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Vizsgalatunk célja a moduldlt elektro-hipertermia (mEHT)
sejtpusztitd hatdsmechanizmusanak, valamint kemoterapias
szerekkel valo esetleges kolcsonhatasanak feltarasa volt egér
melandma sejtvonalon. B16F10 sejteket LabEHY100 (Onco-
therm™) késziilékkel 30, 60, 90 és 120 percig kezeltiink, majd
életképességiiket MTT moddszerrel, az apoptozist dramlasi
citometridval, annexin V/7-AAD festéssel vizsgaltuk 24 éraval
a kezelés utan. Génexpresszids vizsgalatot végeztiink gPCR
segitségével 60 perces kezelést kovetéen. Kombinalt proto-
kollokban, mEHT-kezelést kivetden a sejteket paklitaxellel
(40 nM), dakarbazinnal (40 uM) vagy nutlin-3a-val (10 uM)
kezeltiik. Megallapitottuk, hogy a p53 mEHT altal kivaltott
nukledris transzlokacidja sejtciklusleallashoz és sejthalalhoz
vezet, amely a sejtek életképességének csokkenésében tik-
rozédik. Kemoterapiaval valé kombinacio soran kimutattuk,
hogy egyarant fokozza a dakarbazin és nutlin-3a sejtpusztitd
hatdsat, azonban a paklitaxel altal indukalt sejthalalt nem
befolyasolta 48 6raval a kezelést kdvetéen. Eredményeink
tdmogatjak az mEHT adjuvans kezelésként valé alkalma-
zasanak lehetdségét a daganatok kezelésében. Magy Onkol
65:71-77, 2021
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Our aim was to detect the effect of modulated electro-hy-
perthermia [mEHT] on cell viability and to examine if hy-
perthermia can augment the cell killing effect of various
chemotherapeutic agents. B16F10 melanoma cells were
treated for 30, 60, 90 and 120 minutes with mEHT using
LabEHY100 (Oncotherm™). Cell viability was measured us-
ing MTT assay and apoptosis by annexin V/7-AAD staining
using flow cytometry 24 hours post-treatment. For analyz-
ing gene expression with qPCR cells were harvested after 60
minutes treatment. In combined protocols, cells were treat-
ed with paclitaxel (40 nM], dacarbazine (40 uM) or nutlin-3a
(10 uM] after mEHT. mEHT induced nuclear translocation
of p53 which in turn regulates pro- and anti-apoptotic gene
expression accounting for decreased cell viability. In combi-
nation with chemotherapy, mEHT augmented the cell killing
effect of dacarbazine or nutlin-3a but not that of paclitaxel
determined 48 hours post-treatment. The sensitizing effect
on chemotherapeutics demonstrate the efficiency of mEHT
as an adjuvant modality in cancer treatment.

Major E, Benedek A, Széasz AM, Benyo Z, Balogh A. The adju-
vant killing effect of modulated electro-hyperthermia com-
bined with chemotherapy on B16F10 melanoma cells. Magy
Onkol 65:71-77, 2021
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BEVEZETES

A melandma a hetedik leggyakoribb rékbetegség Eurdpaban,
a malignus tumorok 3,4 szazalékat teszi ki (1). Incidenciéja
és mortalitdsa az utobbi évtizedekben novekvd tendenciat
mutat Eurépaban és az Egyesiilt Allamokban egyarant (1,
2). Vildgszerte évente nagysagrendileg 287 ezer (j esetet
diagnosztizalnak, a halalesetek szama 60 ezerre tehet§ (1, 2).

Az utobbi két évtizedben a malignus melanéma mole-
kularis hatterének felderitése lehetévé tette Uj terapias cél-
pontok megjelenését (3). Az esetek 50%-aban a BRAF enzim
mutdcidja kimutathatd (4], emellett, mivel a melanéma az
egyik legimmunogénebb daganattipus (5), azimmunrendszer
szabalyozasaban részt vevé CTLA-4 (citotoxikus T-limfocita
asszocialt antigén-4) és PD-1/PD-L1 (programozott sejthalal
receptor 1] elleni antitestek kulcsfontossagu terapias lehe-
téségek (6-10). Ennek ellenére tovabbra is nagy sziikség van
a legfejlettebb terapias moédszerek hatékonysaganak javita-
sara, melyben nagy szerepe lehet a nem invaziv, modulalt
elektro-hipertermianak (mEHT) (11).

