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1. Bevezetés - Irodalmi hattér

A hasnyalmirigyben eléforduld daganatok tipusa kiindulasi sejttdl fliggden két nagy csoportra
oszthatok: neuroendokrin tumorok (NET), melyek a szigetsejtek daganatai, illetve az exocrin
allomany sejtjeibdl szarmazo adenomak €s carcinomak. A mirigyhambol kiindulé malignus
tumorokat pancreas duktalis adenocarcinomaknak (PDAC) nevezziik, melyek az 0Osszes
hasnyalmirigy daganat 85%-at teszik ki. A PDAC-ben szenvedd betegek kilatasa igen rossz,
az egy illetve 6t éves atlag tulélés 24%, illetve alig tobb mint, mint 10%. A 100 000 lakosra
szamolt 1) megbetegedések szdma, illetve éves haldlozasok adatai szerint Magyarorszag
vezetd poziciot foglal el vilagviszonylatban mindkét nemnél. A PDAC-k 90%-a sporadikusan
fordul eld, etiologiai hatterében foleg kiilsé hatasok jatszanak nagy szerepet: dohanyzas,
alkohol, bizonyos téplalkozési szokasok, obezitds de el6fordulhat foglalkozasi kordkben is:

fémfeldolgozassal, gyomirtokkal vagy klorozott szerves vegyliletekkel dolgoz6 egyénekben.

A PDAC-at 4 hasnyalmirigyrdk megalapozé ,.driver” génhiba jellemezi: KRAS, TP53,
CDKNZ2A ¢s SMAD4. A KRAS gén aktivacidja a kifejlett daganatok 92%-ban fellelhetd, de
mar a pancreas intraepithelialis neoplasidkban (PanIN), vagyis a prekurzor 1ézidkban is
kimutathatd6. A KRAS fehérje a MAPK/ERK jelut szigalkozvetitésében jatszik jelentds
szerepet ¢s ezaltal részt vesz a sejtdifferenciacid és migracido szabalyozasdban. A
tumorszupresszor génként szamontartott CDKN2A mutacidja szintén megfigyelhetd
elérehaladott PanIN tumorokban. Az altala kodolt pl16™K4 fehérje a genetikailag nem
megfeleld osztddast meggatolja és szeneszcencidt (tartds osztodasgatlast) idéz eld. Masik
tumorszupresszor génmutacio a TP53 inaktivacidja, mely a PDAC-k 75%-aban van jelen. A
TP53-ban misszenz pontmutaciok alakulnak ki, melyek aminosav szubsztituciot
eredményeznek és az igy keletkezett inaktiv p53 fehérje nem képes ellatni funkcioit. A

SMAD4 gén az el6z6hoz hasonldan, a daganatképzddés utols6 fazisaban jelenik meg.

Szdvettanilag a dagnatképzddés tobb 1épéses folyamat, mely soran eldszor acinaris- duktalis
metaplazia jon létre, amit morpholdgiailag egy hyperplastikus szoveti struktura kovet (PanIN-
1A és PanIN-1B). Az apoptozis gatlasat el6segitd génhibak kialakulasat kovetéen atipusos
hyperplasia €s/vagy alacsony gradusu dysplasia jelenik meg (PanIN-2), ez késébb ,high
grade” dysplasia, illetve ,,in situ” carcinoma kialakulasahoz vezethet (PanIN-3). A betegek
nagy része (80-85%) lokalisan eldrehaladott, nem ritkan mar tavoli attétek jelenléte mellett
keriil diagnosztizalasra. A tiinetek nem specifikusak €s foként a daganat térfoglaldsa miatt

okoznak panaszt (hasi fajdalom, hirtelen fogyas, diabetes mellitus), illetve a hasnyalmirigy



feji részében kialakult daganatok elzarhatjdk az epevezetékeket és sargasagot okozhatnak. A
daganatok szamos esetben incidentalisan keriilnek felfedezésre mas okbol elvégzett hasi
ultrahang vagy computer tomografias vizsgalat soran. Amennyiben célzottan késziil képalkoto
eljaras, ugy féleg az endoszkopiaval kombinalt ultrahang vizsgalat elényds, mely megengedi
a szovettani vagy citologiai mintavételt is. A stadiumbesorolés €s rezekabilitas megitélésében
a computer tomografia és magneses rezonancia bir hatalmas jelent6séggel, azonban magas
koltségiik miatt sajnos sziirési lehetdségként nem meriilnek fel. Mindemellett szamos kutatés
kimutatta, hogy minél korabbi a diagnozis, anndl jobbak a betegek tulélési esélyei, még a
borderline rezekabilis tumorok esetében is, igy nem csak a szlirési programok kidolgozasa
kulcsfontossagu, hanem a neoadjuvans kezelések hatékonysaganak javitdsa is igen nagy

jelentéségt.

