaltunk, és a 6. hétig (amíg élı egér volt ebben a csoportban) 

100 %-os maradt a tumoros egerek aránya.  

A cimetidinnel önmagában kezelt csoportban a 2. héten jelentkeztek tumorok, 

és a 3. héttıl az összes egérben növekedett tumor. 

A ranitidint önmagában alkalmazva, a 2. héttıl tapasztaltunk 

tumornövekedést. A 3. héttıl ez a csoport alacsonyabb mértékő tumor kialakulási 

potenciált mutatott, mint a kontroll csoport; viszont a cimetidin és DPPE-t 

kombináltan kapott csoporthoz képest ez a tumornövekedési potenciál magasabb volt. 

A DPPE és ranitidin kombinációval kezelt csoportban a tumorok kifejlıdése a 

3. héttıl kezdıdött ugyan, de gyors mértékő volt, a 4. héttıl az összes ebbe a 

csoportba tartozó élı egér tumorral rendelkezett. 
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8. ábra Hisztamin antagonisták hatása a SCID egerekben növekvı HT 168 melanoma tumor 

kialakulási potenciáljára.  

A hetek a tumor injektálás utáni idıtartományt jelölik. Az eredmények az adott csoportba tartozó, 

tumorral rendelkezı állatok számának és az azonos csoportba tartozó élı állatok számának arányai, 

ugyanazon idıpontban vizsgálva. ■, kontroll (n=36); �, DPPE (4mg/kg/nap) (n=8); ●, cimetidin 

(50mg/kg/nap) DPPE-vel kombinálva (4mg/kg/nap) (n=12); o, ranitidin (50mg/kg/nap) DPPE mellett 

(4mg/kg/nap) (n=7); ����, cimetidin (50mg/kg/nap) (n=9); �, ranitidin (50mg/kg/nap) (n=9).  
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A cimetidin és DPPE kombinációval kezelt csoportban, a 3. héttıl a tumort 

hordozó egerek aránya jelentısen alacsonyabb a kontroll csoporthoz képest. 

A 3. héten a kontroll csoportba tartozó egerek 54.3%-ában fejlıdött ki tumor, 

a cimetidin és DPPE kombinációt kapott csoportban viszont csak az egerek 16.7%-

ában nıtt tumor. A ranitidinnel önmagában kezelt egerek, ugyanezen a héten, a 

kontroll csoporthoz képest kisebb arányban (44.4%) hordoztak tumort. Ez a 

különbség azonban a cimetidin és DPPE kombinációt kapott csoporthoz képest nem 

volt jelentıs. A cimetidinnel, illetve DPPE-vel önmagában kezelt csoportokban 

mindegyik egér tumoros volt a 3. héten, a DPPE és ranitidinnel kombináltan kezelt 

egerek 85.7%-a hordozott tumort.         

A 6. héten a kontroll csoportba tartozó egerek 79.3%-ában fejlıdött ki tumor, 

a DPPE-t cimetidinnel kombinálva kezelt csoportban viszont az egerek 36.4%-ában 

találtunk tumort. A ranitidinnel önmagában kezelt egerek 50%-ában nıtt tumor. A 

DPPE illetve cimetidinnel önmagában kezelt, valamint a DPPE és ranitidin 

kombinációt kapott egerek mindegyikében tumornövekedést találtunk ugyanekkor.  

Az átlagos tumortérfogat mellett tehát a tumornövekedési potenciál is 

alacsonyabb volt a DPPE-t és cimetidint együttesen kapott egerek esetében a kontroll 

és más kezelt csoportokhoz képest. 
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A cimetidinnel, ranitidinnel, DPPE-vel, valamint ezek 

kombinációival kezelt SCID egerek és a kontroll csoport túlélésének 

nyomonkövetése  

A különbözı antihisztamin ágensekkel kezelt SCID egerek túlélését 

nyomonkövetve, az elızıekkel összhangban levı eredményt kaptunk, azaz a 

cimetidin és DPPE-vel kombináltan kezelt egerek túlélése meghaladta a kontroll és 

más kezelt csoportok túlélését (9. ábra). A különbség statisztikailag nem volt 

szignifikáns a kontroll csoporthoz képest Logrank tesztet alkalmazva. Statisztikailag 

várható szignifikáns különbség kimutatásához jóval nagyobb egérszám lenne 

szükséges, ami technikailag nem volt megoldható. Eredményeinket úgy kaptuk, hogy 

meghatároztuk az adott csoportba tartozó élı egerek (azaz az adott ágenssel kezelt, 

vagy kontroll csoportba tartozó egerek) arányát az azonos csoportbeli kiindulási 

egérszámhoz viszonyítva.  
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9. ábra HT168 humán melanoma sejttel oltott SCID egerek túlélési mutatói különbözı kezelések után. 