Alokalis-regionalis hipertermia javithatja a kemo-, radio-
ésimmunterapia hatékonysagat (12-15). A kapacitiv kapcsolt
mEHT altal generalt magneses tér szelektiven képes akkumu-
[4lédni a tumorban (16) a kdrnyezd szovet karositasa nélkiil,
amiért a malignus szovetek fokozott metabolizmusa tehetd
feleldssé: fokozott glikozfelvétel, glikolizis (Warburg-ha-
tas), magas laktat-, s6- és fémion-koncentracié (17-19),
amely a tumor ndvekedett dielektromos permittivitdsahoz
és komplex konduktivitdsdhoz vezet (20).

A modulalt elektro-hipertermia elénye, hogy monoterapia-
ban is visszafordithatatlan, hé- és sejtstressz altal kdzvetitett
tumorkarosité hatassal rendelkezik, emellett a kezelés nem
jar veszélyes mellékhatasokkal, igy a betegek szamara jol
toleralhatd (11). Bizonyitott, hogy kisérletes tumormodellben

egyarant kaszpazfliggetlen, AIF- (apoptézisindukalé faktor)
medialt és kaszpazfliggé apoptodzist indukal, 6sszefliggéshen
a mutans vagy vad tipusu TP53 génnel, kiilondsen kolorektalis
adenokarcinéma modellben (21-23), mig gliémasejt-kultu-
raban szignifikdns apoptdzisrol és csokkent tumorprolifera-
ciérol szamoltak be (24). Bizonyitott, hogy az mEHT-kezelés
abszkopalis effektus indukalasaval képes novelni a dendri-
tikus sejtes immunterapia hatékonysagat (25).

A kézelmultban publikalt eredményeink alapjan az mEHT
tumorszuppressziv hatdsaban szerepe lehet a p53-indukcio-
nak (26). Kemoterapias szerekkel kombinalva szignifikans
tumormeéret-csokkenésrél szamoltak be klinikai vizsgalatok
soran (15). Jelen munkankban B16F10 melanéma-sejtvonalon
vizsgaltuk az mEHT hatdsat a sejtek életképességére, apop-
toézisara, a pb3 nuklearis transzlokacidjara és kemoterapias
szerek hatékonysagara.

ANYAG ES MODSZER

Sejtkultura

B16F10 egér melandma sejtvonal (ATCC® CRL 6475TM, Ma-
nassan, VA 2 mM L-glutamin, 1 V/V% MEM-vitamin oldat,
1 mM natrium-piruvat, 1 V/V% nem esszencialis aminosav
(NEAA] és 5% hdinaktivalt szérum (FBS, HyClone) tartalmu
minimalis esszencialis tapoldatban (MEM] volt tenyésztve
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA).

In vitro mEHT-kezelés

B16F10 sejteket 5 ml médiumban szuszpendalva (3x10° sejt/5
ml médium koncentraciéban) egy éjszakan at neveltiik 24x40
mm-es fedlemezeken, Petri-csészében (Sarstedt, Nimb-
recht, Németorszag). A kezelést az 1.a abran lathatd app-
likadtorban (Oncotherm Kft, Paty, Magyarorszag) végeztiik.
A sejteket 30, 60, 90 és 120 percen at 42 °C hémérsékleten

a b
termoszenzorok
kivetta
kondenzator- 8
lemezek —
fedélemez

a sejtmédiumban

— T (1. szenzor] — T (2. szenzor) teljesitmény

P (W)

t (perc)

1. ABRA. In vitro mEHT-kezelés beallitasa. mEHT-kezelés soran hasznalt in vitro applikator (a). 60 perces, 42 °C hémérsékleten térténé mEHT-kezelés
alatt alkalmazott teljesitményvaltoztatassal biztositottuk, hogy a hémérséklet a megfeleld tartomanyban mozogjon (b)
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kezeltiik. A teljesitmény valtoztatasaval tartottuk a h6mér-
sékletet a kivant szinten (42 °C), melyet a kezelés teljes ideje
alatt termoszenzorok segitségével monitoroztunk (1.b dbra).
A kontrollmintak a kezelés ideje alatt 37 °C hémérsékleten,
sejtinkubatorban voltak.

Kombinalt protokollokban 60 perces mEHT-kezelést ko-
vetden a sejteket paklitaxellel (40 nM), dakarbazinnal (40 pM)
vagy nutlin-3a-val (10 uM)] kezeltik 48 6ran at.

