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1. Bevezetés - Irodalmi hattér

1.1 A hasnyalmirigy daganatos megbetegedése

A hasnyalmirigy egy retroperitoneélis mirigyes szerv, mely kettds funkciot lat el: exocrin
allomanya emésztd enzimeket termel, endokrin része (Langerhans-szigetekként ismert)
pedig inzulint, glucagont, szomatosztatint ¢s vasoaktiv intestinalis peptidet valaszt Ki.
Ilyenformén a hasnyalmirigyben el6fordulé daganatok tipusa kiindulasi sejttdl fliggden
két nagy csoportra oszthatok: neuroendokrin tumorok (NET), melyek a szigetsejtek
daganatai, illetve az exocrin allomany sejtjeibdl szarmaz6 adenomak és carcinomak (1).
A mirigyhambdl kiindulé malignus tumorokat pancreas duktalis adenocarcinomaknak

(PDAC) nevezziik, melyek az 6sszes hasnyalmirigy daganat 85%-at teszik ki (2).

1.2 Epidemiologia

A hasnyalmirigy malignus megbetegedése a 2020-as GLOBOCAN felmérés szerint nincs
benne a 10 leggyakrabban eléforduld raktipus kozott (3). Ez biztatd adat is lehetne,
azonban ha a PDAC okozta halalozasokat nézziik, akkor mar meglehetdsen megugrik a
rangsor, hiszen az évi 466 003 PDAC miatt elhunyt beteggel mar a 7-ik leg magasabb
mortalitast rakos megbetegedéssel allunk szemben (2). A leginkabb aggodalomra okot
ado adat azonban az egy, illetve 6t éves talélési rata, melyek 24%, illetve alig tobb, mint
10% (4). A 100 000 lakosra szamolt uj megbetegedések szama, illetve éves halalozasok
adatai szerint Magyarorszag vezet6 poziciot foglal el vilagviszonylatban mindkét nemnél.
Az eurdpai 9,3, illetve 7,4-es atlaghoz képest itthon 13,7 a PDAC megbetegedés
incidenciaja férfiakban és 9,2 nékben (2). Egyes kutatok szerint a 2025-6s évre a PDAC
miatti haldlozas 25%-al magasabb lesz Europaban, mint az emlddaganatok miatti és igy

a hasnyalmirigyrak a harmadik legnagyobb mortalitassal biro daganattipus lesz (5).

1.3 Etiologia és rizikofaktorok

Etiologiai szempontbol fontos elkiiloniteni a herediter és a sporadikus hasnyalmirigy
adenocarcinomakat. Mig az elsd egy genetikai hajlamosito tényezd talajan fejlodik ki és
csaladi halmozodés figyelhetd meg, addig a sporadikus esetek f6 rizikotényezdi a

kornyezeti hatasok.
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A PDAC daganatok 10%-at familiaris hasnyalmirigy carcinomak teszik ki. Definicio
szerint azt az esetet tekintjiik herediter PDAC-nak, ahol a beteg elséfoku rokonai kdzott
legalabb két egyénnek bizonyitottan volt hasnyalmirigy daganata (6). Bar ez 6nmagaban
nem garancia a betegség kialakulasara, de egy olyan csaladban, ahol legalabb harom 40
¢év alatti személyt diagnosztizdlnak PDAC-val, a tobbi tagnal a kumulativ riziké eléri a
38,9%-o0t (7). Ezekben a betegekben gyakran fellelheté a BRCAL és BRCA2, esteleg ATM,
CHEK2, PALB2, CDKN2A gének mutacioja (6, 8). Bizonyos orszagokban (Amerikai
Egyesiilt Allamok, Japan és Eurdpa tobb gazdasagilag fejlett orszdga) nyilvantartast
vezetnek a PDAC-s betegekrdl, mellyel a korai diagndzis esélyét remélik novelni a

veszélyeztetett populacio korében: http://jfpcr.com/ (8).

A sporadikusan megjelend PDAC-k etiologiai hatterében feltehetleg kiilsé hatasok
jatszanak nagy szerepet. Ezek koziil a nem befolyasolhat6 rizikofakorok: férfi nem, 50 év
folotti életkor, afro-amerikai rassz és bizonyos meglévo betegségek (9). Azonban sokkal
jellemzobb a kartékony életmodbeli szokasok hatasa: a dohanyzas példaul akar dupldjara
is novelheti a PDAC kialakuldasanak esélyét, az alkohol pedig Onmagaban
masfélszeresére. Ezek mellett bizonyos taplalkozasi szokasoknak is jelentds szerepe lehet
a daganat kialakulasaban, igy a voros hiisok, a koleszterinben és nitrozaminokban gazdag
¢ételek nagy mennyiségii fogyasztasa vagy az obezitas emelhetik a kialakulas kockazatat.
A PDAC gyakrabban fordul elé olyan foglalkozasok esetében, ahol fémfeldolgozassal,
gyomirtokkal vagy klorozott szerves vegyliletekkel dolgoznak (10, 11).

1.3.1 Gyakran el6forduld genetikai eltérések PDAC-ban

A hasnyalmirigy daganatok nagy részét, igy a PDAC tipusuakat is, 4 hasnyalmirigyrak
megalapozo ,,driver” génhiba jellemezi: KRAS, TP53, CDKN2A és SMAD4 (12). A KRAS
gén aktivacidja a kifejlett daganatok 92%-ban fellelhetd, de mar a pancreas
intraepithelialis neoplasiakban (PanIN), vagyis a prekurzor Iézidkban is kimutathato (1.
Abra). A KRAS fehérje a MAPK/ERK jelut szigalkozvetitésében jatszik jelentds
szerepet és ezaltal részt vesz a sejtdifferenciacio és migracio szabalyozasaban (13). Az
onkogén pontmutacioja tipikusan a 2-es exon G12 vagy G13-as kodonjaiban vagy a 3-as
exon Q61-es kodonjaban egyetlen aminosav cseréjével jon 1étre, melynek kovetkeztében
a KRAS hidrolizacios képessége gyengiil és a guanozin-trifoszfat (GTP) nem alakul at
guanozin-difoszfatta (GDP) (14). Megfigyelték, hogy a reverzibilis PanIN vagy

8
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intradukalis papillaris-mucin6zus neoplasiak (IPMN) nagyrészt a KRAS mutéacidja miatt
jonnek létre, de a daganatok progresszidjahoz gyakran egyéb genetikai eltérésekre is

sziikség van (15, 16).

A tumorszupresszor génként szamontartott CDKN2A mutécidja szintén megfigyelhetd
elérehaladott PanIN tumorokban. Az 4ltala kodolt p16™K4 fehérje szerepe a sejtciklus
G1/S ellenérzépontjaban fontos, ahol a genetikailag nem megfelelé osztodast meggatolja
és szeneszcenciat (tartos osztodasgatlast) idéz el (17). A CDKN2A gén kodolja tovabba
a p1l4”"F proteint is, mely a ,,mouse double minute 2” (MDM2) és p53 fehérjék
segitségével képes apoptodzist indukdlni. Jellemz6, hogy a génmutacié kovetkeztében

foleg a pl6 fehérje funkcidvesztése dominal PDAC daganatokban (18). A sejtciklus

crer

crer

nem csak mellékes résztvevdje (19).

Masik tumorszupresszor génmutacié a TP53 inaktivacidja, mely a PDAC-k 75%-aban
van jelen (20). A TP53 a genom 6rz6jeként tobbek kozott fontos szerepet jatszik a sejtek
jellemzéen TP53 misszenz pontmutaciok alakulnak ki, melyek aminosav szubsztituciot
eredményeznek (21). Az igy keletkezett inaktiv p53 fehérje nem képes ellatni funkcioit,
ami a sejt tulélését és a dezoxiribonukleinsav (DNS) instabilitasat fokozza (22). A
SMAD4 génnel egyiitt a tumoriniciacio utolsé fazisaban fellépd mutacioként jelenik meg
(23). A SMAD4 deficittel kapcsolatban megfigyelték, hogy tovabbi sejtciklust
nukleozid analogokra (pl. gemcitabinra), mikdzben az eleve magasabb ROS képzddést és
intenziv autophagiat segitve a sugarterapia rezisztenciajat segiti elé (24, 25). Ezen

informaciok alapjan a SMAD4 mutacidja PDAC-ban felmeriil, mint prediktiv marker.
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(A)

Acinaris-duktalis
Normal reprogramozis PaniN 1a/1b PaniIN 2 PanIN3 PDAC Metasztazisok

u]e[o:l' ‘i'i’;'

Immunoldgiai vadelsm

(B)

1. Abra: A PDAC-K kialakuldsanak folyamata és gyakran eldfordulé mutaciéik (Stoica

és munkatarsai nyoman) modositva (26).

1.4 A hasnyalmirigy daganatok szovettani felosztasa

Szovettanilag ugyan a hasnyalmirigy duktusrendszere csupan az allomany 4%-at teszi ki,

mégis a pancreas primer daganatainak 80%-a duktushamsejtekb6l indul ki (27). A
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daganatképzddés tobb 1épéses folyamat, mely soran eldszor az acinaris sejtek duktalis
iranyba differencialédnak (28). A metaplasztikus sejtek ezutan olyan hyperplastikus
szoveti struktrat hoznak létre, melyben a legtobb esetben mar a RAS gén mutacidja
mellett sejtciklus regulator fehérjéket kodold génmutaciok is jelen vannak (PanIN-1A és
PanIN-1B). Az apoptozis gatlasat eldsegité génhibak kialakulasat kovetden atipusos
hyperplasia és/vagy alacsony gradusu dysplasia jelenik meg (PanIN-2), mely késdbb
,high grade” dysplasia, illetve ,,in situ” carcinoma kialakulasahoz vezethet (PanIN-3)
(29). A premalignus 1ézidok k6z¢é a PanIN mellett, az intraduktalis papillaris neoplasia és
a mucinosus cysticus neoplasia alacsony és magas dysplasias formai sorolhatok, tovabba
a kiilon entitasként szamon tartott intraduktalis tubulopapillaris neoplasia. A PanIN-bél
kialakul6 PDAC-k beleértve a kiilonb6z6 szubtipusokat (adenosquamosus, kolloid,
pecsétgylirisejtes, differencidlatlan, medullaris) mar az exocrin pancreas malignus
daganatai kozé tartoznak. A csoport egyéb ritkabban eléfordulé entitdsokat is magaba
foglal, mint az acinaris carcinoma vagy cystadenocarcinoma, a kevert sejtes carcinomak
illetve a pancreatoblastoma és serosus cystadenoma (1). Az endocrin hasnyalmirigy
daganatai jelentdsen ritkabbak és felosztasuk szerint két nagyobb kategoriara oszthatok:
jol differencialt neuroendocrin tumorok ¢és rosszul differencialt neuroendocrin

carcinomak (30).

1.5 Diagnozis, szilirés, kezelhet0ség

A korai stddiumban 1évé betegek diagnosztizaldsa, egy hatékony szlirdprogram
kialakitasa és igy a kezelési lehetdségek széleskorli kihasznalasa a PDAC esetében csak
jovobeli terv. A betegek nagy része (80-85%) lokélisan elérehaladott, irrezekabilis
stadiumban, nem ritkan mar tavoli attétek jelenléte mellett keriil diagnosztizalasra (31).
A tlinetek nem specifikusak és f6ként a daganat térfoglaldsa miatt okoznak panaszt (hasi
fajdalom, hirtelen fogyas, diabetes mellitus), illetve a hasnyalmirigy feji részében

kialakult daganatok elzarhatjak az epevezetékeket és sargasagot okozhatnak (32).

1.5.1 Diagnosztikai lehetdségek

A sporadikusan el6forduld hasnyalmirigy daganatok szdmos esetben incidentalisan
keriilnek felfedezésre. Az egyéb okbol elvégzett hasi ultrahang vagy computer

tomografias vizsgalat soran azonositott cystikus vagy tumorszeri struktura mindig felveti

11
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a daganat lehet6ségét (33). Kiilonosen nagy jelentdsége van a hasnyalmirigy feji részén
felismert gyanakvasra okot ad6 képleteknek, hiszen a PDAC-k 70%-ban itt alakulnak ki
(34). Az ultrahang vizsgalat egy olcso és megbizhato eljaras, azonban a hasnyalmirigy
retroperitonealis elhelyezkedése miatt, nehezen vizualizalhat6 és nagyban befolyasolja a
diagndzist a radiologus tapasztalata és a beteg anatomiaja. Az endoszkopiaval kombinalt
ultrahang vizsgalat megengedi a szovettani vagy citologiai mintavételt is, ezaltal pontos
szovettani diagnozist is lehetdség van feléllitani. A kontrasztanyaggal végzett computer
lehetOségeit, a magneses rezonancia pedig akar a duktusok részletesebb
tanulmanyozasara is lehetdséget nyuajt (35). A stadiumbesorolas ¢és rezekabilitas
megitélésében ezen eljarasok hatalmas jelentdséggel birnak, azonban magas koltségiik
(vagy az ultrahang esetében alacsony érzékenységiik) miatt sajnos sziirési lehetdségként

nem merilnek fel.

Mindemellett szamos kutatas kimutatta, hogy minél korabbi a diagnozis, annal jobbak a
betegek talélési esélyei, még a borderline rezekabilis tumorok esetében is (36-39), igy
nem csak a szlirési programok kidolgozasa kulcsfontossdgl, hanem a neoadjuvans

kezelések hatékonysaganak javitasa is igen nagy jelentéségii (40).

1.5.2 Kezelési lehetdségek

1.5.2.1 Sebészi kimetszés

A sebészi kimetszés, mint egyetlen kurativ lehet6ség, egy technikailag igényes és
nehezen kivitelezheté folyamat. Az anatomiai viszonyok miatt (és mert a PDAC-k
legnagyobb részt a feji részben alakulnak ki) a nem attétes daganatok is konnyen
irrezekabilis vagy borderline rezekabilis stadiumban keriilnek felfedezésre (41). A
truncus coeliacus, az arteria és vena mesenterica superior, a vena portae és az arteria
hepatica helyzetéhez mérten keriill egy hasnyalmirigy daganat rezekabilis vagy
irrezekabilis besorolasba. Létezik lokalisan elorehaladott, illetve borderline besorolas is,
mely a kimetszést makroszkoposan lehetévé teszi, de patoldgiai vizsgdlat soran a
rezekcios szélekben daganatszovet azonosithatd. Ezen kategoridkba tartozo esetek

adjuvans és neoadjuvans kezelése jelentdsen javitani tudja a betegek tulélését (42).

12
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1.5.2.2 Adjuvans és neoadjuvans kezelések

Az adjuvans terapia célja a mitét utani loko-regiondlis vagy szisztémas terjedés
megallitdsa. Ezt klasszikus mdodon kemo- és/vagy radioterapiaval végzik és akar 6
hénapon at tartd kezelést jelenthet (32). Az Amerikai Egyesiilt Allamokban kidolgozott
protokollok a radioterapiat kombinaljak gemcitabin vagy 5-fluorouracil készitménnyel,
de az ellentmondasos tanulmanyok miatt (43-47), az eurdpai trend csak kemoterapiat

hasznal adjuvans kezelésként PDAC-ban.

Neoadjuvans kezelésként a radioterapia elvesztette jelentdségét, helyette a tobb
kemoterapiat is 6tvoz6 FOLFIRINOX (folsav + 5-fluorouracil + irinotecan + oxaliplatin
kombinacioja) kezelés segithet rezekabilissa tenni a lokalisan eldrehaladott tumorok tobb

mint 20%-at (48, 49).