Kezelési lehetdségek koziil a sebészi kimetszés az egyetlen kurativ lehetdség. 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. Létezik lokalisan elérehaladott, illetve borderline besorolés is, mely a kimetszést
makroszkoposan lehetévé teszi, de patologiai vizsgalat soran a rezekcios szélekben
daganatszovet azonosithatd. Ezen kategéridkba tartozo esetek adjuvdns €s neoadjuvans
kezelése jelentOsen javitani tudja a betegek tulélését. Az adjuvans terapiat klasszikus moédon
kemo- és/vagy radioterapiaval végzik és akar 6 honapon at tartd kezelést jelenthet. Az
Amerikai Egyesiilt Allamokban kidolgozott protokollok a radioterapiat kombinaljak
gemcitabin vagy 5-fluorouracil készitménnyel, 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 kombindacioja) kezelés segithet. Az inoperabilis tumorok kezelési
stratégiaja palliativ jellegli. A cél a beteget €letben tartani a lehetd leghosszabb ideig, a lehetd
legjobb altalanos allapotban. Amennyiben a beteg allapota megengedi, kemoterapids
lehetéségek 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. Ezekre a
szerekre sajnos sok esetben, rezisztencia alakul ki. A kezelések soran kiszelektalodott
tumorsejt szubklonok kozott feltételezhetéen a tumor progenitor sejtek a legpotensebbek
kemo- ¢és radiorezisztens kolonidk Ilétrehozasara. Ezek olyan ,,dormant” sejtek, melyek
megtartottak Ossejt jellemzdiket és képesek az aszimmetrikus dnmegtjitdé osztddasra, magas

daganat kivaltd potencialjuk van, kénnyen adaptalodnak és antiapoptotikus mechanizmusaik
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altalaban felerdsodtek. A rezisztencia mechanizmusokban a tumort koriilvevd stromanak is
nagy szerepe van. A tapanyag koncentracido szabalyozasa, illetve a sejt-sejt kozotti
kapcsolatok kialakitasa komplex mintazatokat hozhat 1étre egy daganaton beliil és magas

agresszivitassal tarsulhat.

A terapias hipertermia definicid szerint magas testhot vagy egy betegséget kezelendd indukalt
lazat jelent. Az onkoldgidban foleg szolid daganatokra hasznalt terapias lehetdség, melynek
célja a malignus tumorszovetek eradikdldsa a szervezetbdl. Ismert ugyanis, hogy a
tumorsejtek sokkal érzékenyebbek a fizikai behatdsokra (sugarzas vagy akar homérséklet
ingadozas), mint a normal szoveti sejtek. A 39-45°C kozotti terapias hémérséklet in vitro
koriilmények kozott akar onmagéban is képes jelentds sejtkarosodast eldidézni, azonban a
klinikum jellemzd6en kiegészitd terapiaként hasznalja akar kemo-, radio- vagy célzott terapiak
szelektiven a malignus daganatokra is tud fokuszalni. A modulalt elekto-hipertermia (mMEHT)
a hipertermia azon formdja, amikor amplituido-modulélt elektromos tér altal generalt hot
hasznalunk malignus szovetek kezelésére. A kezelés két kapacitiv kicsatolasu (a tumor része
az elektromagneses térnek) elektroda kozott, 13,56 MHz amplitidoval modulalt elektromos
tér generaldsaval szelektiven hat a szovetekre, ahol igy ~42°C-os kontrollalt hdstressz
valthatd ki. A malignus tumorok elektromos vezetoképessége altalaban jelentdsen eltér a
normdl szovetekétdl, igy ha elektromagneses mezd hatdsanak tesziink ki, akkor hatékonyan
tudunk benniik — illetve azokbol kialakitott sejttenyészetekben — szelektiv és kontrollalt hét
generalni. Az elektromagneses tér a tumorszdvetben feldusul, igy célzott hdkezelést tesz
lehetévé, mindemellett pedig kdzvetleniil is hat a sejtmembran lipid tutajokban koncentral6do

dipol tulajdonsagi receptor molekulakra is.



2. Célkitiizések

Hipotézisiink szerint az mEHT klinikai hatékonysagat olyan molekularis valtozasok okozzak,
melyek tdmogatni tudjék a klasszikus kemo- illetve radioterapia okozta citotoxicitast. Korabbi
egér colorectalis carcinoma sejtvonalon elvégzett apoptozis-indukcios mechanizmusok
vizsgalatara alapozva tanulmanyoztuk az mEHT okozta molekularis valtozasokat. Ennek
érdekében PDAC sejtvonalakon vizsgaltuk az mEHT hatasat 6ndlloan, illetve sugarkezeléssel,

vagy kemoterapiaval kombinalva.
Vizsgalataink a kdvetkez6 pontokra tértek ki részletesen:
o Az mEHT monoterdpia hatékony lehet-e PDAC sejtek kezelésére?

o Radioterapiaval vagy kemoterapiaval kezelt sejtekben az mEHT képes-e felerdsiteni

ezen kezelések citotoxikus hatasat?

o Milyen sejthalal utvonalak aktivdlodnak mEHT ¢és sugér-, illetve kemoterapia

kombinalt kezelés soran PDAC sejtekben?

o Milyen hatassal vannak a kombinacids kezelések a sejtreplikaciéra €s miben
kiilonbozik a radio- és kemorezisztens sejtvonal vélaszreakcidja a kemoszenzitiv

sejtvonaléhoz képest?

o Milyen dinamikaval valtozik a sejtstressz asszocialt hésokkfehérjék expresszidja

Pancl és Capanl sejtvonalakban mEHT kezelést kovetden?



