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Roviditesek jegyzeke

47-DN — hormonfiiggd emberi emldkarcindma

5-FU — 5-fluorouracil

ACD - véletlenszerii sejthalal (accidental cell death)
ADP- adenozin-difoszfat

ANOVA - Analysis of Variance

APC - adenomatous polyposis coli

ATP — adenozin-trifoszfat

BRCAL — breast cancer genel

BRCAZ2 - breast cancer genel

CCD - Charge-Coupled Device

CHO — kinai horcsog ovarium eredetili sejtvonal
CHO-K1 - kinai horcsdg ovarium eredetii sejtvonal
CMOS - Complementary Metal-Oxide Semiconductor
ConA - Concanavalin A

CYP-enzimek — citokrom P450

CSC — cancer stem cell

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMEM/HAMS’S F12 - Dulbecco's Modified Eagle Medium/Ham's F-12
DMSO — dimetil szulfoxid

DNS — dezoxiribonukleinsav

ECM — extracellularis matrix

ER — endoplazmatikus retikulum

FADH?2 — flavin-adenin-dinukleotid

FDA — Food and Drug Administration

F-dUMP - 5-Fluoro-2'-deoxyuridine-5'-monophosphate
FSC - Forward Scatter



HaCaT - a spontaneously immortalized human keratinocyte cell line that was
derived from adult human skin

HCT-8 - Human colon tumor - 8

HelLa — Henrietta Lacks méhnyakrak eredetli sejt
HER2/neu - human epidermal growth factor receptor 2
HTS — high-throughput screening

ICsp - fél-maximalis gatlo koncentracio

MCDB 153 - Minimum Essential Medium Eagle's Basal Medium with Earle's Salts
and L-glutamine supplemented with Vitamins

MCT — monokarboxilat transzporterek 1, 4

Msn2 - Multicopy suppressor of SNF1 protein 2
MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromid
MTX - metotrexat

MY C - myelocytomatosis oncogene

NAD - nikotinamid-adenin-dinukleotid

NADP - nikotinamid-adenin-dinukleotid - foszfat
NIH — National Institue of Helath

PBS — foszfattal pufferelt s6oldat

PG - peptidogliikan

Pl — propidium jodid

RAS - renin—angiotenzin system

RCD - szabalyozott sejthalal (regulated cell death)
RDW — vorosvértest-szélesség eloszlas

RGB - red green blue

RNS - ribonukleinsav

ROS - reaktiv oxidativ gyok

RPMI 1640 - Roswell Park Memorial Institute 1640

rRNS — riboszomalis ribonukleinsav



SCC VII - Squamous cell carcinoma VII

SI — szelektivitasi index

Si - szilicium

SIFT - single-cell isolation following time-lapse imaging

THP1 - Tumor necrosis factor-o. (TNF-a) and Heterophile of Human Chronic
Myelogenous Leukemia (AML) Patient 1 cell line

TLS — time-lapse imaging system
TP53 — tumor szuppresszor protein
U937 - hisztiocitas limféoma

UVC USB — USB Video Class USB

WM-266-4 - human melanoma cell line



Bevezetés

A sejtek rendellenes fejlédését, mely soran korlatlanul osztdédnak, tumornak
nevezzik. Az elmult két évtizedben vilagszerte 21 milli6 0j tumoros megbetegedést
diagnosztizaltak, amely drasztikus novekedést jelent. A Klinikai jelentések alapjan
tizbSl hét halalesetet a daganatos megbetegedések okoznak, féleg Eszak- és Kozép-
Amerikaban, valamint Afrikaban. Ez egy figyelmeztetd jel, hogy a legfejlettebb
orszagoknak is sziikséges a gyors fejlodés, mind a korai detektalas, mind a gydgyitas
terén. Minden korosztaly érintett a daganatos megbetegedések kapcsan, azonban a
kor elérehaladtaval ennek a valdszinlisége egyre nagyobb a DNS-t érinté mutéciok,

valamint a kiilonb6z6 karcinogénekkel torténd érintkezés miatt.

A tradicionalis tumorellenes terapia a sebészeti beavatkozasokat, kemoterapiat
¢s a sugarkezelést foglalja magéba. A kemoterdpias kezelések soran alkalmazott
szamos szintetikus gyogyszer és egyéb terapias megoldas a legtobb esetben
Onmagaban nem ¢éri el a kivant hatést €s gyakran kialakul a metasztatikus allapot. A
metasztatikus allapot sordn a daganatos sejtek a vérdrammal szétterjednek a
szervezet kiillonboz6 pontjain, amely azokon a helyeken is a tumorok kialakulasat
eredményezi, ezéltal drasztikusan csokkentve a gyogyulas lehetdségét és a talélési
ratat. Mindezek ismeretében a hatékony kezelésekhez sziikségiink van olyan
biologiai vagy természetes forrasokbdl szadrmazd daganatterdpiara alkalmas
vegyiiletekre, amelyek  szelektivek, = kevesebb  mellékhatasuk  van,
koltséghatékonyak, minimalis a rezisztencia kialakuldsénak a valdszinlisége és tobb

elény0Os gyogyaszati tulajdonsaguk is van.

Egy 6sszefoglalé cikk alapjan® az 0j potencialisan gyogyszerként alkalmazhatd

vegyliletek tesztelése €s engedélyeztetése igen koltséges €s 1ddigényes folyamat.

! Sharifi-Rad et al., 2019



Szamokban kifejezve ez 10-15 évet jelent, mely soran a tesztelt 5000-10000 jeldlt
kozil csak 1 felel meg az Osszes FDA (Food and Drug Administration)
jovahagyasahoz sziikséges kritériumnak. A tesztekhez sziikséges idot és koltséget
sejttenyészeteken alapuld high-througput (HTS) sziiréssel probaljak csokkenteni. A
sejttenyészetek alkalmazasa soran nem feltétleniil ugyanazon sejtvalasz reakciok
aktivalodnak, mint a szoveti kornyezetben, de ezzel mar gyorsan szelektalhatok azok
a vegyiiletek, amelyek hatastalanok vagy magas a toxicitasuk. Mindezek mellett

tovabbra sem valthatok ki az in vivo allatkisérletes tesztelések sem.

A hatoéanyag felfedezése és fejlesztése soran a sejt alapt vizsgdlod rendszerek
fontos szerepet jatszanak: a fOmolekula azonositdsdban, a preklinikai
vizsgalatokban, -amely magaba foglalja a toxicitasi teszteket is-, a hatékonysag és

gyogyszeradagolasi mechanizmus tanulmanyozasaban.

A gybgyszeripar folyamatosan arra torekszik, hogy 1jabbnal ujabb
gyogyszerjelolt molekuldkat fedezzen fel a varatlan igények kielégitése érdekében
is. A tudomany és technoldgia parhuzamos fejlddése gyorsan megnovelte a
gyogyszerjeloltek szamat. Azonban ezzel egyiitt ) problémak bukkantak fel,
ugymint a gyogyszerkOnyvtarak hatékony feldolgozasa és értékelése toxicitasi
szempontbol. A molekuldk ezreit nagy mennyiségben gazdasagi és etikai
szempontokbol nem célszerii tesztelni, igy a tudomanynak a sejtes alapa in vitro
technikakra kell hagyatkoznia. A high-througtput screening (HTS) a megoldas az
elébb emlitett problémakra. Mind gazdasagilag, mind az idétényezd miatt ez a
legkedvezObb tesztelési lehetdség. A  vizsgalatok torténhetnek mikrotiter
lemezekben, melyek manualisan vagy robotizaltan végezhetdk el; tovabba
alkalmazhatjak az dramlasi citometriat is erre a célra. Ezekkel lehetdség van szamos

gyogyszerkoncentraciot €s expozicids idot hatékonyan tesztelni.

Napjainkban a daganatos megbetegedéseket a vezetd haldlokok kozott tartjak

szamon ¢&s vilagszerte egyre nd ezen megbetegedések szama. Ezért nem meglepd,



hogy a tumorellenes készitmények, koztik a nukleozid szarmazékok és azok
analogjainak alkalmazésa szignifikansan nétt az onkologia teriiletén. Gyakorlatilag
vagy bazis analdég gyodgyszereket Onmagukban vagy mas készitményekkel

kombinalvaZ.

Az MTT-tesztet gyakran hasznaljak citotoxicitas vizsgalatara kiilonb6zo
sejtvonalakon, emberi és allati eredetli sejteknél egyarant. A tetrazolium sok
redukcidja mar egy széles korben elfogadott modja annak, hogy egy adott
xenobiotikum viabilitasara kifejtett hatasat vizsgaljak in vitro. A metabolikusan aktiv
sejtek csokkentik a sarga tetrazolium MTT mennyiségét, a dehidrogendz enzimek
azon aktivitasa altal, amikor NADH ¢és NADPH agenseket hoznak Iétre. A lila
formazan kristaly szolubizalhatd és ezaltal szamszerisitheté spektrofotometriai
modszerekkel. Minden sejttipusnal egyenes aranyossag figyelhetd meg a sejtszam és
a szignal kozott; ez lehetévé teszi, hogy kvantifikalhassak a sejtek viabilitasaban

bekovetkez6 valtozasokat.

A Time-lapse imaging videomikroszkopia (TLS) segitségével valds idoben
figyelhetik meg a sejtek viselkedését a hozzaadott vegyiilet(ek) jelenlétében. A
morfologia valtozasat, a generacids idore gyakorolt hatast, az apoptozist €s a
nekrozist tudjak nyomon kovetni ezzel a modszerrel. A laboratéoriumunkban
rutinszerien alkalmazott képelemzd modszerekkel nemcsak kvalitativ, de

kvantitativ informaciokat is kinyerhetnek az igy elkésziilt felvételekb&l®.

Az értekezésem témaja az MTT-teszt és a Time-lapse imaging
videomikroszkopia kombindcidjara iranyul az egyes daganatos sejtvonalakra
jellemzé ICso koncentracidok vizsgalata mellett. Ertekezésemben tobbek kozott

bizonyitom, hogy a videdmikroszkopia segitségével a nukleozid analogokkal végzett

2 Shelton et al., 2016
3 Nagy et al., 2010, 2012, 2014



kezelés soran a sejtek €letképességén kiviil a kdvetkezd informaciokat allapithatjuk

meg:

1. sejtméretet, illetve a valtozasat

2. leanysejtekre vonatkozo osztodasi idoket (citokinézis)

3. a sejtciklus iddtartamat

4. a sejthalal mértékét

5. a sejthalal tipusat (ha megfigyelhetd) (apoptodzis, nekrozis).

Az 0sszefoglaldsban megfigyelhetjiik, hogy az MTT teszt a citotoxikus dgens
gatlasanak mértékével kapcsolatos informéciokat szolgaltatott, fliggetleniil attol,
hogy a sejtek életben maradtak vagy elpusztultak. Az MTT teszt time-lapse
videomikroszkoppal torténd kiegészitése értékes vizudlis informdacidkat ad, és
lehetdvée teszi a felvételek kvantitativ kiértékelését is. A TLS hosszabb ideig, akar
tobb hétig is fenntarthato, és kiszélesiti a citotoxikologiai vizsgalatok horizontjat.
Disszertaciomban leirom tovabba, hogy az altalam fejlesztett, kombinalt elemzés
kiterjeszthetd tobbek kozott az antimetabolikus, gombaellenes és tumorellenes
szerek citotoxicitasi profiljanak a feltérképezésére, mely hatékony és gyors
szelektalast biztosit. Az altalam kifejlesztett 0j vizsgalati modszer segitségével a
hagyomanyos ¢letképességi tesztek eredményeképpen kapott végponti mérések
eredményérél a time-lapse videdmikroszkoppal késziilt felvételekkel bdvebb

informaciot kaphatunk arrél, hogy milyen cellularis események okozzak azokat.



Irodalmi attekintés

1. Daganatos megbetegedés

A daganatok kialakuldsa nem egytényezds folyamat, szamos kiilonb6z6
mechanizmus jarul hozza a létrejottéhez. A rendellenesen osztodd vagy mutalddott

sejtek gyors €s kontrollalatlan proliferacidja vezet a tumor kialakuldsadhoz.

A normdl sejtek sejtciklusa és anyagcsere folyamatai szabalyozottak,
azonban ezt a kontroll mechanizmust a tumoros sejtek elveszitik. A testi sejtekre
szamfelezd, mitotikus osztddas jellemzd. A legtobb sejt abbahagyja az osztodast,
amikor folytonos réteget hoz 1étre. Ha ezen osztddas soran 1étrejon egy mutalddott
sejt, az programozott sejthalallal megsemmisiil és azt egy normal sejt helyettesiti.
Ezen hibas sejtek szama napi szinten nagyon alacsony, néhany ezer kornyékére
tehetd, mely az emberi testben elhanyagolhatdé mennyiség. Azonban eléfordulhat,
hogy muticiéo jon létre az adott sejt DNS-ében, amely rezisztenssé teszi az
apoptozisra vagy biztositja szamara a gyors duplazodast. Ebben az esetben az
osztodasok sordn mindig a hibas DNS fog orokitddni, tehat talsalyba kertil a
mutaciot hordozo6 sejtek szama a szervezetben. Ezek a neoplasztikus sejtek kontroll
nélkiil novekednek. Ezek az invaziv mutalodott sejtek a daganatos sejtek, amelyek a

késdbbiekben a tumor kialakuldsdhoz jarulnak hozza.



Replikdcio Kontakt gatlas

X

Hibaés sejt, apoptdzis Mitozis

1. abra A sejtek osztodasanak egyszerl szemléltetése ([7] Kalyanaraman 2017)

A tumoros sejtek esetében nincs kontakt gatlas, igy gyorsan osztdédnak, nem
hatnak rajuk a sejtes ellendrzési folyamatok, rezisztenciat képeznek a sejthalallal
szemben, a rendelkezésre 4ll6 tdpanyagokat felhalmozzdk, valamint genetikai
rendellenességgel jellemezhetdk. Masik eshetdség a tumoros sejtek esetében, hogy
az invaziv daganatos sejtek kiszabadulnak a szoveti kozegbdl és bekeriilnek a
véraramba, igy tavolabbi szervekhez is eljutnak, ahol megtapadhatnak. Ezt a
folyamatot metasztazisnak nevezziik, ahol a metasztatikus sejteknek mas mutacioi is
el6fordulhatnak, tovabba a primer tumorhoz képest masként reagalhatnak a
kemoterapids szerre. Tehat a tumoros megbetegedés tobb korképet is tartalmazhat,

amely komplexsz¢ és nehezebbé teszi a gyogyitasat.
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2. abra A daganatos sejtek kontroll nélkiili novekedésének szemléltetése ([7]
Kalyanaraman 2017)

A megndvekedett energiaigény kielégitésére a tumoros sejtek tovabbi
mechanizmusok segitségével egyéb tdpanyagok megszerzésére torekednek. A rajuk
jellemzd metabolikus Utvonalakon keresztiill a daganatos sejtek is kielégitik a
sziikségleteiket, azonban a normal sejtektdl eltérd6 modon. A jelenlegi
gyogyszerkutatasok a tumor kezelés hatékonysdga érdekében a tumorsejtekre
jellemz6 metabolikus utvonalak gatlasara iranyulnak. A citotoxikus terapiakkal
ellentétben - amelyek megolik a hibas sejteket és a tumor gyors zsugorodasdhoz
vezetnek- , a célzott terapiak nem kozvetleniil pusztitjak el a daganatos sejteket,
inkabb megvaltoztatjak vagy lassitjak a daganat metabolizmusat. A célzott terapia
megakadalyozza a sejtek novekedését, gatolja a glikéz felvételét, mely idével
valtozashoz vagy a tumor regresszidjahoz vezethet, végiil a daganatos sejtek

elpusztulnak®.

4 Galluzi et al., 2010; Hanahan et al., 2000; DeBerardinis et el.,2008; Michalopoulou etal., 2016;
Ward et al., 2012; Cheong et al., 2011; Shafaee et al., 2015; Hamanaka et al., 2012; Lunt et al., 2011;
Rodriguez-Enriquez et al., 2014; Serkova et al., 2016; Iclietal., 1993
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1.1. A daganatos sejtek anyagcseréje

A sejtek mukodésiikhoz is energiat igényelnek, amelyet kiilonb6zé kémiai
folyamatok, az anyagcsere utjan szereznek be. A metabolizmus egyensulyi

folyamata a felépitd anabolikus és a lebont6 katabolikus folyamatok kozott alakul ki.

Terapias szempontbdl is fontos a daganatos sejtek metabolikus folyamatainak
megértése. A daganat kezelés soran megfigyelhet6 f6 metabolikus utvonalak példaul
a glikolizis, a Krebs-ciklus, az oxidativ foszforilacid, a nitrogén metabolizmus, a

zsirsav oxidacio, a nukleinsav szintézis, a lipid szintézis €s az aminosav anyagcsere.

A Warburg effektus: a normal és a daganatos sejtek metabolizmusa kozotti

jellegzetes kiilonbségek

Annak érdekében, hogy a tumoros sejtek fenn tudjak tartani a kontrollalhatatlan
novekedési tlitemiiket, szokatlan moddon jutnak energidhoz. A normal sejtek
energiaigény esetén nem alakitjak at a gliikkozt laktatta, kell6 mennyiségii oxigén
jelenlétében. Ezt csak alacsony vagy oxigénhianyos kozegben végzik. Ezzel
ellentétben a daganatos sejtek oxigén jelenlétében is atalakitjak a gliikozt laktatta,

azaz aerob glikolizis zajlik.

Ezt a megfigyelést kozel szaz évvel ezel6tt Otto Warburg tette. A folyamatot,
amikor a sejtek megfeleld oxigénszint mellett is laktattd alakitjak a gliikozt,
Warburg-effektusnak nevezziik. A tumoros sejtek nagyobb mennyiségben tudjak
laktattd alakitani a gliikozt aerob koriilmények kozott is. A normal sejtek az oxidativ
foszforilacids folyamatok soran a mitokondriumban ATP-t termelnek. Normal
koriilmények kozott a sejtek és szovetek a gliikdzt széndioxidda és vizz¢ alakitjak az
oxidativ foszforilacidos folyamatok soran, valamint a gliikozt laktattd alakitjak
alacsony oxigén szint mellett, azaz anaerob allapotban. Ez tekinthetd az elsd

megfigyelt biokémiai markernek, ami a tumoros sejtekre jellemzd. Altalaban a
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daganatos sejtek sokkal nagyobb mennyiségben veszik fel a gliikozt, mint a normal
sejtek. Ez arra vezethetd vissza, hogy egyes membran gliikkdz transzportért felelds
izoformak nagyobb mennyiségben expresszalddnak. Mindezek ellenére sokaig csak,
mint diagnosztikai eszkdzt hasznaltak ki ezt a felismerést, csak késébb gondoltak ra,

mint terapias lehetdségre.

Sokaig nem volt ismert, hogy mi az oka a megnovekedett glikolizisnek a
tumoros sejtekben. Warburg azt feltételezte, hogy a mitokondrium miikddésének
zavara az oka annak, hogy a daganatos sejtek a talélés érdekében a glikolizisre
hagyatkoznak. Azonban egyes vizsgalatok soran kideriilt, hogy a tumoros sejtek
anyagcseréjében a mitokondriumok is fontos szerepet jatszanak. A mitokondrialis
oxidativ foszforilacio azonban lassabb és id6igényesebb folyamat szemben a

gyorsabb, de joval koltségesebb glikolizisnél.

A legtijabb kutatasok szerint a Warburg-hatas egyik f6 eldnye nem a glikolitikus
ATP eldéllitasdban rejlik, hanem szdmos olyan glikolitikus koztitermék
eléallitasaban, amelyek az anabolikus folyamatok eléfutarai. Felmeriilt, hogy egy a
Warburg-szerli mechanizmus mas gyorsan szaporodd sejtekben és szovetekben

(példaul T-limfocitakban vagy embrionalis szovetekben) is miikddik®.

1.1.1. Glikolizis

A fentebb emlitettek alapjan a glikolizis kulcsfontossdg a daganatos sejtek
szamara. Ezért ha meggatoljuk a glikolizist az a tumoros sejtek pusztuldsdhoz
vezethet, melyet kihasznalva ez egy potencialis tumorellenes célpont lehet a terapia
soran. A glikolizis a gliikoz lebontédsi folyamata, mely soran piruvat keletkezik
tobbszords oxidacids reakciokon keresztiil, amelyhez ATP energiara és NAD+-ra

van sziikség. A glikolizis intermedierjein keresztiil nukleotidok, zsirsavak és

5> Bortner et al., 2016; Fernandez-Ramos et al., 2016



aminosavak szintézise is lehetséges. Mindezek alapjan érthetd, hogy a daganatos
sejtek miért az aerob glikolizist hasznaljadk. Ugyan alacsony az energiatermelés,
azonban a gliikoz lebontasa soran szamos olyan intermediert termel, amely fontos

mas anyagcseretermékek felépitéséhez.