 ■, kontroll (n=36); �, DPPE (4mg/kg/nap) (n=8); ●, cimetidin (50mg/kg/nap) DPPE-vel kombinálva 

(4mg/kg/nap) (n=12); o, ranitidin (50mg/kg/nap) DPPE mellett (4mg/kg/nap) (n=7); ����, cimetidin 

(50mg/kg/nap) (n=9); �, ranitidin (50mg/kg/nap) (n=9). A ranitidinnel és a cimetidinnel kezelt 

csoport túlélését jelölı vonalak egybeesnek. 
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 A 6. héten a cimetidin és DPPE kombinációt kapott egerek 91.6%-a élt, ami 

felülmúlta a többi csoport túlélését. A kontroll csoportba tartozó egerek túlélése 

ugyanis 86.2% volt. A cimetidint, ranitidint önmagában kapott egerek 88.8%-a élt, 

DPPE-t önmagában kapott egerek 83.3%-a. A DPPE és ranitidin kombinációval 

kezelt csoport túlélése 66.6% volt.  

 A 9. héten a cimetidin és DPPE-vel kombináltan kezelt csoport túlélése 66.6% 

volt. Ezen a héten a kontroll csoport 51.7%-a élt. A DPPE-vel, ranitidinnel illetve 

cimetidinnel önmagában kezelt egerek túlélését a 6. hétig, a DPPE és ranitidinnel 

kombináltan kezelt egerek túlélését pedig a 7. hétig követhettük nyomon, mivel egy 

részük spontán elhalálozott, másik részüknél pedig a tumortérfogat ekkorra elérte a 2 

cm3-t, ezért szövettani feldolgozásra kerültek. 
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A HT 168 melanoma sejtek in vitro és in vivo HDC expressziójának 

Western blot analízissel történı összehasonlítása 

 

 

A HT 168 melanoma sejtek in vitro és in vivo HDC expresszióját Western 

blot analízissel hasonlítottuk össze (10. ábra). Az antihisztaminok jelenlétét vagy 

hiányát figyelmen kívül hagyva, a HT168 sejtek HDC expressziója nagyobb mértékő 

volt in vivo körülmények között, mint in vitro tenyésztett sejtek esetében (10. ábra, 

felsı rész). A különbözı in vivo kezelések nem befolyásolták a HDC fehérje 

mennyiségét a szöveti kivonatokban (10. ábra, alsó rész). A ranitidinnel kezelt egerek 

esetében enyhe eltolódást találtunk a HDC sáv helyzetében (4. és 7. vonal), melynek 

oka nem ismert. 

 

1                                   2                     3

4            5                6               7

HDC

 

10. ábra A HT 168 melanoma sejtekben mért HDC expresszió 

A HT168 sejtekben in vitro mért HDC expresszió Western blot analízise (1. sáv) valamint az in vivo 

értékek (2., 3. sáv) (felsı rész), majd az in vivo értékek kezelés után (4. sáv, DPPE + ranitidin; 5. sáv, 

DPPE + cimetidin; 6.sáv, cimetidin; 7. sáv, ranitidin) (alsó rész). A nyílak a HDC sáv 55 kDa-ját 

jelölik.    
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A kifejlıdött tumorok szövettani szerkezetének, immun- 

reaktivitásának, a tumort infiltráló sejteknek a vizsgálata 

 

 

Szövettani analízis igazolta a humán melanoma kifejlıdését SCID egerekben, 

valamint a metasztázisok hiányát. A HT168-al oltott, majd cimetidin és DPPE-vel 

együttesen kezelt egerek szöveti mintáinak (11. ábra D, E, F) hisztológiai 

feldolgozása és immunreaktivitás vizsgálata azt mutatta, hogy ez a kombinált kezelés 

megnöveli az IFN-γ-t termelı egér makrofágok infiltrációját, a csak HT168-al oltott 

kontroll állatokban (tumoros kontroll egerek 11. ábra A, B, C) kifejlıdött tumorokhoz 

képest. Hasonló tendenciát láttunk, de kevesebb sejt infiltrálta a tumort, amikor a 

természetes ölı sejteket (NK) vizsgáltuk (az adatokat nem mutatjuk). 
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11. ábra HT168 humán melanoma sejttel oltott SCID egerekben kifejlıdött tumorok hisztológiája és 

immunreaktivitás vizsgálata. 

A HT168-al oltott egerek szövettani képe kezelés nélkül (A - C), valamint a cimetidinnel és DPPE-vel 

kezelt egerekben (D - F): normál szövettan (haematoxilin eozin; C és F), makrofágok kimutatása 

(CD11b; A és D), valamint INF-γ kimutatása (B és E). A nagyítás 1:40. 
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VI. EREDMÉNYEK ÖSSZEFOGLALVA 

 

Eredményeinket összefoglalva az alábbiakat kaptuk :  

1. Mind HT168, mind M1 melanoma sejtek esetén, in vitro, a cimetidin a tamoxifen 

származék N-dietil-2-[4-(fenilmetil)fenoxi]-etanamin-HCl-al (DPPE-vel) kombinálva 

szignifikánsan csökkentette a tumorsejtek proliferációját. A ranitidin pedig 

önmagában mérsékeltebb csökkenést eredményezett. 

2. HT168 sejtekben igazoltuk a H2 receptor mRNS jelenlétét, kimutattuk az ezen 

sejteken levı H2 receptorok aktivitását.  

3. In vivo kísérleteink során az átlagos tumortérfogat nagyobb, az in vivo 

tumornövekedés gyorsabb volt az M1 sejtekkel oltott egerek esetén, mint a HT168 

sejtekkel oltott egereknél.  

