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Heparinkezelés hatása a melanoma
áttétképzésére preklinikai modellben

Tóvári József,1 Bereczky Bíborka,1 Gilly Réka,1 Skopál Judit,2

Vágó Ágnes,1 Tímár József1

1Országos Onkológiai Intézet, 2Nemzeti Stroke Központ, Hemostasis laboratórium, Budapest

Különbözô tumorok antikoagulációs terápiája során megfigyelték, hogy a
heparinszármazékoknak tumorprogressziót késleltetô hatása is van. Mivel hu-
mán melanomákban semmilyen erre vonatkozó adat nem áll rendelkezésre,
megvizsgáltuk különbözô heparinok hatását preklinikai tumormodelleken. Sem a
nem frakcionált heparin (UFH), sem annak kis molekulasúlyú származéka
(LMWH) nem befolyásolta a HT168-M1 melanomasejtek in vitro illetve in vivo
növekedését, azonban a heparinkezelések szignifikánsan gátolták a tüdô- és
májmetasztázisok kialakulását 20-200 IU/kg dózistartományban. Az antimeta-
sztatikus hatás egyik eleme a tumorsejtek tüdôerekben történô korai (5 perctôl 4
óráig terjedô) megakadásának gátlása volt. A heparinok antimetasztatikus hatásá-
nak vizsgálata során kiderült, hogy ennek fontos eleme a tumorsejtek migrációjá-
nak és mátrixinváziójának blokkolása. A bemutatott kísérleti adatok alapján kije-
lenthetjük, hogy a heparinoknak, különösen az LMWH-nak, specifikus antimeta-
sztatikus hatása van humán melanomák esetében, amely független a véralvadás-
ra gyakorolt hatástól. Magyar Onkológia 48:235–241, 2004

Heparin treatment, at human equivalent doses, modulates coagulation parameters
in mice similarly to the human situation. Heparins were tested in various
melanoma metastasis models for their antimetastatic acitvity. Heparins were
active against melanoma metastasis without influencing the primary tumor. Tu-
mor cell-induced platelet aggregation was not the primary target of heparins, since
melanoma cells were not active in this respect. Our results support the notion that
heparins have antimetastatic acitivity. Tóvári J, Bereczky B, Gilly R, Skopál J, Vágó Á,
Tímár J. Heparin inhibits metastatization of experimental melanoma. Hungarian
Oncology 48:235–241, 2004

Bevezetés

A malignus melanomák az egyik legmetasztati-
kusabb emberi daganatok, melyek esetében már
néhány mm vastag tumornál is nagy a rizikója az
5 éven belül kialakuló távoli áttéteknek. Sajnos
ez a tumortípus igen ellenálló a kemoterápiával
szemben, ezért szükséges újfajta farmakológiai
eljárások kidolgozása, amelyek növelik a betegek

túlélését. A legtöbb daganatra, különösen azok
elôrehaladott állapotában különbözô mértékû
véralvadási zavar jellemzô (13). A tumorsejtek
többféle prokoagulánst termelnek, amelyek fele-
lôsek a hiperkoagulációért, az extrinsic koagulá-
ciós útvonal aktiválásáért, amelyek végül a
thrombin (F-IIa) termelését eredményezik (12).
Éppen ezért a daganatos betegek antikoagulációs
terápiája általános gyakorlat, amelyet leggyak-
rabban kumarinszármazékokkal vagy heparinok-
kal végeznek. 

A klinikai adatok elemzése ráirányította a fi-
gyelmet arra, hogy a heparinoknak más antikoa-
gulánsokkal szemben jobb hatásuk van a daga-
nat-indukálta thromboemboliák kezelésében, és
az alacsony molekulasúlyú heparin (LMWH) ha-
tékonyabb, mint a klasszikus forma (8, 11). Ezen
felül klinikai adatok utalnak arra, hogy a
warfarinnal (3, 30, 31), de még gyakrabban a
heparinszármazékokkal kezelt daganatos bete-
gekben csökkent a tumoros progresszió és meg-
hosszabbodott a túlélés (4, 10, 18, 28).
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Az elmúlt 40 évben igen nagyszámú kísérle-
tes adat gyûlt össze arról, hogy a heparinoknak
különbözô rágcsáló daganatmodellekben antime-
tasztatikus hatásuk volt, a legjobb eredményeket
melanomák és emlôcarcinomák esetében kapták
(20). Ma már tudjuk, hogy a heparinok antimeta-
sztatikus hatásának molekuláris mechanizmusá-
ban szerepet játszanak a vérlemezkék, illetve
endothelsejtek adhéziós molekulái, a P- és L-
szelektinek (1, 2, 14). 

