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A modulalt elektrohipertermia [mEHT)
indukalta tumorkarosodas mechanizmusa
kolorektalis karcinoma modellben
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A moduldlt elektrohipertermia (mEHT) egy nem invaziv da-
ganatkezelési eljaras, melynél a 13,56 MHz radiéfrekvencias
elektromos tér szignifikansan feldusul a malignus dagana-
tokban a kornyez6 normalis szovetekhez képest. A hatas
alapja a daganatok megvaltozott metabolizmusa, vagyis hogy
oxidativ korilmények kozott is fokozott glikolizist folytatnak
(Warburg-hatas), amit emelkedett tejsav- és ionkoncentracid
kisér. Az igy kialakult fokozott vezetéképesség és a dipdlus
molekuldk dielektromos polarizacidja és surlddasa révén
a..core”-hémérséklet emelkedését okozza a tumorban, ami
a kezel6berendezéssel 42 °C-on stabilizalhatd. Az mEHT
komplementer alkalmazasa javitja a kemo-, radio- és Ujabban
a molekuléris célpontd immunoldgiai kezelések hatékonysa-
gat, a lokéalis perfazid és xenobiotikus koncentracié novelése,
a tumorhipoxia oldasa, valamint a magas laz tartomanyud
hipertermia immunfeliigyeletet tdmogaté hatasai miatt.
Korabban igazoltuk, hogy az mEHT-kezelés 6nmagaban
is rendelkezik tumorgatld/-destruald hatassal, de ennek
mechanizmusa nem volt tisztazott. Kutatasaink in vitro és in
vivo kolorektalis karcinoma modellek alkalmazasaval a mo-
lekularis hatdsmechanizmus jobb megismerését célozzak.
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adenokarcinéma, apoptoézis, karosodasi (DAMP) szignalok,
immunogén sejthalal, szisztémas abszkopalis hatas

Modulated electro-hyperthermia [mEHT] is a non-invasive
treatment modality of cancer where electric field generat-
ed by 13.56 MHz radiofrequency can selectively accumulate
in malignant tumors compared to adjacent normal tissues.
This effect is based on the metabolic shift in cancer cells
which upregulates glycolysis even under oxygenated condi-
tions (Warburg effect), resulting in elevated lactate and ion
concentration. The concomitant increased permittivity can
induce dielectric polarization and rotational friction of dipole
molecules resulting in elevated core temperature, which can
be controlled at 42 °C with the treating instrument. Comple-
mentary application of loco-regional mEHT can improve the
efficiency of chemo-, radio- and recently molecular targeted
therapies based on increasing local perfusion and xenobi-
otic concentration, resolving tumor hypoxia and improved
immune surveillance supported by high-fever range hyper-
thermia. We earlier showed that mEHT has its own tumor
inhibiting/destructing effect, however, its mechanism had
not been clarified. In this project we have investigated the
molecular mechanism of action of mEHT treatment using in
vitro and in vivo models of colorectal adenocarcinoma.
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BEVEZETES

A kolorektalis adenokarcinéma vilagszerte az egyik vezetd
daganatos halalok, ami becslések szerint tobb mint 1,2 millié
Uj megbetegedést okoz évente (1, 2). A daganatok legalabb
50%-a tavoli attét nélkil kitjul sebészi eltavolitas utan, mig
20%-uk mar tavoli metasztazissal keril felismerésre (3). Bar
a lokalizalt daganatok 5 éves tulélése ~90%, a tavoli attétes
kolorektalis rakkal diagnosztizalt eseteké ennek toredéke
csupan, 12% (4). Mivel a tradicionalis kezelési lehetéségek
esélyei - kiilonosen attétes daganatokban - alacsonyak, az
utdbbi években a gazdaszervezet tumorellenes immunvala-
szanak tamogatasa immunellendrzépont-gatlok alkalmaza-
saval kerdlt el6térbe (2, 5).