3. Médszerek
Sejttenyésztés

Kisérleteink sordn két pancreas carcinoma sejtvonalat hasznaltunk. Az egyik a primer PDAC-
bél 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. A sugarterapia és mEHT kombindcidjanak vizsgalatai soran
Pancl sejtvonalat hasznaltunk, mig a kemoterdpias kisérleti sorozatunkhoz mindkét
sejtvonalon elvégeztiik a méréseinket. A sejtek a tenyésztés soran, illetve a kemoterapias
kezelések alatt 37°C-on, 5% COz-dal dusitott inkubatorban voltak elhelyezve. A héterdpias
kezelés és a besugarzas ideje alatt szobahdmérsékleten, normal Osszetételll levegdn tartottuk

Oket.
Termoradioterapia kezelések

A Pancl sejtekbdl 24x40 mm-es steril fed6lemezeken novesztettiink konfluens sejtkulturakat
24 ora alatt. Sugarterapiat egy GSR D1 gamma irradiator késziilékkel végeztiik, mely Cs-137
izotopot hasznal és mintdnként 2 Gy dozist alkalmaztunk. Az mEHT kezelések egy 10 mm
sz¢les, 60 ml térfogatl tivegedényben torténtek, mely a Lab-EHY 100 hipertermids késziilek
kezelé edénye/kiivettdja volt. Az edény két hosszanti oldalan, egymassal eszemben egy-egy
elektréda volt elhelyezve, az edényen beliil pedig 2 optikai szenzor segitette a sejttenyésztd
oldat hémérsékletének monitorozasat. A kiivettaba vertikalisan helyeztiik el a feddlemezeket,
igy az elektromos térre merdlegesen fekiidtek egy rétegben a sejtek. Az 5 perces elémelegitési
fazisban (20-25 W energia bevitellel) kdzel 42°C-ra hevitettiik a médiumot, amit tovabbi 60
percen keresztiil 7-8 W energiaval tudtunk fenntartani. Az egy 6ras kezelést kdvetden friss
médiumba ¢€s Petri csészébe helyeztilk vissza az iliveglemezeket, ¢s 24 oran keresztiil
inkubaltuk a sejteket. A kombinalt terdpia soran eldszor besugaraztuk a sejteket, utana fél

oran beliil elkezdtiik az mEHT kezelést is.
Termokemoterapia kezelések

Pancl és Capanl sejteket vizsgaltunk mEHT és gemcitabin (GEM) kombinacids kezelést
kovetben 24, illetve 48 oraval. A kezeléseket ezuttal a Lab-EHY 200 laboratoériumra
fejlesztett hipertermids késziilékkel és a hozza tartozo szuszpenzids aplikatorral végeztik. A
konfluens sejtkultirakat tripszinnel leoldottuk a teny€sztd edény aljarol €s szamolast kovetden

10° sejt/1,5 ml szuszpenziot készitettiink. Kezelé zsakba pipettaztunk 1,5 ml szuszpenziot,
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lezartuk és belemeritettiik a késziilék desztillalt vizzel telt kiivettajaba. A kiivetta két oldalan
helyezkedett el a két elektroda, melyek az elektromos teret generaltak. A kezeld zsak koriili
desztillalt viz segitett szimuldlni az in vivo hdéelvezetést és fokuszaltabba tette az
energiaaramlast a szuszpenzié felé. Egy optikai szenzort helyeztiink a szuszpenzioba, egy
masikat pedig a desztillalt vizbe, melyek segitségével monitoroztuk az elért hdmérsékletet. A
kezelések egy 5-10 perces felftitési idovel kezdddtek, melyet 10 W atlag energiabevitellel
értiink el. A tovabbi 55-60 percben pedig 2.4 W éatlag energiabevitellel 42 + 0,3°C-on
tartottuk a szuszpenzid homérsékletét. A kezelést kovetden a szuszpenziot kihigitottuk a
kivant sejtkoncentraciora és tenyésztd edényekbe iiltettik ki a mintavételek idejéig.
Kemoteréapias kezeléseinkhez egy 1000 uM-os torzsoldatot készitettiink, melyhez a GEM-et
neutralis foszfat pufferolt soéoldatban (PBS) oldottuk fel. A kisérletek sordn ezt tovabb
higitottunk a sejttenyészé médiumban a megfeleld koncentracidra. Kettds kezelések esetében
az mEHT kezelést kovetden a sejteket tartalmazo szuszpenzidba adagoltuk a GEM-et, és igy

inkubaltuk a sejteket tovabbi 24, 48 vagy 72 éran keresztiil.
El6 sejtek aranyanak vizsgalata

Az mEHT kezelések utan 24 o6raval a sejtekhez tripszint adagoltunk, mig le nem valtak a
fedélemezrdl, majd szérum tartalmi médiummal a reakciot leallitottuk és a szuszpenziobol 20
pul-nyit elegyitettink 5 pl tripdnkék festékkel. Mikroszkop alatt, Biirker-kamraban
megszamoltuk az €16 sejteket a kontroll, az Rth, az mEHT ¢és az Rth+mEHT csoportokban.