Mivel korábbi adatok arra mutattak, hogy a
heparinoknak antimetasztatikus hatásuk van rág-
csáló melanomák esetében, ugyanakkor nincs
emberi melanomára vonatkozó adat, preklinikai
vizsgálatainknak az volt a célja, hogy a heparinok
antimetasztatikus hatását elemezzük humán
melanoma modellen.

Anyagok és módszerek

In vitro szövettenyészet
HT168-M1 humán melanomasejteket 5% foetalis
borjúsavót (FCS, Sigma) és 1% penicillin-sztrep-
tomicint (Sigma) tartalmazó RPMI 1640 médium-
ban (Sigma) tartottuk fenn 37oC-on 5% CO2-tar-
talmú levegôben.

Antikoagulánsok
Két típusú heparint használtunk kísérleteink so-
rán: nem frakcionált heparin-natricum (UFH,
Richter Rt.) és kis molekulasúlyú dalteparin-
natricum (LMWH, Fragmin, Pharmacia/Pfizer).
Kontrollként rekombináns humán hirudint alkal-
maztunk (lepirudin, Refludan, Hoechst Marion
Roussel GmbH), valamennyit 0,9%-os nátrium-
klorid-oldatban.

Sejtproliferációs vizsgálatok
2x103 tumorsejtet helyeztünk 96 lyukú szövette-
nyésztô edénybe, 10% FCS-tartalmú RPMI-1640
médiumban, majd 24 óra után kezeltük 0,01–10
IU/ml UFH-val és LMWH-val 72 órán át 37oC-on.
Az inkubációs idô végén MTT kolorimetriás tesz-
tet végeztünk a sejtdenzitás meghatározására
(16). A lemezeket 570 nm hullámhosszon elemez-
tük ELISA-platele-olvasóval (Model 550, Bio-Rad).

Sejtadhézió különbözô matrixfehérjékhez in vitro
96 lyukú edényben 5 µg/lyuk koncentrációban
különbözô matrixproteineket (fibronektin, lami-
nin, Matrigél, kollagén I–III és fibrinogén) egy éj-
szakán át használtunk bevonóanyagként. A tu-
morsejteket elôkezeltük 0,1–1–10 IU/ml UFH-val
és LMWH-val, vagy 5–15 µg/ml koncentrációban
hirudinnal 1 órán keresztül 37oC-on. Az elôkeze-
lés után 2x104 tumorsejtet helyeztünk a matrix-
proteinekkel bevont felszínekre, és 35–60 percig
inkubáltuk szérummentes médiumban. Az inku-
báció végén a nem adherens sejteket eltávolítot-
tuk és a letapadt sejtek arányát szulforodamin-B
(Sigma) festéssel határoztuk meg.

Sejtmigráció és Matrigél-invázió in vitro

A migrációs és inváziós teszteket 96 lyukú CXF8
edényben végeztük (Chemicon). A 8 mm-es szû-
rôket (Neuroprobe) Matrigéllel vontuk be az in-
váziós kísérlethez. A migrációs kamra alsó felébe
30 ml 1–10% FCS-tartalmú RPMI-t helyeztünk. A
tumorsejteket 1–10 IU/ml UFH-val és LMWH-val
elôkezeltük 30 percen keresztül. Az elôkezelt
tumorsejteket 20 ml sejtszuszpenzióban 2x104

dózisban helyeztük a filterekre, majd 20 órán ke-
resztül hagytuk migrálni 37oC-on. Az inkubáció
végén a felsô oldalról eltávolítottuk a sejteket,
majd a migrált sejteket 5 percig fixáltuk és
toludinkékkel festettük. A migrált sejtek számát
6 párhuzamos mintán fénymikroszkóppal hatá-
roztuk meg. 