Gliikoz

ATP
ADF’q Ak 2NADP* 2NADPH

Gliikoz-6-P —3z55—~  Riboz-5-foszfat ~— Nukleotid
| Pc szintézis

| Frukt6z-6-P
‘Aop—1 prr
Fruktéz-1,6-bis-P

= —

Glicerin-aldehid-3-P =—=  Dihidroxiaceton-P ., Lipid

NAD* —— sZIntézis
-NADH:Y® GADPH szintézis
1,3-Biszfoszfoglicerat

ATP

ADP

PHGDH Aminosayv

sZintézis

3-Foszfoglicerait Szerin —,

l

2-Foszfoglicerat
H,04

Foszfoenolpiruv:t
ADP
ATE —~ NADH  NAD*
Piruvat [————| Laktat

Citromsav-ciklus

3. abra Glikolizis és fontos metabolitja ([7] Kalyanaraman 2017)

1.1.2. Citromsav-ciklus

A glikolizis soran piruvat keletkezik, amit a piruvat-dehidrogendz acetil
koenzim-A-va alakit és ez az oxalacetattal citromsavat képez. Ez a citromsav ciklus
kezdd Iépése. A glikolizis intermedierjei prekurzorai a sejtek felépitéséhez sziikséges

molekuldknak, iigy mint: zsirsavak, nukleotidok, porfirinek és a hem.
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4. abra A citromsav ciklus és fontos metabolitjai
(https://hu.wikipedia.org/wiki/Citromsavciklus)

1.1.3. Glutaminolizis

A daganatos sejtek a glutamint is felveszik €s hasznositjak. Ez sziikséges ahhoz,
hogy zavartalanul miik6djon a citromsav ciklus. A glutaminolizis magéba foglalja a
glutamin glutamat atalakitasat, amibdl alfa-ketoglutarat keletkezhet. Ez utobbi be tud
Iépni a citromsav ciklusba. A glutamin a hypoxias sejtekben a zsirsav szintézis
szubsztratja is, feltehetden a hypoxia indukalo-1 faktor aktivaldsan keresztiil.

Bizonyos daganatos pacienseknél megfigyelték, hogy a vér glutamin tartalma

csOkkent.
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A diszfunkcionalis mitokondriumokban a glutamatnak a glutamat-dehidrogenaz
altal  alfa-ketoglutarattda  torténd  atalakitdsa  karosodhat, ami  glutamat
felhalmozodasahoz és az ATP-termelés csokkenéséhez vezet. Ez hozzéjarulhat a

glutamin felhalmozodasanak a sejtanyagcserére gyakorolt negativ hatasaihoz.

A talzott glutaminszint szdmos karos hatéssal lehet a szervezetre. A glutamin példaul
a glutamat el6anyaga. Ez az agyban egy olyan neurotranszmitter, amely nagy
koncentracidban excitotoxikus lehet, végiil sejthalalhoz vezethet. Ezenkiviil a
glutamin emelkedett szintje az oxidativ stressz novekedését okozhatja, ami
karosithatja az olyan sejtkomponenseket, mint a fehérjék, a lipidek és a DNS. Ez
hozzajarulhat kiillonbozo betegségek, koztiik neurodegenerativ rendellenességek és

rak kialakulasahoz.

1.1.4. Terminalis oxidacid

Az oxidativ foszforilacid soran ADP-bol ¢és foszfatbol az ATP-szintiz a
mitokondrium belsé membranjan keresztiil kialakult proton gradienst hasznalja fel
ATP termelésre. A NADH+H" oxidacioja soran 3 ATP és a FADH2-bél 2 ATP

keletkezik, mikdzben az oxigén vizzé redukalodik.
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5. dbra Terminalis oxidacid

(https://docplayer.hu/7345507-A-legzesi-lanc-es-az-oxidativ-foszforilacio.html)

1.1.5. Szerin bioszintézis

A szerin szintézis érinti a glikolizist és a glutaminolizist is. Ez utobbi kettd
jellemzden aktiv a daganatokban, ezért fontos kifejteni. A szerin bioszintézis fontos

Gitvonal, foleg a mellrdk esetében, amelynél igen alacsony a talélési rata®.
Forditott Warburg-effektus

A reverz Warburg-effektus a daganatos sejtekre jellemzd. A jelenség 1ényege
az, hogy a hibas sejtek a szomszédjukban 1évé normal sejteket fokozott
katabolizmusra kényszeritik. Az egyik ilyen folyamat a ,,gazda” sejtekben az aerob

glikolizis.

¢ Koppenol et al., 2011; Vander et al., 2009; Skoura et al., 2012; Gatenby et al., 2004; Warburg, 1956;
Ramsay et al., 2011; Weinberg et al., 2010; Scatena et al., 2012; Hosiois et al., 2016
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A  tumor sztroma - melynek mikrokdrnyezete fibroblasztokbol,
adipocitakbol, endothelialis sejtekbél és  makrofagokbol all-, a daganat

novekedésének jellegzetes velejargja.

A daganatok energiadiis metabolitokat vesznek el a mikrokornyezetbdl, mellyel a
tumoros sejtek allando kolcsonhatasban vannak. A glikolizis mellett a daganatos
sejtek az adipocita szovetekbdl szarmazo zsirsavakat hasznaljak fel energiaként. Az
epitelidlis tumoros sejtekben az oxidativ mitokondrialis anyagcserét és az ATP
termelést elésegitd egyéb metabolitok a sztromabol szarmazo glutamin és a ketonok.
A monokarboxilat transzporterek (MCT) az L-laktatot szallitjadk a tumorhoz
kapcsolddo sztromalis sejtek és a daganatos sejtek kozott. A fibroblasztokban
talalhato MCT-4 felelos az L-laktat kivezetéséért a sztroma sejtekbdl, az MCT1

pedig az epitelialis tumoros sejtekben lokalizava az L-laktat felvételéért.

Hypoxia és a Warburg-effektus: laktat transzfer

A tumorok felépitését tekintve heterogének, ugyanis egyarant tartalmaznak
aerob ¢s hypoxias teriileteket. Az oxigén gradiens kifejezés a tumorok esetében egy
ismert fogalom. Ez azt jelenti, hogy a tumor véredényekhez kozel esé sejtjei
oxigénben gazdagok, mig a tavolabbi sejtekhez lényegesen kevesebb oxigén jut.
Azonban az oxigénben gazdag és szegény terliletek kozott ugynevezett anyagcesere
szimbiozis figyelhetd meg. A hypoxids sejtek a glikolizisben laktatot termelnek,
amelyet az aerob tumoros sejtek az MCT-1 transzporterrel felvesznek és a laktat-
dehidrogenaz-B altal piruvatta alakitjdk. Ezt kovetden a piruvat, mint szubsztrat a
tumorsejtekben oxidativ foszforilaciés folyamatokon keresztiil ATP-vé alakul.
Ezaltal a hypoxias daganatos sejtek szamara tobb szabad gliikoz marad, amely

biztositja a talélésiiket.
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Amennyiben az MCT-1 gatolt, az aerob tumoros sejtek nem tudnak laktatot felvenni,
igy verseny alakul ki az aerob és hypoxias daganatos sejtek kozott a gliikkozért. Ha
ezt a transzportert sikeresen gatoljuk, a hasznalt vegyiilet potencialis kemoterapias
agens lehet. A tumoros sejteket gatld gyogyszer a glikolizist, a mitokondrium
anyagcseréjét vagy a szomszédos sztroma sejtek katabolizmusat akadalyozva

hatékony lehet a tumor elérehaladasaval és metasztazisaval szemben.

Gliikéz

Rossz 02 ellitottsagi tumor sejtek  gipoxigs tumor sejt

Alacsony
HIF-1 szint

Laktat

Sejtmag

Orxigén Kromatin
gradiens

N

J6 O2 ellitottsagi tumor sejtek

6. abra Oxigén gradiens csokkenése, laktat transzfer a daganatokban ([7]
Kalyanaraman 2017)

A zsirsav oxiddcio szerepe a tumor anyagcserében

Gyakori, hogy a gyorsan ndvekvd tumoros sejtek energia igényével nem tud

1épést tartani a rendelkezésre allo gliikoz mennyiség, ekkor a sejtek zsirsav

crer
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tumor sejtjeiben ez az egyik legjellemzébb anyagcesere folyamat, mely hatasara
megndvekszik a palmitat és a zsirsav oxidacioja. A zsirsav oxidéacié gatlasara
alkalmas gyogyszer az etornoxir, amely a karnitin palmitoil-transzferaz enzimet

gatolja, igy gatolt a tumor ndvekedése.

Egyes tumor sejtekben megnovekszik a monoacil-glicerin lipaz aktivitas. Ezt
petefészekdaganattal diagnosztizalt paciensekben mutattdk ki. Ez az enzim
hidrolizdlja a monogliceridokat, igy glicerol és szabad zsirsav szabadul fel, az
agressziv tumorfajtak pedig ezen mechanizmus segitségével jutnak energiahoz. A
monoacil-glicerin lipaz indukalja a szabad zsirsav fiiggd lipideket, mint példaul
prosztaglandin E2-t, foszfatidsavat és lizofoszfatidsavat. Ezek a lipid molekulak
aktivaljak a tumor jelatviteli folyamatait. Ennek hatdséra a zsirsav-szintaz az acetil-
KoA-t palmitatta alakitja. A frissen eléallitott szabad zsirsavak neutralis lipidtarakba
keriilnek, ahonnan a monoacil-glicerin lipaz juttatja ki azokat. Szamos tanulmany

alapjan a monoacil-glicerin lipaz egy igéretes terapias célpont lehet’.

Neutrilis lipid raktarak

Monoacilglicerol Diacilglicerol Triacilglicerol

Fd
~ /'
Monoacilglicerol /
lipaz rd
. /
'S s
o yd
»
Acetil-KoA Malonil-KoA Szabad zsirsavak
Acetil-KoA Zsirsav
karboxilaz szintézis
L ]
de nove zsirsav szintézis
B oxidicio Membran Jelatviteli lipidek
lipidek (PA, LPA, PGE,)
I ATP

Proliferacio, Novekedés, Migracio

7. abra A zsirsav anyagcsere szerepe a daganatos sejtekben ([7] Kalyanaraman
2017)

" Martinez-Outschoorn et al., 2011; Pavlides et al., 2009; Sotgia et al., 2012; Ribatti et al., 2015; Hui
et al., 2015; Sanit4 et al., 2014; Semenza et al., 2008, 2011; Yecies et al., 2010; Zhang et al., 2016;
Kalyanaraman et al., 2017
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A jelenleg alkalmazott kemoterapids kezelések soran gyakran mertil fel akut vagy
késobb megjelend toxikus mellékhatds. A konvencionalis terapias agensek
potencialis citotoxikus hatastak nem csak a tumoros sejtekre, hanem az egészséges
sejtekre is. Ezzel ellentétben az Ujabb célzott terapias szerek terapias indexe
nagyobb. Ezeknek a vegyiileteknek a kemoterapias hatékonysadga megnovekedett,
kulcsfontossagu cél tobb vegyiilet kombinatorikus kemoterapias alkalmazésa azért,
hogy a daganatsejtek citotoxicitasa fokozodjon azaltal, hogy a metabolikus
gatloszereket kombinaljak a szokasos kemoterapias szerekkel és igy csokkenthetik a

normal sejtekre gyakorolt citotoxicitast®.

2. Nagy ateresztOképességii vizsgalatok

Mint ahogy azt a bevezetésben is emlitettem, egy 2017-es Osszefoglald cikk
megerdsiti, hogy az 1j, potencialis gyogyszerként alkalmazhatdé vegyiiletek
tesztelése és engedélyeztetése igen koltséges és iddigényes folyamat. Szamokban
kifejezve ez 10-15 évet jelent, mely soran a tesztelt 5000-10000 jelolt koziil csak 1
felel meg az Osszes sziikséges kritériumnak, amely ahhoz sziikséges, hogy az FDA
(Food and Drug Administration) jovahagyja. Az ehhez sziikséges 1d6t és koltséget
sejttenyészeteken alapuld high-througtput teszteléssel probaljak kivaltani. A
sejttenyészetek alkalmazasa sordn nem feltétleniil ugyanazon sejtvalasz reakciok
aktivalodnak a szoveti kornyezetben, de ezzel mar gyorsan kisziirhetok azok a
vegyiiletek, amelyek hatastalanok vagy magas a toxicitdsuk. Mindezek mellett

tovabbra sem valthatok ki az in vivo allatkisérletes tesztelések sem.

Ha el is jut egy vegyiilet a klinikai tesztelések fazisaig, a human tesztek soran -

legtobbszor a majra gyakorolt toxikus hatdsai miatt-, azt még a korai fazisban

8 Kalyanaraman 2017
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alkalmatlannak nyilvéanitjak. Tehat a megfelelden valasztott allatmodell és igéretes
eredmények ellenére is hasznalhatatlan lehet az adott vegyiilet. Ennek a
valoszinliségét csokkenthetjiik, ha a sejttenyészetekkel végzett vizsgalatok soran
human eredetii sejtvonalat vizsgalunk. Azonban itt is szamolni kell tobb befolyasold
tényezével, mint példaul egyes sejtvonalak nehézkes fenntartasa, vagy, hogy
fenotipusosan soha nem lesznek egyformak, ugyanis a megvaltozott kdrnyezeti
koriilményekre reagalva az utdédsejtek mar nem hasonlitanak az anyasejtekhez. Az
utobbi  kikiiszoboléséhez az sziikséges, hogy jol meghatdrozott allandd

koriilményeket biztositd kornyezetet tudjunk kialakitani az adott sejtvonal szamara.

Leggyakrabban a gyors tesztelésre a kiilonbféle mikrotiter lemezeket
alkalmaznak, amellyel tgynevezett statikus kulttrat tudnak fenntartani. Ezzel
minimalizalni lehet a kontaminacid valdszinliségét, ellentétben a folyadék
kultarakkal. Azonban a tapfolyadék csere kovetkeztében megvaltozik a sejtek
fiziologias kornyezete. Ezzel ellentétben, ha perfazids rendszerben tartjak fenn a
kultarakat a tesztelés soran allandd kornyezetet tudnak biztositani a sejteknek.
Mindemellett sejt-sejt interakciok alakulhatnak ki, ami valaszreakciokat aktivalhat a
kiilonbozé kornyezeti tényezOkre (kevertetés, stressz valasztényezdk stb.),
biztosithat6 az allando koncentracio gradiens, igy pedig jobban masolhatok az in vivo
koriilmények. Azonban ebben az esetben sem képesek ugyanolyan koriilményeket
biztositani, amelyek ugyanazon fiziologias allapotokat aktivalnak a sejtekben. Tehat
a statikus és a dinamikus kultarak alkalmazasanak ugyaniigy megvannak a maguk

elényei és hatranyai.

Ha a 2D és 3D sejtkulturakat kell Osszehasonlitani, egyértelmii, hogy a
tesztelések soran a 3D kultarék segitségével lehet a legvalosabb kovetkeztetéseket
levonni. Ugyanis ilyen koriilmények kozott a sejtek extra-cellularis matrix (ECM)
kialakitasara képesek, termelhetnek szolubilis molekulakat (pl. hormonok,

novekedési faktorok és citokinek), tovabba valdodi sejt-sejt interkaciok is
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megvalosulhatnak. Ezen jelek és folyamatok Osszessége alapjan a sejtekben
kiilonb6z6 reakcidk aktivalodhatnak, ez donti el, hogy apoptdzis, proliferacié vagy
differencidci6 kovetkezik be. Mindezek ellenére a statikus és dinamikus kultirdkat
hasznaljak, ugyanis ezek egyszeriibbek ¢és kevésbé koltségesek, mint a 3D

tenyészetek fenntartasa ®,

2.1. Hatoanyag fejlesztés és tesztelés

A hatoanyag felfedezése és fejlesztése soran a folyadék kultirdk és a sejt alapu
vizsgald rendszerek fontos szerepet jatszanak: a hatékony molekuldk
azonositasaban, a preklinikai vizsgélatokban - amely magéba foglalja a toxicitasi
teszteket is -, a hatékonysag és gyoOgyszeradagolasi mechanizmus

tanulmanyozasaban.

Ahhoz, hogy a biologiai rendszerek komplexitasat megértsiikk, de legalabb
modellezni tudjuk, kiillonb6z6 technikak és modell rendszerek sziikségesek, amellyel
a human fizioldgias koriilmények fontos jellemzdit tudjuk utdnozni. Ezeknek a
modszereknek kiilonbozé tényezdkkel kell egyensulyba keriilniiik: mennyire
hasonlit a vizsgalando6 rendszerre, mennyire kdltséges és mennyire hasznalhaté az
adott rendszer. Tovabba igen nagy az igény a gyors gyogyszerfejlesztésre a globalis
egészségre jellemzd valtozadsok miatt, Ggymint a kiilonb6z6 1 jarvanyok

megjelenése, vagy a gyorsan kialakul6 antibiotikum rezisztencia.

Azért a tumor ellenes vizsgalatokat valasztottam disszertaciom témajaul,
mert a daganatos megbetegedések Szama globalisan novekszik foként a fejlett
orszagokban, igy Amerikdban és Nyugat-Eurdpaban is. Ahogy ndvekedett ezen
megbetegedések szama, Ugy lett egyre nagyobb az igény a tumor ellenes

gyogyszerek kutatasara és alkalmazasara. Az elmult két évtizedben ezeknek a

°Wu etal., 2010
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kutatasoknak szama jelentésen megndtt. A legtobb esetben egy-egy potencialis
vegyiilet vizsgalata sordn csak a klinikai fazisban deriilt ki, hogy mégsem

hasznalhato. Ezen sikertelen vizsgalatok koltsége nagyon magas.

A preklinikai tesztek sordn az elsé 1€pés a célpont azonositasa. Ezek
megismerésére 2D sejtkultirakat hasznalnak. A sikeres teszteket kovethetik az in
Vivo vizsgalatok is. Azonban a modell rendszerek, szervezetek mindegyikének
megvan az elénye és a hatranya is. Ezen hidnyossadgok vezethetnek ahhoz, hogy az
egyes vegylletek hatékonysagat tulbecsiiljilk, mig mas alkalmas vegyiiletet

kisziirnek mar az eldzetes tesztek soran.

A 2D sejttenyészetek alkalmazhatdsagat befolyasolja, hogy polisztirénbol
késziilt, elore bevont felszinen nének. Ez viszont nem biztositja a valds kornyezet
megfeleld modellezését. Emiatt jobb hatékonysagu sziirdvizsgalatok sziikségesek.
Szdmos tanulmany alatdmasztja azt a tényt, hogy ha csak a sejtkultarakkal végzett
vizsgalati eredményekre hagyatkoznak, azok sokszor hibas elérejelzéseket adnak a

klinikai tesztekhez. Mindezek ellenére sziikséges ezen modell tovabbi alkalmazasa.

Ezzel ellentétben, ha a sejtek 3D mikrokdrnyezetben novekednek,
megvaltozik a sejtek kozotti kolcsonhatas, a tapanyag hozzaférhetdség, amely
alternativ  génexpressziés folyamatokat indukal. Ez pedig befolyasolja a
proliferacidt, a metabolizmust, a differenciaciot, a kommunikaciot és a sejtek
nativ szovet és a primer tumorok génexpresszios profiljara. Osszevetve a monolayer
kultardk és a szferoid kulturak génexpresszios profiljat, az utébbi jobban hasonlit a
nativ kornyezethez. Mindezek ellenére a 3D modellek alkalmazisa nem igazan
terjedt el. Hatranyuk, hogy dragak, nehéz egyforma méretli szferoid kultarat
kialakitani, valamint fenntartani a szferoid kokulturakat. A kereskedelmi
forgalomban kaphato tesztek nem optimalisak a 3D tenyészetekhez, tovabba az

eredmények kiértékelése nem megoldott az egységes protokollok hianya miatt.
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Ugyanakkor a 2D kultarakkal ellentétben kevés irodalmi adat all rendelkezése a 3D
tenyészetekrél, ugymint gyogyszerinterakciok mechanizmusa, a  sejtek

differencialodasa és a sejtek szignalizacioja'®.

