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1. Bevezetés

A modulalt elektro-hipertermia (MEHT: masnéven ,,oncothermia”) egy nem-invaziv
komplementer kezelés a kemo- ¢és radioterapiakhoz. Az mEHT 13.56 MHz-es
radiofrekvencidval 1étrehozott elektromagneses teret general, amely azonnal képes penetralni
a daganatokba, ahol 42°C-on limitalt hdmérsékleten hésokk- és stresszvalaszt indukal a
sejtekben. Az elektromos mezé vélhetéen a sejtmembranok lipid-raftjaival és
receptormolekuldival is interaktal. Az mEHT tumor-szelektivitasa a daganatok normalhoz
szovetekhez viszonyitott magasabb gliikozfelvételén (az FDG-PET CT moddszerhez is
felhasznaljak), gliikolizisén (Warburg effektus), extracellularis ion-koncentracidjan, valamint
vezetOképességén alapul.

A loko-regionalis mEHT kezelés kemo- és sugarterapiaval valé kombinaciojat mar
gliomak, lagyrész szarkomak, méhnyak, colorectalis és emld daganatok esetében is
alkalmaztdk. Az mEHT terapidkat tobb orszag tarsadalombiztositdsa is timogatja, ilyenek pl.:
Németorszag, Svajc, Olaszorszag, Kanada, Dél-Korea és Japan. A modszer daganat-karosito
hatasmechanizmusa és molekularis hattere azonban nem teljesen tisztazott, igy ezek jobb
megértése érdekében in vitro és in vivo modelleket allitottunk be.

A C26 egér eredetli agressziv colorectalis adenocarcinoma sejtvonalat valasztottuk az
MEHT tanulmanyozasara, mivel a colrectalis tumorok vilagszerte a legsulyosabb
malignitasok kozé tartoznak. Evente tobb mint 1,2 milli6 0j beteget jegyeznek, és még tavoli
attétek hianyaban is a miitéti eltavolitas utan az esetek legalabb 50%-ban relapszus torténik.
Sajnos azonban a diagndzis id6pontjaban mar a paciensek 20%-aban talalhatoak
metasztazisok. Bar az 5 éves tulélés a lokalizalt daganatokkal rendelkezdknél 90% feletti, ez
hirtelen lecsokken 12% ala azokban a betegekben, akikben a tumorok attétet adtak.

A doktori értekezés munkajaban C26 sejtvonalon vizsgaltuk az mEHT hatasara 1étrejovo
sejt stresszt, apoptozist és sériilés-asszocialt molekularis mintazatok (DAMP) molekularis
hatterét. In vitro modellen kombinaltuk az mEHT-t doxorubicin kezeléssel (Dox), egy
antraciklin anti-tumor antibiotikummal, amelyet gyakran hasznalnak elsé-vonalbeli
kemoterapiaként. A tumorokat mind a proliferald sejtek DNS hibajavitasanak gatladsan, mind
pedig reaktiv oxigéngyok képzés révén képes karositani, bar hasznalata a kardiotoxicitas
veszélyét hordozza. A kombinalt alkalmazas célja volt, hogy a Dox tumor-ellenes hatasat
segitse, ami lehetové tenné a készitmény alacsonyabb koncentracioban vald hasznalatat €s a
mellékhatasok csokkentését.

Az mEHT-val valé el6kezelésrdl leirtak, hogy eldsegiti a tumor-antigénnel aktivalt

dendritikus sejtekkel végzett immunterdpiat, amely tamogatja a T-sejt, makrofag €s eozinofil



leukocita invaziét a daganatokba. Ezért a C26 allograft modellen teszteltik az mEHT
lehetséges immun promotald hatasat, amely a tavoli tumorok karosodasahoz is hozzajarulhat.
Az mEHT hatas-mechanizmusanak jobb megértése segitheti a kemo- és sugar-terapiakkal,

esetleg célzott onkoterapiakkal val6 hatékonyabb kombinaciok megtervezését.