Génexpresszios valtozas vizsgalata qPCR-rel

Asejteket 1,3, 9 és 24 6raval az mEHT-kezelés végét kdvetden
gydjtottiik be, a sejtekbdl az RNS-t RNeasy Plus Mini kit (QIAGEN,
Hilden, Németorszag) hasznalataval a gyarté altal meghatarozott
protokoll alapjan izolaltuk. Az RNS-koncentraciét NanoDrop
One/One® (Thermo Fisher Scientific) késziilékkel mértik meg.
Minden mintabdl 1 pg RNS-t irtunk at cDNS-sé a RevertAid First
Stand cDNA Synthesis kit (Thermo Fisher Scientific) felhaszna-
lasaval a gyarto altal meghatarozott protokoll szerint. AzmRNS
expresszidjanak meghatarozasat kvantitativ valds ideji PCR-rel
(qPCR] végeztiik. A PCR-reakcidkat 3 parhuzamos mintaval, 20
plvégtérfogatban végeztiik, aminek dsszetétele: 20 ng RNS-nek
megfeleld cDNS, 10 pl 2x SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercu-
les, CA, USA) és 300 nmol reverz és forward primer. A felhasznalt
primerek szekvencidit az 1. tablazat tartalmazza. Az alkalmazott
PCR-protokoll: a kezdeti denaturaciés lépés (10 perc 95 °C)

tépufferes mosast kovetéen mintanként 2x10° sejthez 5-5 pl
7-AAD és FITC-jelolt annexin V-t adtunk 100 pl végtérfogatban.
15 perc inkubdlas utan a mintdkhoz 400 pl annexin puffert
adtunk, majd bemértiik azokat FACSCalibur tipusu (Beckman
Coulter, Brea, CA, USA) dramlasi citométeren.

Citokémiai vizsgalatok

Hematoxilin-eozin (HE), illetve immuncitokémiai festést végez-
tink. Az antigénfeltarast kuktaban (Aptum Bio 2100 Retriever,
Diagnostic Technology Pty Ltd, Belrose, NSW, Australia) vé-
geztlk antigénfeltard oldatban (Dako Target Retrieval Solu-
tion). A mintakat 20 percig inkubaltuk, majd a g6z kiengedése
utdn a késziilékben tovabbi 20 percig pihentettiik, ezutan
szobahémérsékleten ismételten 20 percet hagytuk hilni. Az
endogén peroxidaz aktivitast gatoltuk (20 perc, 3% metano-
los hidrogén-peroxid). A mintadk 20 percre 5% BSA és 0,1%
Na-azid-tartalmt 0,1 M Na-Tris pufferbe (TBST, pH 7,4, Sigma
Aldrich, St. Luis, MOJ, majd a nem specifikus fehérjék blok-
koldséara 30 percre 5%-0s kecskeszérumba (Merck Millipore)
keriiltek. Ezt kdvetéen nedves kamraban 16 éran keresztiil,
szobahdmérsékleten inkubaltuk primer antitestekkel: HSP70
(Cell Signaling), p53 (R&D Systems, Mineapolis, MN, USA]. Az
antitestek higitasa 0,1%-o0s BSA-ban (Probumine BSA, Life
Science Grade, Merck Millipore] tortént. A masodlagos anti-
testekkel (HISTOLS-MR-T PO Labeled Polymer Mouse-Rabbit,

1. TABLAZAT. qPCR-mérésnél hasznalt primerszekvenciak

Gén Forward primer (5°-3’) Reverse primer (5'-3’)

RPLPO CTCTCGCTTTCTGGAGGGTG ACGCGCTTGTACCCATTGAT
HSP70 AGCTGAAGAAGGGTCAAGTGAC TGGATAGGGCAAATCCTGAG
p21 GCAGAATAAAAGGTGCCACAGG AAAGTTCCACCGTTCTCGGG

utan az amplifikaciokat 40 cikluson keresztil 10 s 95 °C és 30
s 60 °C-on végeztiik CFX Connect™ RT-PCR Detection System
késziilékkel (Bio-Rad). Mindegyik minta mRNS-expresszidjat
az RPLPO généhez viszonyitva, ddCt modszer alkalmazasaval
hataroztuk meg (7. tablazat).

Eletképesség mérése

A 24 6raval az mEHT-kezelést kovetéen Cell Titer-Blue (Pro-
mega) segitségével a gyartd altal meghatarozott protokoll
alapjan sejtéletképességet mértiink. Kemoterapiaval vald
kombinacié esetén 48 6raval az mEHT-kezelést kdvetéen
végeztik a mérést.

