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Vizsgálatunk célja a modulált elektro-hipertermia (mEHT) 
sejtpusztító hatásmechanizmusának, valamint kemoterápiás 
szerekkel való esetleges kölcsönhatásának feltárása volt egér 
melanóma sejtvonalon. B16F10 sejteket LabEHY100 (Onco-
thermTM) készülékkel 30, 60, 90 és 120 percig kezeltünk, majd 
életképességüket MTT módszerrel, az apoptózist áramlási 
citometriával, annexin V/7-AAD festéssel vizsgáltuk 24 órával 
a kezelés után. Génexpressziós vizsgálatot végeztünk qPCR 
segítségével 60 perces kezelést követően. Kombinált proto-
kollokban, mEHT-kezelést követően a sejteket paklitaxellel 
(40 nM), dakarbazinnal (40 μM) vagy nutlin-3a-val (10 μM) 
kezeltük. Megállapítottuk, hogy a p53 mEHT által kiváltott 
nukleáris transzlokációja sejtciklusleálláshoz és sejthalálhoz 
vezet, amely a sejtek életképességének csökkenésében tük-
röződik. Kemoterápiával való kombináció során kimutattuk, 
hogy egyaránt fokozza a dakarbazin és nutlin-3a sejtpusztító 
hatását, azonban a paklitaxel által indukált sejthalált nem 
befolyásolta 48 órával a kezelést követően. Eredményeink 
támogatják az mEHT adjuváns kezelésként való alkalma-
zásának lehetőségét 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 (OncothermTM). 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 μM) or nutlin-3a 
(10 μM) 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.
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BEVEZETÉS
A melanóma a hetedik leggyakoribb rákbetegség Európában, 
a malignus tumorok 3,4 százalékát teszi ki (1). Incidenciája 
és mortalitása az utóbbi évtizedekben növekvő tendenciát 
mutat Európában és az Egyesült Államokban egyaránt (1, 
2). Világszerte évente nagyságrendileg 287 ezer új esetet 
diagnosztizálnak, a halálesetek száma 60 ezerre tehető (1, 2). 

Az utóbbi két évtizedben a malignus melanóma mole-
kuláris hátterének felderítése lehetővé tette új terápiás cél-
pontok megjelenését (3). Az esetek 50%-ában a BRAF enzim 
mutációja kimutatható (4), emellett, mivel a melanóma az 
egyik legimmunogénebb daganattípus (5), az immunrendszer 
szabályozásában részt vevő CTLA-4 (citotoxikus T-limfocita 
asszociált antigén-4) és PD-1/PD-L1 (programozott sejthalál 
receptor 1) elleni antitestek kulcsfontosságú terápiás lehe-
tőségek (6–10). Ennek ellenére továbbra is nagy szükség van 
a legfejlettebb terápiás módszerek hatékonyságának javítá-
sára, melyben nagy szerepe lehet a nem invazív, modulált 
elektro-hipertermiának (mEHT) (11).

A lokális-regionális hipertermia javíthatja a kemo-, radio- 
és immunterápia hatékonyságát (12–15). A kapacitív kapcsolt 
mEHT által generált mágneses tér szelektíven képes akkumu-
lálódni a tumorban (16) a környező szövet károsítása nélkül, 
amiért a malignus szövetek fokozott metabolizmusa tehető 
felelőssé: fokozott glükózfelvétel, glikolízis (Warburg-ha-
tás), magas laktát-, só- és fémion-koncentráció (17–19), 
amely a tumor növekedett dielektromos permittivitásához 
és komplex konduktivitásához vezet (20). 

A modulált elektro-hipertermia előnye, hogy monoterápiá-
ban is visszafordíthatatlan, hő- és sejtstressz által közvetített 
tumorkárosító hatással rendelkezik, emellett a kezelés nem 
jár veszélyes mellékhatásokkal, így a betegek számára jól 
tolerálható (11). Bizonyított, hogy kísérletes tumormodellben 

egyaránt kaszpázfüggetlen, AIF- (apoptózisindukáló faktor) 
mediált és kaszpázfüggő apoptózist indukál, összefüggésben 
a mutáns vagy vad típusú TP53 génnel, különösen kolorektális 
adenokarcinóma modellben (21–23), míg gliómasejt-kultú-
rában szignifikáns apoptózisról és csökkent tumorproliferá-
cióról számoltak be (24). Bizonyított, hogy az mEHT-kezelés 
abszkopális effektus indukálásával képes növelni a dendri-
tikus sejtes immunterápia hatékonyságát (25). 