2. Célkitiizés
Munkam soran célul tliztem ki az mEHT indukalt tumor-karosodas molekularis hattér-
mechanizmusanak vizsgalatat C26 colorectalis adenocarcinoma sejtvonalon, tekintettel:

e Az mEHT altal kivaltott sejt-stresszre és —halalra in vitro.

e A doxorubicin 6nmagaban ¢s mEHT-val kombinalt tumorsejt-pusztitd hatasara in
vitro.

e Az mEHT indukalt sejt-stresszre ¢és programozott sejthaldlra immunkompetens
BALB/c egerek C26 tumor allograftjaiban.

e Az invitro és in vivo modellek kompatibilitasara.

e A DAMP jelatviteli molekulak tér és idobeli expresszidjara a loko-regionalis mEHT
kezelést kapott tumorokban.

e Az immunsejtek megjelenésére a kezelt tumorokban és azok koriil, valamint ezek

kapcsolatara a daganat-karosodasra, azaz az mEHT szisztémas tumor-ellenes hatasara.

3. Médszerek

Sejt tenyésztés: Az in vitro és in vivo kisérleti modellekhez egyarant C26 egér colorectalis
adenocarcinoma sejtvonalat hasznaltunk.

In vitro doxorubicin és modulalt elektro-hipertermia kezelések: A feddlemezekre
novesztett szubkonfluens sejtkulturakat 2x30 percig, 120 perc sziinettel, 42°C-0s mEHT-val
kezeltiik két parhuzamos kondenzorlemez kozott egy Lab-EHY 100 késziilékkel. A masodik
kezelés utan a sejttenyészeteket friss médiumba helyeztiik, ami kombinalt kezelés esetén a 1
uM doxorubicint is tartalmazott (Dox+mEHT). Az mEHT-val nem kezelt kontrol tenyészetek
is friss médiumba kertiltek, mig a doxorubicin monoterapia (Dox) esetén ugyancsak 1 uM
doxorubicint adtunk a tapkozeghez.

gRT-PCR: Az mRNS mintakat 1, 3, 9, 24 6raval az mEHT kezelés utan Kivontuk és
kvantitativ RT-PCR segitségével mértikk az RpLp0 (haztartasi gén), PUMA, BAX, BAK1,
XIAP, BCL-2, BCL-XL és P21 célgének expresszidjat. A vizsgalt géntermékek mennyiségét

2-AACT

az RpLpO-hoz viszonyitott szorzofaktorként adtuk meg, amelyet modszerrel

definialtunk.



Eletképesség és doxorubicin felvétel mérések: A resazurin-rezorufin konverzion alapuld
viabilitds méréseket 24 és 48 oraval a kezelések utan hajtottuk végre. A Dox felvétel
meghatdrozasahoz 24 oraval az mEHT kezelés utdn mintakat gyijtottiink a sejttenyészetek
médiumabol és fluoreszcens intenzitasukat 530/590 és 570/590 nm (excitacios/emisszios)
sziir6parok segitségével fluoriméteren mértik.

Apoptotozis-nekrozis arany meghatarozasa: 24 oraval a kezelést kovetden a feliiluszok
¢és a sejtkulturdk begytjtésre keriiltek. Az apoptotikus és nekrotikus frakcid azonositdsara
FITC-Annexin V (z6ld) és propidium-jodid (piros) jelolést hasznaltunk, majd a mintakat
aramlasos sejtszamlaloval analizaltuk.

Sejtciklus és szubG: frakcié analizis: A sejtciklusban bekovetkezett valtozasokat és az
apoptozis termindcidjanak vizsgalatat egyarant propidium-jodid festéssel és aramlasos
sejtszamlaloval végeztiik.

Polarizalt membran festés: A mitokondrialis membran-ingegritds méréséhez 3,3'-
dihexiloxakarbocianin jodid (DiOC6) festés nyoman aramlasos sejtszamlalot hasznaltunk.

