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1. Bevezetés
1.1. Hipertermia az onkologiaban

Az onkoldgiai hipertermia kifejezés a tumoros szdvettel valo hokozlést takarja, amelyet a
konvencionalis kemo- illetve sugarkezelések kiegészitésére hasznalhatnak. A hipertermia,
mint minden mas onkoldgiai kezelés, célja a malignus szovet szelektiv és teljes mértékii
pusztitdsa. A hipertermia fobb formai koz¢é a teljes test hipertermiat a kiilonb6z6 perfuzios
eljarasokat és a lokalis/regionalis hipertermiat soroljuk. Lokalis hipertermia soran kisméretii
daganatokat kezelnek, mig regionalis hipertermia esetén a tumort tartalmazo testrész
felmelegitésére kerlil sor. Lokalis hd kozlésre infravords sugarzdst, mikrohulldma-,
radiohullamu elektromos sugérzast vagy ultrahangot hasznalnak.

Az onkoldgiai hipertermia sordn a ho kozlésbdl szdrmazd energia a malignus sejtek
pusztulasat eredményezi. Tehat az elnyelt energia hdvé alakul, amelynek kovetkezménye a
hémérsékletemelkedés. Ennek értelmében megkiilonboztetendd a hd, mint elnyelt energia és a
homérséklet valtozas, mint az energia elnyelés kovetkezménye. Tehat a lokalis/regionalis
hipertermia az energia elnyeld képesség alapjan veheti célba a malignus szovetet, ugyanakkor

in vivo az energia elnyelés hatasfokat csokkenti a véraram, mint hiité kozeg.

1.2. Modulalt elektrohipertermia alapelvei

Modulalt elektrohipertermia (mEHT) egy nem invaziv eljaras, amelyben az energiakozlés 1/f
amplitido modulalt 13,56 MHz radiofrekvencias vivo frekvenciaval torténik.

Biologiai  anyagok  bioelektrodinamikai  tulajdonsagait  jellemezhetjiik, komplex
permittivitassal, amely a dipolusokbol szarmaztathatd, komplex vezetOképességgel, mely a
szabad toltésekbdl adodik és a kiilonbozod frekvencidkon megjelend eltérd relaxaciokbol
szarmazo diszperziv tulajdonsagokkal. A fent emlitett jellemzdk erésen frekvenciafiiggdek.
13,56 MHz radiéfrekvencidn a tumoros szovet permittivitdsa és vezetOképessége jelentdsen
megnovekszik a malignusan el nem fajult szovethez képest, ami a tumor megvaltozott
metabolizmusaval, a fokozott aerob gliikolizissel (Warburg hatas) magyarazhato. Mindez
megndvekedett cellularis viz és ion tartalommal, valamint fokozott membran permeabilitassal

jar.

1.3. Sejthalal formai és jellemzdi
A sejthalal korai felismerhetd jelei, a sejtkarosodas folyamatanak visszafordithatatlansagara
utalnak. Ezt az allapotot jellemzd tulajdonsagok: (1) massziv kaszpaz aktivacio, amely a

klasszikus apoptézisban jelenik meg, ugyanakkor ismeretes kaszpaz aktivacid nélkiili
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apoptozis is, sOt kaszpdzok a nem apoptotikus jelatviteli folyamatokban is szerepet
jatszhatnak. A mitokondrialis membran potencial elvesztése (2) a mitokondridlis membran
permeabilizacid soran, amikor tovabbi aktivator fehérjék jutnak a mitokondriumbol a
citoplazmaba (3). Végiil a foszfatidilszerin (4) megjelenése a citoplazma membran
extracellularis oldalan jellemezheti a sejthalal visszafordithatatlan kezdetét.

A sejt akkor tekinthetd halottnak, ha a citoplazma elveszti az integritasat (1) vagy a membran
hélyagosodaésa, ,,blebbing” figyelhetd meg a kromatin kondenzacidja és a sejt fragmentacidja
mellet, vagy diszkrét magi testek (apoptotikus testek) jelennek meg (2), vagy in vivo ezen
testek bekebelezése lathaté (3).