Mind a 2D, mind a 3D sejttenyésztési technikdk olyan modszereket
biztositanak, amelyek sziikségesek a kutatds el6érehaladasahoz. A 3D sejtkultira
azonban bebizonyitotta, hogy képes teljesen megvaltoztatni az 0 gyogyszeres
kezelések tesztelésének, a betegségek modellezésének, az dssejtek felhasznalasanak
¢és a szervek atiiltetésének modjat. Ahogy a 3D sejttenyésztés egyre altalanosabba
valik, a technikak jobban megérthetdk, és fejlettebb moddszerek jelennek meg. A
jelenleg 0j gyogyszeres terapidk 2D sejttenyésztési modelleken keresztiili tesztelésén
dolgoz6 kutatoknak komolyan meg kell fontolniuk a 3D sejttenyésztési
lehetdségeket. A sejtek 3D-ben torténd egyiittes tenyésztésének elonyei feliilmuljak
a 2D-s sejttenyésztés elonyeit, és ahogy javulnak a szovetsebészeti technikak, gy
javulnak a daganatmodellek, a tumorkezelési terapiak és a betegségek vizsgalati

modszereill.

Az in vivo gyogyszer toxicitas egy tobbtényezds, dinamikus és komplex
folyamat, amely befolyésolja a fiziologids koriilményeket. Azok a szdvetkarosito
folyamatok melyek farmakologiai hatdsra vezethetdk vissza, érinthetnek egy adott
szervet, beleértve a sejtek €és a hatdanyag kozotti interakcidt, a gyogyszer
metabolizmust ¢és hatdanyag-fehérje konjugatum képzdédést. Ezek a komplex
folyamatok azonban egyszeribben vannak jelen az in vitro vizsgalatok soran. A
szervspecifikus toxicitdssal szemben jobban ismertek a kovetkezd cellularis
folyamatok: apoptozis, DNS fragmentacio, kaszpaz aktivacio és az oxidativ stressz.
Példaul a sziv és a vesék citokrom P450 aktiv szervek, bdséges y-glutamil-

transzferaz aktivitassal. Ez azért fontos, mert konnyen konjugaldédhatnak a vizsgalt

10 Verjans et al., 2018

11 Jensen et al., 2020
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hatéanyaggal, amely toxicitdshoz vezet foként a méjban. Azonban még kevés
informéci6 4ll rendelkezésre a kémiai anyagok altal indukalt vese ¢és
kardiovaszkularis problémakrol. Tovabba el6fordulhat, hogy a bomléastermék

okozza a toxicitast és nem maga a gyogyszer jelolt hatbanyag'?.

A gyogyszeripar folyamatosan arra torekszik, hogy ujabbnal ujabb
gyogyszerjelolt molekulakat fedezzen fel a varatlan igények kielégitése érdekében
is. A tudomany és technoldgia parhuzamos fejlddése gyorsan megnovelte a
gyogyszerjeloltek szamat. Azonban ezzel egyiitt 0j problémak bukkantak fel,
ugymint a gydgyszerkonyvtarak hatékony feldolgozéasa és értékelése toxicitas
szempontjabol. Gazdasagi és etikai szempontokbol nem célszerli a molekulak ezreit
nagy mennyiségben tesztelni, igy a sejtes alapu in vitro technikakra kell hagyatkozni.
A megoldas a high-througput screening (HTS) lehet az eldbb emlitett problémakra.
Mind gazdaséagilag, mind az id6tényez06 miatt ez a legkedvezdbb tesztelési lehetdség.
A HTS modszerrel sejteket, sejtvonalakat tudnak hasznalni a teszteléshez. A
vizsgélatok torténhetnek mikrotiter lemezekben, manuélisan vagy robotizaltan is,
tovabba alkalmazhatjdk az aramlasi citometriat is erre a célra. Ezekkel lehetOség

nyilik szdmos gyodgyszerkoncentracio €s expozicios 1d6 id6hatékony tesztelésére.

A HTS 06sszehangolt, automatizalt technikdkat igényel a vizsgélatokhoz,
amelyeket korlatoznak: 1) a gyors, megbizhaté mikroanalitikai értékeléshez
rendelkezésre allo eszkozok és / vagy vizsgalatok, valamint 2) a meglévo
sejttenyésztési modellek mindsége. Mindkettd megbizhatdosaga €s pontossaga

kulcsfontossagl a relevans, megbizhato toxicitasi adatok megszerzéséhez.

12 Balis, 2002; Xu et al., 2004; O'Brien & Haskins, 2007

22



1 vezetdé gyégyszer
jelolt

Jelolt konyvtar,
> 10000

8
%
S
=
I
=
<
£
-
o

=
=
<2
®
=
=

Szabadalmazhaté
és gyarthaté
Nem toxikus és
Potens, oldhaté,
specifikus

stabil

A kivilasztas kritériumai

8. abra A gybgyszerjeldltek azonositasi 1épései

A gybgyszer jeloltek kutatasa és felfedezése az iparban és az egyetemi
laboratoriumokban eltéréen zajlik. Amig az egyetem egy-egy lehetséges hatdoanyag
teljeskorti vizsgalatara torekszik, addig a gyogyszeriparban tobb jelolt folyamatos
tesztelése zajlik, melyekbdl kivalasztjak a legjobbakat. A f6 hangsuly a végpont-
vizsgélatokon van, amelyek meghatarozzak a sejtek tulélését és szaporodasat,
valamint a célhatékonysag eldrejelzését a tenyészetekben végzett kiilsé agens hatdsa
utan. A legtobb toxicitasi teszt vagy a sejtek viabilitasat vagy a végponti proliferaciot
méri, de magara a toxicitds mechanizmusara nem specifikusak. Tehat csak ebbdl
nem tudjak meghatarozni azt, hogy apoptdzis/nekrozis tortént-e a vizsgalatok soran,
csak a koncentracid-hatas osszefiiggést tudjak megallapitani. Az igy kapott in vitro
eredmények konnyen félrevezetd eldrejelzést adhatnak az in vivo kisérletekkel

kapcsolatban.

Noha a sejtalapu toxicitasi vizsgalatok alacsony koltségiiek, a nagy sebességii és

tobbparaméteres értékelési elonyei vitathatatlanok, azonban azt feltételezik az egyes
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sejt fenotipusokrol, hogy azok egyenértékiiek az in vivo szoveti kornyezetben 1€vo

tarsaikkal.

3. Invitro sejttenyésztési modellek: elonyok és hatranyok

Barmely in vitro modell elsédleges célja a kisérleti valtozok egyszerlsitése a
szervek vagy szervstruktirdk kiilonb6zé komponenseinek hatékony izoldlasa
érdekében, ehhez pedig jol kontrollalt és konnyen értékelhetd kornyezet sziikséges.
Az, hogy ezeknek az allapotoknak pontosan meg kell-e ismételniiik az in vivo
koriilményeket, a vizsgalat tervétdl és a kivant eredményektdl fiigg. Az in vitro
sejttenyésztési rendszerek kiakndzasa tobb mint egy évszdzada értékes eszkdznek
bizonyult a sejtbiologiai, fizioldgiai és koros folyamatok tanulmanyozasaban; de
mint minden eszkdz, korlatozasok, zavard tényezok, artifaktok és félrevezetd
eredmények vonatkoznak rajuk, amikor eltavolitjak dket a fiziologiai kontextusbol
validalas vagy igazolas nélkiil. A kutatok egyet értenek abban, hogy egyetlen in vitro
tenyészet sem fogja soha teljes egészében reprezentalni a teljes allatkisérleteket,
azonban az alaptudoméanyban sok olyan eset fordul eld, amikor erre nincs is sziikség.
Ezért barmely in vitro tenyészet kivalasztasakor a toxicitasi vizsgalatoknak

tiikrozniiik kell a feltett kérdések sszetettségét 12,

3.1. Sejttenyészetek

A disszocialt sejttenyészetek lehetnek primer sejtkultirdk, melyek kozvetleniil
egy ¢l6lényb6l szarmaznak, és lehetnek immortalizalt sejtkulturak, amelyek
genetikailag megvaltoztak (gyors proliferacio, atolthatosag és konnyli fenntartas).
Ezek konnyen fenntarthatok 2D-s koriilmények kozott, erre alkalmas milanyagbol

késziilt és megfeleld felszini kezeléssel ellatott edényekben.

13 Astashkina et al., 2012
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Szamos teriileten ezen technika szinonimaja az ,,in vitro tenyészet” kifejezés. A
disszocialt sejtek 4ltalanos sikere annak a ténynek tulajdonithatd, hogy az
emlOssejtek tObbsége milanyag tenyésztd felszinen telepként bdvithetok. Ezen

modszer népszeriiségét nagyban befolyasoljak a kovetkezo tényezok:
1) a sejtek fenntartasanak és kezelésének viszonylagos egyszerlisége;
2) alacsony koltség a teljes allatkisérletekhez képest;

3) a piacon a sejttenyészet disszocialt értékelésére szant kereskedelmi forgalomban

1€v0 sejtfenntartd termékek, készletek €s felmérd berendezések szama;

4) nemrégiben forgalomba hozott molekularis technikdk létrehozasa, amelyek
lehetdveé teszik a genetikai sejtmanipuldciot (géntranszfer, inszercid, delécid és

silencing; sejtfzio; génszekvenalas);
5) a gén és a fehérje expresszidjanak manipulalasa;

6) nagy ateresztOképességii tesztelés lehetdsége akadémiai vagy ipari kdrnyezetben;
és
7) viszonylag olcso, steril, pirogénmentes eldobhaté anyagok és kereskedelmi

forgalomban 1évé sejtvonalak, kiilonbdzd szovettipusokon keresztiil 4,

Immortalizalt sejtvonalak

A daganatos sejtvonalak spontan immortalizalodott primer sejtkultarakbol
szarmaznak, amelyeket direkt genetikailag moddositottak annak érdekében, hogy
kikiiszoboljék a primer sejtkulturdk hatranyait. Fontos kiemelni, hogy a genetikai
modositasuk miatt mar nem azonosak ezek a sejtek a primer elddjeik fenotipuséval

(minimalis a hasonlosdg). Mindezek ellenére ezek a sejtvonalak konnyen

14 Astashkina et al., 2012
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fenntarthatok, szérumot tartalmazd vagy mentes médiumban nevelhetdk,
fagyaszthatok és atolthatok 25-50 passzazsig. Ennél magasabb atoltaskor felmeril a
fenotipusos valtozas lehetdsége. Néha eléfordulhat, hogy az egyes sejtbankoktol
nem megfeleld mindségli sejtvonal érkezik (keresztkontaminalddott masik

sejtvonallal, vagy nem megfeleld a sejtvonal besorolésa).

Az immortalizalt sejtek hasznalata nagymértékben leegyszeriisitette a
sejtalapi vizsgalatokat az alap- és az alkalmazott tudomanyokban. Ezért nem
meglepd, hogy a sejtvonalak szamos kisérleti terv részét képezik. Sok tanulmany
vitatkozik arrol, hogy az immortalizalt sejtek hasznéalatanak kényelme feliilmulja-e
annak hatranyait. Ugyanakkor kevés tanulmany igazolja azt, hogy a valasztott
immortalizalt sejtvonal fenotipusa eltér az origindlis szovet fenotipusatol. Tovabba
egyre tobb kutatas foglalkozik azzal, hogy a sejtvonalak biomarker készlete
szegényes az In Vvivo koriilményekhez képest. A gyogyszerek bejutasat,
védekezést magaban foglald fontos sejtmechanizmusok, példaul az endocitotikus
aktivitasok, a transzporterek, az endoszoémalis anyagcsere-feldolgozas, a glutation-
szabalyozd mechanizmusok és a CYP-enzimek eltér6 szintjei olyan rendszereket
eredményezhetnek, amelyek talsagosan érzékenyek vagy hibasak a gyogyszer-
feldolgozasi kapacitasokban, vagy lényegében képtelenek pontosan tiikkrozni az in
VivO toxicitasi profilokat. Mindezek ismeretében be kell latni, hogy a 2D felszinen
tenyésztett sejtkultirdknak megvannak a maguk fontos hianyossagaik, mint példaul
a komplexitds hianya, amely a toxicitasi, gyulladasi és metabolikus vélasz

folyamatokra terjednek ki®®.

15 Ghosh et al., 2005; Lim et al., 2005
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Versejtekkel kapcsolatos daganatok

A vérsejtekkel kapcsolatos tumorok, mas néven hematologiai dagantok a vért, a
csontvel6t és a nyirokrendszert érintik. A hematoldgiai daganatok néhany

leggyakoribb tipusa a kovetkezd:

Leukémia: A vérsejtek tumoros megbetegedése, amelyet a koros fehérvérsejtek

ellendrizetlen termelédése jellemez.

Limfoma: A nyirokrendszer daganatos megbetegedése, beleértve a Hodgkin-

limfomat és a non-Hodgkin-limfomat.

Myeloma multiplex: A plazmasejtek, a fehérvérsejtek egy fajtajanak rakos

megbetegedése.

Myelodysplasztikus szindromak: A vérbetegségek egy csoportja, amelyet a

vérsejtek koros termelddése jellemez a csontveldben.

A hematoldgiai daganatok kialakuldsat genetikai mutaciok, sugarzasnak vagy
mérgez0 vegyi anyagoknak vald Kkitettség vagy egyéb kornyezeti tényezdk
okozhatjdk. Gyakran specialis kezelést igényelnek, beleértve a kemoterapiat,
sugarterapiat, dssejt-transzplantaciot €s egyesesetekben monoklonalis antitestekkel

végzett célzott terapiat.

A hematologiai tumorok hatterében allé molekularis mechanizmusok megértésében
elért legujabb eldrelepések Uj és hatékonyabb kezelések kifejlesztéséhez vezettek.
Ugyanakkor még mindig sok a tennivaldo a vérsejtekkel Osszefiiggd daganatos

megbetegedésekben szenvedd betegek eredményeinek javitdsa érdekében'®.

A sejttenyésztéshez sziikséges folyadékokat kiilonboz0 adalékanyagokkal
egészithetik ki, mint példaul: 5 vagy 10%, novekedéshez sziikséges szérum

mennyisége vagy kiilonb6z6 puffer oldatok, amelyek mind-mind befolyasolhatjak a

16 Konopleva et al., 2015; Zhang et al., 2014; Lee et al., 2010; Shortt et al., 2012; Goeffrey Brown,
2021
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valasztott sejtvonal fenotipusidt. Az eredmények kiértékelése sordn ezeket a
tényezoket is figyelembe kellene venni a kiilonb6z0 toxicitasi vizsgalatok soran. Az
in vitro eredmények és az in vivo allatkisérletes eredményeknek egybe kellene
vagniuk, azonban ezt a vizsgalt kérdés komplexitasa is befolyasolja. Ez kiilondsen
igaz a gyogyszerek Gjonnan szintetizalt konyvtarainak vizsgalatakor, ugyanis ezen
HTS vizsgalatok soran eddig ismeretlen toxin medialta Gitvonalak aktivalodhatnak,
ezért sziikség van az in vitro és in vivo eredmények k6zotti magasfoku korrelaciora.
Ezenkiviil a korai szovetspecifikus toxikologia és a dozis-vélasz felmérés sordn
olyan biomarkerek indukalasara van sziikség, amelyek megbizhatok, lefordithatok
¢s mérhetOk allati vagy emberi klinikai vizsgalatok soran, és nem csak a sejthalalra
vagy a kulturdban torténé szaporodéds hidnyara mutatnak ra. Ennélfogva a nem
egységes sejttenyészet kevésbé valoszinii, hogy kielégiti a sejtek altal kozvetitett
gyogyszer-toxicitasban szerepet jatszo tobbtényezds folyamatok azonositasahoz
sziikséges specifikus kovetelményeket. A tesztek sikeressége éaltaldban a toxicitas

hatéséra aktivalodott eddig ismeretlen szigndlokon mulik*’.
4. Onkogének

A proto-onkogének olyan normal gének, amelyek az emberi test minden sejtjében
jelen vannak. Létfontossagu szerepet jatszanak a sejtek novekedésének és
osztoddasanak szabdlyozdsdban, ¢és "jo" géneknek szamitanak. Ha azonban
megvaltoznak vagy mutalddnak, onkogénekké alakulhatnak at, amelyek a sejtek
ellendrizetlen novekedését és osztddasat okozhatjdk, ami rak kialakulasdhoz

vezethet.

Az egyik legismertebb proto-onkogén a RAS géncsalad. Ez a géncsalad részt vesz a

jelek tovabbitasaban a sejtfelszinrdl a sejt belseje felé. A RAS-gének mutécidit

17 Astashkina et al., 2012
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szamos daganat tipussal, koztliik a hasnyalmirigy-, tido- és vastagbélrakkal hoztak

Osszefiiggésbe.

A RAS géncsalad olyan gének csoportja, amelyek dontd szerepet jatszanak a
sejtfelszinrdl a sejt belsejébe irdnyulo jelek tovabbitasaban. Ezek a jelek kiilonb6zo
sejtfolyamatokat, tobbek kozott a sejtndvekedést és a sejtosztodast szabalyozzak. A

RAS géncsaladnak harom f6 tagja van: a HRAS, a KRAS és az NRAS. 18

A TP53 gén egy tumorszupresszor gén, amely dontd szerepet jatszik a sejtek
novekedésének és osztddasanak szabalyozasaban. A TP53 gén egy p53 nevii fehérjét
termel, amely a sejtciklus és a DNS-javitds kulcsfontossagu szabalyozojaként

mukodik.

Valdjaban a TP53 mutacio a leggyakoribb genetikai elvaltozas az emberi daganatos
megbetegedésekben, az §sszes tumoros megbetegedés tobb mint 50%-at érinti. A
TP53 mutacidkat a daganatos megbetegedések széles korével hoztak sszefiiggésbe,

tobbek kozott a tiido-, petefészek-, gyomor- és emldtumorral®®.

TP53 és RAS gének: A TP53 és a RAS gének egymast kiegészitd szerepet jatszanak
a sejtek novekedésének és osztodasanak szabalyozasdban. Mig a TP53 a sejtosztodas
fekekeént, addig a RAS gyorsitoként miikodik. Ez ravilagit annak fontossagara, hogy

mindkét gén megfelelden mitkodjon a tumor kialakuldsanak megel6zése érdekében.

Egyéb tumorszupresszor gének: A TP53 mellett szdmos mas tumorszupresszor gén
is 1étezik, amelyek fontos szerepet jatszanak a tumor kialakulasanak megeldzésében.

Ilyen gének példaul az APC, a BRCA1 és a BRCA2.

Az onkogének olyan gének, amelyek mutalodva vagy aktivalodva daganatokat
okozhatnak. Ezek a proto-onkogénekbdl szarmaznak, olyan normal gének, amelyek

fontos szerepet jatszanak a sejtndvekedés €s -osztdodds szabdlyozésdban. A proto-

18 Murugan et al., 2019
19 petitjean et al., 2007
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onkogénekkel ellentétben az onkogének kontrollalatlan sejtndvekedést és osztodast

okozhatnak, ami tumor kialakulasahoz vezet.

Az onkogének aktivalédasa szamos mechanizmuson keresztiil torténhet, beleértve a
mutaciokat, kromoszoma-atrendezddéseket és a génexpresszidban bekovetkezd
valtozasokat. A legismertebb onkogének kozé tartozik a RAS, a MYC ¢és a
HER2/neu.

A RAS az onkogének csaladjaba tartozik, amelyek kritikus szerepet jatszanak a
sejtek novekedésének ¢€s osztddasanak szabalyozasaban. A RAS-gének mutacioit
szamos daganatos megbetegedés kialakulasahoz kapcsoltak, beleértve a vastagbél-,

tiido- €s hasnyalmirigytumort.

A MYC egy olyan gén, amely a sejtndvekedésben és -osztddasban részt vevd mas
gének kifejezddését szabalyozza. Ha a MYC talzott mértékben fejezédik ki vagy
mutalodik, az ellendrizetlen sejtndovekedést és osztddast okozhat, ami daganat
kialakulasdhoz vezethet. A MYC mutacidkat szamos tumoros megbetegedés
kialakuldsaval hoztdk Osszefliggésbe, beleértve a limfomat, a leukémidt és az

emlétumort.

A HER2/neu egy gén, amely a human epidermalis ndvekedési faktor 2 receptor
(HER2) nevii fehérjét kodolja. A HER2 egy sejtfelszini receptor, amely részt vesz a
sejtek novekedésének és osztddasanak szabalyozasaban. Ha a HER2 tulzottan
kifejezddik vagy mutalodik, eldsegitheti a kontrolldlatlan sejtnovekedést ¢és
osztodast, ami daganat kialakulasahoz vezethet. A HER2 mutacioit dsszefiiggésbe

hoztak az emlotumor kialakulasaval.

Olyan célzott terapidkat fejlesztettek ki, amelyek célja a specifikus onkogének
aktivitasanak gatlasa, és igéretesnek bizonyultak szamos daganatos megbetegedés
kezelésében. Fontos azonban megjegyezni, hogy a daganat kialakulasa Osszetett

folyamat, amely szdmos genetikai és kornyezeti tényezd kolcsonhatdsabol all, és
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hogy az onkogének célzott kezelése csak egy a sok stratégia koziil, amelyet a rak

elleni kiizdelemben vizsgalnak.