A közelmúltban publikált eredményeink alapján az mEHT 
tumorszuppresszív hatásában szerepe lehet a p53-indukció-
nak (26). Kemoterápiás szerekkel kombinálva szignifikáns 
tumorméret-csökkenésről számoltak be klinikai vizsgálatok 
során (15). Jelen munkánkban B16F10 melanóma-sejtvonalon 
vizsgáltuk az mEHT hatását a sejtek életképességére, apop-
tózisára, a p53 nukleáris transzlokációjára és kemoterápiás 
szerek hatékonyságára.

ANYAG ÉS MÓDSZER 
Sejtkultúra
B16F10 egér melanóma sejtvonal (ATCC® CRL 6475TM, Ma-
nassan, VA) 2 mM L-glutamin, 1 V/V% MEM-vitamin oldat, 
1 mM nátrium-piruvát, 1 V/V% nem esszenciális aminosav 
(NEAA) és 5% hőinaktivált szérum (FBS, HyClone) tartalmú 
minimális esszenciális tápoldatban (MEM) volt tenyésztve 
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA).

In vitro mEHT-kezelés
B16F10 sejteket 5 ml médiumban szuszpendálva (3×105 sejt/5 
ml médium koncentrációban) egy éjszakán át neveltük 24×40 
mm-es fedőlemezeken, Petri-csészében (Sarstedt, Nümb-
recht, Németország). A kezelést az 1.a ábrán látható app-
likátorban (Oncotherm Kft, Páty, Magyarország) végeztük. 
A sejteket 30, 60, 90 és 120 percen át 42 °C hőmérsékleten 

1. ÁBRA. In vitro mEHT-kezelés beállítása. mEHT-kezelés során használt in vitro applikátor (a). 60 perces, 42 °C hőmérsékleten történő mEHT-kezelés 
alatt alkalmazott teljesítményváltoztatással biztosítottuk, hogy a hőmérséklet a megfelelő tartományban mozogjon (b)
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kezeltük. A teljesítmény változtatásával tartottuk a hőmér-
sékletet a kívánt szinten (42 °C), melyet a kezelés teljes ideje 
alatt termoszenzorok segítségével monitoroztunk (1.b ábra). 
A kontrollminták a kezelés ideje alatt 37 °C hőmérsékleten, 
sejtinkubátorban voltak. 

Kombinált protokollokban 60 perces mEHT-kezelést kö-
vetően a sejteket paklitaxellel (40 nM), dakarbazinnal (40 μM) 
vagy nutlin-3a-val (10 μM) kezeltük 48 órán át.

Génexpressziós változás vizsgálata qPCR-rel
A sejteket 1, 3, 9 és 24 órával az mEHT-kezelés végét követően 
gyűjtöttük be, a sejtekből az RNS-t RNeasy Plus Mini kit (QIAGEN, 
Hilden, Németország) használatával a gyártó által meghatározott 
protokoll alapján izoláltuk. Az RNS-koncentrációt NanoDrop 
One/One© (Thermo Fisher Scientific) készülékkel mértük meg. 
Minden mintából 1 μg RNS-t írtunk át cDNS-sé a RevertAid First 
Stand cDNA Synthesis kit (Thermo Fisher Scientific) felhaszná-
lásával a gyártó által meghatározott protokoll szerint. Az mRNS 
expressziójának meghatározását kvantitatív valós idejű PCR-rel 
(qPCR) végeztük. A PCR-reakciókat 3 párhuzamos mintával, 20 
μl végtérfogatban végeztük, aminek összetétele: 20 ng RNS-nek 
megfelelő cDNS, 10 μl 2× SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercu-
les, CA, USA) és 300 nmol reverz és forward primer. A felhasznált 
primerek szekvenciáit az 1. táblázat tartalmazza. Az alkalmazott 
PCR-protokoll: a kezdeti denaturációs lépés (10 perc 95 °C) 

után az amplifikációkat 40 cikluson keresztül 10 s 95 °C és 30 
s 60 °C-on végeztük CFX Connect™ RT-PCR Detection System 
készülékkel (Bio-Rad). Mindegyik minta mRNS-expresszióját 
az RPLP0 généhez viszonyítva, ddCt módszer alkalmazásával 
határoztuk meg (1. táblázat).

Életképesség mérése
A 24 órával az mEHT-kezelést követően Cell Titer-Blue (Pro-
mega) segítségével a gyártó által meghatározott protokoll 
alapján sejtéletképességet mértünk. Kemoterápiával való 
kombináció esetén 48 órával az mEHT-kezelést követően 
végeztük a mérést.