4. Vizsgálataink szerint a H2 receptor antagonista cimetidin a DPPE-vel kombináltan 

alkalmazva, in vivo nagymértékben csökkenti a HT168 melanoma növekedését SCID 

egerekben. 

5. Az antihisztamin ágenseknek a melanoma tumorok kialakulására kifejtett hatását 

vizsgálva azt találtuk, hogy a tumornövekedési potenciál is alacsonyabb volt a DPPE-

t és cimetidint együttesen kapott egerek esetében a kontrollhoz és a többi kezelt 

csoporthoz képest. 

6. A cimetidinnel és DPPE-vel kombináltan kezelt egerek túlélése szignifikánsan 

meghaladta a kontroll és a többi kezelt csoport túlélését. 

7. Western blot analízis alapján a HT168 sejtek HDC expressziója nagyobb mértékő 

volt in vivo körülmények között, mint in vitro tenyésztett sejtek esetében, a 

különbözı in vivo kezelések azonban nem befolyásolták a HDC fehérje mennyiségét 

a szöveti kivonatokban. 

8. A cimetidin és DPPE-vel együttesen kezelt egerekben kifejlıdött tumorok 

szövettani feldolgozása és az immunreaktivitás vizsgálata igazolta, hogy ez a kezelés 

megnöveli az IFN-γ-t termelı egér makrofágok infiltrációját, és kisebb mértékben a  

természetes ölı sejtek (NK sejtek) felhalmozódását a kezelt állatokban növekvı 

tumorokban, szemben a kontroll csoporttal.  
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VII. MEGBESZÉLÉS 

 

 

Autonóm hisztamin metabolizmus melanomában 

 

A hisztamin szinte minden eddig vizsgált osztódó sejtben kimutatható, szerepe 

van a sejtosztódás szabályozásában (29), így a tumornövekedés folyamatában is. A 

hisztidin dekarboxiláz (HDC) a hisztamin termeléséért egyedül felelıs enzim, 

specifikus markerként szolgál a hisztamin bioszintézisében. A HDC proteint, és 

enzimatikus aktivitását, azaz a hisztamin produkciót kódoló mRNS szintje 

megnövekszik különbözı humán, valamint más emlısök tumoraiban, például 

colorectalis, glia, prostata, ovarium tumorokban (95).  

A malignus melanoma sejtek és melanomás szövetek (úgy a primer, mint a 

metasztatikus) a melanocitákkal ellentétben emelkedett mennyiségben tartalmaznak 

HDC-t (28). A magas enzimszint következtében a melanomás szövetekben és 

sejtvonalakban igen magas a hisztamin koncentrációja. Ez is alátámasztja a hisztamin 

kiemelt szerepét a melanoma sejtek proliferációjában (45). A HDC transzlációt gátló, 

HDC specifikus antiszenz oligonukleotidok alkalmazása mellett Falus és 

munkacsoportja melanoma sejtek proliferációjának csökkenését tapasztalta (46). 

Genetikailag módosított, különbözı mennyiségő HDC-t termelı egér melanoma 

sejtek in vivo növekedését vizsgálva Hegyesi és munkatársai megállapították, hogy a 

hisztamintermelés emelkedésével együtt kifejezetten nıtt a tumorok mérete, és nıtt a 

metasztatikus potenciál is (41). Kimutatták, hogy humán melanoma sejtekben az 

exogén adott hisztamin egy protoonkogén szintézisét stimulálja, és ez a hatás H2 

receptorokon keresztül valósul meg (47).   

A melanoma sejtek egyaránt képesek a hisztamin felszabadítására, valamint 

környezetükbıl történı felvételére. Mivel a melanoma sejtek enzimatikusan aktív 

HDC proteint expresszálnak, képesek endogén módon hisztamin szintetizálására. Az 

endogén termelıdött hisztamin autokrin növekedési faktorként szabályozza a 

proliferációt korai stádiumú melanomában, míg a hízósejtek vagy más környezı 

sejtek által termelt hisztamin a betegség elırehaladott, metasztatikus fázisában a 

növekedés parakrin szabályozásában játszik szerepet (96). A termelıdött hisztamin az 
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extracelluláris térbe kerülve a célsejtek plazmamembránjában található H1, H2 és H3 

hisztamin receptorokhoz kapcsolódik (32).  

 

 

A hisztaminnak hisztamin receptorokon keresztül megvalósuló 

direkt hatása melanomában  

 

A H1 és H2 hisztamin receptorok nemcsak az exogén, más sejtek által termelt, 

hanem a melanoma sejtek által szintetizált és felszabadított hisztamint is képesek 

megkötni. A melanoma sejtek közötti különbség, amely a hisztamin termelı és 

lebontó kapacitásukban jelentkezik, magyarázza az egyes melanoma sejt típusok 

különbözı érzékenységét az exogén hisztaminra (45).   

Az endogén módon termelıdött hisztamin hatása a melanoma sejt növekedés 

szabályozására attól függ, hogy H1 vagy H2 receptorok vannak-e túlsúlyban a 

célsejtek felszínén. Az aktuális receptor aránytól függıen, a hisztamin a melanoma 

sejtekben a H1 hisztamin receptorokon át csökkenti a sejtproliferációt, míg a H2 

receptorokon át elısegíti a növekedést (45, 95). H2 receptor antagonista jelenlétében 

a hisztamin elnyomja a melanoma sejtek növekedését, egyrészt H1 receptorokon át, 

másrészt azáltal, hogy a H2 receptorokhoz nem marad szabad hozzáférés. 