1.5.2.3 IV-es stadiumu PDAC-k kezelése

Az inoperabilis tumorok kezelési stratégiaja palliativ jellegli. A cél a beteget életben
tartani a lehet6 leghosszabb ideig, a lehetd legjobb altalanos allapotban (50). Amennyiben
a beteg allapota megengedi, kemoterapias lehetdségek is szoba johetnek a tumorterhelés
csOkkentésére. Legjobb eredményeket az adjuvans és neoadjuvans kezelésekkor is
alkalmazott gemcitabin és FOLFIRINOX, illetve a nab-paclitaxel (abraxane, albumin-
paclitaxel) kemoterapias szerek mutattak (51, 52). Egyre nagyobb figyelem terelédik
tovabba a célzott terapias lehetéségekre és az immunterapiara. A mikroszatellita
instabilitast hordoz6 PDAC daganatokban példaul ajanljak a pembrolizumab
(programozott sejthalal receptor-1 (PD-1) immun checkpoint inhibitor) alkalmazasat
masodvonalban (53), azonban ez a tipus a PDAC-k nagyon kis szamat teszi ki. A tobb
mint 90%-ban el6forduldé KRAS mutacioéra vagy egyéb gyakran eléforduld driver
mutéciokra alkalmazhat6 célzott kezelések pedig nem bizonyulnak jelentésen jobbnak a
klasszikus kemoterapias kombinacioknal (54). Neheziti tovabba az aktualis kezelések
hatékonysagat a daganatok genetikai heterogenitasa, ami a terapia-érzékeny tumorsejtek

szelekciojaval rezisztens klonok kifejlodését idézi el6 (55).

1.5.3 Kemo- és radiorezisztencia mechanizmusok PDAC-ben

A PDAC-ban szenvedd betegek korében, még a hatékonynak tartott terdpidk alkalmazasa

esetében is, igen gyakoriak a relapsusok (56). A rezisztencia kialakulasa egy adott
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kezelésre nagyban megndveli a mortalitasi indexet, féleg eldrehaladott allapotu
betegeknél. A kezelések soran kiszelektalodott tumorsejt szubklonok kozott
feltételezhetGen a tumor progenitor sejtek (,,cancer stem cells” — CSC) a legpotensebbek
kemo- ¢és radiorezisztens koloniak létrehozasara. A CSC-k olyan ,,dormant” sejtek,
melyek megtartottak dssejt jellemzdiket. Aszimmetrikus onmegu;jitod osztédasra képesek,
ahol csak a létrehozott, tobbszori sejtciklusra képes ,,transit amplifying” (erésen 0sztddo)
sejtpopulacid reagal jol kemoterapiara, az dssejt tulajdonsagat megtartd ,,tumor dssejtek”™
nem (57). A CSC-k tovabbi sajatos jellemz6i, hogy metabolikus aktivitasuk eltér a tobbi
tumorse;jtétdl (intenziven termelnek aldehid-dehidrogenaz — ALDH — enzimet), ritkdbban
osztddnak, illetve magas daganat kivaltd potencialjuk van (58). A CSC-k konnyen
adaptalddnak és antiapoptotikus mechanizmusaik altalaban felerésodtek (BCL-2, MCL-
1), tovabba a DNS javitd mechanizmusaik is intenziven mikodnek (59). Mindezek
mellett a tumort koriilvevd stromanak is jelentds szerepe van a kemo- ¢&s
radiorezisztenciaban. A tumormikrokornyezet funkcionalis heterogenitasa, a tapanyag
koncentraci6é szabdlyozasa, illetve a sejt-sejt kozotti kapcsolatok kialakitdsa komplex
mintazatokat hozhat létre egy daganaton beliil és magas agresszivitassal tarsulhat (60). A
rezisztencia mechanizmus masik sarokkove tehat a stroma-tumorsejt, illetve sejt-sejt
kozotti kapcsolatok idobeni valtozasat leird epithelidlis-mesenchimalis tranzicié (EMT).
A rezisztencia kialakitasan kiviil, az EMT-nek tulajdonithatdé a tumorsejtek migracios
képességének kifejlesztése és ezaltal a metasztazis képzddés, tovabba a hypoxidhoz valo

adaptacio is (61, 62).

A PDAC-ra jellemz6 magas kemorezisztencia multifaktoridlis. Ismert, hogy a tumor
asszocialt makrofagok és myofibroblasztok inzulin-szerli novekedési faktor (IGF) 1-et és
2-6t termelnek (63), de a hypoxia indukalta faktor 1 alfa (HIF-1o) altal okozott
metabolikus atprogramozas is bizonyitottan kemorezisztenciat tud okozni (64). Nem
elhanyagolhat6 a stroma, mint fizikai barrier a kemoterapias szerek ellen, és a CSC-k

szerepe sem a de novo rezisztencia mechanizmusok kialakulasaban (65, 66).

A radioterapia kedvezd hatdsa PDAC-re ellentmondéasos. Egyre tobb bizonyiték van
tumorméret csokkenttd eredményekrdl (67-69) programozott sejthalal ligand-1 (PDL-1)
gatlok kiséretében is (70), azonban klinikai tanulmanyok és in vitro kisérletek is magas
radiorezisztenciar6l szamolnak be (71, 72). A PDAC-k jelent6s része mar kezdetektdl

fogva ellendll6 a sugarterdpiaval szemben és ennek egyik f6 okozdja ugy tlinik, hogy a
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hypoxia. Ezt aldtdmasztja az a tanulmany, melyben HIF-1a gatlot adagoltak egereknek és
a késobbi sugarterapiaval kombinalva jelentds javulast lattak a radioterapia sejtold

hatasaban (73).

A hypoxia mellett megfigyelték, hogy vannak génmutaciok is, melyek feleldsek lehetnek
a sugarterapia elleni rezisztencia kialakulasaban. Kiemelt szerepet tulajdonitanak példaul
a SMAD4 deplecionak (25), illetve fontos szerepet jatszik a feliillregulalt EGFR és az
intenziv AKT foszforilacié is (74, 75). Megfigyelték tovabba, hogy amennyiben a G2
fazist regulaldo checkpoint kinase 1 (CHK1) gatlokat vagy WEEL stimulald szert
hasznaltak szimultan sugarterapiaval, a rezisztens sejtek nem tudtdk mar kivédeni a
radioterapia hatasait ¢s autofagiaban pusztultak el (76, 77). Felmeriil igy a sejtciklust
szabalyoz6 ciklin-dependens kinazok (CDK-k) gatlasanak lehetésége, mint kiegészito

terapias lehetdség a radioterapia mellett.

A hasnyalmirigy daganatok besugarzasa ugyanakkor a tumorellenes immunvalaszra is
hatassal van. Bizonyitott, hogy radioterapiat kovetéen megndtt az antitumor immunitéast

gatld ,,myeloid-derived” szupresszor sejtek aranya (78-80).

Mindezek fényében nem meglepé a kemo-, immuno- és radioterapiakat tamogatd és
rezisztencia mechanizmusokat gatld, alternativ kezelési lehetdségek koriili intenziv

érdeklddés.

1.6 Hipertermia

1.6.1 Hipertermia az onkoldgiaban

A terdpias hipertermia definicié szerint magas testhdt vagy egy betegséget kezelendd
indukalt lazat jelent (81). Az onkoldgiaban foleg szolid daganatokra hasznalt terapias
lehetéség, melynek célja a malignus tumorszévetek eradikalasa a szervezetbdl (82).
Ismert ugyanis, hogy a tumorsejtek sokkal érzékenyebbek a fizikai behatdsokra (sugarzas
vagy akar hdmérséklet ingadozas), mint a normal szoveti sejtek (83). A 39-45°C kozotti
terapias homérséklet in vitro koriilmények kozott akar onmagaban is képes jelentds
sejtkarosodast eldidézni (84, 85), azonban a klinikum jellemzben kiegészito terapiaként

hasznalja akar kemo-, radio- vagy célzott terapiak mellett (86-88). Attol fiiggben, hogy
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mekkora testrészen kivanjuk alkalmazni a hodkezelést, tobbféle hipertermiat

kiilonboztetiink meg (2. Abra).

1.6.1.1 Teljes test hipertermia (,,whole body hyperthermia” - WBH)

A teljes test hipertermia kezelés soran a beteg a primer daganat méretétél és
elhelyezkedésétdl fiiggetlentil a teljes testére kiterjedd hokezelésben részesiil. Célja a
periférids vér felmelegitése €s a keringés segitségével a ho elvezetése a test minden
szovetébe (89). Megkiilonboztethetiink extrém WBH-t, mely sordn a testhOmérséklet
eléri a 41-42 °C-ot a 60 perces kezelési protokoll alatt, illetve laztartomanyon beliili
WBH-t, ahol az akar 6 Oran at tartdo kezelés alatt a testhomérsékletet 39-40 °C kozott
tartjak (90). A klinikai tanulmanyok kevésbé biztatdak a hasznalhatosag terén. A magas
testhdmérséklet huzamosabb ideig fenntartva nem veszélytelen és a terapids valasz
messze elmarad a kivanttol. Kideriilt fazis I-es és Il-es vizsgalatokbodl, hogy jelentds
myeloszupressziot (grade 3 vagy 4) okoz a kemoterapia és a WBH kezelés egyilittes
alkalmazésa a betegek jelents részénél, de elofordult kamrai aritmia és akut
veseelégtelenség is (91). Ezen informaciok fényében kemoterapia és WBH kombinacios
kezelés hatékonysagat igazold fazis III vizsgalat malignus daganatok kezelésére nem
sziiletett. Kidertilt azonban, hogy mas teriileteken, nem onkologiai betegek terapidjanak

kiegészitéseként a WBH relevans lehet (92, 93).
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2. Abra: Az onkoldgiai kezelésekre haszndlt hipertermia tipusai

1.6.1.2 Loko-regionalis hipertermia

A teljes test hipertemiaval ellentétben a loko-regionalis héterapia célzottan kezeli a test

crer

A kiils6 héforras, példaul a végtagok vizfiirddje vagy fokuszalt infravords hulldmhosszon

16



DOI:10.14753/SE.2022.2701

sugarzo lampak, klasszikusan a testfelszini szovetek iranyabdl a mélyebb rétegek felé
csokkend gradienssel képes a hoét leadni, igy bor és nydlkahartya felszineken
alkalmazhatok elsésorban. Létezik ugyanakkor a regiondlis hdkezelés egy sajatos
formaja: a hipertermias intraperitonealis kemoterapia (HIPEC) (96). Ez egy miitét
kozbeni specialis termokemoterapia, amikor nyitott vagy részlegesen zart hasfallal, a
peritonealis térben 41-43°C-ra hevitett kemoterapias szuszpenziot perfundalnak 30-90
percig. A hevités a testen kiviil térténik 43-45°C-ra és az aramlasi egység 1 L/perc (97).
A kemoterapia a daganat tipusatdl fiiggéen lehet mitomycin C, oxaliplatin, doxorubicin,
5-fluorouracil, de akar ezek kombinacioja is. Leggyakrabban ovarium, colorectalis és
pancreas carcinomak esetében hasznaljak a mar kialakult peritonealis carcinomatosis

kezelésére vagy ennek megel6zésére (98-101).

A szisztémas kezelés és a loko-regionalis héterapia kozott helyezkedik el a micro- és
nanopartikulumokkal végzett hipertermia, ahol fényérzékeny vas-oxidot tartalmazo
kolloid méretli részecskéket juttatnak a beteg daganatdnak kozvetlen kdrnyezetébe. A
kiils6 fényforrassal vagy magneses mezével kozvetitett energiat a nanopartikulumok
szelektiven elnyelik és lokalisan leadjak a tumornak, ami igy jelent6sen karosodik (102,
103). Hasonloképpen léteznek termoszenzitiv liposomédba csomagolt kemoterapias
szerek, melyeket szisztémdsan adva a loko-regionalis hokezeléssel ,,aktivalni” lehet, igy

magasabb koncentracioban lehet bejuttatni a célszervbe a megfeleld szert (104, 105).

A loko-regionalis hipertermia kezelés klasszikus, nem invaziv formaja azonban az
elektromagneses tér altal l1étrehozott hokezelés. Szamos késziilék létezik, kiilonbozd
hullamhosszokat (infra-, mikro- vagy radidhullam) hasznalva, tovabba az elektromos tér
elvezetésének technikdja is kiilonbozhet: lehet radiativ (hdsugarzd) vagy kondukiv
(héelvezetd) (89). A kiilonbozé technikak célja a termalis hatdas minél pontosabb

fokuszalasa, illetve a bevitt energia minél nagyobb hasznositasa.

A klinikai tanulményokban jellemzdéen konduktiv vagy sugarzé forrdsokat hasznalnak,
de a dozist foként a kezelendd szovetben elért hdmérséklet hatdrozza meg (41-44°C), amit

a bevitt energia mennyiségével szabalyoznak (89, 106).

A termo-ablacié a hdkezelések azon formdja, amikor a testhdmérsékletnél jelentdsen
magasabb hdvel (>50°C), néhany perces id6tartamra korlatozva, azonnali

szovetkarosodast érnek el, jellemzben sejtnekrozist okozva a szoveteken beliil (107). A
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technika inkabb a sebészi kimetszés vagy a sugarsebészet (gamma kés) minimalisan
invaziv tarsaként hasznalatos, de jelentésége foleg a rovidtava hatisa miatt nagy és

kevésbé képes hosszantarté citotoxikus hatast kifejteni (108, 109).

Osszességében, mivel még nem teljesen ismert a héterapia molekuléris hatésa kiilonb6zd
tumortipusokra, egyeldre a hipertermiés eljarasok indikacioi korlatozottak. Végstadiumt
betegek esetében vagy olyan kisgyerekeknél, ahol a kemoterapia hosszutdvon nagy
morbiditassal jarna, az ablacio6 is és a magas 1z tartomanyban miikddé hipertermia is

felmeriil terapias lehet6ségként (110, 111).

1.6.2 Termoradioterapia, termokemoterapia és termokemoradioterapia a klinikumban

Szamos tanulmany foglalkozik a termoradioterapiat €s termokemoterapiat alkalmazo
kombinécios kezelések eldnyeivel a klasszikus kezeléseken feliil. Egy Osszefoglalo
tanulmany, mely 6 kiilonb6z6 klinikai kisérlet eredményeit vizsgalta, megallapitotta,
hogy rectum carcinomaval diagnosztizalt betegek 2 éves talélése jelentdsen magasabb
volt termoradioterapids kezeléssel, mint a csak besugarzasban részesiilt egyéneknek
(112). A loko-regionalis hipertermiaval kombinalt sugarkezelés soran az akut toxicitas
ugyanakkor nem kiilonb6zott a két csoportban, igy meglehetdsen biztonsagosnak tlinik a
két kezelés egyiittes alkalmazésa. Lokalisan recidivalt emld daganatok esetében szintén
additiv hatast volt a hipertermia a radioterapias kezeléssel egyiitt, (113, 114) az akut
toxicitas csOkkenésével. Cervix carcinomaban is vizsgaltak a termoradioterapia hatasait,
ahol egy tanulmany szerint 77%-ban értek el teljes remisszidt, ami nem tér el jelentdsen
a kemoradioterapia hatékonysagatol hasonlo betegpopulacioban (115). Tovabbi dsszesitd
klinikai tanulmanyok is beszamolnak a lokalisan eldrehaladott cervix carcinomak jobb
kezelési esélyeirdl, tekintettel a talélésre, teljes remissziora, illetve akut toxicitasra (116,
117). A méhnyakrakokat gyakran megel6z6 magas rizikoju human papilloma virus
(HPV) fertézésre alkalmazott hipertermia 3 honapos utankovetéssel a nék 85,19%-ban
volt képes a fertézést eradikalni (118). Egy kutatocsoport prospektiv tanulmanyai szerint
a modulalt elektro-hipertermiaval (mEHT) ¢és kemoradioterapiaval kezelt human
immundeficiencia-virussal (HIV) fertézott ndék IIB ¢és IIIB stadium cervix
carcinomajanak lokalis kontrollja jelentsen jobb volt, mint a hipertermia kezelésben nem

részesiilt csoporté (119, 120).
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Pancreas daganatok kombindlt hipertermias kezelésére is sziilettek mar klinikai
tanulmanyok. Egy nemrég publikalt munkéaban, ahol irrezekabilis PDAC-ban szenvedd
betegeket kezeltek termoradioterapiaval, Iényegesen hosszabb atlag tulélést tapasztaltak,
mint amit az irodalombol ismeriink. Emellett a daganatok atlagosan 17%-kal zsugorodtak
¢és a tumormarkerek szintje is szignifikansan lecsokkent a kezelt betegekben (121). A
HEATPAC néven bejegyzett fazis 2-es vizsgalatba lokalisan elérehaladott hasnyalmirigy
daganatos betegeket valogattak be, ¢és kezeltek kemoradioterapiaval vagy
termokemoradioterapiaval. A tripla kezelésben részesiilt betegek atlag talélése 24 honap
volt és 2 beteg esetében a daganat sebészileg eltavolithatova valt (122). Egy hazai
retrospektiv tanulmény szerint szintén hosszabb tulélési periddus érhetd el lokalisan
elérehaladott PDAC-s betegek esetében kemoterapia ¢s mEHT kombinalt kezelésével, a

standard kemoterapiaval szemben (123).