Kordbban immundeficiens egerekben kialakitott
TP53-mutans human xenograft kolorektalis karcinéma (HT29)
modellben igazoltuk, hogy az mEHT-kezelés AIF1 (apoptézis-
indukalé faktor-1) altal kézvetitett programozott sejthalalt
okoz (6, 7). A daganatpusztulas egyditt jart a karosodasin-
is, amit az éretlen T-sejtek és makrofagok felszaporodasa
kisért, utalva azimmunogén sejthalal (ICD) (8, 9] lehetdségére
mEHT-kezelés kapcsan. Az is régdta ismert, hogy a lazreak-
ci6 a gerincesek tulélési eldnyét jelentette az evollcid soran
a fert6zések és daganatok elleni hatékony immunfeliigyelet
miatt (10). Magas laztartomanynak megfeleld ,.core”-hé-
mérséklet-emelkedés lokoregionalis mEHT-kezeléssel
kontrollalt korilmények kozétt is kivalthatd. Projektiinkben
az mEHT-kezelés daganatkarosité hatdasmechanizmusat
vizsgaljuk immunkompetens BALB/c egerekben kialakitott
C26 kolorektalis adenokarcindma allograftmodelljében, ill.
in vitro sejttenyészetében.

Az mEHT egy nem invaziv, a kemo-, radio- és Gjabban
az immunterapiat tdmogatd komplementer daganatke-
zelési eljaras. A kezelés tumorszelektivitdsa a malignus
daganatok megvaltozott metabolizmusan alapul, fokozott
glikolizisiik kapcsan (Warburg-hatas) emelkedett tejsav-
és ionkoncentracié miatt elektromos vezetéképességik
megnd (11). Hasonld elv, a fokozott glitkdzfelvétel alapjan
mUkodik az FDG (18-fluordezoxigliik6z)-PET/CT eljaras. Az
mEHT-kezelés soran kapacitiv kicsatolasu 13,56 MHz-es
radiofrekvencias elektromos térbe helyezett daganatrégio
energiaabszorbcidja nagyobb a normalis szdveti kdrnye-
zethez képest, ami szelektiv, 42 °C-on kontrollalt héhatast
indukal. Ismert volt, hogy az mEHT-terapia hatasa a lokalis
perfuzio és gydgyszer-koncentracié novelésének, a hipoxia
csokkentésének, valamint az indukalt irreverzibilis ho- és
sejtstressznek kdszonhetd a kezelt daganatokban. Azonban
a kezelés hatdsmechanizmusara vonatkozd molekularis
szintl informacidk csak téredékesen alltak rendelkezés-
re. A daganatsejt-pusztulashoz vezeté mEHT indukalta
molekularis valaszok feltardsa tdmogathatja a nem inva-
ziv, elhanyagolhaté mellékhatasokkal jaré6 mEHT-kezelés
hatékonyabb kombinalt alkalmazasat kemo-, radio-, ill.
molekularis célpontd terapias eljarasokkal.
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Sejttenyészetben, ill. in vivo modellekben C26 egér kolorek-
talis adenokarcindma sejtvonal mEHT-kezelését végeztik
legaldbb 5 parhuzamos mintaban. A sejtvonal legfontosabb