Sejmorfoldgia és immuncitokémia

A feddlemezen végzett kezeléseket kovetéen a hematoxilin-eozin (H&E) festést és az
immuncitokémiai reakciokat kozvetleniil a feddlemezre novesztett sejteken végeztik. A
szuszpenzioban kezelt sejteket a kezelés utan 6 lyuku sejttenyésztd edényekbe osztottuk szét,
melyek tartalmaztak egy-egy steril 18x18 mm-es fed6lemezt. Ezekben az edényekben
inkubaltuk a sejteket 24, illetve 48 ordn keresztiil, majd a H&E festést és az immuncitokémiai
reakcidkat ebben az esetben is a feddlemezre tapadt sejteken végeztiik el. Minden eseteben a
sejtekrdl eltavolitottuk a médiumot és 2-szer mostuk dket PBS oldattal, amit 15 perces fixalas
kovetett 4%-os neutrdlisan pufferelt formaldehiddel szobahdmérsékleten. Morfologiai
vizsgalatainkhoz a fixalast kdvetéen a sejteket hematoxilinnal festettilk 2 percig, melyet 5
percig deritettiink csapvizzel, ezutdn pedig szintén 2 percig eozin festéket tettiink a

tenyészetekre.



Az immuncitokémiai vizsgalatainkhoz a fixalast kovetden eldszor az endogén peroxidazokat
blokkoltuk, majd a sejtmembranok permeabilizalasat és a nem specifikus fehérjék blokkolasat
végeztiik el. Az 1% BSA-ban higitott elsdédleges antitestekkel (hasitott kaszpaz-3, citokrom
C) 2 oran keresztiil inkubaltuk a mintdkat, ami utan a mintakat nyal IgG-t felismerd,
kecskében termelt polimer-peroxidaz konjugatummal jeloltiik. A chromogén reakciot DAB
chromogén/hidrogén-peroxid szubsztrat kittel végzett eldhivassal tettiik lathatova, majd 3x3
perces mosas utdn hematoxilinnal magfestést is végeztiink. Az elkésziilt reakcidkat tartalmazé
feddlemezeket viztelenitettiik €s targylemezekre boritva fedtiik le. A reakcidkat digitalizaltuk,

a hasitott kaszpaz-3 reakciot QuantCenter képanalizis szoftver segitségével kvantifikaltuk.
Sejtviabilitas elemzés resazurin probaval

Kontroll és mEHT kezelt sejteket iiltettiink ki 96 lyuku sejttenyésztd edénybe 10* sejt/200 pl
konentracioban lyukanként. A médiumba 0-t61 100 uM GEM-t adagoltunk soronként a
sejtekhez, majd azokat 24, 48 és 72 oran keresztiil inkubalva tenyésztettiik. A resazurin sot
0,3 mg/ml koncentraciéban PBS-ben oldottuk fel, amit a kisérletek soran 10x-esre higitottunk
a sejteken 1évé médiumban. A 2 6rés inkubaciot kovetden megmértiik az atalakitott resorufin

jelintenzitast és a kontroll csoporthoz viszonyitva hataroztuk meg a sejtek éltképességét.
Aramlisi citometria mérések

A kezeléseket kovetden eldszor begytijtottiik a sejtek feliiliszojat és utdna a letapadt sejteket
tripszines kezeléssel oldottuk le a feddlemezekrél, vagy a sejttenyésztd edény aljardl. A
sejtciklus méréseinkhez a sejtpelletet -12°C-on etanollal fixaltuk egy éjszakan at. Mosasi
lépés utan RNaseA-t és propidium-jodidot (PI) elegyitettiink PBS-be és 4°C-on 60 percig
inkubaltuk. Az apoptotikus €s nektrotikus sejtek jelolésére Alexa Fluor 647 Annexin V
fehérjét és PI festéket higitottunk Annexin V pufferbe és 15 percig inkubaltuk a sejteket
szobahdmérsékleten. Az aktivalt/foszforilalt AKT fehérje méréseinkhez a sejteket tripszinezés
¢s mosas utan paraformaldehidbdl készitett 10%-os formalinban fixaltuk 4°C-on. Tween-20
tartalmt PBS-el permeabilizaltuk, monoklonalis, phospho-Akt specifikus els6dleges
antitesttel inkubaltuk a sejteket, majd masodlagos antitestként Alexa Fluor 488-al konjugalt
kecske anti-nyal IgG-t hasznaltunk. Az inkubaciés és mosasi lépéseket kdovetden a
méréseinket CytoFLEX Flow Cytometer aramlasi citométerrel és a hozza tartoz6 CytExpert

software-el végeztiik.