Immunfestés aramlasos sejtszamlilashoz: 24 oraval az mEHT kezelést kovetden a
felilluszokat és a sejteket begyljtottik, majd Biirker-kamraban szamoltuk. A sejtek
paraformaldehides fixalasat és permeabilizalasat Alexa Fluor® 488 konjugalt nytl
monoklondlis foszfo-Akt>®™"3 konjugalatlan hasitott kaszpaz-8°"%%" vagy foszfo-p535¢1>
ellenanyagokkal torténé immunjeldlés kovetett. A fluoreszcensen nem jeldlt ellenanyagokat
Alexa Fluor 488® konjugalt nyal IgG antitesttel detektiltuk. A negativ kontrollokon
els6dleges immunjel6lés nem volt.

Immuncitokémia, hematoxilin-eozin festés és képanalizis: Paraformaldehid-fixalt és
permeabilizalt sejtkultirdkon hematoxilin-eozin ¢és immunfestés tortént a kovetkezd cél-
fehérjékre: kalretikulin, hasitott kaszpaz-3, Hsp70, foszfo-H2AXy>*13 s p53. A detekciohoz
immunfluoreszcenciat és kromogén reakciot hasznaltunk. A fedélemezre novesztett kultirakat
targylemezekre fedtiik, majd digitalizaltuk a Quant center szoftverrel végzett kiértékeléshez.

Koléniaképzé proba: 24 oraval a kezelések utan 6 lyuka szovettenyésztd edényekre
tltettiik 500 sejt/lyuk stiriiséggel a kultarakat, majd tovabbi 10 napig ndévesztettiik, majd
fixalas és kristaly-ibolya festést kovetden leszamoltuk a tumor-progenitor koloniakat.

In vivo tumor modell: Immunkompetens 6 hetes néstény BALB/c egerek mindkét
szimmetrikusan elhelyezkedé tumorok atméréje elérte a kezelésekhez megfeleld
hozzavetdlegesen 1,5 cm-t.

In vivo modulalt elektro-hipertermiaval és Marsdenia tenacissima extraktummal
(MTE) valé kezelés: A szimmetrikus C26 allograftok koziil a jobb labon elhelyezkedd



tumorok két parhuzamos elektromos kondenzatorlemez (elektrod) altal kozrefogva egyszeri
mEHT kezelést kaptak (mEHTjobn). A bal 1ab tumorjai szolgaltak kezeletlen endogén
kontrollként (mEHTpa) és a szisztémas hatas vizsgalatdnak alapjaul. Az mEHTjonb
intratumoralis homérsékletét optikai hdszenzorral mértiik és 42+0.5°C-os hdmérsékleten
temperaltuk. A felsé elektrod alatti rész szubkutdn homérséklete kb. 40°C és a rektalis
hémérséklet kb. 37°C volt a kezelések alatt. A klorogénsavban gazdag Marsdenia tenacissima
novény extraktumardl (MTE) kimutattak, hogy nodveli a tumorok kemo-szenzitivitasat és
elésegiti a T-sejt aktivaciot. Az MTE-kezelt allatok 7.5 ml/kg MTE-t Kkaptak
intraperitonealisan. Az mEHT+MTE kombinalt terapiat kapott allatoknal az MTE beadasa 30
perccel kovette az mEHT kezelést (ezen allatok mEHT kezeletlen és kezelt tumorai rendre:
MEHT+MTEpa és mEHT+MTEjomb). Az al-kezelésben részesiilt kontroll allatoknal
reprodukdltuk az mEHT csoport kisérletes koriilményeit azzal a kiilonbséggel, hogy az
elektromos kor kikapcsolt allapotban volt. A tumormintakat a kezeléseket kovetéen a 12, 24,
48 és 72 ora mulva termindlt allatokbol gyijtottiik be, melyeket formalinban fixaltunk,
dehidrataltuk és paraffinba agyaztuk.