Tüdôkolonizációs assay
Kísérleteinkben 2–3 hónapos nôstény BALB/c
SCID egereket használtunk. Egysejtszuszpenziót
készítettünk 0,02% EDTA felhasználásával
HT168-M1 sejtkultúrából, és 106 tumorsejtet ol-
tottunk állatonként intravénásan. Egy nappal a
tumorsejtek oltása elôtt, illetve a következô há-
rom napon az állatokat intraperitoneálisan kezel-
tük UFH-val és LMWH-val (20–200 IU/kg) és
kontrollként rekombináns hirudinnal (1–3
mg/kg). Hét héttel a tumoroltás után az állatokat
túlaltattuk (Nembutallal), eltávolítottuk a tüdô-
ket és a kialakult tumoráttéteket fo rmalinos
fixálást követôen sztereomikroszkóp alatt leszá-
moltuk. 

Tumorsejtek megtapadásának dinamikája 
a tüdôben
A nôstény SCID egereket 200 IU/kg UFH-val és
LMWH-val intraperitoneálisan elôkezeltük egy
nappal a tumorsejtek oltása elôtt. Ezután 106

tumorsejtet injektáltunk intravénásan az egerek-
be, majd azokat különbözô idôpontokban (5 perc,
1 óra, 4 óra) Nembutallal túlaltattuk. A tüdôket
eltávolítottuk, formalinban fixáltuk, paraffinba
ágyaztuk és 3 mm vastag metszeteket készítet-
tünk. 

A tüdôben kitapadt tumorsejteket monoklo-
nális HMB45 (DAKO) és anti-MART1 antitestek-
kel immunhisztokémiával megfestettük. A jelölt
tumorsejtek számát fénymikroszkóppal határoz-
tuk meg.

Májáttétképzés vizsgálata
105 tumorsejtet injektáltunk Nembuthallal elalta-
tott nôstény egerek lépébe. Ezután UFH-val és
LMWH-val (20–200 IU/kg), illetve hirudinnal (3
mg/kg) minden nap kezeltük az állatokat a tu-
moroltás utáni 8. naptól két héten keresztül. A kí-
sérlet végén (a 31. napon) az állatokat túlaltattuk
Nembutallal, eltávolítottuk a lépet és a májat,
tömegüket megmértük majd formalinban fixál-
tuk azokat. A májmetasztázisokat sztereomik-
roszkóp alatt számoltuk le.
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Tumorindukált vérlemezke-aggregáció (TCIPA)

A koagulációs teszteket TX4 aggregométer segít-
ségével végeztük. Egészséges önkéntestôl szár-
mazó vérbôl magas vérlemezke-tartalmú plazmát
állítottunk elô, és a vérlemezkék koncentrációját
3x108/ml-re állítottuk be. A tumorsejtek által in-
dukált vérlemezke-aggregációhoz 1/10 mennyi-
ségû tumorsejtet adtunk a vérlemezkében gazdag
plazmához, majd az aggregációs válasz kialakulá-
sáig 10 percig inkubáltuk a sejteket 37°C-on. 

Véralvadási paraméterek meghatározása
A heparinok által indukált véralvadási paraméte-
rek közül a leggyakrabban használt laboratóriumi
paraméter az aktivált parciális thromboplastin-
idô (aPTT). Ennek normális értéke különbözô la-
boratóriumok esetében 22–38 szekundum között
van. Az aPTT-n kívül még meghatároztuk a
thrombin-idôt (TT, 12–19 másodperc), a pro-
thrombinszintet (80–120%), és a fibrinogénszin-
tet (20–400 mg/dl) a SCID egerekbôl származó
vérben. Egy nappal, illetve 1 órával a SCID ege-
rekbôl történô vérvétel elôtt UFH-val, LMWH-val
(20–200 IU/kg), illetve hirudinnal (3 mg/kg) ke-
zeltük az egereket, ezután Nembuthallal történô
altatást követôen a szívükbôl vett vérbôl határoz-
tuk meg a véralvadási paramétereket. 