A programozott sejthaldlnak szamos forméja ismeretes tigy, mint: kiviilrdl indul6 ,,extrinsic”
apoptozis, a sejten beliilrél kozvetitett ,,intrinsic” apoptozis (mely lehet kaszpaz kiiggd és
kaszpaz fluggetlen); nekroptozis, vagy szabalyozott nekrozis; autofagias sejthalal; mitotikus

katasztrofa; netdzis; parantosz; piroptozis; anoikisz; vagy entozis.

1.4. Az immunogén sejthalal jellemz6i

Sokaig az apoptozist kizardlag immunologiailag inaktiv sejthalalnak tartottak. Manapsag egy
immunologiai tekintetben aktiv programozott sejthalal format is definialtak, ez az immunogén
sejthalal (ICD). ICD soran massziv stressz altal provokalt sejthalal alakul ki, amelyet térben
¢és 1dében meghatarozott molekuldris mintazat (DAMP) jellemez. A DAMP szerepet jatszik a
tumor ellenes immunvalasz kivaltasaban. Ismeretes, hogy bizonyos kemoterdpids szerek
(doxorubicin, oxaliplatin), szivglikozidok, vagy hipericin alapti fotodindmias terdpia
kezelések képesek 1étrehozni ezt a jellegzetes mintazatot és az ICD-t. Megjegyzendd, hogy a
kiilonb6z6 szerek némileg eltérd mintazatot hoznak létre.

Az ICD-re jellemz6 mintazat: a pre-apoptotikus ekto-kalretikulin megjelenése a citoplazma
membranban, a programozott sejthaldl korai fazisdban; hdsokk fehérjék (Hsp70 vagy 90)
megjelenése a citoplazma membranban, mellyel egy idoben ATP kiaramlas is lehetséges a
sejtbol; amit a késoi fazisban a high mobility group box 1 (HMGBL1) fehérje ill. Hsp sejtekbdl

valo passziv kidramlasa kovet.



2. Célkitiizések

Az egyszeri mEHT kezelés altal kivaltott sejtkarosodas meghatdrozasa HT29 human
kolorektalis carcinoma sejtvonalbol, Balb/c (nu/nu) egerekben létrehozott xenograftokban in

Vivo.

Modulalt elektrohipertermia altal kivaltott sejthaldl molekuldris vizsgalata a HT29 xenograft

modellben.

Modulalt elektrohipertermia altal kivaltott tovabbi cellularis stresszhez kapcsolt molekularis
valtozasok vizsgalata a HT29 xenograft modellben. Immunogén sejthaldlra jellemz6

molekularis mintazatok vizsgalata.



3. Anyagok és médszezek

3.1. Tumor model és in vivo kezelés
HT29 kolorektalis karcindoma sejtvonalbol xenograftot hoztunk 1étre Balb/C (nu/nu) egerek
mEHT kezelésben részesitettiik (kezelt tumor minta), mig a baloldali tumor kezeletlen maradt.
A mintavételezésre a kezelést kovetéen 0, 1, 4, 8, 14, 24, 48, 72, 120, 168, 216 oraval keriilt

sor, valamint 24 és 48 6ras kezeletlen kontrollokbdl is eltavolitottuk a daganatot.

3.2. Szovetmorfologiai analizis
Teljes keresztmetszeti tumor mintdkat hematoxillinnal ¢€s eozinnal festettiik, majd
digitalizaltuk a Panoramic Scan berendezéssel, az analizist a Panoramic Viewer HistoQuant

moduljaval végeztiik.

3.3. mRNS chip vizsgalat
A 4 oras kezelt, kezeletlen és a 24 6ras kezeletlen kontroll fagyasztott mintakbol teljes RNS-t
izolaltunk, amelynek mindségét ellendriztik. A ,microarray” analizist a ,,Minimum
Information About a Microarray Experiment (MIAME)” ajanlasa szerint végeztik. A
mintakat HUG133 Plus 2.0 array-en hibridizaltuk.