Falus és munkacsoportja HDC deficiens egerekkel folytatott vizsgálataik 

során azt tapasztalták, hogy a hisztamin tartós hiánya ezen egerek számos szövetében 

a H2 receptorok szövetspecifikus down regulációját okozza. Exogén adott hisztamin 

megszőnteti ezt a változást a H2 receptor expresszióban. Ez az eredmény azt jelzi, 

hogy a H2 receptor expresszió a hisztamin kontrollja alatt áll egerekben (97).  

A hisztamin H2 receptorokhoz való kapcsolódását gátolhatjuk a hisztamin 

antagonista cimetidin vagy ranitidin által. A termelıdött hisztamin egy része a sejtben 

marad, és az intracelluláris citokróm P450 sejtalkotóhoz kötıdik (iHR), mely a 

mikroszómákban és a magrészben található (35, 52, 53). Ezt a kötıdést hatékonyan 

gátolhatjuk a tamoxifen származék DPPE-vel (53, 54, 55). 
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A DPPE, cimetidin, ranitidin szerepe a tumorproliferációban 

 

A tamoxifen származék DPPE korábban leírt antihisztamin hatása azon 

alapszik, hogy a DPPE befolyásolja a hisztamin citokróm P450 molekulákhoz való 

kötıdését (53). A DPPE hatása a legtöbb esetben összhangban van a HDC gátló α-

FMH hatásával, amely a hisztamin de novo termelıdésének blokkolásával gátolja a 

májtumorok és a colorectalis carcinomák mind in vivo mind in vitro proliferációját 

(58, 59). Ugyanakkor más források szerint a DPPE önmagában stimulálja az in vivo 

tumornövekedést emlıtumoros patkányokban és leukémiás egerekben (53, 60). Úgy 

találták, hogy a DPPE gátolja a limfoid leukémiás betegek magas HDC tartalmú 

limfocitáinak in vitro növekedését (62). Megállapították, hogy a DPPE a krónikus 

myeloid leukémiás sejtek növekedését gátolja (43). Emlırákban és prostatarákban a 

DPPE kemoterápiával alkalmazva megvédi a szervezetet a citotoxikus hatásoktól (65, 

66). Falus és munkacsoportja szerint a DPPE jelentıs sejtosztódás gátlást okoz 

melanoma sejtekben (27). Kombináltan alkalmazva a DPPE a cimetidin hatásosságát 

fokozza. Ennek a hatásnak a mechanizmusa még nem ismert. 

 

A cimetidin számos tumor növekedését gátolja, mind in vitro mind in vivo 

(69, 70). Gátolja a neoplasztikus glia tumor in vitro növekedését (75). Csökkenti 

immunszupprimált egerekbe ültetett humán bronchus carcinoma (74), nude egerekbe 

oltott humán ovarium carcinoma (76) növekedését. A cimetidin szignifikánsan 

csökkentette melanomával transzplantált egerekben a tumornövekedést (50). Klinikai 

II. fázisú vizsgálatok igazolták a cimetidin terápia létjogosultságát melanomás 

betegek esetében (87, 92). 

A cimetidinnel ellentétben a ranitidin, egy másik hatásos hisztamin H2 

antagonista nem gátolja sem a humán colon tumorsejtek proliferációját, sem ezen 

sejtek in vivo növekedését (81).  

Bár mind a ranitidin, mind a cimetidin H2 receptor antagonista, eltérı 

szerkezettel bírnak, és a receptorokhoz különbözı kötıdési affinitással rendelkeznek 

(98). Ez is szerepet játszhat a munkánk során tapasztalt hatásbeli különbségükben.  
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Antihisztaminok hatása a melanoma sejtek in vitro és in vivo 

növekedésére 

 

In vitro kísérletek során igazoltuk, hogy a melanoma sejtek H2 receptorokat 

expresszálnak, ezt korábbi eredmények is alátámasztják (27, 28). Megállapítottuk, 

hogy a hisztamin receptorok blokkolása cimetidinnel és DPPE-vel kombináltan 

végzett kezelés során gátolja a melanoma in vitro növekedését, mind HT168, mind 

M1 sejtek esetében. Ezzel összhangban vannak in vivo eredményeink, melyek azt 

mutatják, hogy a H2 hisztamin receptor blokkoló cimetidin kombináltan alkalmazva 

az intracellularis P450 sejtalkotórész egyik ligandjával, a DPPE-vel, hatékonyan 

csökkenti a SCID egérbe transzplantált HT168 humán melanoma in vivo 

növekedését. Az átlagos tumortérfogat mellett, a melanoma tumorsejtekbıl a tumorok 

kifejlıdésének potenciálja is alacsonyabb volt a DPPE-t és cimetidint együttesen 

kapott egerek esetében. A DPPE és cimetidin kombinált kezelés növeli továbbá az 

immundeficiens egerek túlélését, habár nincsen nyilvánvaló korreláció a tumor 

növekedés/méret és az állatok túlélése között.  

A ranitidin önmagában adva, a cimetidin és DPPE kombinációhoz képest 

kevésbé csökkenti a SCID egerekbe oltott HT168 melanoma sejtek növekedését.  