Immunhisztokémia és TUNEL préba: Mind a teljes keresztmetszetek mind pedig a
szoveti multiblokkokbol (TMA) késziilt metszeteket felhasznaltuk immunhisztokémiai
vizsgalatokra a kovetkezd célfehérjék vizsgalatara: AIF, Bax, kalretikulin, CD3, hasitott
kaszpaz-3, hasitott kaszpaz-8, citokrom-c, FoxP3, HMGB1, Hsp70, S100. A metszeteket
digitalizaltuk és a Quant center szoftver moduljaival elemeztiik.

Tumor karosodas mérése: A tumorok teljes keresztmetszetein hematoxilin-eozin festést
végeztiink majd digitalis metszeteken a szinintenzitas alapjan a daganatszovet teljes (,,whole™:
W) ¢és karosodott (,,damaged”: D) teriiletetének ardnyaban kalkulaltuk a tumor destrukcids
ratat (TDR=W/D).

Statisztikak: Az in vitro eredmények parametrikus értékeinek statisztikai analizisé¢hez
fliggetlen két-mintas t-tesztet hasznaltunk a Microsoft Excel software Analysis ToolPak
bévitménye segitségével. A nem-parametrikus valtozokhoz a Kuskal-Wallis teszt mellé paros
Osszehasonlitasra a Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztuk. Az in vivo kisérletek adataihoz

nem-parametrikus analizist hasznaltunk, majd Dunn post hoc tesztet Bonferroni korrekcioval.



4. Eredmények

4.1. In vitro mMEHT monoterapia

Szub-konfluens C26 sejtkultirakon 24 o6raval a 2x30 perces mEHT (42°C) kezelést
kovetden a kalretikulin expresszidja és membran-relokalizacioja az endoplazmas retikulumbol
szignifikdnsan megemelkedett, tovabba a membranok hoélyagosodésa is megfigyelhetd volt.
Az er6s Hsp70 pozitiv festddést mutatd sejtek szdma is jelentdsen megnétt. A hasitott
kaszpaz-8 pozitiv sejtfrakcido median intenzitdsa szignifikdnsan megemelkedett, mig az intakt
mitokondrialis membranok jelolésére alkalmas polarizalt membran-festek, a DiOC6
fluoreszcens erdssége szignifikansan csokkent az mEHT utan.

Az mEHT monoterapia nagymértékii csokkenést okozott az anti-apoptotikus BCL-2, BCL-
XL és XIAP mRNS szintekben 1 és 3 oraval a kezelés utan, mig a pro-apoptotikus BAX
ugyancsak mérsékelt, de tartdos emelkedést mutatott 1 és 9 oranal. A pro-apoptotikus PUMA
¢s ciklin-fliggd kindz inhibitor P21 transzkripcidja ugyancsak szignifikdnsan megnétt 1, 3 és 9
oraval a kezelés utan. Ezeket a valtozasokat a kezelt kulturakban a hasitott/aktivalt kaszpaz-3
pozitiv tumorsejtek denzitdsdnak emelkedése kisérte.

A koloniaképzd proba segitségével megfigyeltiik, hogy a tumor ds/progenitor sejtekbdl

formalodo kolonidk szama szignifikdnsan csokkent az mEHT monoterdpia utdn.

4.2. In vitro doxorubicin kezelés mEHT-val kombinalva

24 ¢6raval az mEHT-t kovetden a sejtek kontrollhoz viszonyitott relativ életképessége
87.35+6.36%-ra csokkent, mig a Dox kezelés utan 56.92+2.62-ra ¢s a kombindlt protokoll
nyoman 25.00+£3.31%-ra redukalodott. 48 oraval a kezelések utan a sejt-viabilitas tovabb
csokkent 78.82+5.84%-ra az mEHT esetén, 29.06+1.89%-ra a Dox esetén és 13.17+2.48%-ra
a kombinalt kezelés utan. A tulélo sejtek szama korrelalt a resazurin probaval.

Az mEHT Dox-al valé kombinacidja a sejttenyészetek feliiluszojaban 0.70+0.07-szeres
drog fokozott felvételére utalt.