Eredmények

Antikoagulánsok hatása a humán melanoma-
sejtek tüdô- és májáttétképzô képességére 
HT168-M1 melanomasejteket intravénásan oltot-
tunk be az antikoagulánsokkal elôkezelt SCID
egerekbe, majd a kezelést még 3 napig folytattuk.
Az oltás utáni 7. héten az eredmények azt mutat-
ták, hogy az alacsony, a humán-ekvivalens, és a
magas dózisú heparinok gátolták a tüdômetasztá-
zisok kialakulását (1A. ábra). Ez a hatás specifi-
kus volt a heparinokra, mert a rekombináns hiru-
din humán-ekvivalens dózisban nem hatott a tü-
dôkolonizációra (22).

A fenti antikoagulánsokat májmetasztázis-
modellben is teszteltük. A daganatsejteket a lép-
be oltottuk, majd az állatokat a 8. naptól két hétig
kezeltük heparinokkal intraperitoneálisan. Az
LMWH már a humán-ekvivalens dózis 1/10-énél
szignifikánsan csökkentette a májmetasztázis-
képzôdést, míg a humán-ekvivalens dózisban
(200 IU/kg) mindkét fajta heparin gátolta a máj-
áttétképzôdést (1B. ábra), ugyanakkor a hirudin-
nak semmiféle hatása nem volt (22).

Antikoagulánsok hatása SCID egerek
hemosztázisára
A vérvétel elôtt egy nappal a SCID egereket intra-
peritoneálisan UFH-val, LMWH-val, illetve hiru-
dinnal kezeltük. A legfontosabb koagulációs para-
métereket, mint az aPTT, TT, prothrombin- és
fibrinogénszintet mértük. A humán-ekvivalens
dózisú heparin- és a hirudinkezelés hatására az
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1. ábra. Heparinok hatása emberi melanomasejtek tüdôkolonizációjára (A)
és májáttétképzésére (B) SCID egerekben (n=10).

2. ábra. Heparinok, illetve hirudin hatása SCID egerek véralvadási értékeire (A)
és HT168-M1 emberi melanomasejtek in vivo növekedésére (B). 
aPTT: thromboplastin-idô, TT: thrombin-idô, FG: fibrinogénszint, 
PT%: prothrombinszint (A: n=3-5, B: n=10).



239HEPARIN ÉS METASZTÁZIS Magyar Onkológia  48. évfolyam  3. szám  2004

Eredeti közlemény

aPTT- és TT-értékek megemelkedtek, míg a pro-
thrombin- és fibrinogénszintek nem változtak
szignifikánsan (2A. ábra).

Daganatsejt-proliferáció in vitro és in vivo
Egyik fajta heparin sem befolyásolta sem az in
vitro daganatsejt-növekedést, sem az intraspleni-
kus tumornövekedést (2B. ábra), hasonlóan a hi-
rudinhoz (22).

Daganatsejt-adhézió matrixproteinekhez
A melanomasejteket különbözô matrixfehérjék-
kel (fibronektin, laminin, Matrigél, kollagén I-III,
fibrinogén) bevont lemezeken inkubáltuk 35-60
percig, és a kitapadt sejtek százalékos arányát
meghatároztuk. Sem a heparinok, sem a hirudin
nem befolyásolta a humán melanomasejtek kita-
padását fibrinogénre (3A. ábra) hasonlóan más
matrixproteinekhez.

Melanomasejtek in vitro migrációja és inváziója
A heparinok jelenlétében elvégzett migrációs
teszt azt mutatta, hogy – függetlenül a kemo-
attraktánsként használt szérum koncentrációjától
– az alacsony és humán-ekvivalens dózisú UFH és
LMWH szignifikánsan gátolta a melanomasejtek
migrációját (3B. ábra). Matrigéllel végzett kísérle-
teinkben aheparinok szignifikánsan gátolták a hu-
mán melanomasejtek matrixinvázióját is (22). 