Apoptozis detektalasa aramlasi citométerrel

A kezelt sejteket begy(jtottik a vizsgalt id6pontokban, majd
annexin V/ 7-AAD (7-amino-actinomycin D) kettds festést
végeztiink rajtuk a gyarté (BioLegend, San Diego, CA, USA)
ajanlasanak megfeleléen. Eszerint a sejtszuszpenzidbol fes-

30011.500t, Histopathology Kft., Pécs) 40 percet inkubaltuk.
Vizualizalas szobahémérsékleten DAB Quanto (Thermo Scien-
tific, TA-060- QHDx] segitségével tortént. Polimer-peroxidaz
konjugalt anti-nyUl Ig detekcids rendszert alkalmaztunk (Dako,
Glostrup, Dania). Az inkubacidk koézétt a mintakat 3-szor 3
percig mostuk TBST (pH 7,4) pufferben.

Statisztikai analizis

Statisztikai elemzéseinkhez a GraphPad Prism szoftvert
(v.6.07; GraphPad Sofware Inc, La Jolla, CA, USA) hasznaltuk.
Az eredmények értékeléséhez parositott t-proba, egy- és
kétutas ANOVA-teszteket alkalmaztunk.

EREDMENYEK

HSP70-expresszio valtozasa mEHT-kezelés hatasara
Akezelés altal kivaltott héstressz kvantifikalasara a HSP70-exp-
ressziot kovettlik nyomon (2. dbra). gqPCR segitségével
mRNS-szinten vizsgaltuk a génexpresszié mértékének idébeni
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2. ABRA. HSP70-indukcié hipertermia hatasara. HSP70-génexpresszié mérése qPCR-rel 1, 3, 9 és 24 6raval a 60 perces mEHT-kezelést kivetden (a)
(N=3, ****p<0,0001, egyutas ANOVA, Tukey-féle post hoc teszt). A sejtek HSP70-statuszanak megallapitadsa immuncitokémidval 24 éraval a 60 perces
kezelést kovetéen (b) (40x)

valtozdsat 1, 3, 9 és 24 6raval a kezelést koveten. Azt talaltuk, A sejtpusztulas mértékének vizsgalata

hogy az mRNS-szint 3 oraval a kezelést kovetGen kdzel harom- Az optimalis kezelési idé beallitasa érdekében a sejteket 30,
szorosara emelkedik, majd a kontroll szintjére térvissza (2.a 60, 90 és 120 percig kezeltiik modulalt elektro-hipertermi-
abra). A kovetkezd lépésben, 24 draval a 60 perces kezelést  aval. A kezelés hatékonysagat hematoxilin-eozin festéssel
kdvetéen, immuncitokémiaval bizonyitottuk, hogy a kezelés  és sejtéletképesség mérésével detektaltuk 24 oraval a ke-
fehérjeszinten is indukalja a HSP70-expresszidt (2.b dbra). zelést kovetden (3. dbra). Megallapitottuk, hogy a 60 perces
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3. ABRA. Dozisfliggs sejtpusztulds. Sejtdenzitas és morfoldgia vizsgalata HE-festéssel, 24 raval a 30, 60, 90, illetve 120 perces kezelést kévetéen
(a) (4%, 80x). Sejtéletképesség mérése szintén 24 6raval a 30, 60, 90, 120 perces kezelést kdvetSen (b) (N=5, *p<0,05, ***p<0,001, egyutas ANOVA,
Tukey-féle post hoc teszt)
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4. ABRA. Apoptézis detektaldsa 60 perces kezelést kovetSen, annexin
V/7-AAD festés utan a sejteket aramlasi citometriaval vizsgalva. A jel-
zett értékek szazalékos értékeket (a, b) jelslnek minden régidban (N=3,
*p<0,05, parositott t-proba)

Kontroll mEHT

p53

DAPI + p53

5. ABRA. mEHT indukalta p53-aktivacié és nuklearis transzlokaci.
p53-statusz megallapitdsa immuncitokémiaval 24 éraval a 60 perces ke-
zelést kdvetden (61,5x%)

kezelés szamottevo életképesség-csokkenést eredményez,
igy késébbi vizsgalataink soran ezt a kezelési iddtartamot
alkalmaztuk (3.b dbra).

Ezt kovetden a sejtpusztulds mechanizmusanak feltara-
sara megvizsgaltuk az apoptotikus/nekrotikus sejtpopulaciok
megoszlasat (4. dbra). Lathatd, hogy a 60 perces kezelés
szignifikdns emelkedést eredményez mind a korai, mind
a késdi apoptotikus populacioban, emellett a nekrotikus
sejtek szama nem valtozott szignifikdnsan a 37 °C-on tartott
kontrollcsoporthoz képest (4.b dbral.