A Dox 1 uM koncentraciéban egyediil és mEHT-val kombinalva is a tumor progenitor
koloniak teljes eltlinését okozta.

A sejt-taléléshez kothetd Akt kindz aktivaciojat a foszfo-AktS™7 pozitiv sejt-frakcioval
kvantitaltuk, amely erds csokkend tendenciat mutatott mind az mEHT mind pedig a
Dox+mEHT kezeléseket kovetden a kontrollhoz és a Dox-hoz képest. Ugyanekkor az aktivalt
tumor-szupresszor ~ foszfo-p53%%°  protein  pozitiv  sejtpopulaciok  szignifikAnsan

megnovekedtek mindegyik kezelést kovetden. Ezekben a mintdkban immuncitokémia



segitségével tobb olyan sejt volt megfigyelhetd, amelyekben a p53 fehérje nukleralis
transzlokaciot mutatott, ez pedig a p53 funkcionalis aktivacidjara utalt.

Az mEHT monoterdpia szignifikdnsan megndvelte az apoptotikus sejtfrakcidé méretét
(14.53+£2.99%) a kezeletlen kontroll kultirdkhoz képest (1.94+0.36%). A Dox kezelés
azonban nem okozott szignifikans valtozast (2.31+£0.73%). Ez a megfigyelés Osszefliggésben
allt azzal, hogy az mEHT+Dox kezelés hasonlo véltozast okozott az apoptotikus sejt-
populacid aranyaban (16.67+£3.69%), mint az mEHT monoterdpia. Nekrotikus sejtfrakciot a
kontroll tenyészetekben is detektaltunk (6.24+2.64%), amely nagyobb mértékben ndvekedett
a Dox kezelés hatasara (11.18+1.50%), mint az mEHT (9.84+1.25%) utan és ez kumulalodott
a kombinalt kezelés hatasara (20.63+11.36%).

Az apoptozishoz kothetd subGi-fazisban detektalhatd fragmentéalt DNS tartalmu sejtfrakcio
1.92+0.16%-10l szignifikdnsan megemelkedett 16.47+1.64%-ra az mEHT, 3.13+0.94%-ra a
Dox és 17.2742.99%-ra a kombinalt MEHT+Dox kezelések utan. A DNS duplaszala toréseket
a sejtmagban, a megndvekedett intenzitasi H2AXy immunreakcié indikalta, amely mind az
MEHT monoterapia mind pedig a kombindlt MEHT+Dox kezelés esetén kimutathatd volt.

A Gi-fazist mutatd sejtek mennyisége szignifikdnsan csokkent az mEHT, a Dox és az
MEHT+Dox kezelések utdn is. Az S-fazisban detektalt sejtpopuldciok mérete csak a Dox
kezelést kovetden csokkent, mig a Gz-ben 1évoké minden kezelés hatisara megndétt, ezek
kozil is leginkabb a Dox csoportban. Az mEHT+Dox kezelés G, értékei a monoterapidk

egyedi eredményei koz¢ estek.

4.3. Lokalis mEHT és szisztémas MTE kezelés in vivo

A kezeléseket kovetd 24-72 ora utan a TDR szignifikansan magasabb volt az mEHT-kezelt
(MEHTjoo) tumorokban, mint a kezeletlen oldalon (mMEHTwa), vagy a kontrollokban.
Ugyanekkor a kombinalt terapia (MEHT+MTE) nemcsak a kezelt oldalon (NEHT+MTEjobb),
hanem a kezeletlen oldal (MEHT+MTEypa) tumorjaiban is karosodast okozott. Az MTE adasa
onmagaban elhanyagolhat6 hatést fejtett ki.