3.4. Apoptozis fehérje array
Fehérjét izolaltunk a 8, 14, 24 oras kezelt és 24 oOrés kezeletlen kontroll mintadkbol. 35
apoptozis- kapcsolt fehérje expresszidjat vizsgaltuk a nitrocelluloz membran alapt ,,Proteome
Profiler ™ Human Apoptosis Array Kit” array segitségével. Szemi kvantitativ kiértékeléshez

ImagelJ 1.45s szoftvert hasznaltuk.

3.5. Immunperoxidaz és immunfluoreszcens vizsgalatok
Formalinban fixalt, parafinba agyazott szovetmintak teljes keresztmetszeteit, vagy a bel6liikk
késziilt szoveti multiblokk (TMA) metszeteit festettiik: AIF (apoptosis indukalo faktor), Bax,
hasitott kaszpaz-3, citokrom c¢, mitokondrialis antigén, RIP1 (receptor-interacting
serine/threonine-protein kinase), RIP3, TRAIL-R2 (TNF-related apoptosis-inducing ligand
receptor), Ki-67, kalretikulin, HMGB1, Hsp70, Hsp90, CD3 vagy mieloperoxidaz (MPO)
antitestekkel. Az el6hivashoz vagy peroxidaz enzimmel konjugalt anti-nyal IgG-t, 3,3’-

diaminobenzidin (DAB) vagy aminoetilkarbazol (AEC) kromogén mellett, vagy fluoreszcens



Alexa546-tal (narancsos-voros) vagy Alexa488-cal (z6ld) konjugalt anti-nyal IgG-t
hasznaltunk. A sejtmagokat vagy hematoxilinnal vagy DAPI-val (kék) festettiik meg.

3.6. TUNEL reakcio
A TMA blokkokon valamint a 24 és 48 oras kezelt és kezeletlen mintdkon a DNS
fragmentaci6 vizsgdlata sordn terminalis deoxinukleotidil transzferdz segitségével

fluoreszcensen jelolt dUTP-t kapcsoltunk a szabad DNS végekhez (TUNEL).

3.7. Western blott
A 8, 14 és 24 oras kezelt és kezeletlen fagyasztott mintdkbol fehérjét izolaltunk, majd a
lizatumot poliakrilamid gélelektroforézis segitségével szétvalasztottunk és PVDF membranra

blottoltunk. A membranokon, peroxidazzal jelolt anti-nyal antitesttel, kemilumineszcens

jelzéssel kaszpaz-3, kaszpaz-8, RIP1 RIP3, ill. AIF fehérjét mutattunk Ki.

3.8. Statisztikai vizsgalat
Egy idépont vizsgalatakor elvégzett statisztikai analizis soran a normal eloszlas ellendrzését
kovetden t-tesztet alkalmaztunk. Az idésorozatok vizsgalatahoz Fridmann tesztet és Wilcoxon

post-hoc tesztet alkalmaztunk. Szignifikancia hatarnak a p<0,05 érték tekintettiik.



4. Eredmények

4.1. Kezelés altal kivaltott sejthalal szovetmorfologiai vizsgalata
A mEHT kezelés a HT29 xenograft centrumabol kiinduld szignifikans tumor pusztulast
valtott ki. A hematoxillin-eozinnal festett teljes tumor keresztmetszeteken szignifikans
pusztulast detektaltunk a 48-120 6ras mintakon, ahol a maximalis, hétszeres tumor elhalas a

kezeletlen mintakhoz képest a 72 6ras mintakon jelentkezett.

4.2. Kezelés altal kivaltott DNS fragmentacié mérése
Szignifikans DNS fragmentaciét TUNEL vizsgalattal a 24 és 48 6ras mintakon talaltunk.
Ezzel 6sszhangban szignifikans mennyiségii magi piknozist és apoptotikus testeket figyeltiink

meg a 48 és 72 oras kezelt mintakban.

4.3. Kezelés altal kivaltott mRNA expresszio vizsgalata
A Hsp70 és a Hsp 90 mRNS expresszidé mar 4 6raval az mEHT kezelést kdvetden szignifikans

emelkedést mutatott az ellenoldali kontrollhoz képest.