A hasnyalmirigy daganatok mellett szamos tovabbi szolid tumor esetében javitja a
hipertermia a kemoterapia hatasfokat. Példaul egy fazis III vizsgalat keretén beliil
abdomindlis vagy retroperitonedlis lagyrész sarcomas betegek neoadjuvans kezelésére a
standard etoposide+ifosfamide+doxorubicin kombinacidt hasznaltdk a betegek egyik
csoportjan, a masik csoport pedig ugyanazt a kemoterapia kombindciot kapta, de
hipertermia kiegészitéssel. A hozzaadott hipertermia kezelésben részesiilt betegek
progressziomentes tulélése nagyobb volt, mint a csak kemoterapiaval kezelt betegeké.
Jobb volt a mortalitasi rata és a lokalis tumorprogresszio is, amikor a standard kezelést
kiegészitette a termoterapia. Sajnos a mellékhatasok tekintetében azonban a hdkezelés
felerésitette a grade 3-as vagy 4-es leukopenia gyakorisagat (124). Az additiv hatasa miatt
a termoterapiat nagy érdeklddés kiséri gyermekkori tumorok kezelésében. A
kemoterapids szerek a gyermekek esetében késdi mellékhatasokkal is jarhatnak, tovabba
a gyermekek a kemoterapia maximalis tolerabilitasat is hamarabb elérik (110). Egy
kutatocsoport prospektiv tanulmanyt folytatott 44 kitjuld extratesticularis csirasejtes
malignus tumorban szenved6 gyermeken (125). A betegek cisplatin+etoposid+ifosfamide
kemoterapids kombindcioja mellett a cisplatin kezelések alatt 1 6ra hipertermias kezelést
is kaptak. Az 5 éves tulélés 72% volt, ami meghaladja az irodalomban leirt hasonld
kiindulasu és stadiumu tumoros betegek tulélési esélyeit (69,6% sacroccocygealis

régioban elhelyezkedd csirasejetes tumorok és 53,2% a [V-es stadiumu csirasejtes
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tumorok 5 éves taléléséhez képest) (126, 127). Tobb esetben az irrezekabilis tumorokat

sikeriilt a kezelés hatasara eltavolitani, ami szintén javitott a betegek altalanos allapotan.

Mindezek megerdsitik, hogy a modern, radiativ vagy kapacitiv elektromos tér
segitségével 1étrehozott mély szdveti hipertermia, kombinalva nanopartikulumok és/vagy
hére aktivalodd burkokba csomagolt kemoterdpids szerek alkalmazasaval, szdmos
daganat kezelésében nytjt kiemelked6 terapias hatast. Tehat a kemo- vagy radioterapiat,
tamogatd hipertermia, a klinikai tanulmanyok szerint is biztonsagos és hatékony

kiegészitd terapias lehet6ségként tarthatjuk szamon (86).

1.6.2.1 Radioszenzitizald molekularis hatasok

A termoradioterapia klinikailag megfigyelt citotoxikus hatdsat szdmos tanulmany
modellezte in vitro koriilmények kozott. Ismert ugyanis a radioterapia direkt DNS
karosito hatasa, melyet a hipertermia kezeléssel kiegészitve tobb ponton is lehet
potencirozni. A hékezelésre, mint fizikai behatasra a daganatsejtek érzékenyebbek, igy
az direkt és indirekt modon is tudja kérositani a DNS-t. Kimutattak, hogy a legalabb
44°C-o0s héterapia direkt modon egyszala DNS torést okoz a tumorsejtek magjaban (128),
blokkolasat okozza (129-131). A DNS-t direkt karosité hatasok onmagukban csak
kiegészithetnék a radioterapiat, ami a daganatsejtekben sokszor feliilregulalodott
hibajavitd mechanizmusok miatt elveszitenék jelentOségiiket. Az indirekt hatdsok
jelenlétét tobb tanulmany is igazolta, hiszen példaul egy kutatocsoport in vitro vizsgalta
a nem homolog rekombindns fehérjék (NHRF) aktivitasat human fibroblasztokban. Azt
tapasztaltdk, hogy a termoradioterdpia kombinaciojaval kezelt sejtekben az 0ssze nem
illesztett duplaszala DNS torések mennyisége 13%-kal, a rosszul 0Gsszeillesztett
duplaszalt DNS mennyisége 51%-kal magasabb volt a monoterapids csoporthoz képest
(132). Masok megfigyelték, hogy jelentésen csokkent a DNS-fiiggd protein kinazok
aktivitasa, ahogy a KU70, KU80 és BRCA1 fehérjék szintje is lecsokkent hipertermia
kezelés utan in vitro koriilmények kozott. Egy masik kutatocsoport kimutatta, hogy a
BRCA2 fehérje szintje is jelentds csokkenést mutat in vitro sejtkultirakban 41-42°C-0s
hokezelés és radioterapia utan, rovid idejii mintavételekkor (133). Sajat kutatécsoportunk
is megemelkedett szamu YH2AX fokuszokat talalt Pancl pancreas adenocarcinoma

sejtmagokban még 24 draval termoradioterapia utan is (134, 135).

20



DOI:10.14753/SE.2022.2701

Az ionizal6 sugarak a vizmolekuldk radiolizise révén reaktiv oxigén gyokoket (ROS)
generalnak, melyeknek direkt sejtkarositd és indirekt DNS karositd hatdsa mar régota
ismert (136). A magas ROS szint a sejten belill apoptotikus és/vagy nekrotikus
folyamatokat indit be, melyeket a sejtek antioxidans hatasti enzimekkel igyekeznek
semlegesiteni. Ilyen szabad gyokoket hatastalanitdé enzimek tobbek kozott, pl. a
glutathion-peroxidaz, a kataldz és a nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat. Azonban
PDAC-kban leirtadk mar, hogy a megemelkedett antioxidans enzimek tumorpromoéterként
is szolgalhatnak (137), de emld, tid6 ¢és boér daganatokban is bebizonyosodott
tumorndvekedést tamogatd szerepikk (138, 139). Radiorezisztencia szempontjabol
azonban legfébb szerepe a hypoxianak van. Oxigénhianyos kornyezetben ugyanis az
ionizalo sugarak kevésbé tudnak szabad oxigén gyokoket generdlni, és amennyiben a
DNS hibajavité mechanizmusok is feliilregulalodtak, ugy a sejt ellenallhat a terdpianak
(135, 140). In vivo koriilmények kozott a hipertermia jobb vérellatast biztosit a szolid
tumorok kornyezetében, ezaltal jelentsen javitani tudja az oxigenizaciot (141). Ennek
kovetkeztében a szabad oxigén gyokok mennyisége megemelkedik, mig a talélésért
felelés HIF-lo szintje lecsokken (142). Mindezek fényében a besugarzas el6tt
alkalmazott hdterapia az oxigénellatas javitasaval tudja fokozni a radioterdpia hatésat,
irradiacidt kovetden pedig a DNS kérositd hatasok felerdsitésével és a hibajavito

mechanizmusok gatlasaval érzékenyiti a sejteket a sugarterapiara (143, 144)

1.6.2.2 Kemoszenzitizaldo molekularis hatasok

A radioterapia direkt hatasai mellett a hipertermia szimos kemoterapias dgens hatasat is
javitani tudja, igy példaul az alkilalé szerekét, a platina szarmazékokét, az
anthraciklinekét, az antimetabolitokét, de akar tubulin-kot6 agensekét is (144). Cisplatin,
carboplatin és oxaliplatin kemoterapids szerek esetében a tumorsejtek gydgyszerfelvétele
aranyosan nétt a hipertermia soran alkalmazott hémérséklettel (145). A liposzomakba
csomagolt gyogyszerkészitmények felvétele szintén jelentdsen javult héterapia hatasara,
amit in silico és in vitro is modelleztek (146-148). A Caelyx néven kiadott liposzomaba
csomagolt doxorubicint, illetve a mar specialisan termoszenzitiv liposzoma burokba zart
doxorubicin tartalmt ThermoDox készitményeket hipertemidval kombinalva fazis II/I1I
klinikai tanulmanyokban is vizsgaltak (105, 149). Megallapitottak, hogy human

kezelésekre is alkalmasak, biztonsagosak ¢és a vizsgalt emlddaganatos, illetve
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hepatocellularis carcinomaban (HCC) szenvedd betegeknél a mellékhatasokat is

csokkenteni tudtak a kettds kezeléssel.

A gyobgyszerfelvétel mellett a hipertermia az enzimaktivaciot is felgyorsitja, igy a
sejteken beliili kemoterapias szerek metabolizmusa intenzivebb, mely az inaktiv
hatéanyagok aktiv metabolitokka alakulasat segiti (144). Ilyen kemoterapias szer példaul
a gemcitabin, melynek aktiv metabolitja a difluorodeoxicitidin trifoszfat (dFdCTP).
Pancl PDAC sejtvonalon figyelték meg, hogy hipertermia kezelés mellett a gemcitabin
konverziéja dFACTP-a szignifikdinsan magasabb a citoplazmdban. A jelenséget a
dezoxicitidin-kinaz aktivitisanak megemelkedésével és/vagy a metabolitot degradalod

citidin deaminaz enzim csokkenésével magyarazzak hékezelést kovetden (150).

A kemoterapia egyik nagy kihivasa az un. ,multidrug” rezisztencia (MDR) gének
feliilreguléacioja és az ABC transzporterek intenziv miikodése. Ezek a sejtmembranban
elhelyezked6 efflux csatornak, melyek az intenziv glikolizis kdvetkeztében felgyorsitott
titemben pumpaljak ki a keletkezett adenozin-trifoszfatokat (ATP), ugyanakkor aktivan
eliminaljak a kemoterapias szereket is a citosolbol (151). Egér emlbcarcinoma
sejtvonalon végzett kisérleti modellen megvizsgaltak a doxorubicin effluxaért felelds
ABCQG?2 transzporter aktivitasat hipertermia kezelés utan (152). A hékezelésben részesiilt
sejtekben jelentésen megemelkedett a sejten beliili doxorubicin koncentracio, amit az
SCL22A16 influx traszport fehérje szint emelkedése és ezzel egyidejliileg az ABCG2

efflux transzport fehérje szint csokkenése kisért.

Szintén nagy kihivas a kemoterapias kezelések soran a CSC-k jelenléte. Ezek a sejtek
feleldsek sokszor a daganatok heterogenitasaért, kiajulasaért, illetve szamos esetben
bebizonyosodott, hogy képesek rezisztenciat kialakitani tobb kemoterapias agens ellen is
(57). Tobb kutatas igazolta a hokezelés Ossejtekre gyakorolt gatld hatasat prosztata
adenocarcinoma, tiid0 Kkissejtes carcinoma és adenocarcinoma, illetve emld
adenocarcinoma sejtvonalakban is. A CSC-k szamanak és aktivitasanak csokkenését

Kimutattak in vitro és in vivo koriilmények kozott is (153-155).

1.7 Warburg-hatas

Otto H. Warburg mar 1927-ben leirta, hogy a malignus daganatok energiatermelésre

oxigén jelenlétében is inkabb a glikolizist részesitik elonyben és jelentds mennyiségi
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laktatot halmoznak fel az intercellularis térben (156). A malignus daganatokra jellemz6
sajatos tulajdonsagok kozé, az altala leirt mechanizmus azonban csak 2011-ben lett
,rendellenes anyagcserut”-ként besorolva (157). Ma mar azt is tudjuk, hogy a magas
laktat szint a szolid tumorsejtek kornyezetében nem egy kivaltd tényezd, hanem a
feliilexpresszalt HIF-1-nek és a metabolikus ttvonalak kiilonb6z6 résztvevdinek (cMYC,
RAS, AKT) kdszonhet6 (158). A Warburg-hatasnak szamos olyan kdvetkezménye van a
tumorkornyezetre, amely féleg a kemo-, de a radioterdpia hatékonysagat is megneheziti.
Az emelkedett laktat dehidrogenaz (LDH) szint 6sszefiiggésbe hozhaté a DNS javito
mechanizmusok feliilregulalédasaval (159). A mar emlitett RAS onkogén mutacidja is
felerdsiti a glikolizist, ami pozitiv feedback soran tovabbi mutalt RAS-t hoz 1étre (160).
Ugyanigy az AKT és az ERK fehérjéket kodolo gének feliilregulacidja is ok-okozati
Osszefligést mutat a magas LDH szintekkel, ami tulélési és sejtproliferacios
szignalatvonalakat is aktival (161, 162). A magas extracellularis laktat szinthez
kompenzatorikusan tarsul6 alkalikus citoplazma felerdsiti a hypoxia elleni rezisztenciat
¢s proliferacidra hajlamositja a tumorsejteket, ezzel egyidejlileg csokken a daganatellenes
szerek és az immunrendszer hatékonysaga is (163). Ezen feliil egyes tanulmanyok szerint
az intenziv glikolizis altal 1étrehozott savas mikrokornyezet és a hypoxia kedvezd
feltételeket biztosit a CSC-k fennmaraddsdhoz, melyek szintén a kemoterapias szerek

elleni rezisztencia kialakulasat segitik el6 (164).

Egér eml6 tumorsejt modellen megfigyelték, hogy az alacsonyabb pH érzékenyiteni tudja
a sejtkultarakat hoéterapidra, tovabba a tumor progenitor sejt aranyt mutatd
koloniaformald probaban is csokkenést lattak a hokezelt csoportokban (165). A
megemelkedett laktat és ionkoncetracio felvetette az elektromos tér altal l1étrehozott
hipertermia tumorszelektiv hatasat. Az elektromos toltésekben (pl. ionok) gazdag
tumorszovetben a dielektromos allandé magasabb, ami részben a tumor savas pH-ju (pl.
az emelkedett laktat szint miatt) mikrokornyezetének koszonhetd. Ennek kovetkeztében
az elektromos energia feldusul a tumorszdvetben, €s ez lehetdséget ad a tumorok elektro-

hipertermia kezelésre.

1.8 Modulalt elektro-hipertermia

Az mEHT a hipertermia azon formaja, amikor amplitido-modulalt elektromos tér altal

generalt hot hasznalunk malignus szovetek kezelésére. A kezelés két kapacitiv
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kicsatolasii (a tumor része az elektromagneses térnek) elektroda kozott, 13,56 MHz
amplitddéval modulalt elektromos tér generalasaval szelektiven hat a szovetekre, ahol igy

~42°C-os kontrollalt hdstressz valthato ki (166).