Osszességében az onkogének kritikus szerepet jatszanak a daganatok
kialakulasdban, miikodésiik és az aktivalasuk mechanizmusainak megértése a

tumorbiologia teriiletén folyo kutatésok fontos teriilete®.

Az immunrendszer dontd szerepet jatszik a tumorsejtek eltavolitasaban. Normalis
esetben az immunrendszer képes felismerni €s elpusztitani a koros sejteket, beleértve
a daganatos sejteket is, egy immunfeliigyeletnek nevezett folyamat révén. Egyes
esetekben azonban a tumoros sejtek képesek elkeriilni az immunrendszer altali

felismerést, és tovabb ndvekednek és terjednek.

Az immunrendszernek a daganat elpusztitdsdban jatszott szerepe fokozhatd az
immunterdpiaval, amely a tumorkezelés egy olyan tipusa, amely az immunrendszer
erejét hasznalja fel a daganat elleni kiizdelemben. Az immunterapianak tobbféle

tipusa létezik, tobbek kozott:

Checkpoint-gatlok: Ezek a gyogyszerek az immunsejteken talalhatd specifikus
fehérjéket célozzak meg, amelyek a daganatos sejtekkel szembeni immunvalasz
korlatozasaért  felelosek. Ezen ellendrzépont-fehérjék  blokkolasaval az
ellendérzépont-gatlok fokozhatjdk az immunrendszer azon képességét, hogy

felismerje és megtamadja a tumoros sejteket.

Rék elleni vakcinak: Ezek a vakcinak segitenek az immunrendszert felkésziteni arra,

hogy felismerje és megtamadja a daganatos sejteken talalhato specifikus antigéneket.

Adaptiv sejtterapia: Az immunterapia ezen tipusa soran immunsejteket tavolitanak
el a beteg szervezetébdl, ugy alakitjak ki dket, hogy felismerjék és megtamadjak a

tumoros sejteket, majd visszaiiltetik dket a betegbe.

20 Kontomanolis et al., 2020
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Monoklonalis antitestek: Ezek olyan laboratériumban eldallitott fehérjék, amelyek
utanozzak az immunrendszer azon képességét, hogy lekiizdje a fertézéseket és
betegségeket. A monoklonalis antitesteket ugy lehet megtervezni, hogy a daganatos
sejteken talalhato specifikus fehérjéket célozzak meg, és immunvalaszt valtsanak ki

ellentiik.

Osszefoglalva, az immunrendszer kritikus szerepet jitszik a tumorsejtek
eltavolitasaban, és fontos eszkéz a daganatok elleni kiizdelemben. Az
immunrendszer erejének az immunterapidn keresztiil torténd hasznositasaval
javithatjuk a tumoros sejtek felismerésének és elpusztitdsanak képességét, ami

hatékonyabb és célzottabb daganatkezeléshez vezet?!.

A tumorsejtek in situ evolucioja azt a folyamatot jelenti, amelynek soran a
daganaton beliili sejtek iddvel fejlédnek és valtoznak, és amely uj, eltérd genetikai
¢és funkcionalis jellemzokkel rendelkezd szubklonok kialakulasdhoz vezet. Ezt a
folyamatot a genetikai mutaciok, epigenetikai valtozdsok és egyéb genetikai
valtozasok felhalmozddasa irdnyitja, amelyek a kdrnyezeti és anyagcsere-nyomas
hatéséra kovetkezhetnek be.

ey

heterogenitds kialakulasa, amely tobb szubklon jelenlétére utal egyetlen tumoron
beliil. Ez a klonalis heterogenitas gyogyszerrezisztens daganatos sejtek, valamint
fokozott invaziv és migracios képességgel rendelkezé sejtek kialakuldsdhoz
vezethet, amelyek hozzdjarulhatnak a tumor progresszigjdhoz ¢és az
attétképzodéshez.

crer

hatésa, beleértve a gazdaszervezet immunrendszerét és a kornyezo stromasejteket. A

21 Helmy et al., 2013
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daganatos sejtek és mikrokornyezetiik kozotti kdlcsonhatasok befolyasolhatjak a

daganat kialakuldsat és progresszidjat, valamint a kezelésre adott valaszat.

Osszességében a daganatsejtek in situ fejlédésének megértése fontos az olyan U
tumorterapiak kifejlesztéséhez, amelyek a betegség fejlodo jellegét célozzak, nem
pedig a daganat egyetlen, statikus dbrazolasat. Az elmult években a genomikai- és
az egysejtes technologiak fejlodése eldsegitette a tumorsejtek in situ evolucigjat
iranyité mechanizmusok részletesebb megértését; és ezekben rejlik a lehetdség, hogy
személyre szabott és hatékonyabb tumorkezelések kifejlesztéséhez szolgaltassanak
informaciot?,

Az immunrendszer szerepe a daganatterapidban

Az immunrendszer dontd szerepet jatszik mind a daganat-, mind az

immunterapiaban.

1. Felismerés: Az immunrendszer kezdeti szerepe a daganatsejtek felismerése és
abnormalisként valo azonositasa. Ezt a daganatos sejtek felszinén 1évo specifikus
molekuldk vagy antigének érzékelésével teszi. Ez a felismerés segit az
immunrendszernek a tumoros sejteket megcélozni és elpusztitani.

2. Eliminacio: Amint a daganatos sejtek azonositasra keriiltek, az immunrendszer
immunvalaszt indit, hogy elpusztitsa Oket. Ez a valasz olyan immunsejtek
aktivalasat foglalja magaban, mint a citotoxikus T-sejtek, természetes 6l0sejtek
(NK-sejtek) és makrofagok, amelyek egyiittesen dolgoznak a tumoros sejtek
elpusztitasan.

3. Gyulladéas: Az immunrendszer a daganat elleni immunvalasz részeként gyulladést
indukal. Ez segiti az immunsejtek toborzasat a daganat helyére, és a tumor

novekedése szamara kevésbé kedvezd kdrnyezetet teremt.

22 Briicher et al., 2014
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4. Tumorfeliigyelet: Az immunrendszer a tumorfeliigyeletben is szerepet jatszik,

folyamatosan figyeli a szervezetet a rakos sejtek kialakuldsa szempontjabol. Az

immunsejtek képesek felismerni és eltavolitani a kisebb daganatokat, miel6tt azok

klinikailag nyilvanvalova valnanak.

A velesziiletett immunrendszer a tumoros sejteket a rosszindulatusaggal 6sszefiiggd

specifikus mintak vagy elvaltozasok azonositasaval észleli és ismeri fel.

a)

b)

d)

Természetes O6losejtek (NK-sejtek): Az NK-sejtek olyan velesziiletett
immunsejtek, amelyek kozvetleniil képesek felismerni és elpusztitani a
daganatos sejteket.

Makrofagok: A makrofagok beszivarognak a tumorokba, és tobbféle funkciot
latnak el, tobbek kozott a tumorsejtek fagocitozisat, citotoxikus anyagok
felszabaditdsat és a tumorantigének bemutatdsat az adaptiv immunvalasz
aktivalasa érdekében.

Dendritikus sejtek: A dendritikus sejtek a daganatos sejtek antigénjeit
befogjak és bemutatjadk a T-sejteknek, célzott immunvalaszt inditva a tumor
ellen.

Komplement rendszer: A  komplementrendszer, a velesziiletett
immunrendszer fehérjéinek csoportja, hozzajarul a daganatos sejtek

felismeréséhez és eltavolitasahoz.

Az adaptiv immunrendszer dontd szerepet jatszik a daganatos sejtek

felismerésében és célba vételében.

a)

b)

Antigén felismerés: Az adaptiv immunrendszer a T- és B-sejtek receptorain
keresztiil felismeri a daganatos sejtek felszinén megjelend specifikus
antigéneket.

Tumorspecifikus T-sejtvalasz: Amikor a T-sejtek specifikus antigéneket
megjelenitd daganatos sejtekkel talalkoznak, aktivalodnak és immunvalaszt

inditanak el. A CDS8+ citotoxikus T-sejtek kozvetleniil felismerik ¢és
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elpusztitjdk a tumoros sejteket, mig a CD4+ segité T-sejtek segitik az
immunvalaszt.

C) Memoria ¢és hosszu tavi védelem: Az adaptiv immunrendszer
memoriasejteket hoz 1étre, amelyek "emlékeznek" a multban talalkozott
specifikus tumorellenes antigénekre. A memoria T-sejtek hossza tava
védelmet nytjtanak a daganat kitijuldsa ellen, gyors és erds immunvalaszt
adva, ha yjra taldlkoznak a tumoros sejtekkel.

d) Antitest-termelés: A B-sejtek olyan antitesteket termelnek, amelyek képesek
felismerni a daganat-specifikus antigéneket és kotddni hozzajuk. Ezek az
antitestek képesek megjelolni a tumoros sejteket, hogy mas immunsejtek
elpusztitsak Oket az antitest-fliggd sejtkozvetitett citotoxicitdas (ADCC)

révén.

Az adaptiv immunrendszer szerepe a daganatos betegségekben a tumor-specifikus
antigének felismerésében, az immunvalaszok aktivalasaban, az immunoldgiai
memoria létrehozasaban és az immunvalasz szabdlyozasaban az ellendrzépont-

molekulakon keresztiil torténik.?3
Legujabb immunterapias eredmények

Az immunterapia forradalmasitotta a daganatkezelés teriiletét azaltal, hogy az

immunrendszer erejét a tumor sejtek felismerésére és megtamadasara hasznalja fel.

Az immunterapia egyik legigéretesebb teriilete az immunellendrzépont-gatlok
fejlesztése, amelyek tigy miikddnek, hogy blokkoljak azokat a fehérjéket, amelyek
megakadalyozzak, hogy az immunsejtek megtadmadjdk a daganatos sejteket. Az
olyan gydgyszereket, mint a pembrolizumab (Keytruda), a nivolumab (Opdivo) és
az atezolizumab (Tecentriq) kiilonb6z6 daganatos betegedések kezelésére

engedélyezték, tobbek kdzott a melandma, a tiidorak €s a holyagrak kezelésére. Ezek

23 Gonzalez et al., 2018; Hiam-Galvez et al., 2021; Mukherjee et al., 2022
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a gyogyszerek egyes betegeknél figyelemre méltd hatast mutattak, amelyek hosszan

tart6 remissziot €s jobb tulélési aranyt eredményeztek.

Egy masik érdekes teriilet a kiméra antigénreceptoros (CAR) T-sejtes terapia.
A CAR T-sejt terapia a beteg sajat T-sejtjeinek modositasat jelenti, tgy hogy azok
olyan receptort fejezzenek ki, amely felismeri a tumoros sejtek egy jellemzo
fehérjéjét. Ezeket a modositott T-sejteket ezutan vissza kell infundalni a betegbe,
ahol célba vehetik és elpusztithatjak a daganatos sejteket. Az olyan CAR T-sejtes
terapidkat, mint a Kymriah és a Yescarta, a vérképzdszervi daganatok bizonyos
tipusainak, példaul a leukémidnak €s a limfomanak a kezelésére engedélyezték, és
lenylig6z6 valaszadasi aranyt mutattak olyan betegeknél, akik mas kezelésekre nem

reagaltak.

E bevalt terapidk mellett a folyamatban 1év kutatdsok és klinikai megfigyeléseket
tovabbra is 1) megkozelitéseket és kombinalt terapidkat vizsgalnak az immunterapia

hatékonysaganak tovabbi fokozasa érdekében.

Immunterapian alapul6 legtjabb gyogyszerkategoriak:

Tumorba beszivargé limfocitak (TIL): A TIL-terapia soran a beteg daganatabol
TIL-nek nevezett immunsejteket izolalnak, laboratériumban felszaporitjak, majd
visszaiiltetik a betegbe. Ennek a megkozelitésnek a célja, hogy fokozza a beteg
immunvalaszat a daganat ellen. A kezdeti vizsgalatok igéretes eredményeket

mutattak bizonyos daganattipusok, példaul az attétes melanoma esetében.

Bispecifikus antitestek: A bispecifikus antitesteket ugy tervezték, hogy egyszerre
két kiilonb6z6 célpontot ismerjenek fel. Ezek az immunsejteket a daganatos sejtek
kozelébe tudjak hozni, segitve az immunrendszer aktivalasat és a daganatellenes

valasz kivaltasat. Kiilonb6z6 bispecifikus antitesteket, amelyek a tumoros sejtek és
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az immunsejtek kiilonbozo fehérjéit célozzak, klinikumban tesztelik, tobbek kozott

a hematoldgiai rosszindulatu daganatok €s a szolid tumorok ellen.

Immunellenérzépont-gatlok: Mig az immunellendrzésipont-gatlokat, mint példaul
a pembrolizumabot és a nivolumabot, szamos daganattipus esetében engedélyezték,
a folyamatban 1év6 kutatasok 0j immunellendrzési pontok azonositasara és célzott
kezelésére Osszpontositanak. Ezek az uj inhibitorok potencidlisan javithatjak a

jelenleg rendelkezésre allo terapidkra nem reagald betegek eredményeit.

Rk elleni vakcinak: A daganat elleni vakcinak célja, hogy az immunrendszert a
tumoros sejtek felismerésére €s megtamadasara 6sztondzzek. Kiilonbozé tipusu
daganat elleni vakcindkat fejlesztenek, beleértve a peptidvakcinakat, a teljes sejtes
vakcinakat és a dendritikus sejtes vakcindkat. Ezek a vakcindk személyre szabhatok,
hogy specifikus tumorantigéneket célozzanak meg, ami potencidlisan fokozza

hatékonysagukat.

T-sejt bevonzok: A T-sejt-6sszekotok olyan molekulak, amelyeket arra terveztek,
hogy a tumoros sejteket és az immunsejteket, kiilonosen a T-sejteket, kozelebb
hozzak egymashoz, megkonnyitve ezzel a daganatos sejtek elpusztitasat. A T-sejt-
befogadok kozé tartoznak példaul a bispecifikus T-sejt-befogadok (BiTE-k) és az
antitesthez kapcsolt T-sejt-receptor (ACTR) molekulak. Ezeket vizsgaljak

hematoldgiai rosszindulatii daganatokban és szolid tumorokban.?*

5. Hosszutavu valds id0ben torténd megfigyelésre alkalmas
mikroszkopos modszerek attekintése

A sejtbioldgia jelenlegi megértésének nagy részét a fenotipusok populacios szintli
vizsgalataval érhetik el a kutatok. Bar felbecsiilhetetlen értékii eszkozok, a

populaciot atlagoldé modszerek elfedik a sejtek kozotti kiilonbségeket, és ezért

24 Zhang et al., 2018; Esfahani et al., 2020; Yang et al., 2022
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kevéssé alkalmasak olyan folyamatok jellemzésére, amelyekben a sejtek
heterogenitasa fontos szerepet jatszik. Az elmult évtizedekben az egysejtes jellemzés
a biologia szadmos kiilonbozo teriiletén a kutatdsok koézéppontjdba keriilt. A
populacioelemzésrol az egysejtes elemzésre valo attérést az olyan technoldgidk
elterjedése katalizalta, mint a mikroszkopia és az 4dramlasi citometria. Kiilondsen
kiemelendé a fluoreszcens time-lapse mikroszkopia, amelyet gén riporter
konstrukciokkal tarsitva széles korben hasznaltdk a sejtfolyamatok nem invaziv és
dinamikus vizsgélatira az egyes sejtekben. A pontos ¢és reprodukalhatd mérések
elérése érdekében az time-lapse képalkotdst ma mar egyre gyakrabban hasznaljak
mikrofluidikai eszkdzokkel kombinalva, amelyek lehetové teszik a kdrnyezet pontos
tér-idobeli szabdlyozdsat és a nagy AateresztOképességli adatgyiijtést az egyes

sejtekrol.

A palca alaka baktériumok egysejtes vizsgalatira szolgalé egyik hasznos
mikrofluidikai eszkdz a Wang és munkatarsai 2 altal 2010-ben kifejlesztett
ugynevezett "mother machine". Ez tobb ezer parhuzamos, holtpontos
mikrocsatornabdl all, amelyekben a sejtek egyenként novekednek. A sejtek a
mikrocsatornakban tobb szaz generacion keresztiil képesek ndvekedni €és osztodni,
igy kisérletenként tobb mint 105 egyedi sejtr6l lehet nagy ateresztoképességii
adatokat gylijteni. Az anyagép-berendezéseket egyre gyakrabban hasznaljdk
baktériumok egysejtes vizsgélatara, példaul a sejtnovekedés, a sejtciklus
szabalyozasa, valamint a génexpresszid €s -szabalyozds elemzésére. Wang ¢&s
munkatarsai altal kifejlesztett eszkdz és a DNS-replikacids hibdk altal 1étrehozott
naszcens mutdciok fluoreszcens markerének felhasznédldsaval nemrégiben Uj
egysejtes megkozelitést dolgoztak ki Ollion és munkatirsai a mutagenezis és az

evolucid baktériumokban torténd tanulmanyozasara.

% Wang et al., 2010
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Az anyagépben novekvo sejteket vizsgald hosszu tava képalkotasi modszer nagy
mennyiségli adatot eredményez, kisérletenként jellemzOen tobb szaz gigabdjtnyi
képet. Ezért az adatkezelés, a képfeldolgozas €s -elemzés gyors és megbizhatod
megoldast igényel az automatizalt képelemzéshez. Ennek a kihivasnak a
megoldasara nemrégiben kifejlesztettek egy szoftvert, amely a fent emlitett modszer
alkalmazéasaval keletkez0 adatok elemzésére szolgdl. Ez a szoftver, amelyet
BACMMAN-nak neveztek, lehetévé teszi a nagy adathalmazok gyors és nagy
pontossagi feldolgozasat. A BACMMAN képes a mikrocsatornakban 1évo
baktériumok felismerésére, szegmentaldsara ¢és nyomon kovetésére akar
faziskontrasztos, akar fluoreszcens képekbdl, valamint a baktériumok felismerésére
¢s intracellularis fluoreszcens foltok kimutatisara és nyomon kovetésére. Lehetdveé

teszi tovabba a kép egyszerii vizualizalasat, kézi szerkesztését és feldolgozasat is2°.

Az aramlédsi citometria az ultranagy ateresztOképességli egysejtes szlrési
technologidk  sarokkove. Ezek a modszerek azonban csak végponti
pillanatfelvételeket biztositanak, ¢és ezért kevés informaciét nyujtanak a
novekedésrol, az intracellularis dinamikarol és a kornyezeti valtozasokra adott
valaszokrol. Tovabba, mivel minden egyes sejtet csak egyszer vizsgalnak, a
citométerek nehezen tudjak megkiilonboztetni a genetikailag stabil tulajdonsagokat
az atmeneti fenotipusos heterogenitastol. Ugyanis az érdekldédésre szamot tartd
mutansok altalaban ritkdk, gyakran eléfordul, hogy a citometrian alapuld sziirések
sok talalata fenotipusos kiugrd jelenségekbdl szarmazo hamis pozitiv eredmény. A
cseppfluidika elvileg lehetdvé teszi a time-lapse megfigyelést, de az egyes novekvo
sejtek kovetése tovabbra is problémas, €és az alacsony felbontast képek nem tudjak

pontosan megragadni a fontos fenotipusos jellemzdket, példaul a lokalizacids

26 Ollion et al., 2019
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mintdzatokat, az osztddaskori szegregaciot, a sejtciklus hatasait és az expresszios

dinamikat.

Luro és munkatarsai egy olyan nagy ateresztoképességii platformot hoztak 1étre,
amely alkalmas az egysejtes genetikai sziiréseket hatékonyan elvégezni. Bemutattak
a SIFT-et, az egysejtii izolalast kovetd time-lapse képalkotast, amellyel lekiizdhetdk
a korabbi korlatok az egysejtes genetikai sziirés teriiletén. A szigortian ellendrzott
novekedési koriilmények kozott tobb tiz egymast kovetd generdcion keresztiil képet
készitettek és nyomon kovették az egyes baktériumokat, az érdeklédésre szamot
tartd sejteket izolaltdk és szaporitottdk a késobbi elemzéshez, szennyezddésektol

mentesen, genetikai vagy fiziolégiai perturbaciok nélkiil?’.

Az elmult évtizedben a konfokalis mikroszkoprol az alacsony fototoxicitast
fénymikroszkopra vald attérés teljesen 1j teriiletet nyitott meg az in vivo biologiai
vizsgalatok szdmara, beleértve a fejlddés, a sejt-sejt kolcsonhatasok és a teljes

embridsejtek sorsanak kozvetlen és rutinszerli megfigyelését.