4.4. Kezelés altal kivaltott fehérje expresszio vizsgalata
4.4.1. Apoptozis fehérjék vizsgalata

A Bax fehérje mitokondriumban val6 megjelenése €és a citokrom c mitokondriumbol
citoplazmaba torténd kidramlasat 8-14 draval a kezelést kdvetden detektaltuk. Az apoptozis
indukalo faktor (AIF) magi megjelenését és az 57 kDa-0s aktivalt fragmentjét 14-24 oras
mintakban taldltuk, ami arra utalt, hogy legalabb részben az AIF felelds a kromatin
kondenzacidért és a DNS fragmentacioért. Emellett a TRAIL-R2 apoptozis receptor
szignifikans, kovetkezményes emelkedését talaltunk 8 és 14 oraval a kezelést kovetden.
Hasitott/aktivalt kaszpdz-3-at kizarolag a tumor periféridjan, els6sorban mieloperoxidaz
pozitiv neutrofil granulocitdkban és CD3 pozitiv éretlen T-limfocitdkban taldltunk, mig a
tumor gyakorlatilag Kaszpaz-3 negativ volt. RIP1 és RIP3 fehérjék expressziojaban nem
talaltunk kiilonbséget a kezelt és kezeletlen tumor minték kozott.

A Ki67 fehérje pozitiv proliferacids sejtfrakcidé nem mutatott kiilonbséget a kezelt és

kezeletlen mintak morfoldgiailag intakt tumor teriiletein.

4.4.2. Immunogén sejthalilra jellemzo6 fehérjemintazat vizsgalata
Modulalt elektrohipertermia altal kivaltott sejthalallal parhuzamosan, 4 6raval a kezelést

kovetden a kalretikulin, majd 14-24 6ras kezelt mintakban a Hsp70 citoplazma membranban
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valo megjelenését észleltiik. A Hsp70 expressziojanak csokkenését detektaltuk a 48 oras
kezelt mintaban, amelyet egy ujabb szignifikans emelkedd fazis kovetett 72-120 oraval a
kezelés utan az épen maradt kezelt tumor teriileteken. A Hsp90 sejt membranban vald
megjelenését csak a kés6i 168-216 oras kezelt mintakban tapasztaltunk. A Hsp70
kinetikajaval ellentétben a Hsp90 expresszidja 24-216 oraig emelkedett szintet mutatott. A
HMGBL1 fehérje magbol a citoplazmaba valé kidramlasat 24 oraval a kezelést kovetden
figyeltik meg, mely fehérje 48 oraval a kezelés utan teljes mértékben eltiint az elpusztult
sejtekbol.

4.4.3. Immunsejtek azonositasa
A mieloperoxiddz pozitiv neutrofil granulocita és monocita sejtek szdma szignifikdnsan
nagyobb volt 48, 72, 120, 168, 216 oraval a kezelést kovetden a kezelt mintakban. A CD3
pozitiv éretlen T limfocitak szama szignifikans emelkedést mutatott a kezelt tumorokban 120,

168 és 216 oraval a kezelés utan.



5. Kovetkeztetések és egyedi megfigyelések

Meghataroztuk az egyszeri mEHT kezelés altal kivaltott sejtkdrosodés id6 fiiggését HT29

human kolorektalis carcinoma sejtvonalbdl 1étrehozott xenograftokban.

Modulalt elektrohipertermia altal kivaltott sejthalal kaszpdz fiiggetlen uton zajlik a HT29
xenograft modellben.

Az egyszeri mEHT kezelés hatdsara az immunogén sajthalalra jellemzd molekularis DAMP
mintazat tér-idoben valdé megjelenését talaltuk ugy, mint a kalretikulin, Hsp70 és Hsp 90
sejtmembranban valé megjelenését ¢s a HMGB1 magi kiaramlasat a HT29 kolorektalis

karcindbma xenograftban egyéb terdpias kezelések alkalmazasa nélkiil.

Eredményeink arra utalnak, hogy a mEHT immunogén sejthalalt (ICD) valthat ki, a

szisztémas immunfunkcidk negativ befolyasolasa nélkiil.
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