1.8.1 Fizikai hattér

A biologiai szovetek meghatarozott dielektromos allandéval (permittivitas) és fajlagos
vezetoképességgel (konduktivitas) rendelkeznek attdl fiiggden, hogy az dket alkoto sejtek
metabolikus aktivitasa soran mennyi ion és viz halmozodik fel a citoplazmaban vagy az
extracellularis térben (167, 168). A biologiai szovetek elektromos térrel vald ingerlése a
sejtekben 1évo toltéssel rendelkezO0 molekuldk térbeli atrendezédését okozza,
polaritasuktol fiiggden. A dip6l rotacid és surlodas kovetkeztében pedig lokalisan hd
termelddik (169). A malignus tumorok elektromos vezetoképessége altalaban jelent6sen
eltér a normal szovetekétdl, példaul emldcarcinomak ellenallasa valtozé arammal
generalt elektromagneses térben (impedancia) alacsonyabb a kornyez0 normal
szovetekénél (170). Hasonloan, vizsgaltak a dielektromos allandot és konduktivitast
normal majszovetben és malignus majtumorokon beliil is, mely soran azt talaltak, hogy
in vivo modellben a daganatszovet effektiv konduktivitasa 16%-al magasabb volt, mint a
kornyez6 normal majszoveté (171). Megvizsgaltak in vitro koriilmények kozott maj, tido
¢és emld normal szoveti sejtek dielektromos allanddjat és 0Osszehasonlitottak ezen
szOvetekbOl szdrmazo carcinoma sejtekével. Jelentds eltéréseket tapasztaltak mar a
normal szovetek kozott is, azonban mindharom esetben az elektromos vezetoképesség a
daganatos sejtek tenyészeteiben magasabb volt, mint a normal sejtek tenyészeteiben
(172). Egy atfogd tanulmany szintén arr6l szamolt be, hogy a malignus
szovetszaporulatoknak magasabb a konduktivitasa, viztartalma €s az intracitoplazmatikus

natrium ion koncentracidja a relevans normal szovetekhez képest (173).

Osszegezve elmondhato, hogy ha malignus daganatokat elektroméagneses mezé hatasanak
teszlink ki, akkor hatékonyabban tudunk benniik — illetve azokbol kialakitott
sejttenyészetekben — szelektiv és kontrollalt hot generdlni, mint a kdrnyezd normal
szovetekben. Az elektromagneses tér a tumorszdvetben feldusul, igy célzott hdkezelést
tesz lehetdvé, mindemellett pedig kozvetleniil is hat a sejtmembran lipid tutajokban

koncentral6do dipol tulajdonsagu receptor molekuldkra is.
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2. Célkitiizések

Hipotézisiink szerint az mEHT klinikai hatékonysagat olyan molekularis valtozasok
okozzak, melyek tamogatni tudjak a klasszikus kemo- illetve radioterapia okozta
citotoxicitast. Korabbi egér colorectalis carcinoma sejtvonalon elvégzett apoptozis-
indukciés mechanizmusok vizsgalatara alapozva tanulmanyoztuk az mEHT okozta
molekularis valtozasokat. Ennek érdekében PDAC sejtvonalakon vizsgaltuk az mEHT
hatasat 6nalloan, illetve sugarkezeléssel, vagy kemoterapiaval kombinalva.

Vizsgalataink a kovetkezd pontokra tértek ki részletesen:

e Az mEHT monoterapia hatékony lehet-e PDAC sejtek kezelésére?

e Radioterapiaval vagy kemoterdpiaval kezelt sejtekben az mEHT képes-e
felerdsiteni ezen kezelések citotoxikus hatdsat?

e Milyen sejthalal Utvonalak aktivalodnak mEHT és sugar-, illetve kemoterapia
kombinalt kezelés soran PDAC sejtekben?

e Milyen hatdssal vannak a kombinacios kezelések a sejtreplikaciora és miben
kiilonbozik a radio- és kemorezisztens sejtvonal valaszreakcioja a kemoszenzitiv
sejtvonaléhoz képest?

e Milyen dinamikaval valtozik a sejtstressz asszocialt hésokkfehérjék expresszioja

Pancl és Capanl sejtvonalakban mEHT kezelést kovetden?
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3. Modszerek

3.1 Sejttenyésztés

Kisérleteink soran két pancreas carcinoma sejtvonalat hasznaltunk. Az egyik a primer
PDAC-bdl izolalt Pancl, amely egy radio- és kemorezisztens sejtvonal, a masik a
Capanl, amelyet majmetasztazisbol izolaltak és irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy
érzékenyen reagal gemcitabin (GEM) kezelésre (174). A sugarterapia és mEHT
kombinaciojanak vizsgalatai soran Pancl sejtvonalat hasznaltunk, mig a kemoterapias
kisérleti sorozatunkhoz mindkét sejtvonalon elvégeztik a méréseinket. A Pancl
sejtvonalat az ATCC-t6l (ATCC® HB-8065™; HB-8064™ American Type Culture
Collection, Manassas, Virginia, USA), a Capanl-et pedig a CLS-t61 (Cell Lines Service
GmbH, Eppelheim, Németorszag) vasaroltuk. Az ATCC az Iscove’s Modified
Dulbecco’s Mediumot javasolja a Pancl sejtek tenyésztéséhez, igy ebben ndvesztettiik
Oket. A Capanl sejteket a nekik megfeleld Dulbecco’s Modified Eagle Mediumban
(IMDM LM-11092 ¢és DMEM LM-D1111, Biosera, Boussens, Franciaorszag)
szaporitottuk. Mindkét sejttenyészté oldatot 10% hdinaktivalt foetalis borji szérummal
(FBS, FB-1001H, Biosera) és 0,16 mg/ml Genta-Gobens Gentamicin antibiotikummal
(Laboratorios Normon, Madrid, Spanyolorszag) egészitettiik ki. Az IMDM médiumhoz
tovabba 1% 2 mM-os L-glutamint (XC-T1715 Biosera) adtunk. A kezelések alkalmaval
mindig friss, komplett, az adott sejtvonalnak megfelelé médiumot adtunk a sejtekhez. A
sejtek a tenyésztés soran, illetve a kemoterapias kezelések alatt 37°C-on, 5% CO»-dal
dusitott inkubétorban voltak elhelyezve. A héterapias kezelés és a besugarzas ideje alatt

szobahdmérsékleten, normal dsszetételli levegdn tartottuk oket.

3.2 Termoradioterapia kezelések

A konfluens Pancl sejttenyészeteket 0,25% tripszin és 0,22 mg/ml etiléndiamin-
tetraecetsav (Trypsin-EDTA, XC-T1717/100, Biosera) keverékével leoldottuk a
tenyésztéedény aljardl, centrifugaltuk és tripankék festés (0,4% Sigma-Aldrich, Inc., St.
Louis, MO, USA) mellett megszamoltuk a sejteket, utana pedig elkészitettiink egy 10°
sejt/ml médium szuszpenziot. Egy-egy 24x40 mme-es steril fed6lemezt helyeztiink el 60
mm-es Petri csészékben, majd 4 ml sejtszuszpenziot pipettaztunk az edényekbe, melyeket

24 orara inkubatorba helyeztiink, hogy a sejtek megfelelden letapadhassanak a
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fedlemezre. A kezelések utdn mindegyik fedélemezt 01j Petri csészébe helyeztiik, friss

médiumot adtunk a sejtekhez és a mintavételek idejéig visszahelyeztiik az inkubatorba.

A sugarterapiat (Rth) egy GSR D1 gamma irradiator késziilékkel végeztiik, mely Cs-137
izotopot hasznal (Gamma-Service Medical GmbH, Leipzig, Németorszag) és mintanként

2 Gy dozist alkalmaztunk.

Az mEHT kezelések egy 10 mm széles, 60 ml térfogatu tivegedényben torténtek, mely a
Lab-EHY 100 (Oncotherm Kft, Budaérs, Magyarorszag) hipertermias késziilék kezeld
edénye/kiivettaja volt. Az edény két hosszanti oldalan, egymassal eszemben egy-egy
elektroda volt elhelyezve, az edényen belill pedig 2 optikai szenzor segitette a
sejttenyésztd oldat homérsékletének monitorozasat. A kiivettaba vertikalisan helyeztiik el
az iveglemezeket, igy az elektromos térre mer6legesen fekiidtek egy rétegben a sejtek (3.
Abra). Az 5 perces eldmelegitési fazisban (20-25 W energia bevitellel) kozel 42°C-ra
hevitettiik a médiumot, amit tovabbi 60 percen keresztiil 7-8 W energidval tudtunk
fenntartani. Az egy 6ras kezelést kovetden friss médiumba és Petri csészébe helyeztiik

vissza az iiveglemezeket, és 24 6ran keresztiil inkubaltuk a sejteket (4. Abra)

A kombinalt terapiaban részesiilé csoportnal (Rth+mEHT) el6szor besugaraztuk a

sejteket, utana fél oran beliil elkezdtiik az mEHT kezelést is.

3. Abra: A letapadt sejtek kezeléséhez haszndlt kiilsé mEHT egység, illetve a specidlisan

laboratoriumi koriilményekhez gyartott kezeldje.
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3.3 Termokemoterapia kezelések

Pancl és Capanl sejteket vizsgaltunk mEHT és GEM (Gemcitabin, Fresenius Kabi
Oncology Plc., Hampshire, USA) kombinacios kezelést kovetden 24, illetve 48 oraval. A
kezeléseket eztttal a Lab-EHY 200 (Oncotherm Kft, Budadrs, Magyarorszag)
laboratériumra fejlesztett hipertermias késziilékkel és a hozzad tartozd szuszpenzios

aplikatorral végeztiik (4. Abra).

4. Abra: Szuszpenzios kezelések sordn haszndlt kiilsé mEHT egység, illetve a specidlisan

laboratoriumi koriilményekhez gyartott kiivettdja.

A konfluens sejtkultarakat tripszinnel leoldottuk a tenyésztd edény aljarol és szamolast
kovetéen 10° sejt/1,5 ml szuszpenziot készitettiink. Kezeld zsakba pipettaztunk 1,5 ml
szuszpenziot, lezartuk és belemeritettiik a késziilék desztillalt vizzel telt kiivettajaba. A
kiivetta két oldalan helyezkedett el a két elektroda, melyek az elektromos teret generaltak.
A kezelo zsak korili desztillalt viz segitett szimulalni az in vivo hoelvezetést és
fokuszaltabba tette az energiadramldst a szuszpenzid felé. Egy optikai szenzort
helyeztiink a szuszpenzioba, egy masikat pedig a desztillalt vizbe, melyek segitségével
monitoroztuk az elért homérsékletet. A kezelések egy 5-10 perces felfiitési idovel
kezddédtek, melyet 10 W atlag energiabevitellel értiink el. A tovabbi 55-60 percben pedig
2.4 W atlag energiabevitellel 42 + 0,3°C-on tartottuk a szuszpenzid hémérsékletét (5.
Abra). A kezelést kovetden a szuszpenzidt kihigitottuk a kivant sejtkoncentraciora és

tenyésztd edényekbe tltettiik ki a mintavételek idejére.
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Sejtek koriili médiumba helyezett szenzor
Hiclolyadékba helyezell szenzor
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5. Abra: A Lab-EHY 200 késziiléken monitorozott hémérséklet és teljesitménygiorbék.
Megfigyelhetd az elérni kivant hdmérséklet (42° C) automatikus teljesitmény alapii ,, feed-
back” szabdlyozasa. A gyors felfiitéeshez sziikséges magas teljesitményt kovetéen

sziikséges alacsony (~2 W) fenntarté érték.

Kemoterapias kezeléseinkhez egy 1000 pM-os tdrzsoldatot készitettiink, melyhez a
GEM-et neutralis foszfat pufferolt sooldatban (PBS) oldottuk fel. A kisérletek soran ezt
tovabb higitottunk a sejttenyészé médiumban a megfelelé koncentraciora. Kettds
kezelések esetében az mEHT kezelést kovetden a sejteket tartalmazd szuszpenzidba

adagoltuk a GEM-et, és igy inkubaltuk a sejteket tovabbi 24, 48 vagy 72 oran keresztiil.

3.4 El6 sejtek aranyanak vizsgélata

A tripankék festek nem képes behatolni a sejtbe az intakt sejtmembranon keresztiil, ezért
alkalmas mikroszkop alatti €16 és halott sejtek elkiilonitésének vizsgalatara. Az mEHT
kezelések utan 24 oraval a sejtekhez tripszint adagoltunk, mig le nem valtak a
fed6lemezrél, majd a tripszint ledllitottuk szérum tartalmi médiummal ¢és a
szuszpenziobol 20 pl-nyit elegyitettiink 5 pl tripankék festékkel. Mikroszkop alatt,
Biirker-kamraban megszamoltuk az ¢é16 sejteket a kontroll, az Rth, az mEHT ¢és az

Rth+mEHT csoportokban.
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3.5 Sejmorfologia €s immuncitokémia

A feddlemezen végzett kezeléseket kovetden a hematoxilin-eozin (H&E) festést és az
immuncitokémiai reakcidkat kozvetleniil a fed6lemezre novesztett sejteken végeztiik. A
szuszpenzidban kezelt sejteket a kezelés utan 6 lyuku sejttenyésztd edényekbe osztottuk
szét, melyek tartalmaztak egy-egy steril 18x18 mm-es feddlemezt. Ezekben az
edényekben inkubaltuk a sejteket 24, illetve 48 oran keresztiil, majd a H&E festést és az
immuncitokémiai reakciokat ebben az esetben is a fedélemezre tapadt sejteken végeztiik
el. Minden eseteben a sejtekrdl eltavolitottuk a médiumot és 2-szer mostuk 6ket PBS
oldattal, amit 15 perces fixalas kovetett 4%-os neutralisan pufferelt formaldehiddel
szobahdmérsékleten. A formalint eltavolitottuk és desztillalt vizzel mostuk a sejteket.
Morfologiai vizsgalatainkhoz a fixalast kovetden a sejteket hematoxilinnal festettiik 2
percig, melyet 5 percig deritettiink csapvizzel, ezutan pedig szintén 2 percig eozin festéket

tettiink a tenyészetekre.

Az immuncitokémiai vizsgalatainkhoz a fixdlast kovetden el0szor az endogén
peroxidazok blokkolasat végeztiink el 30 percig metanolban higitott 3%-os hidrogén-
peroxiddal. A sejtmembranok permeabilizdldsa TBST pufferrel tortént 30 percig. A
TBST oldatot 0,01 mol/l Tris pufferoldat és 0,5% Tween-20 (Fisher Scientific,
Loughborough, UK) elegyitésével 7,4-es pH-ra allitottunk be. A nem specifikus fehérjék
blokkolasara 3%-0S szarvasmarha szérum albumint (BSA, 82-100-6, Merck, Darmstadt,
Németroszag) hasznaltunk szobahén 30 percig. Az 1% BSA-ban higitott elsddleges
antitestekkel (1. Tablazat) 2 6ran keresztiil inkubaltuk a mintakat (ez aldl kivétel volt a
besugarzas ¢s mEHT kisérleti sorozatunkban a hasitott kaszpaz-3 vizsgalata, ahol az
inkubacios 1d6 16 ora volt). Gondos, 3x3 perces mosas utan a mintakat egér vagy nyul
IgG-t felismerd, kecskében termelt polimer-peroxidaz konjugatummal jeldlt (Histols
MR-T, Histopathologia Kft. Pécs) reagenst alkalmaztunk. Az egérben termelt elsédleges
antitestek esetében ezt a 1€épést megeldzte egy 30 perces jelerdsitd reagens alkalmazasa.
A chromogén reakciot DAB chromogén/hidrogén-peroxid szubsztrat kittel (DAB
Quanto, TA-060QHDX, Thermo-Fisher, Cheshire, UK) végzett eléhivassal tettiik
lathatova, majd 3x3 perces mosas utan hematoxilinnal magfestést is végeztiink. Az
elkésziilt reakciokat tartalmazo fedélemezeket viztelenitettiik €s targylemezekre boritva

fedtiik le. A reakciokat digitalizaltuk, a hasitott kaszpaz-3 reakciot QuantCenter
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képanalizis szoftver segitségével kvantifikaltuk (Pannoramic scanner, 3DHISTECH,

Budapest, Magyarorszag).