genetikai jellemzgi: KRAS-mutacid (feltlregulalt GLUT1:
Warburg-hatas), CDKN2A-delécié (p16™4- és p142-dere-
gulécid: csékkent p53-aktivitas), a KRT8 gén 23 nukleotidot
érint6 delécidja és hipermetilacié (magas vimentinexpresz-
szid: hajlam epitelidlis-mezenhimalis atalakuldsra); mik-
roszatellita-stabilitds (MSS], TP53-, ill. PTEN-vad tipus.
A haromdimenzids struktlra és az extracellularis matrix
mikrokdrnyezet hidnya miatt in vitro modellben a szubkonflu-
ens sejteket 2x60 percig, kdzte 120 perces szlinettel, 42 °C-on
kontrollalva kezeltiik. /n vitromEHT+1 pM doxorubicin kom-
binalt kezelések hatdsat is vizsgaltuk. Az in vivo modellben 6
hetes, immunkompetens BALB/c egerekben szimmetrikus
allograft tumorokat hoztunk létre (10° tumorsejt injektalasa-
val] az llatok hatsé végtagjainak femoralis régidjaban. 14 nap
utadn, miutan a daganatok atmeérgje elérte az 1,5 cm-t, a jobb
oldali tumort 13,65 MHz-es radiofrekvencias elektromos
térbe helyezve 30 percig kezeltiik, LabEHY100-as mEHT-be-
rendezéssel (Oncotherm Kft., Budadrs) folyamatos bérfel-
szini hiités, valamint optikai hészenzorokkal a h6mérséklet
ellendrzése mellett. Teljesitmény és az energiaabszorbcid
visszacsatoldsaval a tumorban itt is 42 °C-on kontrollaltuk
a hémeérsékletet, mig a kezelt bérfelszinen azt folyamatos
hiitéssel 40 °C-on tartottuk, a rektalis hémérséklet pedig
nem haladta meg a 38 °C-ot. A bal oldali tumorok hasonlé
beavatkozas, de kezelés nélkiil kontrollként és a szisztémas
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1. ABRA. Kalretikulin (a, c) és Hsp70 (b, d) chaperonfehérjék expresz-
szidjanak jelentés emelkedése és citoplazmatikus transzlokaciéja C26
kolorektalis adenokarcindma tenyészetben mEHT-kezelés hatdsara
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2. ABRA. Apoptézissal (annexin V-pozitiv - kék keretben), ill. nekré-
zissal (propidium-jodid-pozitiv] pusztuld daganatsejtek aranya C26
kolorektalis karcinéma kezeletlen (a), valamint mEHT-kezelt (b), doxo-
rubicinkezelt (Dox) (c), ill. kombinalt mEHT+Dox (d) kezelést kapott
sejttenyészeteiben
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3. ABRA. Az in vivo mEHT-kezelés kivitelezése (a), a tumordestrukcids
arany (TDR) mérése digitalis metszeten (b; piros keretben a karosodott
tertilet), kromatinkondenzacié és apoptotikus testek felszaporodasa
(c), és a kezelés hatdsara szignifikdnsan emelkedd TDR-értékek grafi-
kus &bréazolasa (d)