Taylor és munkatarsai olyan képalkot6 rendszert alakitottak ki, amely alkalmas a
zebrahal dobogd szivérél 3D képeket késziteni. A mddszeriik minimalis
fototoxicitasa biztositja, hogy a 24 oras time-lapse vizsgalatok soran megbizhatéan
készitsenek kivaldé mindségli 3D képeket, amelyek lehetévé teszik a sziv
morfogenezisének, a gyulladasos sejtvandorlasnak ¢és a kardiomiocita
sejtproliferacionak a megfigyelését?®,

A kvantitativ time-lapse fluoreszcens mikroszkopiaval 6sszekapcsolt mikrofluidika
javitja a jelatviteli dinamika ellendrzését, mérését és megértésétaz egyes €16

sejtekben.

27 Lurro et al., 2019
28 Taylor et al., 2019
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Hansen és munkatarsai egy olyan csdvezetéket hoztak 1étre, amely magaba foglalja
egyszerre a mikrofluidikai sejtkultirdt, az automatizdlt programozhato
a time-lapse felvételek szamitogépes elemzését. Bemutattak, hogyan lehet ezt a
berendezést a bimbos élesztd Msn2 transzkripciods faktor nuklearis lokalizéciojanak
szabalyozasara hasznalni. Ezt a protokollt hasznalva az Msn2 lokalizaci6janak
oszcillacidit hoztdk 1étre €és ezzel megmérték az egyes gének dinamikus
génexpresszios valaszat az egyes sejtekben. A protokoll lehetdvé teszi egyetlen
kutatdé szadmara, hogy 24 o6ra alatt akar 20 kiilonbozé kisérletet végezzen egy
témaban, mikozben tobb ezer egyedi sejtrél gyljthet adatokat. Mas protokollokkal
Osszehasonlitva a jelen protokoll viszonylag koénnyen alkalmazhatd és nagyobb
ateresztoképességii. A protokoll széles kdrben hasznélhatd az egysejtes jelatviteli
dinamika ellendrzésére ¢s monitorozdsara mas jeldtviteli rendszerekben a

mikroorganizmusokban.

E protokoll f6 korlatja a sejtek hossza tava (>6 ora) képalkotds esetén torténd
megtartasa. A ConA altal biztositott sejtmegtartas az aramlasi sebességtdl fliggden
~4 oOra aramlas utan lassan kezd meghibdsodni, ¢és az egyes sejtek fokozatos
elvesztése figyelheté meg. Tovabba még egyetlen sejt is nagyon nagy koloniat tud
létrehozni ez 1d6 alatt. Ezért a hossza tava képalkotashoz (>6 h) olyan alternativ
megkozelitések javasoltak, amelyek szelektiven csak az anyasejteket tartjak vissza.
Bar a time-lapse mikroszképidval Osszekapcsolt mikrofluidika &ltalaban nagy
teljesitményii technika, a mikrofluidika bevonasa bonyolitja a kisérleti elrendezést.
A jelenlegi protokollt azonban viszonylag egyszertien fel lehet allitani, és nem

igényel draga vagy Osszetett berendezéseket®.

Berdeu ¢és munkatarsai egy 1j, lencse nélkiilli mikroszképian alapulo

haromdimenzios képalkotd platformnak koszonhetdéen lehetéveé tették a 3D-s

2% Hansen et al., 2015
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sejtkultirak tobb szogbdl torténd felvételét és holografikus rekonstrukcidjukat

kozvetleniil az inkubatorban.

Ez lencse nélkiili mikroszkopids elrendezésen alapul, amelyet az azimutalis felvételi
geometrianak kdszonhetden a 3D jelenet nagy szogletes lefedettségét biztositja. Ezt
a berendezést ugy modositottak, hogy egy inkubatorban, szabalyozott hdmérsékleten
¢s paratartalom mellett folyamatos megfigyelést végezzen. A 3D-s sejttenyészet felé
néz6 CMOS-érzékeld6 hdmérsékletét mostantdl lamindris 1égaramléssal
szabalyozzak, ami lehetové teszi a képérzékeld miikodtetését a sejttenyészet
felmelegitése nélkiil. Ez a mikroszkop igy kozvetleniil az inkubatorban mitkddik egy
hagyomanyos sejttenyésztd edénnyel, és képes nagy mennyiségli (~5,6 mm3)

cimkézésmentes 3D-s sejttenyészet rekonstrualasara®’.

Gritti és munkatarsai bemutattak egy olyan mikroszkopiai technikat, amely mozgé
és taplalkozo Caenorhabditis elegans larvakban lehet6vé teszi a hossza tavh time-
lapse mikroszkopiat egyetlen sejt felbontasaval. A C. elegans posztembrionalis
fejlédésének time-lapse mikroszkopidja kihivast jelent, mivel a larvak rendkiviil
mozgékonyak. Rdadasul a mozgasképtelenség altalaban gyors fejlédési ledllashoz
vezet. Ehelyett a larvdak mozgéasat baktériumokat taplalékként tartalmazo
mikrokamrakba korlatoztak, és gyors képfelvételt és képelemzést alkalmaztak az
egyes larvak sejtdinamikajanak kovetésére, ahogyan azok az egyes mikrokamrakban
mozognak. Ez Ilehetdvé tette szamukra, hogy 10-20 allat fluoreszcens
mikroszképiajat  parhuzamosan, 20  perces iddfelbontdssal — végezzék.
Megkozelitésiik hatékonysagat a sejtosztddas, a sejtvandorlds és a génexpresszid

dinamikdjanak elemzésével mutattak be a larvatol egészen a kifejlett egyedekig tarto

30 Berdeu et al., 2018
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48 oras fejlodés teljes idotartama alatt. Megkozelitésiik lehetvé tette az egyes sejtek

viselkedésének tanulmanyozasat egy taplalkozo és ndvekvd allat testében>?.

A monocitdk felhalmozodnak a gyulladasos helyeken, amint azt az intravitalis
képalkotas egérmodellekben igazoltak, de a szovetgyogyulas és a korokozodtisztulas
eldsegitése mellett ezek a sejtek sulyosbithatjak is a betegséget. Ez a "sotét oldal"
kiilonosen nyilvanvald az ateroszklerozis patogenezisében. Byzmek ¢s munkatarsai
in vitro 2D és 3D kemotaxis probakat hoztak létre, és forgd korongos konfokalis
mikroszkopiat hasznaltak a humén monocitdk motilitdAs mechanizmusainak
vizsgélatara, és feltartadk a Rho ROCK-myosin II jelatvitel szerepét a sejtek alakjanak

szabalyozasaban, sebességében €s kemotaktikus navigaciojaban.

A time-lapse epi-fluoreszcencia felvételek egyes képkockain a human monocitak
jellemzdéen harom alapvetd morfologia egyikét mutattdk (kompakt, legyezdszerli
vagy vesszdszerll), és a time-lapse videdkon a sejtek gy tlintek, mintha levelekként
lobogtak volna a kemoattraktans felé. A szekvencidlis forgdlemezes konfokalis
mikroszkopiaval nyert z-halmazok 3D rekonstrukcioi azt mutattak, hogy a sejtek az
X-y sikbol elhajlo (az x-y vetiileti nézetekben a legyezOszerli morfologianak
megfeleld) vagy az ortogondlis sik felé elforgatott (az x-y siknak megfeleld)
levéllapat-szer(i nyulvanyokat hoztak 1étre vessz6 alaku sejteknek (az x-y vetiileti
nézetekben). Az alkalmazott mddszer segitésével a sejtek helyzetének valtoztatasat

és alakvaltasat figyelhették meg®.

A sejtfal bioszintézisének és a PG-k Ujrahasznositasanak folyamatat valos idoben
nyomon kovetd eszkdozok ¢és modszerek kifejlesztése napjainkban jelentds
érdeklédésre szamot tartd probléma, amelyre eddig nem volt altalanos megoldas. A

fluoreszcensen jelolt antibiotikumokat, példaul a vancomycinre tamaszkodo, a

31 Gritti et al., 2016
32 Byzmek et al., 2016
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naszcens peptidogliikanokat (PG) vizsgalé modszerek nagy hatast gyakorolnak a
teriiletre azaltal, hogy megkonnyitették a Gram-pozitiv baktériumok ndvekedési
modjanak (modozatainak) vizualizalasat, de ezeknek a mddszereknek is van néhany
inherens korlatjuk. E16szor is, az antibiotikum-koncentraciot €s a kezelés idOtartamat
gondosan szabalyozni kell ahhoz, hogy elfogadhato jelolést kapjon, mikozben
elkeriilik a sejtek kiterjedt karosodasat, masodszor pedig ¢ szerek jelentds mérete
miatt a jelolés az olddszerrel exponalt sejtfalu baktériumok (azaz a Gram-pozitiv
baktériumok) PG-szintézisének helyeire vagy a Gram-negativ baktériumok olyan

mutansaira korlatozodik, amelyek kiils6 membranja sériilt.

Mas megkozelitések a baktérium sejtfalanak kovalensen torténd modositasara
torekedtek olyan szintetikusan modositott sejtfal-prekurzorok beépitésével,
amelyeket a PG bioszintetikus gépezet metabolikusan beépit. Ezek a modszerek
tobbnyire lehetévé tették a PG jelolését impulzus kovetés tipusu kisérletekhez,
amelyek sordn a nem jelolt régio jelzi az 0j PG szintézis helyét. Sajnos ezek a
modszerek nem adtak kielégité eredményeket vagy a gyenge a szubsztrat felvételre
¢és beépiilésre €és/vagy a szonda beépitésére kivalasztott hely toxicitasa miatt. Egy
nemrégiben késziilt jelentés a PG-szar peptid fluoreszcensen moddositott tripeptid
komponensének hasznalatat irta le a baktérium sejtfalanak kovalens jeldlésére €16 E.
coli-ban. Mivel azonban a moddszer az e szervezet altal hasznalt specifikus PG-
ujrahasznositasi utvonalra tamaszkodik, alkalmazasa az E. coli-ra korlatozodik, és a
szubsztrat analogok gyenge kihasznaltsdga miatt is hatranyos. Kuru és munkatarsai
nemrégiben kimutattak, hogy a kis bioortogonalis fogantyukkal ellatott d-alanyl-d-
alanin dipeptid analogok hatékonyan és stabilan jelolhetik a legkiilonbozébb

rrrrr
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beépiilt anyag kimutatasdhoz fixalt és permeabilizalt mintdkra van sziikség, ezért ez

a médszer nem hasznalhat6 é16 baktériumok ndvekedésének nyomonkdvetésére®,

6. Daganat ellenes szerek hatasa a sejtméretre €s a sejtosztédéasra

A normal (nem-tumoros) allati sejtek tobbségének atlagos atmérdje 10-20 um. Az
emlOs sejtek folyamatosan novekednek, ahogy oregszenek, ami a megndvekedett
intracellularis RNS és fehérje tartalomnak tulajdonithat6. Az osztddasi és a nyugalmi
allapotban 1€v6 dssejtek eltérd anyagesere-sziikséglettel rendelkeznek, igy a nyugvo
sejtekben csokken a nukleotid szintézis mértéke, ami kisebb sejtméretet eredményez.
Az Ossejtek joval kisebb méretiiek, mint a proliferdlo sejtek. A tumoros sejtekben a
metabolizmus masképp szabalyozodik, mint a normal sejtekben, ami eltérd

sejtméretet eredményez.

A sejtméret az anabolikus €s katabolikus folyamatok egyensulyanak tiikkrozddése,
amelyeket kiilonb6z0 jelatviteli utak inditanak el. A sejtek mérete tehat dinamikusan
valtozhat ezen jelek teljes nettdé bemenete alapjan. A sejtméret és az egyes
fenotipusok, példaul az Ossejtek jellemzOi kozott egyértelmli Osszefiiggéseket
fedeztek fel a normal sejtvonalakban. Korlatozott jelentések és elézetes tanulmanyok
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a kis daganatos sejtek jellemzébb tumorigének
¢és tobb CSC (cancer stem-cell) tulajdonsaggal rendelkeznek. Az azonban, hogy
valoban fenndll-e kapcsolat a sejtméretek és az Osszes CSC kozott, kevésbé
egyértelmii, valdsziniileg tumorsejt-fliggd lehet, és alaposabb vizsgalatokat igényel.
Ez részben annak koOszonhetd, hogy a kiilonféle sejtfrakcionalasi modszerek
elényben részesithetnek bizonyos sejtméreteket masokkal szemben, vagy

egyszeriien miiszakilag nem megfeleléek®*,

3 Kuru et al., 2015
3 Ljetal., 2015
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6.1. 5-fluorouracil

Az 5-fluorouracil mag- és sejtmorfologiara gyakorolt hatasat tanulmanyozva azt
talaltak, hogy a Pl-festést alkalmazo kezdeti sejtciklus-elemzés az apoptotikus sejtek
novekedésének tendenciajat €s az S-fluorouracillal replikdlodd (S-fazisu)
endotelialis sejtek csokkenését jelezte 1 uM-nal nagyobb koncentracié esetében. Ez

arra utalhat, hogy a sejtek soha nem érik el a mitotikus fazist, ezért kicsik maradnak.

Amikor a kisérlet soran megvizsgaltak az eloregedett sejtek szamat szignifikansan
magas értéket kaptak. Ezen eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az 5-FU-

val végzett 72 oras kezelés hatasara a sejtméret stagnalo pontot ér el.

A ciklus sebességének csokkenése a tumor 5 fluorouracil szokésének mechanizmusa
lehet, igy feltételezhetd, hogy a lassu replikacios potencial védelmet jelenthet az 5-

fluorouracil normal sejtekre gyakorolt hatasaival szemben.

Az adatok azonban arra utalnak, hogy ez nem igy van. Az endotelialis sejtek
csOkkenését figyelték meg az S és a G2 / M fazisban, mig a kardiomiocitdkban a G2
/ M fazis enyhe novekedését és a replikalodod sejtek teljes hianyat tapasztaltak
magasabb 5-fluorouracil koncentraciok esetén. A kiilonb6z6 sejttipusok eltérd
viselkedése (pl. felhalmozodas a sejtciklus kiilonboz6 fazisaiban) az 5-fluorouracilra
adott valaszként nem meglepd, a kiillonb6zd hisztotipusu tumorsejtek az 5-

fluorouracil-kezelést kovetden eltérd sejtciklus-eloszlast mutattak®®.

Az 5-FU 5-fluorouracil-rezisztens vastagbélrakos sejtekben Kkifejtett hatas
vizsgalatakor azt tapasztaltak, hogy a 24 oras kezelés soran az S-fazis leallt, p53
felhalmozoddott, a p53-célgének DNS-karosodasra adott véalaszanak szabalyozasa,
sejtciklus-szabalyozasa, az apoptozis-szabalyozo utak, valamint apoptozis indukcid

fokozodott a sziildi és a rezisztens sejtvonalakban. Az 5-fluorouracil DNS-be torténé

35 de Carvalho Filgueiras et al., 2013
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beépiilésének szintje hasonld volt a sejtvonalaknal. A sejtciklus progressziojanak
mintaja a helyreallitas soran kdvetkezetesen bizonyitotta, hogy az 5-fluorouracil-
rezisztens sejtvonalaknak a legkisebb az S fazisu frakcidja és a legnagyobb a G2 (/

M) frakcioja.

Mivel a sejtek tobb idot toltenek a G2 / M fazisban, arra lehet kdvetkeztetni, hogy az
5-fluorouracil hatdsdra n6é a sejtméret, de nyilvanvaléan nem képesek tal sokaig
¢letben maradni a gyogyszer antimetabolit jellege miatt. A nagyobb sejtek nem
képesek fenntartani magukat, és a DNS karosodas, valamint a meghibasodott

helyreallitasi utak, replikativ dregedést és / vagy apoptozist eredményeznek.

A gyogyszerek hasonlo jellegére és felhasznalasuk modjara hivatkozva levezethetd,
hogy hatasuk a sejtek méretétdl, a megcélzott sejtek tipusatol és a sejtek végsod
szakaszatol fiigg, amelyet a sejtek a gyogyszer beadasa elétt elérnek. Altalaban a
sejtek végiil a normalnal nagyobbak, mert a feltételezések szerint a DNS karosodésa

a sejteket alkalmatlanna teszik énmaguk szabalyozasara®.

6.2. Metotrexat

Eichholtz és munkatarsai a sejtek életképességét vizsgaltak in vitro, mely soran
novekvd koncentraciokban figyelték meg a metotrexat hatasat kinai horcsog
sejteken, pontosabban tiido eredetii fibroblasztokon. A koncentracié tartomany: 0,1-
2,5 ng/ml koz¢ esett. Mind emellett a hatds iddbeli fliggését is vizsgaltak igy 4, 16,
24, 30 és 48 h kisérleteket végeztek. Azt tapasztaltdk, hogy a koncentracio

novelésével csokkent az életképes sejtek szama.

A sejtméret valtozasa olyan tényezd lehet, amely kivalthatja a sejtpusztuldsat,
ugyanis ha a de novo purin és a pirimidin bioszintézise nem valosul meg, akkor DNS

¢s RNS nem termelhetd. Ezért, ha a genetikai anyag nem szintetizalodik, akkor a

36 De Angelis et al., 2006
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fehérjék és a sejtkomponensek sem termelhetdk, igy a sejtméret valdszintileg kicsi

marad, ami korai sejthalalhoz vezet.

A kisérlet soran a HeL a sejtek 24 6rés expozicids idot kovetden szintén ugyanazokat
az eredményeket mutattak; a sejtek életképessége az alkalmazott koncentracio

fiiggvényében valtozott.

Harom parhuzamos kisérlet soran 53 CHO sejt progresszidjat figyelték meg time-
lapse videomikroszkopiaval és 1 pg/ml MTX kezelés alkalmaztak. A megfigyelés a
kezelés elott kezdddott, amely kiterjedt a kezelési idore €és a kezelést kovetd
idészakra is. A kezelést kovetden 5 ora alatt 2,6%/h sebességgel fokozddott a sejtek
osztodasa. Azt 5 oras kezelést kovetd 20 oraban nagyon kevés osztodast figyeltek
meg. A tenyészet 10%-a osztddott csak 0,5%/h osztddasi sebességgel. A 24 orés
expoziciot kovetden médium csere tortént, aminek a hatasara 8-14 h-val késébb a
sejtek 40% szinkronban osztodott. Ez a késleltetett szinkron mit6zis valdsziniileg azt
a celt szolgalta, hogy a sejtek regeneralodjanak az MTX kezelés hatasaitol. A
legtobbjiiknél azonban késleltetett sejtpusztulas kovetkezett be. A fennmarado sejtek
piknotikussa vagy Oridssejtekké alakultak, anélkiil, hogy megprobaltak volna
osztodni (interfazisos sejthalal). Ez azt jelenti, hogy a sejtek elvesztették osztddasi

képességiiket, és sejtmembranjaik dsszeolvadtak, nagy sejtet képezve.

Az MTX hatasara irreverzibilis valtozasok kovetkeztek be a sejtekben. Ezen valtozas
kiterjedhet a dihidrofolat-reduktdz enzimre, melynek kdvetkeztében nincs tobb
szubsztrat a nukleotid termeléshez. Tovabba karosulhattak a sejtosztdodas egyes

1épései az expozicid soran, ami a sejtek eloregedéséhez vezethettek®’.

Herman és munkatarsai T-limfocita sejtvonalakon vizsgalta a metotrexat hatdsat
aramlasi citométer segitségével. Az MTX 0,1 mM optimalis koncentraciéo mellett

minden sejtvonalban csdkkentette a sejtméretet, kivéve az U937 monocita vonalat,

37 Eichholtz et al., 1980
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amint azt a linearis FSC jelzi. A legnagyobb szignifikdns csdkkenést a limfocita

vonalakban figyelték meg.

A sejtméret enyhe csokkenését tapasztaltak a THP1 sejtvonalban. Az U937
sejtvonalban nétt a sejtméret, amely azonban statisztikailag nem volt szignifikans.

Az SSC értékek szerint az 0sszes sejtvonalban jelentdsen megndtt a szemcesézettség.

Az dramlasi citometriaval kimutatott morfologiai valtozasok a sejtméret szignifikans
csokkenését és a szemcsézettség novekedését jelezte az optimalis 0,1 mM dozis
mellett, kiilonosen a T-limfocita vonalakban. Ezek olyan jelenségek, amelyek
Erdekes modon a sejtek mérete egyetlen monocita sejtvonalban sem csokkent
szignifikansan, azonban szemcsésségiik nétt. Ez jelezheti a monocitdk eltérd
citotoxikus mechanizmusat, ezt a feltételezést alatdmasztja az Annexin V és ROS

vizsgalatok.

Az Annexin V teszt és az FDA korai apoptdzisos polarizacios tesztje is azt mutatta,
hogy az apoptotikus folyamat és annak kiilonb6z6 szakaszai a T-sejtvonalakban a

legjellegzetesebb®,

Sand és munkatarsai a metotrexat novekedés gatladsa mellett szamos morfologiai
valtozast figyeltek meg, hasonléan az in vitro choriocarcinoma metotrexat-
hat4sainak leirdsa sordn. A sejtméret forditottan ardnyos volt a konfluenciaval és

Osszefliggésben volt a sejt morfologiai formajaval.