Daganatsejt-indukált vérlemezke-aggregáció
Az aggregometriát abból a célból végeztük el,
hogy megállapítsuk, a thrombocyta-aggregáció le-
het-e oka a heparinok in vivo tapasztalt hatásá-
nak. Kísérleteinkben a HT168-M1 melanomasej-
tek igen gyengén aggregáltatták a humán throm-
bocytákat (8%-os volt a maximális aggregációs
képesség a normális, ADP-indukált 62–91%-os
arányhoz képest), ami nem volt befolyásolható
semmilyen antikoagulánssal sem.

Az antimetasztatikus hatás analízise
A tüdôkolonizációs teszt a hematogén úton tör-
tént metasztázis-képzôdés második fázisát foglal-
ja magában, amikor is a keringô daganatsejtek a
tüdôben megakadnak, extravazálódnak és koloni-
zálnak. Arra a kérdésre kerestük a választ, hogy
ennek a komplex folyamatnak melyik fázisa be-
folyásolható a heparinkezeléssel. Az állatokat hu-
mán-ekvivalens dózisú UFH-val és LMWH-val ke-
zeltük egy nappal, illetve egy órával a tumorsej-
tek bejuttatása elôtt, majd az állatokat az 5. perc-
ben, az elsô illetve és 4. órában túlaltattuk. A tu-
morsejteket a tüdômetszeteken melanomaanti-
gének expressziója alapján azonosítottuk és mik-
roszkóp alatt számoltuk le. Már a legkorábbi idô-
pontban (5 perc) a daganatsejtek tüdôkapilláris-
beli gyakorisága szignifikánsan alacsonyabb volt
a heparin-elôkezelt állatokban, és ez a 4. óráig
észlelhetô volt (4. ábra).

Megbeszélés

Munkánkkal elôször bizonyítottuk be, hogy a
heparinoknak (UFH, LMWH) humán melanoma
metasztázis-modellben specifikus antimetaszta-
tikus hatása van. Korábbi tanulmányok bôséges
adatot szolgáltattak e hatásról rágcsáló melano-
ma modellekben (20), amit a mi munkánk is
megerôsít. Kísérletes tanulmányok felvetik,
hogy a heparinok antimetasztatikus hatásáért a
daganatsejtek (beleértve a melanomát is) vérle-
mezkékkel és endotheliális P-szelektin moleku-
lákkal való interakciójában játszott szerepük fe-
lelôs, minthogy a P- vagy L-szelektin-deficiens
állatokban hatásuk eltûnt (1, 2, 14). Metasztati-
kus humán tumormodellünkben a fent említett
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mechanizmusok közül egyik sem tekinthetô fe-
lelôsnek a heparinok áttétképzést gátló hatásá-
ért. Elôször is az antimetasztatikus hatás már a
humán-ekvivalens terápiás dózisnál alacsonyabb
koncentrációban is jelentkezett, ahol a véralva-
dást gátló hatás még nem volt detektálható. Más-
részt az általunk használt humán melanoma-sejt-
vonal (HT168-M1) nem aggregáltatta a vérle-
mezkéket. A heparinok antimetasztatikus hatá-
sának másik lehetséges mechanizmusa a humán
melanoma xenograftokban az L-szelektinek által
mediált leukociták gátló hatása (9, 29). A tüdôko-
lonizáció korai fázisának morfológiai analízise
azonban nem tárt fel ilyen sejteket a daganatsej-
tek közvetlen környezetében az alveoláris kapil-
lárisokban, ezzel kizárva a fent említett mecha-
nizmust. A heparinok antimetasztatikus hatásá-
nak vizsgálata azt bizonyította, hogy az intravé-
násan beadott humán melanomasejtek tovább
maradtak a keringésben (ezt kvantitatív PCR
módszerrel (17) ki is mutattuk), így tovább vol-
tak kitéve a keringô daganatsejteket érô külön-
bözô mechanikai és immuneffektor hatásoknak.
Másrészt a heparin-elôkezelés meggátolta a me-
lanomasejtek tüdôkapillárisokban való kitapadá-
sát, így ez a mechanizmus is közremûködhet az
antimetasztatikus hatásban (22).