hatas vizsgalatara szolgaltak. Un. .sham” kontroll tumoros
allatokat is alkalmaztunk, melyekkel az mEHT-kezelés ki-
vételével mindenben azonos médon bantunk. A kezeléseket
minden csoportban (ideértve a ,.sham” kontrollt is) legalabb
5 allaton, az allatkisérletekre vonatkozd térvényi elGirdsok
betartasaval, a megfeleld etikai engedélyek (No. SzIE AOTK
MAB 233/2012, ill. No. SzIE AOTK MAB 26/2013) végeztiik.
Az allatokat 24, 48, ill. 72 6raval a kezelés utan tulaltatassal
felaldoztuk, az eltavolitott tumorokat k6zépen megfelez-
tiik, egyik résziiket folyékony nitrogénben lefagyasztas utan
felhasznalasig -80 °C-on taroltuk, masik résziiket rutin
formalinrégzités utan paraffinba agyaztuk. Immunhiszto/
citokémiai, aramlasi citometriai, Western-blot- és qPCR-vizs-
galatokat végeztiink a sejtstressz, programozott sejthalal,
karosodasasszocialt molekularis mintazat (DAMP) szignalok,
valamintimmunsejttipusok azonositasara, életképességi és
klonogén tesztek mellett.

EREDMENYEK

In vitro kezelés

Az mEHT-kezelés szignifikansan fellilregulalta a sejtstressz-
asszocialt Hsp70 és kalretikulin fehérjéket mar 3 draval
a kezelés utan (1. dbral (14).
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4. ABRA. A citoplazmatikus Bax fehérje transzlokaciéja a mitokond-
riumokba (a, b), és a citokréom C kiszabaduldsa a mitokondriumokbol
(c) mEHT-kezelés hataséara a belsé (intrinsic) kaszpazjelut aktivalo-
dasara utal
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5. ABRA. mEHT-kezelés hatasara feliilregulalt DAMP-szignalok és T-sejt-valasz. A kalretikulin protein disuldsa a WGA
(blzacsira-agglutinin) lektin pozitiv sejtmembranokban (a), a Hsp70 fehérje citoplazmatikus felszaporodasa (b), ill. a sejt-
magi HMGB1 kijutdsa majd eltinése a citoplazmabdl (c], valamint a CD3-pozitiv T-sejtek kdvetkezményes akkumulaciéja (d)

3-9 h kozott az antiapoptotikus XIAP, Bcl-2 és Bel-xl
mRNS-szintje jelentésen csokkent, mig a proapoptotikus
Bax és PUMA, valamint a ciklinfliggé kindz gatlé p21vaf
szintje szignifikdnsan emelkedett. 24 h utan a foszfori-
lalt p53(Ser15) protein sejtmagi expresszidja szignifikans
emelkedést mutatott a foszforilalt Akt jelentds csokkenése
mellett, amit szdmos tumorsejtben a programozott sejthalal
Ut aktivalédasara utald hasitott (aktivalt) kaszpaz-3 fehérje
szintjének emelkedése kisért. Mig az mEHT-kezelés don-
t6en apoptozist indukalt, addig a doxorubicin-monoterapia
alapvet8en tumornekrdzist valtott ki (2. dbra). Tiz nappal
a beavatkozasok utan mind az mEHT-, mind a doxorubi-
cinkezelés szignifikdnsan gatolta az s-/tumorprogenitor
sejtklonok kifejlédését a kezeletlen kontrollokhoz képest.
A két kezelés kombinacidja pedig additivan csokkentette
a tumorsejtek életképességét.

In vivo kezelés

Egér allograft tumorokban a lokoregionalis mEHT-kezelés
szignifikans, progressziv tumorpusztulast indukalt (3. bra)
(15). Mar 24 éraval a kezelést kovetéen a daganatok cent-
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rumabél kiindulva megfigyelhet6k voltak a programozott
sejthalal morfoldgiai jegyei, a sejtmagok zsugorodasa, benniik
a kromatin kondenzaciéja és apoptotikus testek felszaporo-
dasa. A megnodvekedett citoplazma/sejtmag arany miatt az
apoptotikus teriletek halvanyabb hematoxilin-eozin festést
adtak (eozintulsuly), ami lehetdvé tette a karosodott és a teljes
tumorteriletek ardnyanak (TDR - tumordestrukcids arany)
pontos meghatarozasat digitalis metszeteken.

ATDR a kezelés utan tobbszdrdse volt a spontan kialakult
tumorkarosodasnak. Mar a korai stadiumban a karosodott
teriileteken a sejtciklus teljes leallasat a sejtmagi Kié7-po-
zitivitas teljes hidnya jelezte az egyébként >90%-os Kib7-in-
dexet mutaté daganatban. A fokozott tumorsejt-apoptdzist
a TUNEL-moédszerrel végzett DNS-fragmentacios teszt is
igazolta. A hasitott/aktivalt kaszpaz-8- és kaszpaz-3-pozitiv
tumorsejtek szamanak szignifikdns emelkedése igazolta,
hogy a sejthalal dontéen kaszpazfiliggé apoptdzis mechaniz-
musaval ment végbe. A citoplazmatikus Bax fehérje transz-
lokacidja a mitokondriumokba, valamint a citokrém C ezzel
parhuzamos citoplazmatikus felszabadulasa a mitokond-
riumokbdl aldtdmasztotta, hogy a kiilsé (extrinsic) mellett