Négy kiilonbozé sejtformat figyeltek meg: sokszdg, orsod, ovalis és "tiikortojas". A
sokszogletii sejtek talnyomorészt nyilt teriileteken jellemzdéek, és gyakran
tobbmagvuak voltak. Ezek a sejtek nagyobbak voltak, mint a tobbi, és szdmos sejt-
vetiiletiik volt, ami aktiv novekedés latszatat keltette. Az orsdsejtek nagyrészt

felvaltottdk a multiangularis formékat, amikor a konfluenssé valt a tenyészet.

38 Herman et al., 2005
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Gyakran parhuzamos kotegekbe rendezddtek, de nyilt teriileteken kis csoportokban
voltak jellemzéek. Ovalis sejteket talaltak a siirti ndvekedési teriileteken, amelyek
gyakran képeztek mozaik mintakat. Az ovalis sejtek tobbrétegi ndovekedést is
mutattak, ¢és igy alakultak ki a "kupoldk". A sejthatirok gyakran nem voltak
egyértelmiiek ezeken a slirli novekedési teriileteken, ami syncytium megjelenését
jelentette. A "tiikor tojas" sejteket a stirli novekedési teriileteken is megtalaltak, és
hasonlok voltak azokhoz a sejtekhez, amelyeket Cotte és munkatarsai®® irtak le

amorf citoplazmaval és kézponti maggal.

A négy meghatarozott morfologiai sejttipus egylittesen jelent meg a

sejttenyészetben, nem pedig négy kiilonféle sejttipusként, mint azt korabban leirtak.
jteny pedig negy Jjtip

A konfluens teriileteken csak ovalis és "tlikor tojas" sejtformakat figyeltek meg,
melyek jelenlétét csak a tenyészet 7 napos ndvekedése utan tapasztaltdk. Mas
mikroszkdposan megallapitott morfologiai kiilonbségek voltak a metotrexattal kezelt
¢és a kontroll kultarak kozott. A tenyésztés 7—10 napjan a szekrécids granulatumok
gyakoribbak voltak a metotrexattal kezelt sejtekben és altalaban a tobbmagvu
sejtekben, Osszehasonlitva a kontroll sejtekkel. A multinuklearis sejtek sokkal
gyakoribbak voltak a metotrexattal kezelt tenyészetekben, ami ezt a szekrécids

elektronmikroszkoppal figyelték meg.

A kontroll sejtpopuldciok tobb bizonyitékot mutattak a nem konfluens teriiletek
novekedésére, Osszehasonlitva a metotrexattal kezelt tenyészetekkel. A kontroll
sejtek fokozott finomsejt-vetiileteket mutattak a nem konfluens teriileteken. A

konfluens teriileteken a sejtek ndvekedésében nem tapasztaltak kiilonbséget™.

Egy masik, a vorosvértesteket vizsgald tanulmany rheumatoid arthritis-ben

szenvedd betegeknél arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a metotrexat jelentds hatéssal

39 Cotte et al., 2010
40 Sand et al., 1986
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van az RDW-re (vOrdsvértest-szélesség eloszlas). Az RDW-t a rutin vérkép
eredményei alapjan szamitjak ki, Ggymint a vorosvérsejt-térfogat / MCV x 100. A
vizsgalat soran 385 rheumatoid arthritis-ben szenved6 beteg eredményeit vizsgaltak.
Folyamatosan nyomon kovették a betegek allapotat, illetve folyamatos
kardiovaszkularis vizsgalatokat végeztek a kezelés eldtt, MTX-szel torténd kezelés
kozben, valamint azt kdvetden is. A vizsgalatok soran az RDW értékeket hataroztak
meg. Az MTX-szel kezelt betegek RDW-je szignifikansan magasabb volt (p
<0,001), mint azoknak az alanyoknak, akiknek a gydgyszert nem adtdk be, annak
ellenére, hogy az 6sszes MTX-kezelés alatt allo betegnél folsav-kiegészitést irtak

elo*.

Schwartz és munkatarsai kimutattdk, hogy az MTX gatolja a keratinocitdk
szaporodasat timidinmentes MCDB 153 taptalajban. A szaporodasra gyakorolt
sejtmennyiséget. A maximalis valtozasokat 1 pM MTX okozta, amely 75% -kal
gatolta a sejtproliferaciot és 225% -kal ndvelte a median sejtmennyiséget. Az
alacsonyabb koncentraciok kisebb hatast értek el. Az MTX novekedést gatld
dozisanak jelenlétében a keratinocitak nagyobbnak és laposnak tlintek, valamint

kisebb volt a nuklearis / citoplazmatikus aranyuk, mint a kontroll sejteknél.

Az MTX hatasa a sejtek novekedésére, méretére és az involucrin expresszidjara: A
sejteket 1 uM MTX-vel kezelték timidinmentes MCDB 153 tapkozegben (0,1 uM
Ca2+). Az MTX kis mértékben befolydsolta a sejtnovekedést vagy mas
paramétereket 24 oran keresztiil, de 24 ¢és 48 oOra kozott a sejtek abbahagytdk a
szaporodast, és hatdrozott véltozast mutattak morfoldgiaban és méretben. 72 ora

mulva jelentds volt a valtozas a kontrollhoz képest*2.

41 Held et al., 2018
42 Schwartz et al., 1992
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Taylor és munkatarsai 96 6ran keresztiil alacsony és magas MTX dozis hatdsat

figyelték meg humén leukémia eredetii sejtvonalon.

Alacsony doézissal kezelt sejtek: 2x108M MTX az életképes sejtek fenntartasat
eredményezte 96 oOran keresztiil. Ezen id6 alatt azonban a tenyészetben az elhalt
sejtek aranya kozel 50% -ra n6tt. Az els6 24 o6raban a tenyészet DNS tartalma kezdeti
felhalmozddast mutatott, majd a sejtek kohortja fejlodott. A masodik 24 ordban az
RNS tartalom, illetve a sejtméret nétt és ez a ndvekedés a karos DNS-szintézissel
Osszefliggésben kiegyenstlyozatlan sejtnovekedést jelzett (a DNS, illetve RNS
Osszevetésével megfigyelhetd, hogy a kontrollhoz képest az RNS meghaladja a DNS
tartalmat). 48 és 96 o6ra kozott az RNS szint normalizalddott, azonban a sejtméret

még igy is jelentds volt.

Magas dozissal kezelt sejtek: 10*M MTX a sejtek életképességének gyors
csokkenését eredményezte. 72 6raval a kezelés utan az ¢életképes sejtek aranya 10%-
ra csokkent. DNS analizis G1 ndvekedést és G2 + M csokkenést mutatott 24 6ran
beliil. Azonban ezt kdvetden nem volt megfigyelhetd a sejtciklus-eloszlas valtozasa.
Az alland6 sejtciklus-eloszlas az MTX hozzdadasa utdni id6 fliggvényében azt
jelentheti, hogy az MTX nem  volt  hatissal a  sejtciklusra.
Az MTX szintén csekély hatdssal volt az RNS tartalomra. A 48 oras kétparaméteres
elemzés azt mutatja, hogy ezen dozis nem eredményezett kiegyensulyozatlan

sejtnovekedést*®.

6.3. 5-fluorouracil €s metotrexat egyiittes hatds vizsgalata

Benz ¢és munkatarsai a metotrexat és az S-fluorouracil ciklusfiiggd citotoxicitasat

vizsgaltdk human vastagbél- €s emld tumorsejtvonalakban.

A HCT-8 és 47-DN klonalis névekedési kisérletek eredményei azt mutatjak, hogy 1
puM 5-FU-val 6 o6ran tartd kezelés nem befolyasolta a HCT-8 sejtek klonalis

“ Taylor et al., 1981
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novekedését. 0,1 uM MTX 24 6ran at 40%-os ndvekedést eredményezett. A 24 6rés
MTX expozicio els6 6 orajaban adott 5-FU nem gatolta jobban a klonalis
novekedést, mint amikor csak az MTX-t adtak. Mivel a 6 oras 5-FU doézist
fokozatosan adtak be késobb a 24 6ras MTX expozicios id0szakba, megfigyelték a
klonalis novekedés szinergikus gatlasat. 6 6rds 10 uM 5-FU-val torténd kezelés
csOkkentette a 47-DN klonalis ndvekedését 25%-ra és 24 6ras 0,1 pM MTX 67%-0S
klonalis novekedést eredményezett. A 24 oras MTX-kezelési periodus elsd 6
ordjaban adott 5-FU nem eredményezett nagyobb novekedésgatlast, mint amit csak
az 5-FU esetében tapasztaltak. Ha az MTX és az 5-FU gatlo hatasa teljesen fiiggetlen
lenne, és igy a kombinalt adagolas additiv lenne, a kontroll 17%-ahoz keriilt volna
kozelebb. Ha a 6 oras 5-FU adagot kés6bb adtdk be a 24 o6ras MTX-kezelési

periodusba, e két gyogyszer egyiittes gatld hatasa szinergetikus lett*.

7. Mi a kiilonbség a nekrozis €s az apoptodzis kozott?

A sejthaldl természetes jelenség a tobbsejtli szervezetekben, €s a sejtek belsd és
kiils6 ingerek hatasara is elpusztulhatnak. A sejthalalt alapvetéen szabalyozott
sejthalalra (RCD) ¢és szabalyozatlan sejthalalra, mas néven véletlen sejthalalra
(ACD) lehet osztdlyozni. Mig az ACD egy varatlan tamadis vagy sériilés
kovetkeztében kialakuld rendezetlen folyamat, addig az RCD pontos jelatviteli
utvonalakon keresztiil zajlik, amelyek meghatarozott biokémiai és funkcionalis

valtozasokat eredményeznek.

A szabalyozott sejthalal (regulated cell death, RCD) olyan biologiai folyamat,
amely sordn a sejt programozott modon elpusztul a szervezet sziikségleteinek és
homeosztazisanak fenntartdsa érdekében. Ezek a folyamatok, mint példdul az

apoptozis €s az autofagia, szigoruan szabalyozott molekularis mechanizmusokon

4 Benz et al., 1980
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keresztiill mikodnek, amelyek célzott jelatviteli utvonalakon alapulnak. A
szabalyozott sejthalal fontos szerepet jatszik az embrionalis fejlédésben, a szovetek
homeosztazisdnak fenntartasaban ¢és a koros allapotok, példdul daganatok

kialakulasanak megakadalyozasaban.

A véletlen sejthalal (accidental cell death, ACD), més néven szabalyozatlan
sejthalal, azt a folyamatot jelenti, amikor a sejtek kiilsé tényezok vagy sulyos
karosodas kovetkeztében, programozott molekularis mechanizmusok bevonasa
nélkiil pusztulnak el. A szabalyozott sejthaléllal ellentétben, amely meghatarozott
utvonalakat kdvet és szigoruan ellendrzott, a véletlen sejthalal fizikai sériilés,
toxinok, szélsdséges koriilmények vagy a sejteket éro talterhelés hatasara kovetkezik
be. Jellemz0 ra a pontos jelatvitel és koordinacio hidnya, ami a sejtek pusztulasdhoz
¢és potencialis szovetkarosodashoz vezet. A véletlenszerli sejthalal kiilonbozd koros
allapotokban, példaul trauma, ischaemia vagy karos anyagoknak valo érintkezés
esetén fordulhat eld, szerepet jatszik a szdveti sériilésekben és a betegségek

progresszidjaban.

Az apoptozis a legkordbban felfedezett és a legterjedelmesebben vizsgalt RCD
utvonal. Szamos nem apoptotikus RCD-utvonal, koztiik a piroptozis, a ferroptozis €s
a nekroptozis jelentds figyelmet kapott az elmult években a rakterapidban rejld
lehetdségeik és a szamos betegség patogenezisében vald részvételilk miatt. A
kovetkezOkben az apoptozis és az ACD leggyakoribb, nekrozisnak nevezett
formdjanak legfontosabb jellemzoit targyaljuk, mikoézben kiemeljiik a két sejthalal
utvonal kozotti legfontosabb  kiilonbséget, és kozelebbrdl megvizsgaljuk a

nekroptozist, a nekrozis szabalyozott formajat.*®

4 Galluzi et al., 2018; Kanduc et al., 2002; Zhang et al., 2009
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7.1.  Apoptozis

Az apoptozis az RCD-utvonal klasszikus formaja, amely kritikus szerepet jatszik
mind a normalis fizioldgiai, mind a patologias folyamatokban. Kiilonbozd fizikai,
kémiai és bioldgiai tényezdokkel kivalthatd, és a sejtvalasz szigorian szabalyozott.
Az apoptozis soran a sejtkomponensek ellendrzott lebontdsat a kaszpazok

szabalyozzak, amelyek az apoptozis soran aktivalodo protedzok csaladja.

Az egészséges sejtekben a kaszpazok proenzimként Iéteznek inaktiv
formajukban. Az apoptotikus jelatvitel aktival egy kaszpaz kaszkadot (kaszpaz -2,-
8, -9 ¢és -10, az ugynevezett inicidtor kaszpazok). Ezutan az inicidtor kaszpéazok
viszont hasitjak ¢s aktivaljak a downstream effektor kaszpazokat (kaszpéz -3, -6 €s -
7). Az effektor kaszpazok a célzott sejtfehérjék hasitdsdval hajtjak végre az
apoptdzist. Az apoptozist kivalté ingerek lehetnek belsé (pl. DNS-karosodéas, ER
stressz, megndvekedett ROS-szint, sejthibak a mitdzis sordn), vagy kiilsd, amikor az

extracellularis ingereket a sejtek plazmamembran-receptorokon keresztiil érzékelik.

Az apoptozist egy sor erdsen szabalyozott biokémiai esemény jellemzi, amelyek
a sejtmorfologia jelentds valtozasahoz €s végiil a sejthalalhoz vezetnek. A kordbbi
fazisokban az apoptozisban 1évd sejt elvesziti a sejtkapcsolatokat és megvaltoztatja
alakjat. A kromatin kondenzalodik a sejtmagban és a maghartya felé mozog. A
sejtmag kondenzacidja (pyknodzis) elinditja a DNS lebomlasat. A vizvesztés a sejt
jelentds zsugorodasat €s a plazmamembran permeabilitas ndvekedését eredményezi,
a tobbi sejtorganellum morfologiai valtozasa nem jellemzo. A foszfatidil-szerin, egy
olyan lipid, amely csak a plazmamembran belsé rétegében van jelen, megjelenik a
plazmamembran kiilsé rétegében. A sejtmag és a citoplazma apoptotikus testekké

toredezik. A sejtproteazok felszabadulasa, a sejtvaz, a membranok és a fehérjék
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szétesését katalizaljak. A szomszédos makrofagok felismerik, elnyelik ¢és

megemésztik az apoptotikus testeket, ezzel befejezve a folyamatot.*®

7.2. Nekrozis

A nekrézis az ACD egyik formaja, amely belsé vagy kiilsé stressz, példaul
mechanikai sériilések, vegyi anyagok vagy koérokozok kovetkeztében alakul ki. A
folyamat 4altaldban gyors, és az ozmotikus nyomas elvesztése miatt sejtduzzadashoz

(onkozis) és felszakadashoz vezet.

A nekrozis sordn a plazmamembran integritasanak elvesztése a sejtek tartalmanak az
extracellularis térbe vald tavozasat idézi eld, ami gyulladasos reakciokat valt ki. A
sejtek szétesését morfologiai valtozasok sorozata eldzi meg, beleértve a
sejtorganellumok, példaul az ER és a mitokondriumok megduzzadasat vagy a Golgi-
apparatus bomléasat. Az extracellularis matrixbol bearamlé kalciumionok aktivaljak
az intracellularis nukledzokat, amelyek a DNS-t fragmentaljak. A felszabadult
lizoszomalis hidrolazok hozzdjarulnak a nukleinsavak és fehérjék lebontasahoz. A
bomlastermékek aktivaljak a leukocitakat, limfocitakat és makrofagokat, amelyek

fagocitaljak az elhalt sejtek maradvanyait.

7.3. Nekroptozis

Mig kordbban a nekrdzist szigoran a sejthaladl szabdlyozatlan formdjanak
tekintették, a legujabb vizsgalatok a sejthaldlnak egy szabdlyozott, nekrotikus
fenotipusu formajat azonositottak, amelyet nekroptdzisnak neveznek. Ez kiilonb6z6
stresszingerekre, tobbek kozott interferonokra, halal-ligandokra vagy Toll-szeri
receptorokra adott valaszként jon 1étre. A nekroptozis természeténél fogva erésen

immunogén, és a gazdasejtek gyakran hasznéljak a korokozok elleni védekezési

46 Elmore 2007; He és Wang 2018
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mechanizmusként. Tovabba, mivel a nekroptotikus utvonal nem tamaszkodik a
kaszpaz aktivaciora, az RCD alternativ formdajaként aktivaloédik, amikor az
apoptotikus utvonalat bizonyos tényezok, példaul virusfehérjék vagy genetikai hibak

gatoljak.*’

Sejthalalt
kivalté inger

szaz KaszpaN

aktivacié inhibicié : o
Apoptézis Nekrézis
Szabal\ ozott nekrozis

@ ' zéa:ﬁ

o
Felsuuel és, DAMPs
fagoutozns

9. abra Sejthalal mechanizmusok (Kearney et al., 2017)
7.4. Sejthalél kvantifikalasa

Az apoptotikus testek és a nekrotikus testek altalaban kiilonboznek egymastol
morfologiai, biokémiai és sejtbiologiai jellemzOk alapjan. Az apoptdzis sordn a
programozott sejthalal jellemzdje az, hogy a sejt a folyamat sordn Gnmagéban
indukalja a sejthalalt. Az apoptotikus testek altalaban kisebbek, slirlibben csomosak,
membrannal koriilvett struktarak lehetnek, és a sejt tartalma stirti, tomor lehet. Ezzel

szemben a nekrdzis sordn a sejt vagy a szdvet sériilése miatt kovetkezik be a sejthalal,

47 He et al., 2019; Cho et al., 2009



¢s a nekrotikus testek altalaban nagyobbak, duzzadtabbak, széttort sejtalkotok és a

sejtek tartalmanak szivargasa jellemzi.
A HaCaT sejtek apoptotikus zsugorodasanak grafikus dbrazolasa

Az apoptozis rovidebb vagy hosszabb ideig tarthat. Az alacsony gyakorisagu,
viszonylag hosszu ideig tart6 apoptotikus sejthalal soran végbemend tipikus felszini
valtozasokat a 10. dbra mutatja. A stiri monolayer-hez kapcsolodo haromszog alaka
HaCaT sejt 20 perc alatt levalt és kerek alakuva valt, majd blebbinggel megkezdte
apoptotikus mozgésat, amely tobb Oran 4t tartott, miel6tt mozdulatlanna valt és lizis
kovetkezett be. A 10. abra 1083 perces paneljében lathaté mezd azért tlinik némileg
masnak, mint a 779 perces panelben lathaté mezd, mert eltelt 5 ora. Ez id6 alatt a
zsugorodd halott sejt (a nyil jelzi) elvesztette a kapcsolatot a monolayer-rel, és
kozelebb kertilt a tobbi sejthez.

10. abra Karakterisztikus morfologiai valtozasok az apoptdzis soran (Nagy et al.,
2010)
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Az apoptdzis sejtfelszini profilja

A konfluencidhoz kozeli monolayer kulturdban 1évé sejt sokkal nagyobb feliilettel
rendelkezik (11. a abra), mint a levalt, zsugorodott és gyorsan mozgd apoptotikus
forma (11. b abra). Az erbteljes mozgas alatti blebbing ("danse macabre") kb. 20
percig tartott, ami hozzajarult a sejtfeliilet a&tmeneti ndvekedéséhez (11. c dbra), majd
a teljes széteséshez ¢és lizishez (11. d &bra) vezetett. Az, hogy az apoptdzis korai
szakaszaban (11. b abra) a sejt relativ felszine gyakorlatilag megegyezik az apoptozis

végso szakaszaban (11. d &bra) a lizalt sejtekével, némi magyarazatra szorul.