Kapillaris Western blot (WES)

A letapadt sejtekbdl 24 ¢és 48 oraval az mEHT kezeléseket kovetden fehérje extrakciot
végeztiink. A WES késziiléket és az ajanlott 12-230 kDa-os Jess/Wes szeparacids csomagot a
gyart6 altal javasolt protokoll szerint hasznaltuk. BAX, p21"", HSP27 és HSP70 elsédleges
ellenanyagokat futtatdé pufferrel higitottuk a megfeleld koncentraciojira. Detektalo
reagensként a gyartdé sajat peroxidaz-enzimmel konjugdlt anti-nyal ¢és anti-egér
immunglobulin reagenseit hasznaltuk. A méréseket alapbeallitisokon végeztiik, kiértékelésiik
a késziilékbe épitett szoftver segitségével tortént, ahol az eredmények optimalizalasa

érdekében mindegyik fehérjére kiilon expozicids idot tudtunk valasztani.
Kolonia formalé préba

A daganatok rezisztencidjaban jelentds szerepet jatszo tumor progenitor sejtek egyik
tulajdonsaga, hogy kisérletes koriilmények kozott akar egysejtes szuszpenziobdl is képesek
koloniakat létrehozni. A legelterjedtebb in vitro vizsgalati modszer ezen sejtarany
megallapitdsara a kolonia formaldé proba, amikor alacsony szamban kililtetett sejteket
minimum egy hétig inkubdlunk, majd megszamoljuk a legalabb 50 sejtet tartalmazo
populacidkat. A radioterdpiaval kombindlt kisérleti sorozatunkban Pancl PDAC sejteket
letapadt allapotukban kezeltiink meg, majd az mEHT kezelés utan 24 oraval készitettiink egy
10® sejt/ml szuszpenziot, amib8l 100 mm &tmérdjii Petri csészékbe &sszesen 10* sejtet
tltettink ki. 8 nap elteltével a kolonidkat az edény aljadhoz fixaltuk majd 0,1%-0s
kristalyibolya oldattal festettiik meg és manudlisan szdmoltuk. Amikor a szuszpenziés mEHT
aplikatort hasznaltuk, akkor a sejtek kiiiltetését kozvetleniil az mEHT kezelést kdvetden
végeztiik el. Itt Pancl sejtvonalnal 10° sejt/2 ml, Capanl sejtnél pedig 10* sejt/2 ml
sejttenyésztd edényre lltettiink ki. 14 nap elteltével a kolonidkat az edények aljdhoz fixaltuk,

festettiik és manualisan szamoltuk.
Statisztikai analizis

Minden kisérletiinket legalabb 3 alkalommal végeztiik el és a legtobb esetben minimum 3
parhuzamos minta értékeit vizsgaltuk. Statisztikai analiziseink soran Kruskal-Wallis probat
végeztiink, kiegészitve Dunn-féle post hoc teszttel, tovabba T-probat vagy ANOVA tesztet

alkalmaztunk. Az elemzéseket GraphPad Prism szoftver csomaggal készitettiik.



4. Eredmények
Az mEHT citotoxikus hatasa PDAC-ben
A mono- illetve radioterapids kombinécio jelentdsen csokkenti az €16 sejtek aranyat

Pancl sejtvonalat hasznaltunk a régi tipusa mEHT (Lab-EHY 100) késziilékkel, ahol
feddlemezre ndvesztett konfluens sejtkultirat vetettiink ala  kiilonboz6 — kezelési
idOtartamoknak. A kezelt sejtkultirakat kontroll csoporthoz hasonlitottuk, melyet a kezelés
ideje alatt 37°C-on tartottunk. A sejtkultarakat tartalmazo iiveglemezeinken megfigyeltiik,
hogy mar 30 perc mEHT monoterapia képes volt a sejtek szamat csdkkenteni a kontrollhoz
képest. Minél hosszabb ideig tartott a hipertermia, annal kisebb volt a letapadt sejtek ardnya,
tovabba a legaldbb 60 percet tartd kezeléseknek aldvetett csoportokban megjelentek az
apoptoézisra jellemz6 piknotikus, toredezett sejtmagok. Ezen megfigyeléseinket kovetden, a 60
perces kezelést valasztottuk standard mEHT terapidnak és kombindaltuk radioterapiaval. Négy
csoportot kiillonboztettiink igy meg: kontroll, mEHT monoterapiaval kezelt, Rth — csak
radioterapiaval kezelt sejtek, illetve Rth+mEHT kombinalt kezelt, ahol a besugarzast kovetd
fél 6ran beliil elkezdtiik a standard 60 perc mEHT kezelést. A kezelések utan azt tapasztaltuk,
hogy az 60 perces mEHT radioterapidt kovetden vagy anélkiil, az ¢l sejtek aranyat

szignifikansan lecsokkentette a kontrollhoz képest.
Gemcitabinnal kombindlva a mEHT csokkenti a PDAC sejtek ¢€letképességét