Apoptózis detektálása áramlási citométerrel
A kezelt sejteket begyűjtöttük a vizsgált időpontokban, majd 
annexin V/ 7-AAD (7-amino-actinomycin D) kettős festést 
végeztünk rajtuk a gyártó (BioLegend, San Diego, CA, USA) 
ajánlásának megfelelően. Eszerint a sejtszuszpenzióból fes-

tőpufferes mosást követően mintánként 2×105 sejthez 5-5 µl 
7-AAD és FITC-jelölt annexin V-t adtunk 100 µl végtérfogatban. 
15 perc inkubálás után a mintákhoz 400 µl annexin puffert 
adtunk, majd bemértük azokat FACSCalibur típusú (Beckman 
Coulter, Brea, CA, USA) áramlási citométeren.

Citokémiai vizsgálatok
Hematoxilin-eozin (HE), illetve immuncitokémiai festést végez-
tünk. Az antigénfeltárást kuktában (Aptum Bio 2100 Retriever, 
Diagnostic Technology Pty Ltd, Belrose, NSW, Australia) vé-
geztük antigénfeltáró oldatban (Dako Target Retrieval Solu-
tion). A mintákat 20 percig inkubáltuk, majd a gőz kiengedése 
után a készülékben további 20 percig pihentettük, ezután 
szobahőmérsékleten ismételten 20 percet hagytuk hűlni. Az 
endogén peroxidáz aktivitást gátoltuk (20 perc, 3% metano-
los hidrogén-peroxid). A minták 20 percre 5% BSA és 0,1% 
Na-azid-tartalmú 0,1 M Na-Tris pufferbe (TBST, pH 7,4, Sigma 
Aldrich, St. Luis, MO), majd a nem specifikus fehérjék blok-
kolására 30 percre 5%-os kecskeszérumba (Merck Millipore) 
kerültek. Ezt követően nedves kamrában 16 órán keresztül, 
szobahőmérsékleten inkubáltuk primer antitestekkel: HSP70 
(Cell Signaling), p53 (R&D Systems, Mineapolis, MN, USA). Az 
antitestek hígítása 0,1%-os BSA-ban (Probumine BSA, Life 
Science Grade, Merck Millipore) történt. A másodlagos anti-
testekkel (HISTOLS-MR-T PO Labeled Polymer Mouse-Rabbit, 

30011.500t, Histopathology Kft., Pécs) 40 percet inkubáltuk. 
Vizualizálás szobahőmérsékleten DAB Quanto (Thermo Scien-
tific, TA-060- QHDx) segítségével történt. Polimer-peroxidáz 
konjugált anti-nyúl Ig detekciós rendszert alkalmaztunk (Dako, 
Glostrup, Dánia). Az inkubációk között a mintákat 3-szor 3 
percig mostuk TBST (pH 7,4) pufferben.

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

EREDMÉNYEK
HSP70-expresszió változása mEHT-kezelés hatására
A kezelés által kiváltott hőstressz kvantifikálására a HSP70-exp-
ressziót követtük nyomon (2. ábra). qPCR segítségével  
mRNS-szinten vizsgáltuk a génexpresszió mértékének időbeni 

1. TÁBLÁZAT. qPCR-mérésnél használt primerszekvenciák

Gén Forward primer (5’–3’) Reverse primer (5’–3’)

RPLPO CTCTCGCTTTCTGGAGGGTG ACGCGCTTGTACCCATTGAT

HSP70 AGCTGAAGAAGGGTCAAGTGAC TGGATAGGGCAAATCCTGAG

p21 GCAGAATAAAAGGTGCCACAGG AAAGTTCCACCGTTCTCGGG
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változását 1, 3, 9 és 24 órával a kezelést követően. Azt találtuk, 
hogy az mRNS-szint 3 órával a kezelést követően közel három-
szorosára emelkedik, majd a kontroll szintjére tér vissza (2.a 
ábra). A következő lépésben, 24 órával a 60 perces kezelést 
követően, immuncitokémiával bizonyítottuk, hogy a kezelés 
fehérjeszinten is indukálja a HSP70-expressziót (2.b ábra).