1. Tablazat. Az immuncitokémiai vizsgalatok soran hasznalt ellenanyagok és higitasaik

Antigén . Referencia

e i s Gyarto* . Higitas
specificitas Sszam
Hasitott kaszpaz-3 Nyul 5A1E Cell Signaling #9664 1:300
Citokréom C Nyul 136F3 Cell Signaling #4280S 1:100
E-Cadherin Nyul EP700Y Cell Marque #246R-14 1:100
N-Cadherin Egér 32/N-Cadherin | BD Bioscience #610921 1:100

*Cell Signalling, Danvers, MA, USA; Cell Marque, Rocklin, CA, USA; BD Bioscience,
Franklin Lakes, NJ, USA

3.6 Sejtviabilitas elemzés resazurin probaval

Kontroll és mEHT kezelt sejteket iiltettiink ki 96 lyuku sejttenyésztd edénybe 10* sejt/200
ul konentracidban lyukanként. A médiumba 0-t61 100 uM GEM-t adagoltunk soronként

a sejtekhez, majd azokat 24, 48 ¢és 72 6ran keresztiil inkubalva tenyésztettiik.

A resazurin egy redox-szenzitiv sejtmembran permeabilis festék, mely a mitokondrialis
aktivitas kovetkeztében resorufinna bomlik. A resorufin 530-570 nm hullamhossz(

fénnyel gerjesztve 580-590 nm-en spektrofluorométerrel detektalhato.

A resazurin sot (R7017, Sigma-Aldrich) 0,3 mg/ml koncentracioban PBS-ben oldottuk
fel, amit a kisérletek soran 10x-esre higitottunk a sejteken 1évé médiumban. A 2 6rés
inkubaciot kovetdéen Fluoroskan FL Microplate Fluorometerrel (Thermo-Fisher)
megmeértiik a resorufin jelintenzitast és a kontroll csoporthoz viszonyitva hataroztuk meg

a sejtek €ltképessegét.

3.7 Aramlasi citometria mérések

A kezeléseket kovetden eldszor begytijtottiik a sejtek feliiliszdjat és utdna a letapadt
sejteket tripszines kezeléssel gylijtottiik be a fedélemezekrdl, vagy a sejttenyésztd edény
aljarol. Centrifugalast kovetéen 2-szer mostuk a sejteket PBS-el. A sejtciklus
méréseinkhez a sejtpelletet -12°C-on etanollal fixaltuk egy éjszakan at. Mosasi 1épés utan
20 ng RNaseA (R5503, Sigma-Aldrich) és 10 pl-nyi 1 mg/ml propidium-jodidot (PI,
1304MP, Thermo-Fisher) elegyitettiink 250 ul PBS-be mintanként és 4°C-on 60 percig
inkubaltuk. Az apoptotikus és nektrotikus sejtek jelolésére Alexa Fluor 647 Annexin V
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fehérjét (1:100; #640912, BiolLegend, San Diego, CA, USA) és 1 ul PI festéket
higitottunk mintanként 100 pl Annexin V pufferbe és 15 percig inkubaltuk a sejteket

szobahOmeérsékleten.

Az aktivalt/foszforilalt AKT fehérje méréseinkhez a sejteket tripszinezés és mosas utan
paraformaldehidbdl készitett 10%-os formalinban fixaltuk 4°C-on, 30 percig. Dupla
mosasi 1épés utan a sejteket 0,2% Tween-20 tartalm PBS-el permeabilizaltuk 20 percig.
Ujabb mosast kovetéen nyal monoklonalis, phospho-Akt (p-Akt/Ser473) specifikus
els6dleges antitestettel (1:100, clone: D9E; Cell Signaling) inkubaltuk a sejteket
mindegyik csoportban szobahdmérsékleten, 60 percen keresztiil. Masodlagos antitestként
Alexa Fluor 488-al konjugalt kecske anti-nyul 1gG-t (1:100; Thermo Fisher) hasznaltunk,
mellyel szobahdmérsékleten 30 percig inkubaltuk a mintainkat. A sejtekr6l a feliiluszot
centrifugalas utan eltavolitottuk, ugyanigy még 2-szer mostunk, majd 300 ul PBS-ben

torténd reszuszpendalas utan a sejteket analizaltuk.

A méréseinket CytoFLEX Flow Cytometer aramlasi citométerrel és a hozza tartozo

CytExpert software-el végeztiik (Beckman Coulter, Indianapolis, IN, USA).

3.8 Kapillaris Western blot (WES)

A letapadt sejtekbdl 24 és 48 oraval az mEHT kezeléseket kovetden fehérje extrakciot
végeztiink. Elore elkészitett extrakcios pufferiink 20 mM Tris-t, 2 mM EDTA-t, 150 mM
NaCl-ot és 1% Triton X-100-at tartalmazott, amit az izolalas el6tt kiegészitettiink 10 mM
NaF-al, 0,5 mM NaVOz-al és 1:200 aranyban proteaz inhibitor koktéllal (P8340, Sigma-
Aldrich). A feliilisz6 eltavolitasa utan a sejteket gondosan mostunk 2-szer PBS-el. Ezt
kovetden 150 pl extrakcios puffert pipettaztunk a feddlemezre ndvesztett sejtekre,
valamint 50 pl-t a 6 lyuku sejttenyé€szté edénybe novesztettekre. Az edény aljardl
sejtkaparoval eltavolitottuk a lizatumot, Eppendorf csovekbe pipettaztuk és jégen tovabbi
30 percig allni hagytuk. Lecentrifugéltuk a szuszpenzidkat 12.000 rpm-en 4°C-on 20
percig, majd -12°C-on taroltuk a WES mérésekig. A fehérjekoncentracio mérését
Bradford (#500-0205, BioRad, Hercules, CA, USA) reagenssel végeztiik a gyartoi eldiras

szerint.

A WES késziiléket (ProteinSimple, San Jose, CA, USA) és az ajanlott 12-230 kDa-0s
Jess/Wes szeparacios csomagot (SM-WO004) a gyartoé altal javasolt protokoll szerint
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hasznaltuk. A csomag tartalmazta a 25 kapillarisbol allo fésiit, a futtaté pufferrel elére

c sy

crer

EZ standard csomagot, benne 12-230 biotinilalt fehérje 1étraval, 5x-6s koncentracidju
fluoreszcens ,,master mix”-el és egy ditiotreitolt tartalmazo (DTT) csével. A mérés napjan

elokésziileteket végeztiink: a liofilozalt DTT-t és a biotinilalt 1étrat megfeleld mennyiségli

s

crer

es mintahigitd pufferrel. Minden mintabol 5 egységnyihez 1 egység fluoreszcens mixet
adtunk és 5 percig 95°C-on tartottuk. Az elsddleges ellenanyagokat futtatd pufferrel
sajat peroxidaz-enzimmel konjugdlt anti-nyll és anti-egér immunglobulin reagenseit
(ProteinSimple DM-001 and DM-002) hasznaltuk. Minden komponenst belemértiink a
kazettaba, amit 1000 g-n centrifugaltunk 5 percig. A védo6folia eltavolitasa utan a fésiit és
a kazettat a futtato egységbe helyeztiik és alapbeallitdson futtattuk le a mérést (395 V-on
futds 30 percig, 5 perc blokkolas, 30-30 perc inkubécio az elsddleges és masodlagos
ellenanyagokkal, 15 perc inkubéacié luminollal/peroxiddal). Az expozicios idok 1-512
mp-esek voltak. A mérések kiértékelése a késziilékbe épitett szoftver segitségével tortént,
ahol az eredmények optimalizalasa érdekében mindegyik fehérjére kiilon expozicios idot

tudtunk valasztani.

2. Tablazat: A WES mérések soran hasznalt ellenanyagok és higitdsaik.

Referencia

Antigén

s . Higitas
specificitas $zam
BAX Nyul poliklonalis Sigma-Aldrich | #HPA027878 1:30
p21 vt Egér 70/Cipl/WAF1 | BD Bioscience #610234 1:35
Hsp27 Nyul D6W5V Cell Signaling #96357 1.70
Hsp70 Nyul poliklonalis Cell Signaling #4872 1.70
E-Cadherin Nyul EP700Y BD Bioscience #RM-2100 1:70

3.9 Koloénia formald proba

A daganatok rezisztencidjaban jelentOs szerepet jatsz6 CSC-k egyik tulajdonsaga, hogy
kisérletes koriilmények kozott akar egysejtes szuszpenziobol is képesek kolonidkat

1étrehozni. A legelterjedtebb in vitro vizsgalati modszer a CSC arany megallapitasara a
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kolonia formalo proba, amikor alacsony szdmban Kkiiiltetett sejteket minimum egy hétig

inkubéalunk, majd megszamoljuk a legalabb 50 sejtet tartalmazo populdcidkat.

A radioterapiaval kombinalt kisérleti sorozatunkban Pancl PDAC sejteket letapadt
allapotukban kezeltiink meg, majd az mEHT kezelés utdn 24 oraval feltripszineztiik a
sejteket és megszamoltuk. Készitettiink egy 10° sejt/ml szuszpenziot, amib8l 100 mm
4tmérdjii Petri csészékbe dsszesen 107 sejtet iiltettiink ki. 8 nap elteltével az 50 sejt feletti
kolonidk szabad szemmel jol vizsgalhatok voltak, igy eltavolitottuk a sejtekrdl a
médiumot, PBS-el mostuk 2-szer és szobahémérsékleten szaradni hagytuk. Masnap a
koldniakat a jobb vizualizalas érdekében 0,1%-os kristalyibolya oldattal festettiik meg 30

percig. Manuélisan szamoltuk meg a tobb mint 50 sejtet tartalmazo6 kolonidkat.

Amikor a szuszpenziés mEHT aplikatort hasznéltuk, akkor a sejtek kiiiltetését
kozvetleniil az mEHT kezelést kdvetden végeztiik el. Pancl sejtvonalnal 10° sejt/2 ml,
két sejtvonal esetében 6 lyukt sejttenyészté edényre iiltettiink ki. A kemoterapiaval kezelt
csoportokhoz hozzaadtuk a megfeleld mennyiségli GEM-et. 48 draval késébb mindegyik
csoporton lecseréltiik a médiumot friss, komplett médiumra €s tovabb novesztettiik a
sejteket még 14 napig. A mintavételkor 4%-os pufferolt paraformaldehiddel fixaltuk a
kolonidkat, szintén megfestettiik oket 0,1%-os kristalyibolya oldattal és manudlisan

szamoltuk meg a tobb, mint 50 sejtet tartalmazd koldnidkat.

3.10 Statisztikai analizis

Minden kisérletiinket legalabb 3 alkalommal végeztiik el és a legtobb esetben minimum
3 parhuzamos minta értékeit vizsgaltuk. Statisztikai analiziseink sordn a nem
parametrikus elosztasra javasolt Kruskal-Wallis probat végeztiink, kiegészitve Dunn-féle
post hoc teszttel, tovabba folytonos valtozok esetén tobbszords kétmintas T-probat, illetve
kettonél tobb csoport esetén ANOVA tesztet alkalmaztunk. Az elemzéseket GraphPad
Prism szoftver csomaggal (San Diego, CA, USA) készitettiik. A statisztikai szignifikancia

szintet p < 0,05 értéknél hataroztunk meg, 95%-0s konfidencia intervallum mellett.
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4. Eredmények
4.1 Az mEHT citotoxikus hatdsa PDAC-ben

4.1.1 A mono- illetve radioterapias kombinacio jelentsen csokkenti az €16 sejtek aranyat

Mivel a klinikai tanulmanyokban hasznalt szabadalmaztatott késziilékek in vivo
koriilményekre vannak fejlesztve, a kisérleteink elsd 1épéseként teszteltiik az applikatorok
és hipertermias laboratoriumi késziilékek in vitro koriilmények kozotti optimalis
beallitasait. Pancl sejtvonalat hasznaltunk a régi tipust (Lab-EHY 100) késziilékkel, ahol
fedélemezre novesztett konfluens sejtkultarat vetettiink ald kiilonb6zé kezelési
idotartamoknak. A bevitt energidt a hdészenzorok visszacsatolasi értékeibol
automatikusan allitottuk. Egy 5-10 perces felflitési fazis utan 30, 60, 120 és 240 percig
kezeltiik a sejteket, atlagosan 7-8 W-al. A kezelést kovetden az iiveglemezeket friss
médiummal telt Petri csészékbe helyeztiik vissza. 24 oraval késobb fixaltuk a sejteket,
tovabba H&E festést alkalmaztunk rajtuk. A kezelt sejtkultarakat kontroll csoporthoz
hasonlitottuk, melyet a kezelés ideje alatt 37°C-on tartottunk, utana pedig ugyanannak a
médiumcserének vetettiik ald, mint a tobbi csoportot. A sejtkultardkat tartalmazo
tiveglemezeinken megfigyeltiik, hogy mar 30 perc mEHT monoterapia képes volt a sejtek
szamat csokkenteni a kontrollhoz képest (6. Abra A). Minél hosszabb ideig tartott a
hipertermia, annal kisebb volt a letapadt sejtek aranya, tovabba a legalabb 60 percet tartd
kezeléseknek alavetett csoportokban megjelentek az apoptozisra jellemzd piknotikus,

toredezett sejtmagok (6. Abra B).

Ezen megfigyeléseinket kovetden, a 60 perces kezelést valasztottuk standard mEHT
terapianak és kombinaltuk radioterdpiaval. A Pancl sejtkultirdn az irodalomban leirt
(175) 2 Gy-t hasznaltuk sugardozisként. Négy csoportot kiilonboztettiink igy meg:
kontroll, mEHT monoterapiaval kezelt, Rth — csak radioterapiaval kezelt sejtek, illetve
Rth+mEHT kombinalt kezelt, ahol a besugarzast kovetd fél oran belil elkezdtiik a
standard 60 perc mEHT kezelést. A kezelések utan mind a kontroll, mind a kezelt sejteket
friss sejttenyésztd médiumba helyeztiik és 24 oOra utan vizsgaltuk Oket. Miutan
eltavolitottuk a feluszott sejttormeléket, a lemezekrdl leoldott sejteket tripankékkel

megfestve és mikroszkop alatt megszamolva azt tapasztaltuk, hogy az 60 perces mEHT
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kezelésnek alavetett csoportban radioterapiat kovetden vagy anélkiil, az €16 sejtek aranya

szignifikansan lecsékkent a kontrollhoz képest (6. Abra C).

150 r = 1

ETIY) [—

Viabilis sejt (%)

6. Abra: A kezeléseket kovetden 24 ordval, fixdlds és H&E festés utdn, jelentds
sejtpusztulas lathato a letapado kulturdakon (A) (Skala: 40um). Nagyobb nagyitdsnal
felfedezhetok mar a 60 perces kezelésben részesiilt csoportnal az apoptozisra jellemzo
sejtmagi elvaltozasok: chromatin kondenzacio, magi toredezettség (B) (Skdla: 10 um).
Szignifikansan csokkent az életképes sejtek szama tripankék festést és szamoldst kovetden
az mEHT (p = 0,014) és Rth+mEHT (p = 0,0029) kezelt csoportokban a kontrollhoz
képest. A csoportokon beliil szignifikans eltérést mutatott a Kruskal-Wallis teszt is (p =
0,0007). A diagrammon a ** p <0,01-et és a *** p <0,001-et jelil (C).

4.1.2 Gemcitabinnal kombinalva a mEHT csokkenti a PDAC sejtek életképességét

Az uj tipusu Lab-EHY 200 késziilékkel ezuttal szuszpenzid forméjaban kezeltiik a
sejteket 60 perc mEHT-val, 2-3 W energiabevitellel. Kezeléseinket elvégeztiik a korabbi

Pancl kemoterapiara rezisztens és Capanl kemoszenzitiv vonalon is.