Béar az apro, szétesett részecskék emberi szemmel nem voltak lathatok, de a
szamitogépes elemzés felismerte ezeket a finom részecskéket, amelyek feliilete
hozzajarult a lizalt sejt 1athato feliiletéhez. Ebben a konkrét esetben az apoptotikus

folyamat 1 6ran beliil befejez6dott.
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11. abra Az apoptozis kialakulasanak idébeli profilja (Nagy et al., 2010)

A sejthalal mintazata jelentdsen kiilonb6zott az apoptozistol. A sejtmag és a nyillal
jelzett nekrotikus sejt a sejtek levalasa nélkiil kezdett el névekedni. A nekrotikus sejt
csak 120 perc megfigyelés utan valt ki a monorétegbdl. A nekrotikus folyamat végén

inkabb szalszerl citoplazmatikus pusztulas, mint blebbing kdvetkezett be (12. abra).
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12. dbra Nekrotikus HaCaT-sejtpusztulas magas 6lom koncentracioval torténd
kezelés utan (Nagy et al., 2010)

A nekrozis sejtfelszini profilja

A nekrotikus folyamat sejtfelszini elemzése négy megkiilonboztethetd stadiumot
mutatott, amelyeket korabban nem irtunk le. Az 1. fazis (13. dbra a) a nekrotikus sejt
monolayer feliiletét dbrazolja. A 2. fazisban (13. abra b) a lathato feliilet kortilbeliil
3-4-szer nagyobb, mint a monolayer feliilet. A harmadik fazisban a sejtfeliilet kdzel
8-szor nagyobb, mint a kezdeti monolayer feliilet (13. abra c). Végiil a 4. szakaszban
a sejtfeliilet mérsékelt csokkenése figyelheté meg (13. abra d). Ezek az adatok
Osszhangban vannak azokkal a megfigyelésekkel, hogy a nekrdzis soran a sejtméret

oriasi mértékben megndvekszik.
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13. abra A nekrotikus sejtfelszin novekedésének idébeli fazisai (Nagy et al., 2010)
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Anyagok €és modszerek

1. Sejttenyésztési koriilmények

A vizsgalatok soran human eredetli b6r és méhnyakrak sejtekkel (HaCaT,
HeLa), ragcsald eredetii lapham karcindma (SCC-VII) és kinai horcsog eredetli
ovarium (CHO-K1) sejtvonalakkal dolgoztunk. Az SCC-VII  sejteket
DMEM/HAM'’S F12 médiumban tenyésztettem 2mM L-glutamin, 23 mM néatrium-
bikarbonat, 100 U/ml penicillin, 100 U/ml streptomycin, 1% nem esszencialis
aminosav keverék és 10% hdinaktivalt magzati borji szérum hozzaadasa mellett. A
CHO-K1 sejttenyészetet pedig az el6zOhez hasonld Osszetételi Ham’s-F12
tapfolyadékban tenyésztettiik. A HaCaT sejttenyészetet 2 mM L-glutamint, 23 mM
NaHCOz-ot, 100 U/mL penicillint, 100 U/mL streptomycint, 1%-os nem esszencialis
aminosav keveréket ¢és 10% borju szérum albumint tartalmaz6 DMEM
tapfolyadékban, a HeLa sejttenyészetet pedig, RPMI 1640-es tapfolyadékban
tenyésztettiik.

A vizsgalat soran azonos koriilmények kozott tenyésztett kontroll és kezelt
sejteket tanulmanyoztuk. A sejteket 37°C-on, 95%-0s paratartalmat és 5%-0s CO2
mennyiséget biztositd inkubatorban tenyésztettiik.

Az MTT-tesztet 96 és 24-lyuka platek-ben végeztik. A HaCaT sejtek
esetében 10.000 vagy 50.000/lyuk, az SCC sejtek esetében 5000 vagy 25.000/lyuk
sejt volt az induld sejtszam. Az eltérést az induld sejtszamban a sejtvonalak eltérd
sejtciklusa indokolja. A passzalds utan 24 Orat biztositottunk a sejteknek a
kitapadasra, majd a megadott vegyiilettel kezeltiik és 48 oraig vizsgaltuk az adott

nukleozid hatasat a sejteken.

A Time-Lapse Imaging videdmikroszkopidhoz glass-bottom dish-be
tenyésztettiik a sejteket. A HaCaT esetében 150.000 sejttel, SCC esetében 75.000
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sejttel inditottuk a tenyészetet. Itt szintén 24 6rat biztositottunk a kitapadashoz, majd

48 oraig inkubaltuk a sejteket az adott vegytilettel.

1.1. Alkalmazott sejtvonalak

HaCaT sejtek

Humén, kaukazusi felndtt férfi bérének hdm rétegébdl szarmazd, spontan
transzformalodott, aneuploid keratinocita, adherens sejttipus.  1986-ban
immortalizaloédott sejtvonal, amint arra a neve is utal, alacsony kalcium szint mellett,
magas hdmérséklet hatisara jott létre. A sejtet egy férfi hatborének olyan részébol
izolaltak, mely bar a tumor melletti infiltralédott teriiletrél szarmazott, de
bizonyitottan nem szenvedett malignus atalakulast. A HaCaT sejtek genetikailag
kiilonboznek a normal human epidermalis keratinocitaktél, azonban a
differencialodasi potencidljukat megtartottak. A HaCaT sejtek nude egérbe iiltetve

keratinocitakka differencialodnak?®.*°.

SCC VII sejtek

Laboratoriumi egér szajiiregi laphamjdbol szarmazé daganatos sejtvonal®.
Kozvetlen attéteket képez a nyak, a méhnyak és a tiido teriiletén®!. Hatasa kiterjed a
citoszkeletonra is, az adhézios molekulak szamanak csokkenését okozza. SCC VII
modellsejteken  vizsgaljdk a hipoxia, az immunszupressziv anyagok é&s

xenobiotikumok hatdsat is annak érdekében, hogy a human szajiiregi daganatokat

koran felismerjék és hatdsosan kezeljék®. A jelentds metasztatizalo képességekkel

48 Boukamp et al., 1997

4 Akaza et al., 2011

0 Hwang-Bo et al., 2015

1 O’Malley et al., 1997

52 Sominski et al., 2015; Duarte et al., 2012,
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rendelkez6 egér eredetii karcindma sejtet C3H egértorzsbol izolaltak, a Boston-i

Massachusetts General Hospital-ban®3,

CHO-K1 sejtek

Kinai horcsog méh eredetli sejtvonal, melyet eldszér 1957-ben izolaltak. A
sejtvonal modell orvosi és gyogyszerészeti kutatasokban, gyakran alkalmazzak
rekombinans fehérjék eldallitasara. Az eredeti sejtvonal egyik szubklonja a CHO-
K1, mely sejttipus az eredetitdl kevesebb DNS-sel rendelkezik. Az iparban terapias
fehérjék tomegtermelésére hasznaljak, 3-10 gramm rekombinéans fehérjét allitanak
eld tenyészetenként. Alkalmas emberi felhasznalasra, mivel lehetévé teszik a
poszttranszlaciéos modositdsokat olyan rekombindns fehérjéknél, melyek az
emberekben is képesek miikddni. Ezen sejtek prolint igényelnek a prolin szintézis
gén hidnya miatt, a bioszintetikus lanc blokkja abban 4ll, hogy a glutaminsavat

glutamin-gamma-aldehiddé alakitja at>*.
Hela sejtek

A HelLa sejtvonal az egyik legrégibb, legelterjedtebb emberi sejtvonal. Nevét
Henrietta Lacks afroamerikai holgyrdl kapta, akinek a méhnyakrakjabol izolaltak
ezeket a sejteket 1951-ben®. Széleskértien alkalmazzak biologiai kutatasokban,
modell szervezetként vald haszndlata szintén jelentds. Tobbek kozt a jarvanyos
gyermekbénulas elleni vakcinat is HeLa sejtek alkalmazasaval fejlesztették ki®®. A
HeLa sejtvonal rendkiviil alkalmazkodé és gyorsan ndvekszik, ezért koriiltekintéen

kell végezni a tenyésztését. Gyakorta beszennyezi a tobbi sejtvonalat®’,

53 Kanazawa et al., 1988
5 Lewis et al., 2013

55 Beskow, 2016

56 Landry et al., 2013

57 Rahbari et al., 2009
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2. Viabilitas vizsgalat MTT-teszttel

Az MTT-tesztet gyakran hasznaljak citotoxicitas vizsgalatdra kiilonbozo
sejtvonalakon, emberi és allati eredetii sejteknél egyarant. A tetrazolium sok
redukcidja mar egy széleskorben elfogadott moddja annak, hogy egy adott
xenobiotikum viabilitasra kifejtett hatasat vizsgaljuk in vitro. A metabolikusan aktiv
sejtek csokkentik a sarga tetrazolium MTT mennyiségét €s a dehidrogenaz enzimek
hatasara NADH ¢s NADPH agensek jonnek 1étre. Az emiatt keletkezett lila formazan
szolubizalhato és szamszertsithetd spektrofotometriai modszerekkel. Ez az MTT
reagens csekély hattér abszorbanciat eredményez €16 sejtek hidnydban. Minden
sejttipusnal egyenes aranyossag van a sejtszam ¢€s a szignal kozott, ez lehetdvé teszi,

hogy kvantifikalhassuk a sejtek viabilitdsaban bekovetkezd valtozasokat.

A teszt sordn 96 és 24 lyukt mikrotiter lemezeket haszndltunk a mérésekhez.
A végtérfogat lyukanként 200 vagy 500 pl volt. A nukleozid anal6gokat 10
kiilonb6z6 koncentracidoban (100-80-60-50-30-20-15-10-7.5-5 pg/ml) teszteltiik (96
lyukti mikrotiter lemez). A hatasok fiiggvényében a koncentraci6d sor finomitasara
volt szlikség, ezért a késObbiekben 5 masik koncentracidt (10-9-8-7-6 pg/ml)
teszteltiink (24 lyuka mikrotiter lemez). Az N-153, 5-FU és MTX esetében is 6t
koncentraciot vizsgaltunk (40-30-20-10-5 pg/ml) 96 lyuku mikrotiter lemezben. A
vegyiiletek feloldasa DMSO-ban tortént, kiilonos tekintettel arra, hogy minden egyes
lyukban 1% (v/v) legyen a DMSO tartalom. Az anyagokat a sejtvonalra jellemzd
tenyésztofolyadékba higitottuk, és a vizsgalat idétartama 48 h volt.

100 pul MTT oldatot (0,5 mg/ml PBS-ben oldottan) adtunk minden lyukhoz.
A lemezeket 2 oran keresztiil inkubaltuk 37 °C-on. Ezutan a lyukakbdl a folyadékot
kiszivtuk, és az MTT formazant 100 ul DMSO-val oldottuk. A mintékat inkubatorba
helyeztiik 15 percre, hogy tokéletes legyen a formazan kristalyok oldédésa. 570 nm-
en mértiik az abszorbanciat plate reader segitéségével. A sejtpopulaciok viabilitasat

a kovetkez6képpen szamoltuk Ki:
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a kezelt sejtek abszorbancigja

X 100
a kontroll sejtek abszorbanciaja.

DMSO — dimetil szulfoxid

A DMSO amfipatikus sajatsagu, ugyanis tartalmaz egy polaros szulfonil
csoportot €s két apolaros metil csoportot. Emiatt alkalmas poléros és apolaros
vegyiiletek olddsara egyarant, valamint a hidroféb membranokon is képes atjutni.
Széles korben alkalmazzak kezelések soran a gyogyszerek szolubilizacidjara. A
DMSO-t eldszeretettel hasznaljak terapidk soran az amfipatikus tulajdonsadga miatt
annak ellenére, hogy a fiziologiai és farmakologiai hatdsai még nem teljesen

feltartak®®.

A kiilonb6z6 sejtvonalakra nem hat egységesen a DMSO. Példaul a T-sejtek
viabilitasara hosszil tadvon (72 h) nincs hatdssal az 1% DMSO. A WM-266-4
sejtvonal esetében a vizsgalatok alapjan az sejtek még az 1,5% DMSO koncentraciot
is toleraljak. Osszességében a kiilonbdzd vizsgalatok soran leggyakrabban legfeljebb

1%-o0s koncentracidban alkalmazzak a DMSO-t>°,

3. Time-Lapse Imaging videdmikroszkopia

A sejtkultardk folyamatos megfigyelésére a citotoxicitdsi vizsgalat soran
time-lapse imaging videdmikroszkopos rendszert® hasznaltunk. A vizsgalatok soran
a time-lapse vide6 mikroszkopos rendszer legujabb fejlesztésti beallitasait
alkalmaztuk. Ezek a kovetkezOok voltak: az inkubator tipusa: SANYO MCO18-AC
CO2 sejttenyésztd inkubator (Wood Dale, IL, US) négy videé mikroszkdppal

58 de Abreu et al., 2017
9 Ferk and Darig, 2018, Holthaus et al., 2018
0 Nagy et al., 2010
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felszerelve. A mikroszkopok Olympus (Tokyo Japan) gyartmanyuak, inverz
allasban, célszeri moédositasokkal: a revolvertoronyban elhelyezett fényforrassal, és
az okularba telepitett CCD kameraval lettek felszerelve. Az objektivek (x10:0,25,
achromat Carl Zeiss, Jena) a CCD kamera el6tt helyezkednek el. A CCD kamera
adatai: 2 megapixel felbontasi UVC USB 2 webkamera, mddositasai: a kamerahaz,
az objektivek és az infrasziird eltavolitasra keriiltek. Fényforras: 960 nm
hullamhossztsagu, kozeli infravords fényt emittaldo LED (Smm atmérd 1,2V 50 mA).
Az infravords megvilagitast alkalmazva minimalizaltuk a fototoxicitas.®? A time-
lapse videé mikroszkopos megfigyeléseink soran a kontroll és a kezelt

tenyészetekrdl percenkénti felbontasban készitettiink felvételeket.

Fiji (ImageJ)

A kisérletek teljes idOtartama alatt percenkénti felbontasban készitettiink
képeket 11 frame atlagolasaval, aminek célja a jel-zaj ardnyanak ndvelése volt a
konnyebb elemezhetdség érdekében. A képek 1600 x 1200 pixel felbontasban, 24 bit
RGB formatumban késziiltek. Az egyes képszekvencidkhoz tartozo pixelméretet és

a méretskalat Biirker kamrarol készitett kalibracios fotok alapjan szamitottuk Ki.

Az igy elkészitett képekrdl Fiji képelemz0 szoftver segitségével kvantitativ
elemzéseket végeztiink. A képek feldolgozasa soran a NIH altal fejlesztett nyilt
forraskodu Fiji (Imagel) software-t, és az erre a célra kifejlesztett macro-kat és
plugin-eket alkalmaztuk. Végezetiil a kapott eredményeket az Excel programban

abrazoltuk.

A kiértékeléskor fontos szempont volt az, hogy az egyes képszekvenciak

elemzése soran nem alkalmazhattuk ugyanazt a sémat. Minden esetben azt kellett

61 Nagy et al., 2014
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szem el6tt tartanunk, hogy a kiértékelés az adott kisérlet szempontjabol a legtobb

informacioval lasson el®.

3.1. Adatfeldolgozas

1) A képszekvencia el6készitése kiértékelésre
A Fiji / Imagel szoftver segitségével a képi adatokbol szamadatot nyerhetiink a
megfeleld algoritmusok alkalmazéasaval. Ehhez el6szor is betdltjiik a sziikséges

szekvenciat. A File = Import = Image sequence segitségével.

P (Fiji Is Just) Image) O

ot mage Proce /R e Cfons X
New * Raw |s]a >
Open Ctri+0 i ,
ol Number ofimages: |2632
OpenNext ~ Cti+Shit+O | Textimage
Open Samples * TextFile Starting image: |1
Open Recent ' Results
Tae increment [€
Close cui+w | URL Scale images: |100 %
‘ Close All Ctri+Shiftsw = Stack From List
| Save Cui+s = TIFF Virtual Stack File name contains: I
4 Save As » AVI '
N Revert CuisR | XY Coordinates (enclose regex in parens)
Page Setup HDFS )
e v Convert to 8-bit Grayscale
Print Ctri+p = Analyz
| Epot A ity I~ Convertto RGB
Koala Binary .
Quit DF3 [v Sort names numerically
Fix Funny Filenames FIB-SEM ™ Use virtual stack
Make Screencast MRC Leginon

PDF

Extract Images From PDF
DAT EMMENU

DM3 Reader.

TarctanRaw (37 Readar

1600 x 1200 x 877 (1605.8MB)

OK | Cancel| Helpl

9. dbra Képszekvencia betoltése

A felugré ablakban 1év6 paraméterek koziil az alabbiak fontosak:

- Increment: barmilyen tetszOleges szamot beallithatunk, ugyanis ez arra
vonatkozik, hogy minden hanyadik képet toltse be a szekvenciabol

(jelenesetben célszerti 1 értékre allitani)

62 https://fiji.sc/
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- Convert to 8-bit Grayscale: ezt az opciot bepipaljuk, ezzel csokkenthetd a

betoltott szekvencia altal foglalt memoria mérete

Stack Deflicker: a Plugins meniijében talalhaté algoritmus, mely a megvilagitas
egyenetlenségébdl szarmazé villodzasokat minimalizalja, ehhez a felugré ablakban

a -1 értek bedllitasa sziikséges

[ (Fiji Is Just) Image) 7 —_ T
File Edit Image Process Analyze [FIFIEE e— File Edt Image Process
B o|c|o| A« [Ala]olg , B olclo <)

Stack Deflicker.

gle tool

BigDataVi
Bio-Formats
Cluster
Color Inspector 3D [ Normalize to... X
Examples

Feature Extraction Frame number (0=min,-1=max) E—
HDF5

Image5D

Integral Image Filters

Janelia H265 Reader

LOCI

LSM Toolbox

Landmarks

Multiview Reconstruction

Optic Flow

Process

Registration

SPIM Registration

Segmentation

Skeleton

Stack Deflicker Stack deflicker

14. 4bra Stack Deflicker

A folyamat eredménye az, hogy megsziinik a villodzas a képszekvencian.

Ezt kovetden a teljes szekvencidban az osztodo sejteket kerestiik. Ha megtalaltuk a

sejteket, akkor a kiilonb6z6 paraméterek mérése kovetkezik.
A mindségi adatok szamadatta konvertalasa

A vizsgaland6 paraméterek: anya sejtméret, osztddasi id6 €s a generacios 1do.
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Anya sejtméret: az osztodni készilé sejtmérete a felvalas és lekerekedés

pillanatdban

Osztodasi ido: az az idOtartam mialatt az anyasejt két utddsejtté osztodik, az anyasejt

lekerekedésének pillanatatdl az utddsejtek megjelenéséig tart

Generacios ido: ez az idOtartam az anya sejtosztodasakor keletkezd utddsejtekre

jellemz6, mely soran addig kovetjiik 6ket nyomon amig azok is osztddnak

a) Osztédas ido
Keresniink kell egy jol felvalt és lekerekedett osztodasra kész anyasejtet, majd
ellendrizniink kell, hogy ennek az utddsejtjeit és ezek utddait is nyomon tudjuk

kovetni.

, 0°MIL, 1.UUD
o

|eteit, . 2

7 Dupliate.. X

Tile: HaCaT_controk1

¥ Dupicate stackc

Range: [1-678
] o

P

15. dbra Anyasejt kivalasztasa

Célszerti azt a teriiletet kijelolni a szekvencian, majd ezt duplikalni a fent lathato
moddon. Attdl, hogy megduplaztuk a képszekvenciat, az eredeti szekvenciat ne zarjuk
be, ugyanis ezt kovetden tovabbi sejteket sziikséges mérni, minimum 30-at vagy

amennyire lehetdség van a tenyészet allapotatol fiiggden.

Ha nem sikeriil elegendd sejtet mérni a kivant mintanagysag eléréséhez, akkor tobb
lehetséges limitacid is hatdssal lehet a vizsgalatra. Néhany ilyen korlatozas a

kovetkezo:
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1) Csokkent statisztikai teljesitmény: A kisebb mintaméret korlatozhatja a
csoportok vagy feltételek kozotti statisztikailag szignifikdns kiilonbségek
kimutatdsanak képességét, ami csokkentheti a vizsgalat 4ltalanos
teljesitményét.

2) Megnovekedett mérési hiba: Kisebb mintaméret esetén nagyobb az esélye
annak, hogy az eredményeket mérési hiba befolyasolja, mivel az egyes
mérések nagyobb hatassal lehetnek az altalanos eredményekre.

3) Elfogult vagy nem reprezentativ minta: Ha nem tudunk elegend? sejtet mérni
ahhoz, hogy reprezentativ mintat kapjunk, az eredmények torzulhatnak, vagy
nem tiikrozik teljes mértékben a vizsgalt populaciot.

4) Az eredmények altalanositasanak nehézségei: Kisebb mintaméret esetén
nehezebb lehet az eredményeket nagyobb populacidkra altalanositani, mivel
a minta esetleg nem teljesen reprezentativ.

5) Az 1. vagy 2. tipust hibak megnovekedett kockazata: Kisebb mintaméret
esetén nagyobb a kockédzata mind az I. tipusi hibdknak (hamis pozitiv
eredmények), mind a II. tipust hibdknak (hamis negativ eredmények), ami

befolyasolhatja az eredmények altalanos pontossagat.