A sejtpusztulás mértékének vizsgálata
Az optimális kezelési idő beállítása érdekében a sejteket 30, 
60, 90 és 120 percig kezeltük modulált elektro-hipertermi-
ával. A kezelés hatékonyságát hematoxilin-eozin festéssel 
és sejtéletképesség mérésével detektáltuk 24 órával a ke-
zelést követően (3. ábra). Megállapítottuk, hogy a 60 perces 

2. ÁBRA. HSP70-indukció hipertermia hatására. HSP70-génexpresszió mérése qPCR-rel 1, 3, 9 és 24 órával a 60 perces mEHT-kezelést követően (a) 
(N=3, ****p<0,0001, egyutas ANOVA, Tukey-féle post hoc teszt). A sejtek HSP70-státuszának megállapítása immuncitokémiával 24 órával a 60 perces 
kezelést követően (b) (40×)
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kezelés számottevő életképesség-csökkenést eredményez, 
így későbbi vizsgálataink során ezt a kezelési időtartamot 
alkalmaztuk (3.b ábra).

Ezt követően a sejtpusztulás mechanizmusának feltárá-
sára megvizsgáltuk az apoptotikus/nekrotikus sejtpopulációk 
megoszlását (4. ábra). Látható, hogy a 60 perces kezelés 
szignifikáns emelkedést eredményez mind a korai, mind 
a késői apoptotikus populációban, emellett a nekrotikus 
sejtek száma nem változott szignifikánsan a 37 °C-on tartott 
kontrollcsoporthoz képest (4.b ábra).

A p53 hipertermia indukálta nukleáris transzlokációja 
és aktivációja
Már igazolt, hogy a hipertermia a p53-útvonalon keresztül 
apoptotikus sejthalált indukál (27). Mivel az általunk használt 
B16F10 melanóma-sejtvonalban a p53 funkcionális, ezért 
megvizsgáltuk, hogy az mEHT hogyan befolyásolja a p53 
aktivációját. A p53-státuszt a kezelést követően 24 órával 
immuncitokémiával vizsgáltuk. Az 5. ábrán látható, hogy 
a kezelés a p53 nukleáris transzlokációját idézte elő.

Kemoterápiával kombinált hipertermia additív  
sejtpusztító hatása 
A következőkben megvizsgáltuk, hogy az mEHT hogyan befo-
lyásolja három, a sejtpusztulást különböző útvonalon indukáló 
citosztatikum hatását. Ezek közül a dakarbazin és a paklitaxel 
a klinikumban rutinszerűen alkalmazott kemoterápiás szer, 

a nutlin-3a-t egyelőre csak preklinikai kísérletekben vizsgál-
ják. A 60 perces hipertermiás kezelést követően a sejteket 48 
órán át kezeltük citosztatikummal, majd sejtéletképességet 
mértünk (6. ábra). A dakarbazin, mely metiláló citosztatikum, 
önálló kezelésként nem fejtett ki hatást, azonban mEHT-vel 
kombinálva sejtpusztulást eredményezett (p=0,007 DTIC + 

Annexin-V

Kontroll mEHT

7-
AA

D

4. ÁBRA. Apoptózis detektálása 60 perces kezelést követően, annexin 
V/7-AAD festés után a sejteket áramlási citometriával vizsgálva. A  jel-
zett értékek százalékos értékeket (a, b) jelölnek minden régióban (N=3, 
*p<0,05, párosított t-próba)

%
 s

ej
te

k 
(±

SE
)

6

4

2

0

*

*

Annexin-V +
Korai apoptotikus 

sejtpopuláció
Késői apoptotikus 

sejtpopuláció
Nekrotikus 

sejtpopuláció

Annexin-V/7-AAD + 7-AAD +

Kontroll mEHT

6. ÁBRA.  Kemoterápia sejtpusztító hatásának növelése hipertermiával. 
Kombinált protokollban 60 perces mEHT-kezelést követően a  sejteket 
dakarbazinnal (DTIC, 40 µM), paklitaxellel (PAC, 40 nM) és nutlinnal 
(NUT, 10 µM) kezeltük. Sejtéletképesség mérése 48 órával a hipertermi-
ás kezelést követően (N=5, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, 
kétutas ANOVA, Sidak-féle post hoc teszt)

150

100

50

0

*
***

***

**
**** **** ****

****

37º mEHT

%
 é

le
tk

ép
es

 s
ej

te
k 

(á
tla

g±
SE

)

Kontroll DTIC PAC NUT

5. ÁBRA. mEHT indukálta p53-aktiváció és nukleáris transzlokáció. 
p53-státusz megállapítása immuncitokémiával 24 órával a 60 perces ke-
zelést követően (61,5×)

Kontroll mEHT

D
AP

I +
 p

53
p5

3



© PROFESSIONAL PUBLISHING HUNGARY

MAJOR ÉS MTSAI76

mEHT vs. DTIC). A paklitaxellel történő kezelés esetében, ami 
a hatását sejtosztódáskor fejti ki a mikrotubuláris rendszer 
működésének gátlásával, a hipertermia nem befolyásolta 
a hatékonyságot. A nutlin-3a, mely MDM2-antagonistaként, 
p53-aktiváció révén fejti ki hatását, önmagában is jelentősen 
csökkentette a sejtéletképességet, mely hatást az mEHT 
szignifikánsan fokozta (6. ábra).