A sejtmagi kromatin-kondenzacié és az apoptotikus testek nagy kiterjedésben vald
megjelenése 24 oraval mEHT kezelést kovetden a programozott sejthalalt indikalta. Ezt a
fragmentalt DNS-tartalmit TUNEL pozitiv sejtmagok detektalasa is alatamasztotta, melyek
szamaban szignifikans emelkedést figyeltiink meg az MEHT obn, Valamint az mEHT+MTEjoun
¢s MEHT+MTEpa tumorokban a kontrollokhoz és az MEHTpai-hoz képest.

12-24 oraval a kezelést kovetéen az mEHT a Bax és citokrom c¢ fehérjék
mitokondriumokbdl a citoplazmaba torténd felszabadulasat okozta a kezelt (MEHT onb)

tumorokban mind a mono-, mind pedig a kombinalt kezelést kapott allatokban is. A 48 és 72



oras id6pontokban a kombinalt kezelés utan az mEHT-t nem kapott tumorokban
(MEHT+MTEpa) a citokrom c szintén delokalizalodik. A kaszpaz-fiiggetlen apoptozis egyik
mediatora, az AIF semelyik terapia esetén sem mutatott relevans nuklearis transzlokaciot,
azonban 12 oraval a kezeléseket kOvet6en a hasitott/aktivalt kaszpaz-3 pozitiv sejtek
szamaban 1ényeges emelkedést figyeltiink meg. A daganatok apoptotikus és sériilt/ép hatar-
teriiletein a hasitott kaszpaz-8, kaszpaz-3 és TUNEL pozitiv sejtfrakcio jelentds atfedést
mutatott a 48-72 6ras idépontokban. Ezek a megfigyelések az intrinszik és extrinszik kaszpaz-
fliggd apoptotikus utvonalak aktivaciojat tamogatjak. Tovabba, a kezelés utan azon tumor-
sejtek magjaiban, melyek az apoptdzisnak csak enyhe morfoldgiai jeleit is mutattak, a Ki67

proliferacids marker expresszioja teljesen leallt.

4.4. Az mEHT és MTE kezelések hatiasiara megjelend stressz- és sériilés-asszocialt
molekularis mintazatok in vivo

12 o6raval a kezelések utan massziv kalretikulin relokalizacié volt megfigyelheté a
citoplazmabol a sejtmembranba, amely szignifikansan er6sebb volt az mMEHTjonn tumorokban,
mint az mEHTpa-ban, valamint az mEHT+MTEjows ¢s MEHT+MTEpar-ban is jelentdsebb volt,
mint az mEHTwa vagy kontroll allograftokban. Ezt a Hsp70 expresszidjanak ¢és
csoportokban, amely 48 dranal tetdzott. Statisztikailag jelentds kiillonbségeket detektaltunk az
MEHTjoob és mEHTha kozott; valamint mind az mEHT+MTEjob és mEHT+MTEpa s
szignifikansan magasabb értéket mutatott az mEHTwa vagy kontroll tumoroknal. A kezelés
utdn 48 oraval a HMGBI1 fehérje sejtmagbol citoplazméba valo felszabaduldsa, valamint a
karosodott teriileteken vald teljes eltiinése szignifikansan jelentésebb volt az MEHT oby,

MEHT+MTEjobh, MEHT+MTEba tumorokban, mint a kontrollok és az mEHTal eseteiben.

4.4. mEHT és MTE indukalt immunvalasz in vivo

A DAMP jelatviteli elemek megjelenése az S100 pozitiv antigénprezentald sejtek markans
az MEHT oop, mint az MEHTva vagy a kontroll tumorokban; tovabba az mEHT+MTEjon,-ban
a kontrollokhoz képest. Ugyancsak jelentdsen magasabb volt a CD3 pozitiv T-sejtek szama az
MEHTjoob és MEHT+MTEjony tumorok intakt teriiletein 72 6ranal az mEHTpa és kontroll
graftokhoz képest. Az antigénprezentalo- és T-sejt-invazido mértéke kozel szignifikansan
megemelkedett tendenciat mutatott az MEHT+MTEpa és kontroll tumorok kézott. Az ép és a

sériilt tumor-teriiletek kozt elhelyezkedd hatar-régidban massziv T-sejt infiltracios gytrii volt



lathatd, azonban a FOXP3 pozitiv regulatoros T-sejtek szama elhanyagolhatoan alacsony

maradt az 6sszes kisérleti csoportban.