A p53 hipertermia indukalta nuklearis transzlokacidja
és aktivacidja

Mar igazolt, hogy a hipertermia a p53-uUtvonalon keresztiil
apoptotikus sejthalalt indukal (27). Mivel az altalunk hasznalt
B16F10 melandma-sejtvonalban a p53 funkcionalis, ezért
megvizsgaltuk, hogy az mEHT hogyan befolyasolja a p53
aktivaciojat. A p53-statuszt a kezelést kdvetéen 24 oraval
immuncitokémiaval vizsgaltuk. Az 5. abran lathatd, hogy

Kemoterapiaval kombinalt hipertermia additiv
sejtpusztito hatasa

A kévetkezékben megvizsgaltuk, hogy az mEHT hogyan befo-
lydsolja harom, a sejtpusztuldst kiilénbozé dtvonalon indukald
citosztatikum hatasat. Ezek koziil a dakarbazin és a paklitaxel
a klinikumban rutinszer(@en alkalmazott kemoterapias szer,

150
X
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6. ABRA. Kemoterapia sejtpusztité hatasanak novelése hipertermiaval.
Kombinalt protokollban 60 perces mEHT-kezelést kdvetéen a sejteket
dakarbazinnal (DTIC, 40 pM), paklitaxellel (PAC, 40 nM] és nutlinnal
(NUT, 10 uM) kezeltiik. Sejtéletképesség mérése 48 oraval a hipertermi-
as kezelést kovetGen (N=5, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001,
kétutas ANOVA, Sidak-féle post hoc teszt)

a nutlin-3a-t egyelére csak preklinikai kisérletekben vizsgal-
jak. A 60 perces hipertermias kezelést kdvetéen a sejteket 48
oran at kezeltiik citosztatikummal, majd sejtéletképességet
mértink (6. dbra). A dakarbazin, mely metilalé citosztatikum,
6nallé kezelésként nem fejtett ki hatast, azonban mEHT-vel
kombinalva sejtpusztulast eredményezett (p=0,007 DTIC +

MAGYAR ONKOLOGIA 65:71-77, 2021
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mEHT vs. DTIC). A paklitaxellel torténd kezelés esetében, ami
a hatasat sejtosztddaskor fejti ki a mikrotubularis rendszer
mikddésének gatlasaval, a hipertermia nem befolyasolta
a hatékonysagot. A nutlin-3a, mely MDM2-antagonistaként,
p53-aktivacio révén fejti ki hatdsat, 5nmagaban is jelentésen
csokkentette a sejtéletképességet, mely hatdst az mEHT
szignifikansan fokozta (6. dbra).

DISZKUSSZI0

Abemutatott eredmények alapjan elmondhatd, hogy az mEHT
HSP70-stresszvalaszt indukal a B16F10 egér melanéma
sejtvonalban, amita HSP70 mRNS- és fehérjeszint(i expresz-
szidjanak detektalasaval jellemeztiink. Hasonld eredmeényrél
szamoltunk be egy nemrég megjelent tanulmanyban is, ahol
in vivo kisérleti koriilmények kozott teszteltik az mEHT sze-
repét a primer melandma novekedésének gatladsaban. Ebben
az esetben a HSP70-expressziot biomarkerként, a kezelési
protokoll optimalizalasara is hasznaltuk, ugyanis az intra-
cellularis, antiapoptotikus HSP70 szintjének fliggvényében
ismételtiik a kezeléseket (26).

Az mEHT tumorpusztitd hatasa részben direkt (tumor-
sejtek apoptozisal, részben indirekt (tumorellenes immun-
aktivacid) mechanizmusoknak tulajdonithatd (12, 22). Az
apoptozis kulcsregulatora a p53 fehérje, ami szamos tu-
mortipusban kiilonbdz6 mutacids rata kovetkeztében inaktiv,
a melanémak zomében viszont a vad tipusu fehérje van
jelen, amia megfeleld dgensekkel aktivalhatd. Az aktivacio
erésségének és idétartamanak fliggvényében vagy sejt-
ciklusleallas, vagy sejthalal kovetkezik be. Bizonyitottuk,
hogy a B16F10 melandma-sejtvonalban az mEHT aktivalja
a p53-at és indukalja a nuklearis transzlokaciot, amit a to-
vabbiakban a sejtciklusleallasért felelds p21 mRNS-exp-
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