Az (j tipusu Lab-EHY 200 késziilékkel szuszpenzid formajaban kezeltiik a sejteket 60 perc
MEHT-val, 2-3 W energiabevitellel Pancl kemoterapiara rezisztens és Capanl kemoterapiara
érzékeny vonalon is. El6szor teszteltiik a megfeleld LD20 és LD50 GEM doézist mindkét
sejtvonalon. Resazurin probat hasznaltunk viabilitds mérésre €s 0-10.000 nM kozotti GEM
dozist alkalmaztunk a sejteken, majd 24, 48, illetve 72 o6ran keresztiil inkubaltuk Oket.
Mindkét sejtvonalnal megfigyelhetd volt, hogy hosszabb kezelésnél erdsebb volt a GEM
hatas, mint 24 6ranal. Capanl esetében 0,5 nM GEM alkalmazasakor 48 6randl értiink el
20%-o0s viabilitas csokkenést, Pancl esetében pedig 100 nM GEM-et kellett alkalmazni
hasonld hatés eléréséhez. A potencidlis komplementer hatas tesztelése érdekében az eldre
MEHT-val kezelt sejtekhez hozzaadtuk a fent emlitett GEM dozisokat és 48 6ra mulva szintén
elvégeztiik a viabilitds probat. Capanl sejtvonal esetében az mEHT mar onmagéaban is
statisztikailag szignifikans viabilitas csokkenést okozott a kontroll csoporthoz képest, de 0,5
nM GEM kezeléssel kombinalva az életképes sejtek aranya 60%-ra esett 48 o6ranal. Pancl

sejtvonalnal az mEHT monoterdpia nem bizonyult ennyire hatdsosnak, azonban a kombinalt
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mEHT+100 nM GEM kezelés mar képes volt statisztikailag szignifikans viabilitas csokkenést

okozni a kontrollhoz viszonyitva.
Az mEHT kaszpaz-fiiggé apoptozist okoz PDAC sejtekben

Radioterapiapia ¢s mEHT kombinacio jelentdsen emeli a kaszpaz-aktivalt apoptotikus testek

aranyat

Aramlasi citometriaval elkiilonitettiik az 616, korai és késéi apoptozisban 1évé sejteket,
tovabba a nekrozis kovetkezében keletkezett sejttormeléket. Méréseink soran azt tapasztaltuk,
hogy az mEHT ¢és Rth+mEHT csoportokban mérsékelten megemelkedett az apoptozis arany a
kontroll és az Rth csoportokhoz képest, mely emelkedést féleg a korai apoptozisban 1€vo
sejtek szama okozta. Ezek utan korabbi eredményeinkre alapozva, immuncitokémiai eljarassal
in situ vizsgaltuk a kaszpazfiiggd apoptozis mértékét a hasitott/aktivalt kaszpaz-3 fehérje
expresszidjanak kimutatasaval, 24 Ooraval a kezelések utan. Szignifikdnsan magasabb
hanyadban talaltunk sejtmagi pozitivitast az Rth+mEHT csoportban ugy a kontrollhoz (p =
0,047), mint a sugarterapiaban részesiilt csoporthoz képest (p = 0,028).

Az mEHT kemoterapiaval kombinélva els6sorban az intrinsic itvonalon keresztiil aktivélta a

kaszpaz-3-at

Elvégeztik az aramlasi citometrids méréseinket Pancl ¢és Capanl sejtszuszpenzidkon
alkalmazott mEHT kezelést kovetden is. Méréseink soran azt tapasztaltuk, hogy a Capanl
sejtekben szignifikdnsan megemelkedett az apoptdzis ardnya az mEHT és mEHT+0,5 nM
GEM kezelt sejtekben a kontrollhoz képest 24 és 48 Oranal is. A 48 6ras mintavételeink soran
az apoptozis emelkedés mellett szignifikans €16 sejt populacid csokkenés is megfigyelhetd
volt mindharom kezelést kovetden. A Pancl sejtekben, hasonléan a radioterapids
kisérleteinkhez, 24 oOras mintavételnél az mEHT szignifikansan megemelte az apoptozis
aranyat a kontrollhoz képest (p = 0,02). Hasonld szignifikancidval emelkedett meg az
mEHT+12 nM GEM kezelt sejtekben is az apoptotikus testek szama a kontrollhoz képest (p =
0,04), ugyanakkor az €16 sejtek szama aranyosan kevesebbnek bizonyult. 48 o6raval az mEHT
kezelés utdn azonban, a hatas jelentésen csokkent €s a kombinalt kezelés sem volt képes
szignifikans apoptozist kivaltani a sejtekben. A radioterdpas kombindcidkhoz hasonloan
elvégeztiik a hasitott kaszpaz-3 immuncitokémiai reakciot mEHT+GEM terapiat kovetden is
mindkét sejtvonalon. Kiegészitettilk tovabba a kaszpaz-3 aktivaldsaban szerepet jatszo
citokrom C és BAX fehérje expresszidjanak vizsgalatdval. A szuszpenzios mEHT kezelés