a belsé (intrinsic) kaszpazjellt is aktivalédott (4. dbra). Ezzel
parhuzamosan a DAMP-szignalok feliilregulacidja és felsza-
badulasa is zajlott. Chaperonfehérjék, mint a korai hé- és
sejtstresszasszocialt Hsp70 és az endoplazmas retikulum
stresszt jelz6 kalciumkotd kalretikulin citoplazmatikus meg-
jelenése és dusuldsa a sejtmembranrégidban, valamint a nem
hiszton tipusuy, de a gének atirdsanak szabalyozasaban részt
vevé HMGB1 protein kiszabaduladsa a sejtmagokbdl, majd
a sejtekbdl egyre fokozddott a vizsgalati periddus (24-48-72
oraval az mEHT-kezelés utan) soran (5. bra). A progresz-
sziv tumorsejtpusztulast és DAMP-felszabadulast a tumort
infiltralé S100-pozitiv antigénprezentald dendritikus sejtek,
a CD3-pozitiv T-sejtek (5. abra), az F4/80-pozitiv makrofagok,
valamint a T-sejtekhez hasonléan granzim B-pozitiv termé-
szetes 6l6-(NK]-sejtek kisérték.

A CD3-pozitiv sejtek kis hanyada nuklearis FoxP3-poziti-
vitdst mutatott, jelezve a regulator, tumorellenes immunitast
gatlo T-sejtek jelenlétét is. Szamos esetben az ellenoldali,
nem kezelt tumorokban is lattunk tumorpusztulast, DAMP-,
ill. immunsejt-akkumulaciét, melyek azonban nem bizonyul-
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tak szignifikdnsnak. Amikor a lokoregionalis mEHT-kezeléssel
egyitt az allatok egy immunvalaszt tdmogaté klorogénsavban
gazdag (Marsdenia Tenacissima extraktum, MTE) (12, 13)
agenst is kaptak intraperitonealisan, az ellenoldali, nem
kezelt tumorokban is szignifikdns tumorpusztulas jelent-
kezett, a kezelt oldalhoz hasonlé DAMP-akkumulacio és
immunsejt-infiltracié kiséretében.

K0zZOLT EREDMENYEINKBOL LEVONHATO
KOVETKEZTETESEK

Eredményeink alapjan az mEHT-kezelés lehetséges hatas-
mechanizmusat a é. dbra foglalja dssze.

A C26 kolorektalis adenokarcindma sejttenyészetben az
mEHT-kezelés irreverzibilis sejtstresszt okozott, ami ak-
tivalta mind a kaszpazfliggé apoptdzis, mind a ciklinfliggd
kinazt gatlo p21+f altal kozvetitett tartds sejtciklusgatlas
(szeneszcencia) mechanizmusait. Az mEHT hatdsaban nagy
valészinliséggel a p53 onkoszuppresszor fehérje felilre-
gulacioja jatszotta a vezetd szerepet. A p53 foszforilacidja
(Ser15) hozzajarulhatott a fehérje Mdm2-gatlassal szembeni

Primer hatas
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6. ABRA. Az mEHT indukalta tumordestrukci6 lehetséges hatasmechanizmuséanak vazlata C26 kolorektalis adenokarcing-
ma in vitro és in vivo modelljeiben nyert eredményeink alapjan
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stabilizaciéjahoz, amit az onkogén foszforilalt Akt fehérje
szintjének csokkenése is tdmogatott (16). Kombinaciéban az
mEHT-kezelés tdmogatta a doxorubicin felvételét és szignifi-
kansan fokozta annak citotoxikus hatasat (14).

Az mEHT-kezelés a C26 tumorsejtekbdl létrehozott
in vivo modellben is irreverzibilis hé- és sejtstresszt in-
dukalt, ami a tumorsejtek kaszpazfliggé apoptdzisdhoz
vezetett. Mind a kiils, mind a belsé sejthalalutak aktiva-
lédtak, és a sejtpusztulassal parhuzamosan karosodasi
(DAMP] szignalok is felszabadultak a tumorsejtekbél. Az
egyszeri mEHT-kezelést kdvetden kialakult progressziv
tumorpusztulas, valamint antigénprezentalé és T-sejtek
akkumulacidja, tehat a primer tumorellenes hatas mellett
egy masodlagos immunogén sejthalal (ICD) valésziniiségét
is felveti. A masodlagos hatds a tavoli, nem kezelt oldalra is
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