Eldszor teszteltik a megfelel6 LD20 ¢s LD50 GEM doézist mindkét sejtvonalon.
Resazurin probat hasznaltunk viabilitds mérésre és 0-10.000 nM kozotti GEM dozist
alkalmaztunk a sejteken, majd 24, 48, illetve 72 dran keresztiil inkubaltuk dket. Mindkét
sejtvonalnal megfigyelhetd volt, hogy hosszabb kezelésnél erdsebb volt a GEM hatss,
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mint 24 6randl. Capanl esetében 0,5 nM GEM alkalmazasakor 48 6ranal értiink el 20%-
os viabilitds csokkenést, Pancl esetében pedig 100 nM GEM-et kellett alkalmazni
hasonlé hatas eléréséhez (7. Abra A,B).

A potencialis komplementer hatas tesztelése érdekében az elére mEHT-val kezelt
sejtekhez hozzaadtuk a fent emlitett GEM dozisokat és 48 6ra mulva szintén elvégeztiik
a viabilitas probat. Capanl sejtvonal esetében az mEHT mar 6nmagaban is statisztikailag
szignifikans viabilitas csokkenést okozott a kontroll csoporthoz képest, de 0,5 nM GEM
kezeléssel kombindlva az életképes sejtek ardnya 60%-ra esett 48 oOrandl. Pancl
sejtvonalnal az mEHT monoterapia nem bizonyult ennyire hatdsosnak, azonban a
kombinalt mEHT+100 nM GEM kezelés mar képes volt statisztikailag szignifikans
viabilitas csokkenést okozni a kontrollhoz viszonyitva. (7. Abra C, D). H&E festést is
végeztiink a sejtkultrdkon 48 o6rdval az mEHT kezelések utan. Bar a két sejtvonal
morfoldgiailag jelentdsen eltér (a Capanl sejtek szigetszertien ndnek és jellemzdébb a
spontan sejtpusztulas a Pancl-hez képest), a belsd kontrollokhoz viszonyitva a
mEHT+GEM csoportokban jelentds sejtszdmcesdkkenést tapasztaltunk mindkét sejtvonal
esetében. Ahogy a fentebb emlitett Rth+mEHT kombinacioban is, Ggy ezen kezelések
soran is jellemz6 volt a sejtmagi fragmentacio és az apoptotikus testek megjelenése (7.

Abra E,F).

37



DOI:10.14753/SE.2022.2701

Capanl Pancl
150 150
240n
- bn
+* 720m
3
£
2
2
I
AS ¢ ¢ 8§ & B s & & &
Gemcitabin (nM ) Gemcitabin (nM ) N
Capanl 48 oras kezeles Pancl 48 6ris kezelés
150 wid 180

g

Viabilis sejt (%]
Viabilis sejt (%)
2

8

C D
Capanl
0,5 nM GEM mEHT mEHT+0,5 nM
& GEM
. |7 |
'
« L3S ‘
\.«- - (‘
, .
Kontroll 12 1M GEM J mEHT+12
GEM
|. . ~ ,‘\
| - .‘ Y
r 4 v
- . "
- ¥
f ‘ t’ "? ) .‘.
P mensl b -_‘_1—-

7. Abra: Sejtviabilitis GEM kezelést kovetéen Capanl és Pancl sejteken. Mig a Capanl
sejteknél 48 orandl 0,5 nM GEM mar kivaltott 20%-os viabilitds csokkenést, addig Pancl
sejtekben ugyanezt az életképesség csokkenést 100 nM GEM-el sikeriilt elérni (A,B). A
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Capanl sejtekben a 72 ordas GEM kezelés kovetkeztében ardanyaiban oly alacsony votl
mar az életképes sejtek szama, hogy statisztikai analizisre alkalmatlanna valt, igy ezen
adatok nem keriiltek bele a dolgozatba. Amikor a GEM kezeléseket megeldzte 60 perces
mEHT kezeles, akkor a Kruskal-Wallis statisztikai analizis szerint szignifikans volt a
viabilitas csokkenés, mind Capanl, mind Pancl sejtvonalban a kontroll csoportokhoz
kepest (p < 0,0001 illetve p = 0,0084). Az mEHT monoterdpia Pancl sejtekben nem, de
Capanl sejtpopulacioban mar énmagaban is képes volt szignifikansan alacsonyabb
életképességet 0kozni a kontrollhoz képest (p = 0,0013) (C,D). H&E festett tenyészeteken
jelentds sejtszamcesdkkenés volt tapasztalhaté mar mEHT monoterdpidt kévetden is, de a
Capanl sejtekben 0,5 nM GEM-mel, a Pancl sejteket pedig 12 nM GEM-mel kiegészitve,

a morfologiai eltérések és sejtpusztuldas aranya még intenzivebb volt (E,F).
4.2 Az mEHT kaszpaz-fiiggé apoptozist okoz PDAC sejtekben

4.2.1 Radioterapidpia és mEHT kombinacio jelentésen emeli a kaszpaz-aktivalt

apoptotikus testek aranyat

Kettos jelolést végeztiink Pancl radiorezisztens sejteken PI DNS festékkel és Annexin V
flurokrommal jelolt fehérjével, 24 éraval mEHT kezelés utan. Aramlasi citometriaval
elkiilonitettiik az €16, korai és kés6i apoptozisban 1évé sejteket, tovabba a nekrozis
kovetkezében keletkezett sejttormeléket. Méréseink sordn azt tapasztaltuk, hogy az
mEHT ¢és Rth+mEHT csoportokban mérsékelten megemelkedett az apoptozis arany a
kontroll és az Rth csoportokhoz képest, mely emelkedést f6leg a korai apoptozisban 1évo
sejtek szama okozta (8. Abra A,B).

Ezek utan korabbi eredményeinkre épitve, immuncitokémiai eljarassal in situ vizsgaltuk
a kaszpazfiiggd apoptozis mértékét a hasitott/aktivalt kaszpaz-3 fehérje expresszidjanak
Kimutatasaval, 24 oraval a kezelések utan. A sejtmagok szignifikdnsan magasabb
hanyadaban talaltunk sejtmagi pozitivitast az Rth+mEHT csoportban ugy a kontrollhoz
(p = 0,047), mint a sugarterapiaban részesiilt csoporthoz képest (p = 0,028) (8. Abra
C,D).
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8. Abra: Apoptozis-domindlt programozott sejthaldl jellemezi a 60 perc mEHT
kezelésben részesiilt sejteket. Reprezentativ dramlasi citometria képeken, a pirossal
bekeretezett Annexin V-el jeloléditt sejtek aranya megnévekedett 24 oraval a kezelés utdan
(A). Statisztikai analizis sordn a pozitiv sejtek aranya nem bizonyult szignifikinsan
eltéeronek (B), azomban hasitott kaszpdz-3 fehérje expresszios immuncitokémiai
vizsgdlatunk mar szignifikansan magasabb sejtmagi pozitivitast mutatott az Rth+mEHT
kezelt csoportokban a kontrollhoz és az Rth csoporthoz képest is (p = 0,047 és p = 0,028)
(C,D). Skala: 50 um.
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4.2.2 Az mEHT kemoterapiaval kombinalva elsésorban az intrinsic utvonalon keresztiil

aktivalta a kaszpaz-3-at

Elvégeztiik az aramlasi citometrids méréseinket Pancl és Capanl sejtszuszpenziokon
alkalmazott mEHT kezelést kovetden is. A sejtekhez hozzaadtuk a korabban definialt
LD20 GEM doézisokat és 24, illetve 48 oran at inkubaltuk Oket. Méréseink soran azt
tapasztaltuk, hogy a Capanl sejtekben szignifikansan megemelkedett az apoptozis aranya
az mEHT ¢és mEHT+0,5 nM GEM kezelt sejtekben a kontrollhoz képest 24 és 48 oranal
is. A 48 dras mintavételeink soran az apoptozis emelkedés mellett szignifikans €16 sejt

populécié csokkenés is megfigyelhetd volt mindharom kezelést kovetden (9. Abra A-C).

A Pancl sejtekben, hasonldan a radioterapias kisérleteinkhez, 24 6ras mintavételnél az
mEHT szignifikdinsan megemelte az apoptozis aranyat a kontrollhoz képest (p = 0,02).
Hasonl6 szignifikancidval emelkedett meg az mEHT+12 nM GEM kezelt sejtekben is az
apoptotikus testek szdma a kontrollhoz képest (p = 0,04), ugyanakkor az €16 sejtek szama
aranyosan kevesebbnek bizonyult. 48 oraval az mEHT kezelés utan azonban, a hatas
jelentésen csokkent és a kombinalt kezelés sem volt képes szignifikans apoptozist

kivéltani a sejtekben (9. Abra D,E).
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9. Abra: Az apoptotikus sejtpopuldcié ardnydnak emelkedése és az él6 sejtek ardnydnak
csokkenése tapasztalhato a Capanl sejtekben mEHT monoterapidt, illetve mMEHT+GEM
kombinaciot kovetéen 24, illetve 48 ora utan. GEM monoterdapia csak a 48 oraig kezelt
sejtekben volt képes kivaltani szignifikans apoptozis emelkedést (A-C). A Pancl sejteken
vegzett statisztikai analizis szignifikansan emelkedett apoptOtikus és csokkent élo sejtet
mutatott az mEHT kezelésben részesiilt csoportokban, gy GEM terdpiaval kombindlva,
mint anélkiil, de csak 24 oraval a hokezelés utan. A 48 oras mintavételeknél a hatas eltiint

(D,E). A diagrammon a * p < 0,05; ** p < 0,01 jelol.

A kombinaciokhoz hasonlbéan

radioterapas elvégeztiik a hasitott kaszpaz-3
immuncitokémiai reakciot mEHT+GEM terapiat kovetéen is mindkét sejtvonalon.
Kiegészitettiikk tovabba a kaszpéaz-3 aktivaldsdban szerepet jatszo citokrom C és BAX
fehérje expresszidjanak vizsgalataval. A szuszpenzidos mEHT kezelés utan 48 oraval a

Capanl sejtekben statisztikailag szignifikans hasitott kaszpaz-3 emelkedést tapasztaltunk
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a kontrollhoz képest (10. Abra A,B). Pancl sejtvonalnal a 24 6ras mintavételkor szintén
emelkedett hasitott kaszpaz-3 magi pozitivitdst mértink az mEHT és a GEM
monoterapiaban részesiild csoportokban egyarant, illetve a kombinalt mEHT+12 nM és
mEHT+100 nM csoportokban is a kontrollhoz képest. Ez az emelkedés csak a 100 nM
GEM csoportban érte el a statisztikailag szignifikans szintet nem parametrikus Kruskall-
Wallis tesztet alkalmazva. 48 oOraval a hokezelést kovetéen a Capanl-hez hasonléan
szignifikans volt a hasitott kaszpaz-3 emelkedés az mEHT+ 100 nM GEM csoportban a
kontrollhoz képest, s6t a 100 nM GEM monoterapiat kovetden megmaradt a

szignifikansan emelkedett magi pozitivitds (10. Abra E,D).

A citokrom C és BAX fehérjék szemikvantitativ analizisét is elvégeztik mEHT kezelést
kovetden kombindcidban vagy onmagéban, mindkét sejtvonalon. WES analiziseink
jelentés BAX pro-apoptotikus fehérje emelkedést mutattak az mEHT monoterapiaval
kezelt Pancl sejtvonalon 24 draval a kezelés utan. Bar a citokrom C mennyiségileg nem
mutatott kiilonbséget a csoportok kozott, de immuncitokémiai vizsgalattal mindkét
sejtvonalon 48 oraval az mEHT kezeléseket kovetden észrevettiik, hogy a kontroll
sejtekben a granularitdst mutatd mintdzat diffuz citoplazmatikus pozitivitassa alakul az

MEHT+GEM kezelt sejtekben (10. Abra A,E).
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10. Abra: Hasitott kaszpdz-3 pozitiv sejtmagok szamdnak szignifikans emelkedése lathaté
kettos kezelt Capanl sejtekben 48 oraval az mEHT kezelés utan a kontroll csoporthoz
viszonyitva (p = 0,046). Mindekozben a granulalt jellegii citokrom C fehérje a kombinalt
kezelést kovetoen diffuz citoplazmatikus jelleget olt (A,B). A Pancl sejteken elvégzet
proapoptotikus BAX fehérje szemikvantitativ analizise szignifikans emelkedést mutatott
az mEHT kezelt sejtekben a kontrollhoz képest (p = 0,029) 24 oraval a kezelés utan,
ugyanakkor a hasitott kaszpdz-3 nem térvényszeriien kovette ezt a mintdzatot: tébb
kaszpdz-3 pozitiv sejtmagot szamoltunk szinte az osszes kezelést kdvetéen, azonban
szignifikanciat a 100 nM GEM terdpia érte el a kontrollhoz képest (p = 0,048) (C,D). A
48 oras mintavételeknel, a 100 nM GEM monoterapia, még mindig szignifikansan
magasabb hasitott kaszpadz-3 pozitivitast eredményezett a kontrollhoz képest (p = 0,028),
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azonban mEHT kezelést kovetéen a hatas intenzivebbnek tinik, itt a szignifikanciat
mutato p értéke: 0,0013. A Capanl esetében megfigyelt citokrom C diffiiz citoplazmatikus

elhelyezkedése a Pancl sejtekben is ldthato 48 ords mintavételek sordn (E,F).

4.3 Az mEHT radio- és kemoterapiaval kombinalva képes csokkenteni a koloniaképz6

sejtek aranyat

A daganatok radio- és kemorezisztenciajanak kialakulasdban nagy szerepet jatszanak az
ugynevezett tumor 6s-/progenitor sejtek. A tumorsejtek kozott ,,dormant” allapotban 1évé
daganatsejtek, melyek képesek repopulalni a daganatszovetet. Ezek a sejtek alacsony
reprodukcios rataval rendelkeznek, rezisztens szubklonokat tudnak 1étrehozni, melyek
ellenallébak lesznek egy adott kemoterapias csaladra vagy radioterapiaval szemben. In
vitro koriilmények kozott a CSC-kre jellemzd, hogy egysejtes szuszpenziobol 10-14 nap

alatt képesek tobb mint 50 sejtes kiilonalld koloniakat kialakitani.

Letapad6 Pancl sejtkultarakat kezeltiink 60 perc mEHT-val, besugarzast kovetéen. A
megkezelt sejtekbdl egysejtes szuszpenziot képeziink és 10%/10ml sejtszamban 100 mm-
es Petri csészékben 8 napig inkubaltuk. Fixalas és Kristalyibolya festést kovetéen
megszamoltuk a legalabb 50 sejtes kolonidkat. Méréseink alapjan az mEHT és 2 Gy
besugarzas monoterapidban enyhe koloniaszam csokkenést okozott a kontrollhoz képest,
azonban amikor a két eljardst kombinacidban alkalmaztuk, akkor a koloniaszam

csokkenés statisztikailag szignifikans volt (11. Abra A,B).
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11. Abra: Radioterdpiaval és mEHT-val kezelt sejtkultirakbol végzett koloniaképzd
proba. Az Rth+mEHT kezelt sejtek szignifikansan kevesebb koloniaképzé — sejtet
tartalmaztak kezelést kovetéen, mint a kontroll sejtek (p = 0,0195) (A,B). Mikor 48 oras
kemoterapiaval kombinaltuk az mEHT kezelést, a Capanl esetében szintén a kombinalt
kezelés okozott szignifikansan kevesebb kolonia szamot a kontrollhoz képest, mig a Pancl

esetében, bar jelentosen csokkent az mEHT+GEM csoportban is az Ossejt arany a
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kontrollhoz képest (p = 0,0042), szignifikancia tesztiinkon 6nmagaban meégis csak a GEM
monoterdpia mutatott csokkenést (p = 0,04) (C,D).