utan 48 oraval a Capanl sejtekben statisztikailag szignifikans hasitott kaszpaz-3 emelkedést
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tapasztaltunk a kontrollhoz képest. Pancl sejtvonalndl a 24 o6rads mintavételkor szintén
emelkedett hasitott kaszpaz-3 magi pozitivitdst mértiink az mEHT és a GEM monoterdpidban
részesilld 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
oraval a hokezelést kovetéen a Capanl-hez hasonldan szignifikans volt a hasitott kaszpaz-3
emelkedés az mEHT+ 100 nM GEM csoportban a kontrollhoz képest, sét a 100 nM GEM
monoterapiat kovetden megmaradt a szignifikdnsan emelkedett magi pozitivitads. A citokrom
C ¢és BAX fehérjék szemikvantitativ analizisét is elvégeztiik, ahol jelentés BAX pro-
apoptotikus fehérje emelkedést taldltunk az mEHT monoterapidval kezelt Pancl sejtvonalon
24 o6raval 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

diffaz citoplazmatikus pozitivitassa alakul az mEHT+GEM kezelt sejtekben.

Az mEHT radio- és kemoterapiaval kombinalva képes csokkenteni a koléniaképzé

sejtek aranyat

Letapaddé Pancl sejtkulturdkat kezeltiink 60 perc mEHT-val, besugarzast kovetden.
Meéréseink alapjan az mEHT és 2 Gy besugarzas monoterapidban enyhe koloniaszdm
csokkenést okozott a kontrollhoz képest, azonban amikor a két eljarast kombindcidban
alkalmaztuk, akkor a koloniaszam csokkenés statisztikailag szignifikans volt. Hasonlo elvet
kovettiink a Capanl és Ujra a Pancl sejtkultirak szuszpenzioban valdo mEHT kezelését
kovetden: az egysejtes szuszpenziokhoz hozzaadtunk 0,5 nM illetve 12 nM GEM-t 48 6ran
keresztiil. A GEM kezelés elteltével sejtteny€sztd médiumot cseréltiink és tovabbi 12 napig
inkubaltuk a sejteket. Alacsonyabb koloniaképzd sejtszamot detektaltunk az mEHT
monoterapia esetében mindkét sejtvonalnal a kontrollhoz viszonyitva, 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 a kontroll csoporthoz képest.
Az mEHT képes blokkolni a sejtciklust G1 illetve S és G2/M fazisban

A letapadd Pancl sejtkultirdn végzett méréseink alapjan statisztikailag szignifikansan
megemelkedett az apoptozist jelold SubGl fazisban 1év0 sejtek aranya 24 oraval mEHT és

Rth+mEHT kezelések utan a kontrollhoz képest, mig a csak besugarzott sejtekben ez a
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szubpopulacié nem mutatott jelentds valtozast. A SubG1 fazis emelkedésével egyidejiileg a
G1 fazisban 1év6 sejtek aranya szignifikansan lecsokkent az mEHT-val kezelt csoportban a
kontrollhoz képest. Az S és G2/M fazisban 1évo sejtek ardnya nem mutatott jelentOs eltérést
egyik kezelést kovetden sem. A Capanl sejteket mEHT terapiat kovetden GEM kezelésnek
vetettiik ald. Bar sejtciklus vizsgélataink soran a 24 6rds mintavételek nem mutattak jelentds
eltérést a csoportok kozott, a 48 oOrds mintavételeknél statisztikailag szignifikans SubGl
emelkedést mértiink mEHT monoterapiaval kezelt sejteken, és az mEHT+GEM csoportban a
kontrollhoz képest. Ezzel egyidejileg a G1, S és G2/M fazisban 1évé sejtek szédma
szignifikansan lecsokkent az emlitett csoportokban a kontrollhoz viszonyitva. A Pancl
sejtvonal esetében szintén megfigyelhetd volt a SubG1 fazist sejtek szdmanak emelkedése az
mEHT ¢s mEHT+GEM csoportokban a kontrolhoz képest, de a statisztikailag szignifikdns
szintet ezlttal 24 o6randl sikeriilt kimutatni. A kordbban tapasztalt G1 fazis csokkenést mEHT
monoterdpandl nem sikeriilt demonstralni az 0j tipusu applikator hasznalatakor, azonban
szignifikansan alacsonyabb G2/M fézisu sejtszamot mértiink 24 6ranal és S fazist 48 oranal, a

kettds kezelt sejtekben a kontrollhoz képest.