Különféle kísérletes modellekben igazolták,
hogy a heparinoknak antiangiogenetikus hatása
is van (19). Minthogy a SCID egerek heparinke-
zelésének gátló hatása volt daganatsejtek tüdô-
kapillárisban való korai megtapadására (4 órán
belül), ez valószínûtlenné teszi, hogy a hepari-
nok antiangiogenetikus hatása szignifikáns sze-
reppel bírna a humán melanomasejtek áttétkép-
zésének befolyásolásában. Továbbá a tüdô a leg-
jobban vaszkularizált szervek közé tartozik, ahol
általában a daganatsejteknek nincs szüksége új
erek képzésére ahhoz, hogy a kolóniaképzés
meginduljon.

In vitro tanulmányaink során direkt anti-mela-
noma hatást figyeltünk meg, ami a heparinok egy
új érdekes specifikus antimigrációs hatásában
nyilvánult meg anélkül, hogy interferálna a daga-
natsejtek korábban már vizsgált más aktivitásával:
a proliferációval, a túléléssel vagy a matrixadhé-
zióval. Irodalmi adatok szerint a heparinok P-sze-
lektin-mediált antimetasztatikus hatása a daganat-
sejtek felszíni heparánszulfát-proteoglikánjai
(HSPG) glükózaminoglikán-láncainak köszönhetô
(15). A tumorprogresszióban a humán melanoma
esetében a CD44v3 és syndecan-4 expressziója
játszhat szerepet (6, 24). Kísérletes tanulmányok
szerint mind a heparánszulfát-bioszintézis gátlása,
mind bázikus peptidekkel történô blokkolásuk
antimetasztatikus hatású humán melanoma mo-
dellekben (7, 23). 

A heparinoknak a tumorsejtek tüdôben való
korai megkötôdését gátló hatását már másfajta
daganattípusokban is leírták, és thrombocyta-
vagy endothelsejt-interakciókkal, vagy az anti-
koaguláns hatással magyarázták (20). A daganat-
sejtek extravazációja a szervkolonizáció során
egy kulcsfontosságú lépés, ahol migrációs készsé-
gük játssza a legkritikusabb szerepet. Kísérle-

teink azt bizonyítják, hogy a heparinok specifiku-
san gátolják a daganatsejt-migrációt és a bazális
membránon keresztüli inváziót. E gátlás potenci-
ális molekuláris mechanizmusa a heparánszulfát-
proteoglikánok integrinszupportáló funkcióival
lehet kapcsolatban (19), vagy éppen magukkal az
integrinekkel. A kísérleti adatok azt mutatják,
hogy a heparinok képesek kötôdni az αIIbβ3-hoz,
ami a thrombocyták predomináns integrinje (5).
Korábbi munkáinkban bemutattuk, hogy külön-
bözô daganatsejt-típusok, beleértve a humán
melanomát is, ektópiás αIIbβ3 integrint ex-
presszálnak (26), és e funkciók gátlása (antiteste-
ken keresztül) specifikusan megszünteti a mela-
nomasejtek in vitro migrációját és gyengíti meta-
sztatikus képességüket (15, 27).

A heparinok most megfigyelt hatása elôreha-
ladott melanomák klinikai kezelésében is fel-
használható lehetne. Igen ígéretes az a megfigye-
lés, mely szerint a heparinoknak, különösen az
LMWH-nak alacsony dózisban ugyanolyan anti-
metasztatikus hatása van humán melanomára,
mint magas dózisban, így ezt a kezelést hosszabb
ideig (akár hónapokig) is lehetne a betegeknek
adni, a progresszió korai fázisainak diagnosztizá-
lása után (limfatikus áttét és bôrrecidíva). Né-
hány klinikai vizsgálat már bebizonyította az
LMWH direkt antimetasztatikus hatását emlôrák-
ban és kismedencei tumorokban, de melanomára
vonatkozó adat még nem ismert (10, 21). Mivel a
melanoma kemorezisztens daganat, az LMWH-
kezelésnek a betegség progressziója szempontjá-
ból komoly jelentôsége lehet.
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