5. Kovetkeztetések

Az mEHT kezelés szignifikans tumor-karosodast okozott in vitro és in vivo. Ez egyiitt jart
az anti-apoptotkus XIAP, BCL-2 és BCL-XL mRNS szintek korai csokkenésével, valamint a
pro-apoptotikus BAX és PUMA megemelkedésével in vitro. Az aktivalt kaszpaz-8 és -3
fehérjék expresszidja megnétt, mikézben a polarizalt membran-festék DiOC6 intenzitasa
csokkent, mindez pedig az extrinszik €s intrinszik apoptozis indukciojaként értelmezheto. A
foszfo-p53%erd és p21%a™ fehérjék fokozott expresszidja mellett az MEHT kezelés szignifikans
mennyiségli DNS-kettdstorést okozott, amit H2AXy marker nuklearis halmozodasa jelzett. Az
elébbiekkel 0sszefiiggésben allt a sejtciklus ledllasa (szeneszcencia) és a tumor-sejt koloniak
szamanak csokkenése. Ugyancsak in vitro, az mEHT apoptozist indukalt, mig a doxorubicin
(Dox) kezelés nekrozist. Az mEHT azonban serkentette a Dox-felvételét a sejtekbe és igy a
kombinalt alkalmazas kozel szinergikus modon csokkentette a tumorsejtek életképességét. Az
olyan sériilés-asszocialt molekularis mintazat (DAMP) fehérjék felszabadulasa, mint a Hsp70,
kalretikulin és HMGB1 hozzajarulhat az immunogén sejthalalhoz (ICD) in vivo. Ezzel
Osszhangban 4llt, hogy az egyszeri mEHT kezelés progressziv tumor-karosodashoz és a CD3+
T-sejtek (elhanyagolhatdé mennyiségli FoxP3+ regulatoros T-sejt jelenlétében) és az S100+
tumor-pusztulas volt megfigyelhet6 a lokalis mEHT kezelést nem kapott ellenoldali tumorban
is, amennyiben az mEHT-t a magas klorogénsav-tartalmt T-sejt promotaldo MTE agenssel
kombinalva alkalmaztuk, ez pedig az mEHT kezelés szisztémas anti-tumor hatasara utal.

Kovetkeztetésként vontuk le, hogy 6nmagaban az mEHT kezelés mind in vitro, mind pedig
in vivo DNS-kettéstoréseket és irreverzibilis sejt-stresszt okozott, ami kaszpaz-fliggd
apoptézishoz és sériilés-asszocidlt DAMP fehérjék felszabaduldsdhoz vezetett a C26-0S
colorectalis carcinoma modellekben. Az in vitro eredmények alapjan a p21"2™-medialt
novekedés-gatlast és apoptozist vélhetden a sejtmagban megemelkedett mennyiségli p53
indukalta. A megnétt foszfo-p53°¢™° hozzajarulhatott az mdm2 altal gatolt p53 készlet
aktivalodasahoz is. Az mEHT potencirozta a doxorubicin felvételét a tumor-sejtekbe €s annak
citotoxikus hatasat. In vivo, az egy alkalommal adott mEHT progredialé apoptoézist okozott a
tumorokban, amivel parhuzamosan megnovekedett a daganatok immunsejt infiltracidja. Az
antigénprezentald dendritikus ¢és T-sejtek felhalmozodasa valoszinlileg az immunogén

sejthaldl utvonalan keresztiil hozzajarul mind a lokalis, mind pedig a tavoli allograftokban az



idében folytonos masodlagos tumor-karosodashoz. Az mMEHT tumor-ellenes hatés-

mechanizmusanak tisztazésa segitheti a human onkoterapidk racionalisabb megtervezését.
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