Hasonlé elvet kovettiink a Capanl és jra a Pancl sejtkultarak szuszpenzidban vald
MEHT kezelését kdvetden, azonban az egysejtes szuszpenziokhoz hozzaadtunk 48 6ran
keresztiil 0,5 nM GEM-t Capanl sejtvonal esetében, illetve 12 nM GEM-t Pancl
sejtvonal esetében. A 48 ora elteltével sejttenyészté médiumot cseréltiink és tovabbi 12
napig inkubaltuk a sejteket. A fixalast és festést kovetden szintén megszamoltuk a tobb
mint 50 sejtes kolonidkat. Alacsonyabb koloniaképzd sejtszamot detektaltunk az mEHT
monoterapia esetében mindkét sejtvonalnal, azonban a kiilonbség nem érte el a statisztikai
szignifikanciat egyik sejt esetében sem. A Capanl sejtvonalban a kombinalt kezelés képes
volt statisztikailag is szignifikans csokkenést okozni a koloniaképzd sejtek aranyaban,

mig Pancl esetében csak a GEM monoterapia érte el ezt a szintet (11. Abra C,D).
4.4 Az mEHT képes blokkolni a sejtciklust G1 illetve S és G2/M fazisban

4.4.1 AzmEHT kezelés besugarzas utan a SubG1 fazis frakci6 emelkedését okozza Pancl

sejtekben

Az mEHT-val és radioterapiaval megkezelt sejteket sejtciklus analizisnek vetettiik ala.
DNS jelolé Pl festéket hasznaltunk és az aramlasi citometriaval detektalt jeler6sség
szerint elkiilonitettiik a SubG1, G1, S és G2/M replikacios fazisban 1év6 sejtpopulacidkat.
A letapadd Pancl sejtkultirdn végzett méréseink alapjan statisztikailag szignifikansan
megemelkedett az apoptozist jelolé SubG1 fazisban 1évo sejtek aranya 24 6raval mEHT
és Rth+mEHT kezelések utan a kontrollhoz képest, mig a csak besugarzott sejtekben ez
a szubpopulacid6 nem mutatott jelentds valtozast. A SubGl fazis emelkedésével
egyidejiileg a G1 fazisban 1évé sejtek aranya szignifikansan lecsdkkent az mEHT-val
kezelt csoportban a kontrollhoz képest. Az S és G2/M fazisban 1évd sejtek aranya nem

mutatott jelents eltérést egyik kezelést kovetden sem (12. Abra).
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12. Abra: Radioterdpia és mEHT kezelést kovetben elvégzett sejtciklus analizisiink sordn
szignifikansan magasabb apoptozist jelolo SubGl sejtpopulaciot detektaltunk a
kontrollhoz képest (p = 0,007). Ugyanigy szignifikansan magasabb volt a csak mEHT-val
kezelt csoportban is a SubGl fazis arany (p = 0,014), melyet kovetett egy jelentos G1
csokkenés ugy mEHT monoterdpidt kévetéen (p = 0,012), mint Rth+mEHT utdin (p =

0,005).
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4.4.2 Kemoterapiaval kombinalva az mEHT blokkolja a sejtek S illetve G2/M fazisba
1épését

A Capanl sejteket mEHT terapiat kovetéen GEM kezelésnek vetettiik ala. Bar sejtciklus
vizsgalataink soran a 24 6ras mintavételek nem mutattak jelentOs eltérést a csoportok
kozott, a 48 oras mintavételeknél statisztikailag szignifikans SubG1 emelkedést mértiink
mEHT monoterapiaval kezelt sejteken és az mEHT+GEM csoportban a kontrollhoz
képest. Ezzel egyidejiileg a G1, S és G2/M fazisban 1év0 sejtek szdma szignifikansan
lecsokkent az emlitett csoportokban a kontrollhoz viszonyitva. A Pancl sejtvonal
esetében szintén megfigyelhetd volt a SubGl fazisu sejtek szamanak emelkedése az
mEHT ¢és mEHT+GEM csoportokban a kontrolhoz képest, de a statisztikailag
szignifikans szintet ezattal 24 o6ranal sikeriilt kimutatni. A korabban tapasztalt G1 fazis
csOkkenést mEHT monoterapanal nem sikeriilt demonstralni az 0j tipust applikator
hasznalatakor, azonban szignifikdnsan alacsonyabb G2/M fazisu sejtszdmot mértiink 24
oranal és S fazist 48 o6ranal, a kettds kezelt sejtekben a kontrollhoz képest. Mindezek
mellett, a GEM kezelést kdvetden, a G1 blokk jelentds volt, szignifikdnsan magasabb
sejtszamot eredményezve 48 6ras mintavételeink soran gy monoterapia, mint kombinalt

kezelést kovetSen a kontroll csoporthoz képest (13. Abra).
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13. Abra: Az apoptozis mérésekkel megegyezden, emelkedett SubGl fizist mértiink
mindkét sejtvonalban a kezeléseket kovetoen. A Capanl sejtekben 24 ordanal még nem, de
48 oras mintavétel soran statisztikailag szignifikansan magasabb volt az mEHT és
mEHT+GEM kezelt csoportokban a SubG1 fazisu sejtek aranya kontrollhoz képest. Ezzel
egyidejiileg a G1, S és G2/M fazisban lévo sejtek aranya szignifikansan lecsokkent az
mEHT kezelt csoportokban a kontrollhoz képest. Pancl sejtvonalnal a SubGl fazis
szignifikans emelkedése 24 oranal volt mérhetd kontrollhoz képest és ezt kovette a G2/M
fazis csokkenése kettés kezelt csoportban. Az S fazis 48 ordndl volt szignifikansan
kevesebb a GEM és mEHT+GEM kezelt csoportokban a kontrollhoz képest, amit egy G1
fazis emelkedéssel tarsult a GEM-el kezelt sejtekben. (*p < 0,05; **p < 0,01).

4.5 Az AKT és a p21"3 fehérjék szerepe a sejtciklusblokkban kezeléseket kovetéen

4.5.1 Radioterapiaval kombinalva az mEHT p21"4™ emelkedés soran gatolja az AKT
aktivaciojat

Fehérje szinten vizsgaltunk a sejtciklus regulator fehérjék (CDK4, cyclin A, geminin,
phospho-Akt/ser473 és p21"3f1) kifejez6dését, melyek koziil a p21"f és az aktivalt AKT
szerepe volt jelents a sejtciklus valtozasokban. A besugarzott Pancl sejtek mEHT
kezelését kovetden, a vizsgalt AKT szintje szignifikansan alacsonyabb volt a kontrollhoz
képest. Ezzel egyidejiileg a p21"2" fehérje mennyisége jelentésen megemelkedett a kettds

kezelésnek alavetett sejtekben a kontrollhoz viszonyitva (14. Abra).
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14. Abra: Csokkent phospho-Akt/serd73 és emelkedett p21"¥™" fehérje szintek 24 6raval
Rth+mEHT kezelések utdn. Aramldsi citometrids méréseink soran a Kruskal-Wallis
statisztikai analizis szignifikdans kiilonbséget mutatott a csoportok kozott (p = 0,015)
(A,B). A WES technikdval detektdlt emelkedett p21"3 fehérje expresszio Kruskal-Wallis
teszttel szignifikdns kiilonbséget mutatott (p = 0,049) mely a Dunn-féle post-hoc teszttel

az Rth+mEHT csoportban szignifikans emelkedéssel jart a kontrollhoz képest (p = 0,045)
(C,D).

4.5.2 Az mEHT kemoterapias kombinacié soran is emeli a p21"#™ fehérje szintet a

sejtekben

A szuszpenziés mEHT rendszeren elvégzett kisérleteink, a kemoterapias kezeléssel
kombinalva, Capan] sejtekben 48 6ranal szintén szignifikinsan magasabb p21%2™ fehérje
szinteket mutatott az mEHT+0,5 nM GEM kezelt csoportban a kontrollhoz képest. Panc1
sejtekben visszaigazoltuk a mEHT altal okozott p21"3" emelkedést 24 6ranal, ami elérte

a statisztikailag szignifikans szintet mEHT+12 nM GEM esetében. A 48 6ras Pancl
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mintavételeknél ismételten megfigyelheté volt a hatas elhalvanyulasa, jelentds p21"aft

emelkedés nem volt detektalhato egyik kezelés soran sem (15. Abra).
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15. Abra: Emelkedett p21“3™ fehérje szint detektalhaté Capanl sejtekben 48 ordval
mEHT+GEM kezelés utan a kontrollhoz képest (p = 0,03) (A,B). Pancl sejtekben a
P21 fehérje szintje szignifikansan megemelkedett 24 éraval mEHT+12 nM GEM

kezelést kovetéen a kontrollhoz képest (p = 0,023) (C,E). 48 oras mintavételeink sordn a
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Kruskal-Wallis analizis szignifikans kiilonbséget detektalt a csoportok kézott (p = 0,028)
emelkedett p21"“szinttel az mEHT és 100 nM GEM monoterdpidk illetve a mEHT+GEM
csoportokban (D,F).

4.6 Hosokk fehérje expresszid valtozasa mEHT kezelést kdvetden

Megvizsgaltuk Capanl és Pancl kezelt, illetve nem kezelt sejtjeinek a HSP27 és HSP70
szintjét. Capanl sejtvonal esetében azt tapasztaltuk, hogy 24 6ranal a kontroll sejtekhez
képest, az mEHT+0,5 nM GEM Kkezelt csoportban a HSP27 és a HSP70 is legalabb 2x
magasabb szintet ért el. Hasonlé modon, a Panc1 sejtekben mEHT kezelését kovetoen 24
oréaval szignifikdnsan magasabb HSP70 volt detektalhat6 a kontrollhoz képest. A HSP27
szintje az MEHT+12 nM ¢és 100 nM GEM csoportokban 3x-ra emelkedett, ami
szignifikdnsan magasabb volt, mint a kontrollban. Pancl sejtvonalnal kivancsiak voltunk
a 48 oras mintavételekre is, €s itt azt tapasztaltuk, hogy szinte normalizalddni latszott
mindkét hésokk fehérje, kivéve az mEHT+100 nM GEM-ben, ahol a HSP27 szintje még

mindig szignifikansan magasabb volt, mint a kontrollcsoportban (16. Abra).
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16. Abra: Hésokk fehérjék WES analizise. Capanl sejtekben a HSP27 és HSP70 fehérjék
szignifikans emelkedeést mutattak 48 ordaval mEHT + 0,5 nM GEM kezelés utan a
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kontrollhoz képest (p < 0,01 illetve p = 0,036) (A,B). A HSP27 szignifikansan emelkedett
volt Pancl sejtekben is 24 oraval mEHT + 12 nM GEM és mEHT + 100 nM GEM
kezeléseket kovetéen (p = 0,046 és p = 0,023) (C). Az mEHT + 100 nM GEM kezelés
szintén szignifikansan magasabb HSP27 szintet okozott, 48 odrdval kezelés utin a
kontrollhoz viszonyitva (p = 0,014) (E) A Pancl sejtek emelkedett HSP70 szintje 24
oranal csak mEHT monoterapiat kévetéen volt statisztikailag szignifikans (p = 0,046) (D)

mely kiilonbség el is tiint a 48 ords mintavételek idejére (F).
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5. Megbeszélés

Az onkologiai kezelések iranyelve manapsag leginkabb a személyre szabott terapiat és a
tobb célpontot tamadd kombinacios kezeléseket részesiti elényben. Tobb malignus
daganat esetében, mint példaul a krénikus limfocitds leukémia vagy a BRAF mutaciot
hordoz6 melanoma, az 10j tipusu célzott terapidk és immunterapias készitmények
tobbszorosen feliilmtljak a klasszikus kemoterapiak altal nyujtott talélési ratakat (176,
177). Hasnyalmirigy daganatokban azonban az igéretes kezdeti eredményeket nem
kovette attorés, melynek okaként a tumor stroma erés immunszupressziv hatasat, illetve
a célozhat6 biomarkerek ismeretének hianyat tartjak (178). igy napjainkban is a PDAC-
ben szenvedd betegek kezelési protokolljat klasszikus kemoterapidk és esetleg
radioterapias kezelések alkotjak (67). A betegek tulélési esélyei azonban még igy is alig
10% felettiek 5 év utan (2), igy a szupportiv kezelések egyre fontosabb szerepet toltenek
be. A modern hipertermids késziilékek fejlesztésével és a fokuszaltabb holeadas

kovetkeztében, az mEHT is el6térbe kertilt, mint kiegészit6 terapia PDAC-ban.

Munkacsoportunk intenziven tanulményozza az mEHT molekularis hatésait
monoterapiaban, illetve kemoterapias agensek kiséretében is (179). Korabban leirtuk a
Lab-EHY 100-as késziilékkel végzett kisérleteink soran, hogy a héterapia ezen szelektiv
formaja mar 6nmagaban is képes jelentds apoptozist indukalni in vivo egér colorectalis
carcinoma (CRC) tumorgraftokban (84, 85, 180). Megfigyeltiik tovabba in vitro
kortilmények kozott, hogy a C26 tumorsejtek doxorubicin és mEHT kombindcios
kezelését kovetden csokkent antiapoptotikus XIAP, BCL-2 és BCL-XL mRNS szinteket,
ugyanakkor magas BAX és PUMA proapoptotikus marker expressziot mutatnak (181).

Jelen dolgozatunkban radio- és kemorezisztens PDAC sejtvonalon teszteltiik az mEHT
proapoptotikus hatasat kombinacios kezelési modelleken. Kisérleteink elsé fazisaban
teszteltiik az mEHT monoterapia altal okozott citotoxikus hatast a Kivalasztott kemo- és
radiorezisztens sejtvonalon. A mar leirt C26 egér CRC sejtvonalon elvégzett
kisérleteinkbdl kiindulva, 60 perc hipertermia kezelést alkalmaztunk a letapadt Pancl
sejteken. Elhagyva a 30 perc utani 2 oras ,,pihend” idGintervallumot, itt 60 perc
megszakitds nélkiili kezelésnél értiik el a ~50%-o0s viabilitds csokkenést a sejteken.
Letesztelve az 1 tipusu Lab-EHY 200 elektro-hipertermias késziilék hatasfokat,

megallapithatjuk, hogy a szuszpenzioban kezelt Pancl sejteket akar 3x kisebb
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energiabevitellel is ugyanolyan 42°C-os hémérsékleten tudtuk tartani, ami szintén
jelentds sejtéletképesség csokkenést okozott. A két kisérleti modelliinkben igy a bevitt
energia valtozd volt, azonban a célhdmérsékletet kovetkezetesen a magas
laztartomanyban tartottuk. A loko-regionalis hipertermia jelentGsen eltér a radioablacios
technikatol, ahol a szoveteket >55°C-os homérséklettel destrualjak, és ahol a nekrozis

dominal (182).

Az mEHT terédpia okozta citotoxicitdst megvizsgaltuk szimultan radioterapia kezeléssel
kombinalva is. A Pancl sejtvonal irodalomban leirt magas radiorezisztenciajat mi is
tapasztaltuk (175, 183), hiszen monoterapiaban a 2 Gy sugarddzis nem okozott
szignifikans viabilis sejtpopulacid csokkenést a tesztelt csoportban. Kombinalt
kezeléseink azonban megndvelték a pusztult sejtek aranyat 24 draval az mEHT kezelést
kovetéen a kontroll csoporthoz képest. Mindezek mellett apoptozisra jellemz6
sejtmorfoldgiai elvaltozasok is lathatdak voltak, példaul sejtmag toredezés és a kromatin

kondenzacidja.

Hasonlo morfologiai elvaltozasokat tapasztaltunk, mikor az mEHT kezelést GEM
kezeléssel egészitettilk ki. A kivalasztott GEM-rezisztens Pancl és GEM-érzékeny
Capanl sejtek, méréseink soran is 200x-os kiilonbséget mutattak az LD20-at okozé6 GEM

koncentracioban (174).