Az AKT és a p21"3" fehérjék szerepe a sejtciklusblokkban kezeléseket kovetden

1 wafl

Radioterdpiaval kombinalva az mEHT p2 emelkedés sordn gatolja az AKT aktivacigjat

Fehérje szinten vizsgaltunk a sejtciklus regulator fehérjék (cyclin dependens-kinaz 4, cyclin
A, geminin, phospho-Akt/ser473 és p21"™) kifejezddését, melyek koziil a p21"a1 és az
aktivalt AKT szerepe volt jelentds a sejtciklus valtozasokban. A besugarzott Pancl sejtek
mEHT kezelését kovetden, a vizsgalt AKT szintje szignifikdnsan alacsonyabb volt a
kontrollhoz képest. Ezzel egyidejiileg a p21"3 fehérje mennyisége jelentdsen megemelkedett

a kettds kezelésnek alavetett sejtekben a kontrollhoz viszonyitva.
Az mEHT kemoterdpias kombinacié soran is emeli a p21"®™ fehérje szintet a sejtekben

A szuszpenzios mEHT rendszeren elvégzett kisérleteink, a kemoterapids kezeléssel
kombinalva, Capanl sejtekben 48 o6ranal szintén szignifikinsan magasabb p21"3" fehérje

szinteket mutatott az mEHT+0,5 nM GEM kezelt csoportban a kontrollhoz képest. Pancl

1 wafl

sejtekben visszaigazoltuk a mEHT altal okozott p2 emelkedést 24 6ranal, ami elérte a

statisztikailag szignifikdns szintet mEHT+12 nM GEM esetében. A 48 o6rds Pancl
mintavételeknél ismételten megfigyelhetd volt a hatds elhalvanyuldsa, jelentés p21%af

emelkedés nem volt detektalhato egyik kezelés soran sem.
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Hoésokk fehérje expresszio valtozasa mEHT kezelést kovetéen

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 kezelt csoportban a HSP27 és a HSP70 is legalabb 2x
magasabb szintet ért el. Hasonl6 mddon, a Pancl sejtekben mEHT kezelését kovetden 24
oraval szignifikansan 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, és itt azt tapasztaltuk, hogy szinte normalizalodni latszott mindkét hdsokk
fehérje, kivéve az mEHT+100 nM GEM-ben, ahol a HSP27 szintje még mindig

szignifikdnsan magasabb volt, mint a kontrollcsoportban.
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6. Kovetkeztetések

Munkank célja az mEHT kezelés hatasanak vizsgalata volt radio- illetve kemorezisztens
PDAC sejtvonalakon 6nmagéban vagy kombinalt kezelések alkalmaval. Az eredményeinkbdl

levonhat6 alabbi kovetkeztetések ) megfigyeléseknek tekinthetdk:

o A korszerli hipertermids késziilékeket haszndlva, fokuszaltan tudunk ~42°C-0s
hémérsékleten tumorsejtkarosodast kivaltani PDAC sejtekben in vitro. Az mEHT kezelés mar
monoterapiaban is jelentds életképesség csokkenést okoz rovidtavon radio- és kemoterapiara

ellenalld Pancl sejtekben, tovabba gemcitabin érzékeny Capanl sejtekben is.

o Mindkét sejtvonalban az mEHT-val kombindlt radioterdpia és kemoterapia is
jelentésen intenzivebb életképesség csokkenést és apoptozist eredményezett, mint e kezelési

formak barmelyike monoterapidban.

o Mindkét sejtvonalban a kezelések a mitokondriumbol citokrom C felszabadulast
okoztak, ami aktivalta a végrehajté kaszpaz-3 enzimfehérjét €s a sejtek apotdzisahoz vezetett.
Ezt mEHT kezelés utan a hasitott/aktivalt kaszpdz-3 pozitiv tumorsejtmagok, illetve a szub-
Gl frakcié mennyiségének szignifikans emelkedésével igazoltuk immuncitokémiai, illetve
aramlési citometriai modszerrel, ami kombinalt kezelések utdn még markénsabban

jelentkezett.

o GEM-érzékeny Capanl sejtvonalban mEHT+GEM kombinalt kezelés utan emelkedett
apoptdzist mértiink a tumorsejt replikacio és G1 fazis sejtfrakcid csokkenése mellett. Pancl
sejtekben a megkezdett replikaciot a kezelések G1 fazisnal blokkoltdk, ami a ciklinfliggd
kinaz gatlo p21wafl fehérje expresszio emelkedése mellett az S és G2/M sejtciklus frakciok

csokkenését eredményezte.

o PDAC tumorokban a hdsokkfehérje (HSP27 és HSP70) expresszio mEHT kezelés
okozta 2-3x-os emelkedése lehetdséget kinal célzott HSP elleni terapiara, ami tovabb

tamogathatja GEM kezelés hatékonysagat és igy a rezisztencia kivédését.
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