In vivo kísérleteink során megállapítottuk, hogy a HT 168 melanoma sejtek 

alacsonyabb tumornövekedési potenciált mutatnak, mint az M1 sejtek, amint ezt 

korábbi adatok is alátámasztják (93). A HT 168 sejtekkel oltott egerek hosszabb 

túlélése miatt használtuk ezen sejtvonalat további kísérleteink során.   

 

 

A hisztamin és a lokális immunválasz, a hisztamin indirekt hatása 

melanomában 

 

Immunhisztokémiai vizsgálataink szerint a cimetidin és DPPE-vel végzett 

kombinált kezelés során tapasztalt sejtproliferáció csökkenés összefügg az INF-γ-t 

termelı egér makrofágok masszív tumor infiltrációjával és kisebb mértékben az NK 

sejtek felhalmozódásával a tumoros szövetekben. Az IFN-γ megemelkedett 

koncentrációja pedig a sejtproliferáció gátlásával jár, a természetes ölı sejtek direkt 

stimulációja révén (99, 100). 
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A hisztológiai vizsgálat eredménye azt jelzi, hogy a hisztamin melanoma 

növekedésre kifejtett direkt hatása mellett, amely a hisztamin receptorok típusától és 

egyensúlyától függ, a hisztamin lokálisan befolyásolja a környezı immunsejteket.     

  

Az IFN-γ megemelkedett mennyisége a sejtproliferáció gátlását eredményezi 

melanomában 

 

Eredményeink szerint mind a ranitidin önmagában adva, mind a cimetidin 

DPPE-vel kombináltan alkalmazva csökkenti a tumornövekedést egerekben in vivo, 

bár különbözı intenzitással. Kísérleteink során azt tapasztaltuk, hogy a ranitidin 

kevésbé csökkenti a SCID egérbe oltott melanoma növekedését. Ezt az adatot 

magyarázhatják Falus munkacsoportjának azok az eredményei is, miszerint a 

ranitidinnel ellentétben a cimetidin jelentısen megnöveli a humán limfociták IFN-γ 

produkcióját (99) egy lehetséges hisztamin-független útvonalon, valószínőleg 

citokróm P450 sejtalkotórész által. Ugyanakkor az IFN-γ megemelkedett 

koncentrációja a sejtproliferáció gátlását eredményezi a természetes ölı sejtek direkt 

stimulációja által. Az NK sejtek és az IFN-γ megnövelik az immunválaszt, amely 

csökkenti a tumornövekedést (100). Mindez indokolhatja azt is, miért volt a cimetidin 

hatékony, a ranitidin viszont kevésbé a HT168 humán melanoma sejtekkel végzett 

kísérleteink során. Hermodsson és munkacsoportja szerint a megemelkedett hisztamin 

szint amellett, hogy elısegíti a tumorsejtek proliferációját, immunszuppresszív 

hatással is rendelkezik, amely elısegíti a tumorsejtek növekedését, azáltal, hogy 

kikapcsolja a természetes ölı sejtek aktivitását (85). A cimetidin csökkentheti a 

sejtproliferációt az NK sejtekre kifejtett hisztamin mediált gátló hatás felfüggesztése 

révén (92). A DPPE kombináltan adva a cimetidinnel, annak hatásosságát növeli, 

ennek a hatásnak a mechanizmusa azonban még nem ismert. 

 

A humán rekombináns IFN-γ és IFN-α hatékonyan használt anyag a malignus 

betegségek immunterápiájában, beleértve a magas rizikójú melanomát is. Ezen 

citokinek hasznát több in vitro és in vivo kísérleti és klinikai terápiás adat 

alátámasztja, bár antitumor aktivitásuk pontos mechanizmusa még nem ismert (101, 

102). Az interferonok mint növekedés gátló faktorok játszanak szerepet, és a 

proliferációs génekre hatva számos sejt terminális differenciálódását indukálják 



Megbeszélés

 

 
44 

 

(101). Ezen citokinek potenciális immunszabályozó hatásához tartozik az a 

képességük, hogy növelik a tumor antigén prezentációt az MHC I és II molekulák 

felszíni expressziójának fokozása által. Az interferonok továbbá hatékony aktivátorai 

az NK sejtek antitumor tevékenységének (102). 

 

Az IFN-γ és az NK sejtek tumorproliferációban betöltött jelentıségét, 

valamint expressziójuk cimetidin általi fokozódását támasztják alá az alábbi irodalmi 

adatok: 

Az antitumor hatású IFN-γ alacsony expresszióját a cimetidin megnövelte 

Balb/c egerekbe oltott colon carcinoma sejtek esetében (103). 

A cimetidin megnövelte az NK és LAK sejtek (limfokin-aktivált ölı sejtek) 

aktivitását in vivo BALB/c egerekbe oltott colon adenocarcinomában (104), továbbá 

fokozta az NK sejtek aktivitását ovarium tumoros (77), prostata tumoros (105) és 

melanomás (106) betegekben. A ranitidin nem befolyásolta az NK sejtfunkciót Swiss 

albino egerekbe oltott limfomás és melanomás sejtekben (107).  