A kivalasztott mEHT, sugar- és kemoterapias dozisokkal kezelt sejtkultirdkban
megmértiik az apoptotikus és nekrotikus sejtek aranyat 24, illetve 48 ora utan. A Capanl
sejtek mEHT monoterapiat ¢s mEHT+GEM kombinalt kezelést kovetden is, magasabb
Annexin V/PI (apoptozis/nekrozis) kettdsjeldlt pozitiv sejtpopulaciot tartalmaztak, mint
a kontroll csoport 24 6raval a kezelést kovetden. A 48 Oras mintavételeknél a kiilonbség
még intenzivebbé valt, a kombinalt kezelés hosszabbtavi hatékonysagat bizonyitva.
Mindez megegyezik az SW1990 GEM-érzékeny PDAC sejtvonalon leirtakkal, ahol kozel
50%-0s apoptozist mértek 42°C-os hypoxias kiilsé forrasbol szarmazé hipertermia és
GEM kezelés utan 48 oraval (184). A terapiarezisztens Pancl sejtek apoptozis dinamikaja
ezzel ellentétben sokkal diszkrétebb volt. Monoterdpidban a hipertermia nem okozott
jelentdsebb apoptozis emelkedést a kontroll csoporthoz képest. Amikor azonban
sugarterapiat kovetden alkalmaztuk az mEHT kezelést, illetve mikor 24 6ra GEM kezelés

kovette az egy ora hipertermiat, akkor az aramlasi citometria méréseken szignifikansan
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magasabb programozott sejtelhalast detektaltunk a kezelt csoportokban a kontrollhoz
viszonyitva. Egy német kutatocsoport a GEM-érzékeny és GEM-rezisztens sejtek
kiilonboz6 valaszreakcidjat figyelte meg magnespartikulumokkal indukalt hipertermia €s
GEM kezelés kombinacidjat kovetden in vitro és in vivo. Hasonloan az altalunk detektalt
magasabb apoptozishoz, a terapiak kumulalt hatasat irtak le Pancl és BxPC3 sejtekben,

magasabb kaszpaz-3 és kaszpaz-7 aktivitas mellett a 48 6ras mintavételeken (185).

Egy korabbi attekintd tanulményunkbol kidertilt, hogy az mEHT okozta programozott
sejthalal tobb tutvonalon is létrejohet, attol fiiggben, hogy a daganatsejtek milyen
genetikai eltéréseket hordoznak, illetve, hogy milyen egyéb kornyezeti hatasok érik a
hipertermia kezelés mellett (179). TP53 vad, illetve mutans CRC modellekben eltérd
programozott sejthalal Gitvonalak dominalhatnak (7, 9). TP53 mutans HT29 sejtvonallal
létrehozott in vivo tumor modellben az apoptézis indukald faktor-1 (AlIF-1) (7), mig a
TP53 vad C26-o0s sejtvonal tumormodelljében a kaszpaz-fliggd Gtvonal aktivalasanak
dominancigjat figyeltik meg MEHT kezelés hatasara (9). Mindkét utvonal aktivalasa
foként a mitokondriumokbdl a sejtmagba transzlokaléddo AIF-1, illetve az onnan
felszabadul6é citokrom C indukalta hasitott kaszpaz-3 enzim hatdsara inditotta el a
tanulmanyunkban azt tapasztaltuk, hogy akar radioterapiaval, akar GEM kezeléssel
kombinaltuk az mEHT kezelést, az mitokondrialis citokrom C kiaramlast/felszabadulast
okozott, ami végiil a hasitott/aktivalt kaszpaz-3 feliilregulalasa révén vezetett a sejtek
apoptozisahoz. A sejtmagi hasitott kaszpaz-3 pozitivitas mellett szignifikansan magasabb
pro-apoptotikus BAX fehérje szintet is detektaltunk a Pancl sejtekben 24 o6raval az
mEHT monoterapia kezelést koveten. Mindez alatdmasztja azt elképzelésiinket, hogy a
radiofrekvencias tér kozvetitésével miikodd mEHT hdterapia foként a mitokodrium kiilsé
membranjaban hoz létre irreverzibilis stressz hatdst, vagyis ilyenkor elsdsorban az
intrinsic kaszpéaz-fliggd utvonal aktivalasa vezet végil a tumorsejtek programozott

halalahoz.

A piknotikus, apoptotikus testek fokozott megjelenését is igazoltuk, amit a SubGl1 frakcio
emelkedése jelzett az mEHT, Rth+mEHT és mEHT+GEM kezelt csoportokban a
kontrollokhoz képest, tigy a Capanl, mint a Pancl sejtekben. Mindezek mellett
szignifikans S és G2/M frakcio csokkenést is megfigyeltiink a kezeléseket kovetden.
Legkifejezettebben a GEM-érzékeny sejtekben csokkent a replikacios ciklusban
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résztvevo sejtek aranya 48 6ras kezelést kovetden. Azonban kombinalt kezeléssel a GEM-
rezisztens Pancl sejtekben is szignifikansan kevesebb G2/M sejtet mértiink 24 6ranal,
illetve S fazisban levo sejtet 48 oranal a kontrollhoz viszonyitva. Egy kisérlet soran,
SW1990 hasnyalmirigy daganatsejtekben szintén S fazis blokadot figyeltek meg
hipertermia kezelést kovetéen, amit a survivin szint csokkenésével magyaraztak (184).
Egy nem-kissejtes tiidédaganat sejtvonalon végzett in vitro és in vivo kisérlet sorozatban
mar 3 6raval a hipertermia kezelés utan megfigyelték annak GEM-szenzitizal6 hatasat,
ugyancsak az S- és G2/M-fazis frakciok jelent6s csokkenése mellett (189). A magas
apoptoézis és alacsony mitotikus index mellett aktivalt kaszpaz-3 emelkedést is igazoltak
a kombinalt kezelést kovetSen. Erdekes modon a Gl fazisban 16vé sejtek ardnya
elletétesen mozgott mEHT hatasara a kemorezisztens és kemoszenzitiv sejtekben. A
kombinalt kezelés hataséara felgytilemlett G1 fazisban a sejtek szdma Pancl és BZT-T33
GEM-rezisztens sejtkulturakban, mig a P15 és Capanl PDAC sejtekben a replikacios
ciklus még GI1 elétt megakadt (190). Feltételezéseink szerint a CDK gatlo p21Weft
fehérjének tulajdonithato jelentds szerep a sejtciklus blokédjaban, hiszen ahogy korabbi
CRC kisérletinkben is megfigyeltiik (181, 191), tigy itt is jelentds p21"3™ fehérjeszint
emelkedés volt igazolhatd Rth+mEHT és mEHT+GEM kezelések utan is. WES
méréseink nem igazoltak CDK4 vagy Cyclin A emlekedést, ami szinkronban van a masok
altal leirt p21"3" blokad okozta inkabb cyclin B1 és CDK1 csokkenéssel nem-kissejtes
tiildédaganat sejtvonalakon (192).

A terapiakkal szembeni rezisztenciaban jelentGs szerepet jatszo CSC-k csokkenését
igazolni tudtuk koldniaformdl6 probankkal. Monoterapiat kovetden csak enyhe szdmban
csokkentek a CSC-k, de az Rth+mEHT és az mEHT+GEM csoportoknal Pancl és
Capanl sejtekben is szignifikdnsan kevesebb koldniat szamoltunk. Ennek megfeleléen
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az indukalt sejthalal nem csak a replikacioban 1évo
sejteket, de a repopulaciora képes prekurzor-/6ssejt tipust tumorsejteket is €rinti.

A hdsokk fehérjék (HSP-k) olyan ,,chaperon” molekuldk, melyek a sejtet érd stressz
fehérjéket felismerik és igyekeznek a funkciondlis konforméciot védeni, vagy
visszaallitani (193). Amennyiben a sériilés visszafordithatatlan, ugy segédkeznek a
protein degradacioban. Tanulmédnyozdsuk sordn tobb HSP-rdél is kideriilt, hogy

biomarkerként is jol hasznalhatok bizonyos daganattipusokban, példaul a HSP27 PDAC
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esetekben prognosztikus és prediktiv markerként is hasznalhaté (194). Megfigyelték
ugyanis, hogy amennyiben a HSP27 mennyiségét emelni tudjuk PDAC sejtekben ugy
érzékenyebbé valnak GEM terapiara in vitro koriilmények kozott. SOt Osszefliggést
talaltak a PDAC-s esetek HSP27 és GEM rezisztenciaja kozott is (190, 195). Az altalunk
hasznalt hipertermias mEHT késziilékkel a kontrollhoz képest 2-3x magasabb HSP27 ¢és
HSP70 fehérje szintet tudtunk eléidézni Capanl sejtekben 48 oranal, Pancl sejtekben
pedig 24 o6ranal. Azokban a tumorsejtekben pedig, ahol konstituciondlisan magas a
HSP70 vagy HSP90 szintje, mar célzott HSP inhibitorokkal jelentds tumorsejt destrukcidt
értek el kisérletes koriilmények kozott (196, 197).
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6. Kovetkeztetések

Munkank célja az mEHT kezelés hatasanak vizsgalata volt radio- illetve kemorezisztens
PDAC sejtvonalakon Onmagéban vagy kombinalt kezelések alkalmaval. Az

eredményeinkbdl levonhat6 alabbi kovetkeztetések Gj megfigyeléseknek tekinthetdk:

o A korszert hipertermias késziilékeket hasznalva, fokuszaltan tudunk ~42°C-
os hémérsékleten tumorsejtkarosodast kivaltani PDAC sejtekben in vitro. Az
MEHT kezelés mar monoterapiaban is jelentds életképesség csokkenést 0koz
rovidtavon radio- és kemoterapidra ellenalldé Pancl sejtekben, tovabba
gemcitabin érzékeny Capanl sejtekben is.

o Mindkét sejtvonalban az mEHT-val kombinalt radioterapia és kemoterapia is
jelentdsen intenzivebb életképesség csokkenést és apoptozist eredményezett,
mint e kezelési formdk barmelyike monoterapiaban.

o Mindkét sejtvonalban a kezelések a mitokondriumbdl citokrom C
felszabadulast okoztak, ami aktivalta a végrehajtd kaszpaz-3 enzimfehérjét és
a sejtek apoptozisahoz vezetett. Ezt mEHT kezelés utan a hasitott/aktivalt
kaszpaz-3 pozitiv tumorsejtmagok, illetve a szub-G1 frakcié mennyiségének
szignifikans emelkedésével igazoltuk immuncitokémiai, illetve &ramlasi
citometriai modszerrel, ami kombindlt kezelések utan még markansabban
jelentkezett.

o GEM-érzékeny Capanl sejtvonalban mMEHT+GEM kombinalt kezelés utan
emelkedett apoptozist mértiink a tumorsejt replikacio és G1 fazis sejtfrakcio
csokkenése mellett. Pancl sejtekben a megkezdett replikaciot a kezelések G1
fazisnal blokkoltak, ami a ciklinfiiggd kinaz gatlo p21%2™ fehérje expresszid
emelkedése mellett az S és G2/M sejtciklus frakciok csokkenését
eredményezte.

o PDAC tumorokban a hésokkfehérje (HSP27 és HSP70) expresszid6 mEHT
kezelés okozta 2-3x%-os emelkedése lehetdséget kindl célzott HSP elleni
terapiara, ami tovabb tamogathatja GEM kezelés hatékonysagat és igy a

rezisztencia kivédését.
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7. Osszefoglalas

A hasnyalmirigyrakban szenved6 betegek 5 éves tulélése alig éri el a 10%-0t, ami az
egyik legrosszabb kimenetelii rakos megbetegedésnek szamit. A kemo- és radioterapias
kezelések mellett az 0j tipust immunterapidk és/vagy célzott terdpidk sem nyujtottak

jelentds javulast a betegség kimenetelében.

Munkacsoportunk intenziven tanulmanyozza az mEHT kiegészit6 terapias lehet6ség
okozta citotoxikus hatasokat kiilonb6z6 malignus daganatsejt populdciokon. Korabbi
megfigyeléseinket — ahol egér colorectalis carcinoma sejtvonalon 2x30 perc mEHT
jelentds apoptozis indukciot tapasztaltunk in vitro és in vivo is — folytattuk jelen

dolgozatunkban pancreas duktalis adenocarcinoma (PDAC) sejteken.

Megvizsgaltunk két kiilonbozé in vitro kezeld késziiléket ahol a beallitasok megengedték
hogy kisebb energiafelhasznalassal tudjunk fokuszaltabban 42°C-os hdmérsékletet
teremteni. Mindkét eljarassal kombinacioban vizsgaltuk az mEHT hatasait radio- ¢és
kemoterapia mellett és megfigyeltilk az mEHT tamogaté hatdsat mindkét klasszikus
terapia mellett, hiszen jelentésen meg tudta emelni a kaszpaz-fliggd programozott
sejthalal aranyt a kontroll csoportokhoz képest. Az mEHT tamogatni tudta a gemcitabin
hatdsat mint sejtciklus blokkolo, hiszen a proliferacios S és G2/M fazisban 1€vo sejtek
aranya jelentds csokkenést mutatott a két terapia egyiittes hasznalatat kovetden ugy
kemoszenzitiv sejtekben, mint a kemorezisztensekben. Besugarzast kovetden szintén
tamogatd hatasa volt az mEHT-nak, SubG1 fazis szignifikans emelkedését segitve és a
G1 fazis csokkenést erdsitve a kontroll csoporthoz képest. Eredményeink szerint ezen
sejtciklus regulalas foleg a p21"@™ fehérje szint emelkedésével és az AKT aktivacio

gatlasan keresztiil jott 1étre a kettdskezelt csoportokban.

Feltételezésiink szerint a kemo- €s radioszenzitizalasban a hdsokkfehérjéknek is jelentds
szerepiik van. Megfigyeléseink szerint az mEHT akar 3x magasabb HSP27 és HSP70
szintet tudott eredményezni a kemoszenzitiv sejtekben 48 6randl a kemorezisztensekben

pedig 24 oraval a kezelés utan.

Mindezek alapjan az mEHT kiegészitd terapids lehetdségként hasnyalmirigy
daganatokban is okkal meriil fel és jelentdséggel bir a hasznalata olyan tumorok esetében

is, ahol a radioterapiara és kemoterapiara mar rezisztencia alakult Ki.
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8. Summary

Pancreatic cancer is one of the most fatal malignant tumors worldwide. The 5-years
survival rate is around 10%. This poor outcome rate is present also when immune- or

target therapies are used in combination with classic chemotherapy drugs.

Our research team studies the cytotoxic effect of modulated electro-hyperthermia
(mEHT) on different malignant cell types. Here we tested these cell death effects on

chemo- and radiotherapy-resistant pancreatic ductal adenocarcinoma cell lines.

We tested two different mEHT applicators, where the newer setup was more userfriendly
and enabled a more focused energy input at ~42°C temperature. We found a remarkable
cytotoxic effect after treatments in both of the cell lines, even when mEHT monotherapy
was applied. When we combined the hyperthermia with radiotherapy or chemotherapy,
the results showed elevated apoptosis and fewer living cells 24 or 48 hours after
treatments. The mEHT supported the effects of gemcitabine in both Capanl
chemosensitive and Pancl chemoresistant cell lines regarding the cell cycle block. We
found significantly reduced S and G2/M phases in the double-treated groups compared to
the control. The Pancl is known to be radioresistant too, thus we combined the mEHT
with radiotherapy on the cells and we observed higher SubG1 phase and reduced amount
of G1 cells when compared to the Rth treated and control groups. As we measured the
amount of p21%™ protein and the phosphorylated AKT level, we concluded that these
two may be responsible for the cell cycle blocks. The amount of p21"4™ increased
significantly after combinations and the activated AKT level was reduced at the same

time after treatments.

We suppose a sensitizing effect of the heat shock proteins for chemotherapies and
radiotherapy too and thus our analyses included HSP27 and HSP70 level measurement.
The chemosensitive Capanl cells expressed high protein levels at 48 hours, the Pancl

showed the same tendency 24 hours after mEHT treatment.

In conclusion the mEHT should be considered as a complementary therapy in case of

radio- or chemoresistant pancreatic adenocarcinoma tumor types.
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