DISZKUSSZIÓ
A bemutatott eredmények alapján elmondható, hogy az mEHT 
HSP70-stresszválaszt indukál a B16F10 egér melanóma 
sejtvonalban, amit a HSP70 mRNS- és fehérjeszintű expresz-
sziójának detektálásával jellemeztünk. Hasonló eredményről 
számoltunk be egy nemrég megjelent tanulmányban is, ahol 
in vivo kísérleti körülmények között teszteltük az mEHT sze-
repét a primer melanóma növekedésének gátlásában. Ebben 
az esetben a HSP70-expressziót biomarkerként, a kezelési 
protokoll optimalizálására is használtuk, ugyanis az intra-
celluláris, antiapoptotikus HSP70 szintjének függvényében 
ismételtük a kezeléseket (26).

Az mEHT tumorpusztító hatása részben direkt (tumor-
sejtek apoptózisa), részben indirekt (tumorellenes immun-
aktiváció) mechanizmusoknak tulajdonítható (12, 22). Az 
apoptózis kulcsregulátora a p53 fehérje, ami számos tu-
mortípusban különböző mutációs ráta következtében inaktív, 
a melanómák zömében viszont a vad típusú fehérje van 
jelen, ami a megfelelő ágensekkel aktiválható. Az aktiváció 
erősségének és időtartamának függvényében vagy sejt-
ciklusleállás, vagy sejthalál következik be. Bizonyítottuk, 
hogy a B16F10 melanóma-sejtvonalban az mEHT aktiválja 
a p53-at és indukálja a nukleáris transzlokációt, amit a to-
vábbiakban a sejtciklusleállásért felelős p21 mRNS-exp-

ressziójának emelkedésével is megerősítettünk (26). Bár 
a sejtcikluseloszlást nem vizsgáltuk, az immuncitokémiai 
festés, életképességi vizsgálat és az apoptózis mértéke 
alapján arra következtetünk, hogy a sejtek többségében 
a kezelés hatására dózisfüggő, p21 mediálta sejtciklusleál-
lás és szeneszcencia következett be. Hasonló eredményről 
számoltak be Vancsik és mtsai is (22), akik a C26 kolorektális 
adenokarcinóma sejtvonalban detektálták a foszforilált 
p53-formát az mEHT-kezelést követően, ami p21-expressziót 
és sejtciklusleállást indukált. 

Az általunk leírt in vivo kísérleti modellben szintén azt 
az eredményt kaptuk, hogy bár többszöri, de csak mono-
terápiában alkalmazott mEHT-kezelésben a p53-aktiváció 
ellenére (az acetilált p53 szintje szignifikánsan magasabb 
volt a kezelt tumorokban) elhanyagolható volt a sejtpusztulás, 
úgy a kaszpázfüggő, mint a kaszpázfüggetlen, AIF-közvetített, 
azonban a megemelkedett p21 hatására markánsan megnőtt 
a szeneszcens sejtek aránya, ami végül a tumornövekedés 
gátlását eredményezte (26). 

A továbbiakban a kombinált terápia citotoxikus hatását 
vizsgáltuk. Több tanulmány is beszámol arról, hogy az mEHT 
fokozza a sejtek doxorubicinfelvételét és szinergikus cito-
toxikus hatást eredményez in vitro és in vivo körülmények 
között egyaránt (23, 28). Mi azt tapasztaltuk, hogy az mEHT 
a citosztatikum hatásmechanizmusának függvényében be-
folyásolta a sejtpusztulást. Míg a dakarbazin csak mEHT-ke-
zelést követően érvényesült, a p53-aktiváló nutlin-3a hatását 
additív módon fokozta, a paklitaxel hatását egyáltalán nem 
befolyásolta. Eredményeink alapján azt a következtetést 
vonjuk le, hogy a modulált elektro-hipertermia növelheti 
a kemoterápia hatásfokát, ezáltal növelve a betegek túlélési 
arányát.
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