Flodgren és munkatársa szerint a cimetidin melanomás betegekben gátolhatja 

a sejtproliferációt NK sejtek stimulálása révén (106). Továbbá a cimetidin és a 

ranitidin is jelentısen csökkenti egerekbe oltott melanoma növekedését NK sejtek 

aktivitásának fokozása által Hellstrand és munkatársai megfigyelése szerint (85). 

 

Más szerzık egyéb mechanizmust tartottak fontosnak a hisztamin 

antagonisták hatásmechanizmusában: 

Egyesek szerint a cimetidin (108), és a ranitidin is (109) gátolja a szuppresszor 

T limfociták aktivitását. Flodgren és munkatársai szerint a cimetidin fokozza az IFN-

α tumorellenes hatását metasztatikus melanomás betegekben, a szuppresszor T sejtek 

gátlása által (110). Mások azt állítják, hogy a cimetidin és a ranitidin fokozhatja a 

helper T sejtek IL-2 termelését (111). 

 

Dinarello és munkatársai szerint a TNF-α gén expresszióját és szintézisét a 

hisztamin csökkenti H2 receptorok által; a H2 receptor antagonisták pedig a 

hisztamin által csökkentett TNF-α szintézist növelik meg (112). 

Duda Ernı és munkacsoportjával korábban folytatott munkánk során 

megállapítottuk, hogy membránkötött TNF-α prekurzor formáját termelı humán 
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cervix carcinoma (HeLa) sejtekkel transzplantált SCID egerekben a tumornövekedés 

szignifikánsan csökkent a kontroll csoporthoz képest (113). A TNF-α transzformált 

sejtekkel tenyésztett makrofágok megnövekedett fagocitózist és citokin termelést 

mutattak; jelezve, hogy az aktivált makrofágok a tumorellenes válasz mediátorai 

lehetnek.     

Falus és munkatársai az utóbbi idıben kifejlesztett HDC deficiens egerekben 

igazolták, hogy ezen állatok magas TNF-α szinttel rendelkeznek. A HDC deficiens 

egerekben a hisztamin a H2 receptorokon keresztül gátolja a tumorellenes hatású 

citokinek, így az IFN-γ vagy a TNF-α produkcióját a tumoros szövetekben (114). Ez 

is mutatja az antihisztaminok IFN-γ, TNF-α mennyiséget fokozó hatásának 

jelentıségét a tumoros sejtproliferáció csökkentésében. Továbbá felveti a hisztamin 

antagonisták TNF rendszeren keresztüli hatásmechanizmusát.    

 

A hisztamin és az IFN-γ között kölcsönös gátló hatás tapasztalható  

 

Mivel a SCID egerek sérült T sejt rendszerrel bírnak, az antihisztaminoknak a 

melanoma sejtekre kifejtett direkt gátló hatása mellett, mely H2 receptorokon 

keresztül valósul meg, az egyik lehetséges magyarázat az eredményeinkre, hogy a 

cimetidin és a DPPE helyileg aktiválhatja az INF-γ-t termelı egér makrofágokat (és 

az NK sejteket), és ezen sejtek megváltoztatják a HT168 sejtek általi tumorképzıdést. 

Ezt az összetett kölcsönhatást tovább bonyolítja, hogy Hegyesi és munkatársainak 

megállapítása szerint az IFN-γ elnyomja a HDC mRNS és protein expressziót humán 

HT168 melanoma sejtekben in vitro (115), habár munkánk során a HDC in vitro és in 

vivo expresszióját összehasonlítva azt tapasztaltuk, hogy a hisztamin  antagonisták 

nem befolyásolták jelentısen a HDC expressziót, amely alacsonyabb volt in vitro, 

mint in vivo körülmények között. 

Korábban bebizonyították a hisztamin gátló hatását az IFN-γ gén 

expressziójára, ugyanakkor kölcsönös gátló hatás tapasztalható a hisztamin és az IFN-

γ között. Falus és munkatársai kimutatták, hogy mind az IFN-α, mind az  IFN-γ 

csökkentette a HDC mRNS és protein expressziót, különbözı kinetikával. Az IFN-γ 

erıs proliferáció gátlást okozott humán HT168 melanoma sejteken, míg az IFN-α 

mérsékeltebb hatást mutatott (115).  
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Újabb irodalmi adatok szerint a hisztamin T helper 2 (Th2) típusú eltolódást 

okoz: amellett, hogy csökkenti az IFN-γ termelıdését, gátolja az IL-12 expresszióját, 

ugyanakkor növeli az IL-10, az IL-6 produkcióját (95, 116). Az interferonok pedig a 

HDC expressziót elnyomva és csökkentve a lokális hisztamin koncentrációt, gátolják 

a lokális hisztamin hatást, ezáltal indirekt módon megnövelik a T helper 1 (Th1) 

citokinek szintézisét (115).  

 

Falus és munkacsoportjának megállapítása szerint valószínő, hogy létezik egy 

egymást gátló kölcsönhatás melanomában az endogén hisztamin és a lokális 

immunrendszer sejtei között (117). Az  IFN-γ-tól eltérıen, legalábbis az elırehaladott 

stádiumú melanomában, stimuláló kölcsönhatás mutatkozik az interleukin-6 (IL-6) és 

a hisztamin között. A primer melanoma sejtekben az IL-6 gátolja a sejtnövekedést, 

míg metasztatizáló melanomában elısegíti a proliferációt. A hisztamin által 

indukálható (118) interleukin-6 úgy tőnik, hogy szerepet játszik a késıi stádiumú 

melanomában mint egy autokrin támogató faktor (119), és ez arra utal, hogy egy igen 

összetett rendszer mőködik közre a melanoma növekedés in situ szabályozásában 

(120). 

 

 

A hisztamin kétarcú hatása melanomában, az antihisztaminok kettıs 

támadáspontja 

 

A hisztamin autokrin (endogén) és parakrin (exogén) módon befolyásolja a 

melanoma sejtek proliferációját. Ebben a korábban vázolt bonyolult szabályozásban a 

hisztamin egyik célpontja a melanoma sejtek felszínén levı H1 és H2 hisztamin 

receptorok. Mivel a HDC erısen expresszálódik melanoma sejtekben és szövetekben, 

a melanoma növekedésének H2 hisztamin receptorok általi autokrin fokozódása 

feltételezhetı (45).  Eredményeink azt mutatják, hogy a HT168 melanoma sejtvonal 

H2 receptorokat expresszál, és ezek blokkolása cimetidin-DPPE kombinációval, 

gátolja a melanoma növekedését.  

A H1 és H2 receptorok száma és elérhetısége, valamint lokális egyensúlyuk 

fontos tényezık, melyek meghatározzák, hogy a hisztamin elısegíti vagy elnyomja a 

melanoma növekedését. A hisztamin a receptor típusától függıen kétféleképpen 



Megbeszélés

 

 
47 

 

hathat, vagy növeli, vagy csökkenti a melanoma növekedését (45, 95). A különbözı 

antihisztaminok eltolhatják ezt a helyi egyensúlyt, és ezzel befolyásolják a hisztamin 

hatékonyságát a melanoma növekedésére. Ez a tény a melanoma kezelésében a 

hisztamin receptor antagonistáknak egy lehetséges új szerepet adhat.   

A hisztamin másik célpontja a lokális bevándorló immunsejtek, melyekre 

hatva befolyásolja az immunválaszt, többek között azáltal, hogy Th2 eltolódást okoz, 

amely elısegíti a tumor túlélését (95). Újabban leírták, hogy a Th1 válaszok 

elsısorban a H1 receptorokon, míg a Th2 válaszok a H2 receptorokon dominálnak 

(121).    

 

Eredményeink arra utalnak tehát, hogy a melanoma növekedés 

szabályozásában egyidejőleg két különbözı mechanizmus játszhat szerepet: 

Az egyik mechanizmus a hisztamin receptorokon keresztül valósul meg. A H2 

receptor antagonisták (cimetidin, ranitidin) egyrészt közvetlenül gátolják a melanoma 

sejtek proliferációját, azáltal, hogy a hisztamin számára nem marad szabad hozzáférés 

a H2 receptorokhoz, ezzel kikapcsolják a hisztamin H2 receptorokon át megvalósuló 

tumorproliferációt fokozó hatását; másrészt az emiatt túlsúlyba kerülı H1 

receptorokon át a hisztamin csökkenti a tumornövekedést (45, 95). Az endogén úton 

termelıdött hisztaminnak a sejtben maradó része a mikroszómákban és a magrészben 

található intracelluláris citokróm P450 sejtalkotóhoz (iHR) kötıdik, ezt a kötıdést 

gátolja a DPPE (53).  

A másik mechanizmusban a H2 receptor antagonisták által aktivizálódik a 

lokális immunválasz, amelyet az interferon-gamma produkció jellemez.  

 

A hisztamin jelentıs mennyiségő elıfordulása melanoma sejtekben és 

szövetekben további vizsgálatokra ösztönöz a már meglevı és speciálisan 

megtervezett új antihisztaminok terápiás effektivitását illetıen. A kutatások új 

irányvonalát mutatja az utóbbi idıben hozzáférhetı HDC deficiens rágcsáló modell 

(114), amely további lehetıséget teremt, hogy tanulmányozzuk a humán medicinában 

használt antihisztaminok hisztamin receptor függı és független hatását.      
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Munkánk gyakorlati jelentısége 

 

A melanomás betegek számának az utóbbi években tapasztalt jelentıs 

növekedése sok kutatócsoportot arra késztet, hogy a melanoma sejtek proliferációját 

in vitro és in vivo módszerekkel tanulmányozzák, a tumorsejtek növekedését 

csökkentı anyagokat, gyógyszereket találjanak. Mindez alátámasztja munkánk 

jelentıségét. 

 

Kísérleteink során a SCID egerek a melanoma sejtek beoltását követıen 

másnaptól kapták az antihisztamin anyagokat. A cimetidin és DPPE kombinált 

kezelés hatékonyan csökkentette az egerekbe transzplantált humán melanoma 

sejtekbıl kifejlıdı tumorok méretét, a tumorok kifejlıdésének potenciálját, továbbá 

megnövelte ezen egerek túlélését. Ezek az eredmények felvetik annak lehetıségét, 

hogy a cimetidin és DPPE kombináció már a tumor megjelenése elıtt rendszeresen 

alkalmazva profilaktikus lehet a tumor kifejlıdésére.    

 

A SCID állatmodell alkalmazása azért hasznos, mivel lehetıséget teremt 

embereken etikai megfontolásból nem végezhetı kísérletek kivitelezésére. A SCID 

egerekben létrehozott humán orthotopikus melanoma modell alkalmas a tumor 

progressziójának in vivo tanulmányozására. Segítségével számos, a melanoma 

malignummal kapcsolatos kérdés reprodukálható módon vizsgálható in vivo 

körülmények között. A SCID egérmodell segítségével lehetıség nyílik a melanoma 

terápiájában a késıbbiekben felhasználásra kerülhetı anyagok tanulmányozására. 
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VIII. ÖSSZEFOGLALÁS 

A melanoma malignum gyakorisága a világon mindenhol folyamatosan 

emelkedik, ezért fontos a tumor növekedésének modellezése állatkísérletek 

segítségével, és a terápiában alkalmazható hatásos gyógyszerek kifejlesztése.  

Mivel a melanoma sejtek és szövetek viszonylag nagy mennyiségben 

tartalmaznak hisztamint és a hisztamin szintézisért felelıs hisztidin dekarboxiláz 

enzimet, valamint hisztamin receptorokat expresszálnak, specifikus antihisztamin 

hatású anyagokkal vizsgálható a hisztamin szerepe melanoma sejtekben in vitro, és 

súlyos kombinált immunhiányban szenvedı (SCID) egerekben in vivo. Így 

tanulmányozhatjuk az antihisztaminoknak a melanoma proliferációjára kifejtett 

hatását.  

Korábbi in vitro eredményeink azt sugallják, hogy a hisztamin H2 és iHR 

receptorokon keresztül elısegíti a melanoma sejtek növekedését. Munkánk során 

tanulmányoztuk, hogy különbözı antihisztamin ágensek, így a cimetidin, a ranitidin, 

az N,N-dietil-2-[4-(fenilmetil)fenoxi]-etanamin-HCl (DPPE) valamint ezek 

kombinációi hogyan befolyásolják a humán melanoma HT168 vonal növekedését in 

vitro, illetve  immundeficiens SCID egerekbe oltva in vivo.  

Vizsgálataink szerint, az in vitro eredményeinkkel összhangban, humán 

melanoma sejtekkel xenotranszplantált immunodeficiens egerekben az in vivo 

tumorproliferáció csökkent a H2 receptor antagonista cimetidin által, ha 

kombinációban alkalmaztuk a DPPE-vel. Feltételezhetjük, hogy vannak olyan 

tényezık, melyek befolyásolják az immundeficiens egerekbe transzplantált HT168 

sejtek növekedését, és hogy a cimetidin és DPPE együttesen adva jelentısen hatnak 

ezen tényezıkre. Az antihisztaminok ezen kombinációja megnöveli a humán 

melanomával oltott egerek túlélését is. A cimetidin és DPPE kombinációhoz 

viszonyítva a ranitidin gyengébb és kevésbé tartós, nem szignifikáns gátlást 

eredményezett a tumornövekedésben. 

Ezeket a folyamatokat a tumort infiltráló interferon-gammát termelı egér 

makrofágok megnövekedett mennyisége kíséri. Két különbözı mechanizmus játszhat 

szerepet egyidejőleg a tumornövekedés csökkentésében: a H2 receptor antagonisták 

közvetlenül gátolják a tumorsejt proliferációt, illetve aktivizálódik a lokális 

immunválasz, amelyet az interferon-γ produkció jellemez. Eredményeink segíthetnek 

meghatározni az antihisztaminok szerepét a melanoma terápiájában. 
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IX. SUMMARY 

 

Malignant melanoma is a skin tumour with a very high mortality rate, and the 

incidence of this tumour is increasing rapidly throughout the world. Consequently it 

stimulates a plethora of in vitro and in vivo research, modelling melanoma growth on 

one hand and searching for effective drugs for possible human therapy on the other. 

Melanoma cells and tissue but not melanocytes contain significant amounts of 

histamine and histidine decarboxylase (HDC), the enzyme responsible for the 

synthesis of histamine, and express histamine receptors. The functional significance 

of histamine was examined using specific antihistamines in vitro and in vivo in the 

human melanoma cell line HT168 and severe combined immunodeficiency (SCID) 

mice.  

It was shown that the H2 receptor antagonist cimetidine when combined with 

N,N-diethyl-2-[4-(phenylmethyl)phenoxy]-ethanamine-HCl (DPPE), a tamoxifen 

derivate, inhibits the proliferation of HT168 cells. Furthermore, it is suggested that 

there are factors that inferfere with the growth of HT168 cells xenografted to 

immunodeficient mice, and cimetidine and DPPE together may significantly 

influence these factors. This combination of antihistamines also increases the survival 

of human melanoma-grafted mice. Ranitidine alone evokes a weaker and more 

transient inhibition in tumour growth. 

These changes are accompanied by enhanced infiltration of interferon-γ-

producing mouse macrophages into the tumour tissue. These findings suggest that 

two different mechanisms are probably acting concordantly: direct inhibition of 

tumour cell proliferation by the H2 receptor antagonists, and activation of the local 

immune response characterized by interferon-γ production. These findings may help 

to elucidate the possibility of a rationally designed antihistamine strategy in 

melanoma therapy. 
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