Fontos, hogy gondosan mérlegeljiik a vizsgalat lehetséges korlatait, és azt, hogy ezek

hogyan befolyasolhatjak az eredményeinket és kovetkeztetéseinket.

16. abra Sejtosztodas idejének meghatarozasa
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A bal oldalon egy tokéletesen kerek sejtet lathatunk. Kozépen ennek a sejtnek az
osztodasat figyelhetjiik meg. Jobb oldalon pedig a két utdd sejtet, amelyek mar a
letapadasra készek. Ez 1d6 alatt meghatarozhatjuk az osztddas idejét. Ehhez az alabb
részletezett lépésekre van sziikség. Elsé lépésnek a képen lathatdé modon az

Orthogonal Views parancsot valasztjuk.

[ HaCaT_control-1 - o x M Bz
721878 (2020_01_04-11_48_11-HaCaT_kontroll021 3), 370x432 pis 4 8781432 pixels; 8-bit. 370K
4 | ¢ t

17. abra Az Orthogonal Views parancs eredménye

Ezt kovetden lemérjiik a képen az ,,0sztdodas hosszat”, mely egyenértékii lesz az
osztddashoz sziikséges idével. Ahhoz azonban, hogy ezt megtehessik az YZ

nézetlinket duplikalni sziikséges és azon lemérni a hosszt.

[ = == el — I (7§ Is Just) Image) = a X
711876 (2020_01_04-11_48_11-HaCaT_kontrol0210). 370x432 .
— = olG Tye & ovfsslurl p| g| ] 2| >
", s here 10 search

& Adust » pht click to switch)
8781432 pixels. 8-bit 370K

Show Info.
-

18. abra Az osztddasi 1d6 mérése
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A célkeresztet ugy allitjuk be, hogy az YZ nézetben az osztddas kezdeténél legyen.
Ha nem latjuk jol, az eszkdztarban 1év0 nagyitdgomb segitségével ranagyithatunk a
képre, annak érdekében, hogy minél pontosabban tudjuk meghatdrozni az

osztodashoz sziikséges 1dot.

. R I3
File Edt Image Process Analyze Plugins Window Help
Qloja|of £[:\|A| O/ >jsjw]o|s|a] 2=

{F3 Is Just) imaged 2.0 0-rc-69/1 52:. Jova 1.8.0_172 [64-bi]

53
67/878 (2020_01_04-11_48_11-HaCaT_kontroll01 98). 3703432 ps
= -

o3
8781432 puasls: 8-bit 370K

19. abra A mérés eredménye

A méréshez az eszkoztaron talalhato Straight Line-t hasznaljuk, mely segitségével
egyenest rajzolhatunk. Ezt kovetden ennek az egyenesnek megmérhetjiik a hosszat
is a CTRL+M parancs segitségével. Az eredmény a felugro ablakban jelenik,
amelybdl a Length azaz a hossz informaciot kell figyelembe venniink. Ezt Excelbe

importalhatjuk.

b) Generacios ido (sejtciklus id6)
Azt az id6tartamot jelenti, mely soran az anyasejt két utod sejtre osztodik, majd
ezt kovetden azokat is nyomon kovetjiik mindaddig, amig azok is két utodsejtre

osztodnak.

Ennek a meghatarozasa a fentebb részletezett osztodasi idé mérésével azonos modon

torténik.
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20. dbra A) Generacioés id0 meghatarozasa

21. 4bra B) Generacios id6 meghatarozasa

A fenti dbrasorozaton (A, B abrék) a generacios id6 folyamata lathat6. Az anyase;jttol

kiindulva egészen az utodsejtek utddjaikig.

C) Az anyasejt méretének meghatarozasa
El kell valasztanunk az el6teret a hattértl. Az elotér az informacio a szamunkra,
azaz a sejtek. A hattér pedig minden mas, amely nem informacio, azaz a mérés

szempontjabol sziikségtelen. Ehhez a Bandpass filtert hasznaljuk, amely kisziir



minden 3 pixel alatti és minden 40 pixel feletti ,,adatot” a képiinkrdl, azaz mindent,

ami a sejtek mérettartomanyan kiviil esik.

O/~ Smooth Clri+Shit+S.
'Straight”, segmented  Sharpen
J— Find Edges.
Find Maxima.
Enhance Contrast

B (55 Is hust image) - o
A Fie Edt image [[EEES] Analyze Plugins Window Help

Notse
Shadows
Binary
Math

FFT

Inverse FFT Fiers

Batch
Image Calculator
Subtract Background

Repeat Command Cui+Shit+R

Calculator Plus
Morphology
Image Expression Parser
image Expression Parser (Macro)
Muttiple Image Processor
Enhance Local Contrast (CLAHE)

iy k &
File Edt Image Process Analyze Plugins Window Help

B o|c|o| 4[N A |0 x|s|ws|s|a] x>
& {Text tool (double-click to configure)
53/878 (2020_01_04-11_4B_11-HaCaT_kontroll0156); 370x432 pixel —

e e

dolivibon . Dhidieain Busrl) megndesnd..  idpoulle

[ FFT Bandpass Filter

Filter large structures downto |40 pixels
Filter small structures upto |3 pixels

Suppress stripes: |None >

Tolerance of direction: |5 %

¥ Autoscale after filtering

¥ Saturate image when autoscaling
I Display fitter

¥ [Process entire stacki

_OK | cancel| he |

22. abra Bandpass filter alkalmazasa (A, B abrak)

Ahogy a fenti képen lathatd, a Process entire stack-t be kell pipalni. (Ha azt
elfelejtjiik, akkor csak az els6 képen torténik meg a modositas). Aztan az OK-ra
kattintunk, majd a felugr6 ablakban szintén az OK-ra kattintunk. Az eredmény pedig

az alabbi mdédon néz ki.
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23. dbra Mérheto anyasejt
Arra kell figyelniink, hogy a mérend6 anyasejt tokéletesen koriil hatarolhato legyen.
Ezt kovetden szegmentaljuk a képet, a Treshold funkcioval mely eredményeként egy

binaris, azaz fekete-fehér képet kapunk. Az alabbi modon nyithatjuk meg.

]@(Fijrlslusl}lmagel = a X
File Edit [[ERE Process Analyze Plugins Window Help
A (e | LM@ e | @ el 0] 4] 8] |

| 60878 (2020_01_04-11_48_11-H Sontrast c

Show Info Ctri+l
Properties. Ctri+Shift+P
Threshold Ctri+Shift+T Color

Color Threshold. Stacks

Size Hyperstacks

Canvas Size Crop Ciri+Shift+X.

e VA Dupiicate CulshifteD |
Coordinates.

Rename.
Auto Local Threshold Scale Ctri+E
Auto Threshold Transform
Bleach Correction Zoom
Auto Crop Overlay
Auto Crop (guess background color) Lookup Tables

Scale to DPI Aol

Drawing
Video Editing
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[ (Fiji Is Just) Image) m]
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
B olc|o|~4: N Ao onfssw]g|s]|a] 2>

"Multi-point* or point (right click to switch; double click to configure)

B

9275 %

K1 ] »fos

K1 » f222
Default v| |Red A

¥ Dark background |~ Stack histogram

™ Dontreset range

_uto | Apply | Reset| set|

24. abra Threshold beallitasai (A, B abrak)

A felugr6 ablakban moédosithatd az automatikusan beallitott szegmentalas. Azt kell
ellendrizniink, hogy az anyasejt tokéletesen lefedhetd-e. Ezt kovetden alkalmazzuk
a beallitasokat. A felugro ablakban (25. abra) kivessziik a pipa jelzést a Calculate
treshold for each image el6l. Majd ezt kdvetéen OK. gombra kattinva az eredmény
a jobb oldalon lathato.

File Edit Image Process Analyze Plugins Wi . L
a8 c|o|~|4 )N Ala oA : 3

(Fil s Just) ImageJ 2.0.0-c-69/1 52i; Java 1.8.0_172 [64-bt] |, ..
* —— - .
‘
g . - N
. .
Metod [Defaut | F

oI o — *oﬁl“*-

I [Caiculate threshoid for each image
™ Only convert current image Fasow
¥ Black background (of binary masks) |4 2o .
o ary ) 4 J i .
I Listthresholds [« »foee ‘ . ‘
L]
oK | cancel Default ~] [Rea -
o | conn| | oo ‘ -y,
™ ¥ Dark background [~ Stack histogram 4 .
I~ Dontreset range
. .
.

Gl bntipautic

-
[ Convert Stack to Binary X

63/878 (2020_01_04-11_4

25. abra Threshold tovabbi beallitisai
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d) Sejtméret meghatarozasa

A sejtméretet az alabbi mddon hatarozhatjuk meg:

I (Fiji Is Just) Image = n
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

aj@ c|o|~ A o5, lﬂl/l&l/l»

Fiji Is Just) ImageJ 2.0.0-rc-69/1.52i; Java 1.8.0_172 [64 bit];

)

| I

26. adbra Sejtméret meghatarozas eszkoze

A jobb oldalt lathat6 varazspalca ikon segitségével kijeldlheto a sejtiink, ha az élesen

elhatarolhato. A kijelolést kovetden a CTRL+M paranccsal meghatarozhatjuk a

teriiletét.
[1" HaCaT_control-1 o O X [0 | 1) Image [l

52/878 (2020_01 0411 _48_11-HaCaT. konlrol|0153) 370x432 pixe|

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

Tn o - oo (<JR | 0l ofnjur] o] 4|0 2|+

(Ful Is Just) ImageJ 2.0.0-rc-69/1.52i; Java 1.8.0_172 [64-bit];

é e t_,k N = -

File Edit Font Results
[area [Mean  [Min [Max | =

q \ 1 1264 26831 0 255
EAA

4.
4@

=)

'4

!’

1 .

g1 i

27. dbra A mérés eredménye

A felugré ablakban az Area azaz a teriilet a fontos informaci6 szamunkra. A teriilet
értéket jelenleg pixel>-ben fejezi ki a szoftver. Ezt pm?-re valtjuk a megfeleld
valtészam ismeretében. A valtdszdm meghatarozasat Biirker-kamra segitségével

végezziik.
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GraphPad

A statisztikai analiziseket a GraphPad (Prism) segitségével végeztiik. A kiértékelés
soran a tobbszords illesztésii ANOVA algoritmust alkalmaztunk. Statisztikailag

szignifikansnak a kovetkezot tekintettiik: P<0.05.

4. Alkalmazott vegyiiletek

N-153

Az N-153 nevii vegyiiletet (1- [2'-dezoxi-2'-C- (n-propil-szulfanil-metil) -3,
5'-di-O- (terc-butil-dimetil-szilil) -B-D-arabinofuranozil] -uracil) a Debreceni
Egyetem Gyogyszerkémiai Tanszékén allitottak eld (Magyarorszag, Debrecen). Az
N-153 (28. A abra) néven emlitett vegyiilet egy uridinb6l szarmazé di-O-szililalt
nukleozid-anal6g, amely természetellenes D-arabindz-cukor-konfiguraciot és n-
propil-szulfanil-metil-elagazast tartalmaz a C2-helyzetben. A vegyiiletet 0gy
szintetizaltuk, hogy az n-propantiolbol keletkezd tiilgyokot fotoinicidlas utan
hozzaadtuk a megfelel6 uridin-2'-exometilén-szarmazék kettds kotéséhez. Az utdbbi
nukleozid exometilént harom Iépésben nyerték munkatarsaink az uridinbdl,
beleértve a 3'- és 5'-hidroxilcsoportok szililezését, majd ezt kdvetden az oxidalast és

a diszilil-szarmazék C-2'-helyzetében torténd Witti-olefinalasat®,
5-fluorouracil

A daganatellenes 5-fluorouracil (28. B abra, Sigma-Aldrich Budapest) egy
jol ismert antimetabolit®®. In vivo kériilmények kozott S-fluor-uridin-monofoszfatta
alakul. Az UMP 5-fluor-uridin-monofoszfattal torténé helyettesitése az rRNS-

szubsztratban nem befolyasolta az rRNS elétti feldolgozast®®. Dezoxinukleotid-

6 Bege et al., 2017
64 Blanke et al., 2010
65 Goshal et al., 1994
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analdgja, az F-dUMP a timidilat-szintaz gatl6ja®®. Mas fluorouracil -szarmazékok is
képesek beépiilni az RNS -be és a DNS -be, amelyek erds €lettani hatast fejtenek ki,
¢s hasznos daganatellenes szerekként szolgalnak vastagbél-, végbél-, emlo-,

gyomor-, hasnyalmirigy-, petefészek- és majrak ellen®’.
MTX — metotrexat

A metotrexat (MTX) daganatellenes, antimetabolit, antifolat -szer, jelentds
immunszuppressziv potenciallal jellemezhet6 (28. C abra, Sigma-Aldrich Budapest).
A gyobgyszert széles korben haszndljadk leukémia, limfoma, pikkelysomor és
rheumatoid arthritis kezelésére. Az MTX egy tetrafolat-inhibitor, amely
megakadalyozza a tetrahidrofolat-dehidrogenaz enzimatikus aktivitasat ¢és

megakadélyozza a timidilat szintéziséhez sziikséges tetrahidrofolat képzddését®®.

BN
+¢ Jb%ﬁ
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28. abra a) N-153, b) 5-fluorouracil, ¢) metotrexat

66 |ju et al., 1994
67 Wecker, 2018
68 NCBI, PubChem Database. Methotrexate
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Modositott nukleozid analégok
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29. dbra Modositott nukleozid analogok képletei

A modositott nukleozid analogok képleteit az 29. abra tartalmazza.
Modositott nukleozid szarmazékok, amelyek 3°,5°-O- helyzetben szililénacetél
véddesoportot tartalmaznak, kivéve az 5., melyrdl eltavolitottak ezt a csoportot. A z
1., 2. és az 5. ribotimidin, mig a 3., 4., 6., és a 7. uridin szarmazékok. 2’-helyzetben
alkilszulfanilmetil csoportot tartalmaznak. Az 1. és 4. propil-, a 2. és a 3. pedig butil-

mig a 6. hexilcsoportot tartalmaz. A 7. acetiltiocsoportot tartalmaz. Mindegyik

crer

crer

A 8. az egy 3°,5-0-(1,1,3,3-Tetraizopropildisziloxan-1,3-diil)-p-D-

ribofuranozil-timin. Ribotimidin diszililénacetdlozasaval lett eldallitva.

A 9. az egy 2’-Dezoxi-2’-metilidén-3,5’-0-(1,1,3,3-

tetraizopropildisziloxan-1,3-diil)-B-D-ribofuranozil-timin. Ribotimidin 2’-
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exometilénszarmazéka. A megfelelden védett ribotimidinbdl lett eldallitva,

jodoxibenzoesavas ketonna oxidalassal, majd Wittig reakcidval.

A 10. a 2. és 3. szerkezeti analdgja, mely nukleobazis helyett metil-aglikont

tartalmaz, tehat nem nukleozid, hanem béta-metil-ribozid szarmazék.

A 11. uridin 5’-ditioacetat szarmazék. In vivo potencialisan hasadhat

tioecetsavra és 5°-tiouridinre.

A 12, az egy 2’-Dezoxi-3',5'-O-(1,1,3,3-tetraizopropildisziloxil)-N-
dimetoxitritil-2’-metilén-adenozin.  3’°,5’-szililénacetallal és  N-dimetoxitritil
csoporttal védett adenozin 2’-exometilén. A védett adenozinszdrmazék
jodoxibenzoesavval ketonna valé oxidaciojat kovetd Wittig reakcidval keriilt

eloallitasra.

A 13. az egy [2’-Dezoxi-2’-C-(5’-dezoxiuridin-5’-il)-szulfanilmetil-3°,5’-O-
(1,1,3,3-tetraizopropildisziloxan-1,3-diil)-p-D-arabinofuranozil]-timin. 2
nukleozidbdl (egy uridinbdl és egy ribotimidinbdl) all, melyek szulfidkotésen
keresztiil kapcsolodnak. A ribotimidin egység 3°,5’-szililénacetal formajaban van

jelen, mig az uridin 2°,3’-hidroxilcsoportjai szabadok.

A 14. az egy [2’-Dezoxi-6-N-dimetoxitritil-2’-C-n-butilszulfanilmetil-3°,5°-
0-(1,1,3,3-tetraizopropildisziloxan-1,3-diil)-B-D-arabinofuranozil]-adenin. ~ 3’,5’-

crer

crer

A 15. az egy [2’-Dezoxi-6-N-dimetoxitritil-2’-C-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-3-
gliikkoz-1-il)-szulfanilmetil-3°,5’-0-(1,1,3,3-tetraizopropildisziloxan-1,3-diil)-B-D-

arabinofuranozil]-adenin. 3’,5’-szililénacetallal és N-dimetoxitritil csoporttal védett

crer
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szubsztituenst tartalmaz. A megfelel6 exometilénbdl lett eldallitva, 1-tiogliikdz-

A 16. az egy [2’-Dezoxi-6-N-dimetoxitritil-2’-C-acetilszulfanilmetil-3°,5’-
0O-(1,1,3,3-tetraizopropildisziloxan-1,3-diil)-B-D-ribofuranozil]-adenin. 3’,5’-
szililénacetallal ¢és N-dimetoxitritil csoporttal védett ribo konfiguracioja
adenozinszarmazék. 2’-helyzetben acetilszulfanilmetil-szubsztituenst  hordoz.

Tiolecetsav és a megfeleld adenozin-exometilén reakcidjaval lett eldallitva. A

reakcioban 3:1 ardnyban képz0dott az arabino és a ribo izomer.

A 17. az egy [2’-Dezoxi-6-N-dimetoxitritil-2’-C-acetilszulfanilmetil-3°,5°-
0O-(1,1,3,3-tetraizopropildisziloxan-1,3-diil)-B-D-arabinofuranozil]-adenin. ~ 3’,5’-
szililénacetallal és N-dimetoxitritil csoporttal védett arabino konfiguraciojt
adenozinszarmazék. 2’-helyzetben acetilszulfanilmetil-szubsztituenst hordoz.
Tiolecetsav és a megfeleld adenozin-exometilén reakcidjaval lett eldallitva. A

reakcioban 3:1 ardnyban képzddott az arabino és a ribo izomer.
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Celkituzesek

Az értekezésem témaja az MTT-teszt és a Time-lapse imaging
videdmikroszkopia kombinacidjara iranyul az egyes daganatos sejtvonalakra
jellemzd ICso koncentraciok vizsgalata mellett.

Bar az MTT-teszt széles korben hasznalt és hasznos eszkdz a sejtek
tisztaban lenni a korlatokkal és az értelmezés lehetséges hibaforrasaival. Az MTT-
teszt a sejtek altalanos metabolikus aktivitdsat méri, amely magaban foglalja a
proliferacios és a nem-proliferativ folyamatokat is. Ezért az MTT-teszt nem biztos,
hogy elég specifikus ahhoz, hogy kiilonbséget tegyen a kiilonb6zd
sejthalalmechanizmusok, példaul az apoptozis, a nekrozis és az autofagia kozott.
Tovabba az MTT-teszt nem tud kiilonbséget tenni az €letképes és a nem életképes
sejtek kozott, mivel mindketté képes az MTT-t formazanna redukalni. Ezért az
MTT-teszt nem biztos, hogy alkalmas olyan alkalmazasokhoz, amelyek az életképes

sejtek specifikus kimutatasat igénylik.

Az time-lapse képalkotast gyakran hasznaljak a sejtek novekedésének és
osztodasanak tanulméanyozasara. A sejtkultura-vizsgalatok soran példaul az time-
lapse képalkotas hasznalhat6 a sejtek novekedésének valos idejli nyomon kovetésére,

valamint a sejtciklus és a sejtosztodas soran bekdvetkezd események megfigyelésére.

A videdmikroszkdpia segitségével a nukleozid analogokkal végzett kezelés

soran a sejtek életképességén kiviil a kdvetkezd informaciokat allapithatjuk meg:
1. sejtméretet, illetve a valtozasat
2. leanysejtekre vonatkoz6 osztddasi idoket (citokinézis)
3. a sejtciklus idtartamat

4. a sejthalal mértékét

84



5. a sejthalal tipusat (ha megfigyelhetd) (apoptozis, nekrozis).

A metodika fejlesztése a kovetkezo lépéseket foglalja magaba:

a)

b)

Protokoll kidolgozasa

Ismert kemoterapiasszerek (MTX és 5-FU) és ujonnan szintetizalt nukleozid
(N-153) analog alkalmazasaval a kidolgozott protokoll alkalmazhatosaganak
tesztelése ¢és validalasa. A Kkifejlesztett protokoll, kiterjesztése tovabbi

ujonnan szintetizalt nukleozid analdégokra.

A nukleozid analogok citotoxicitasi vizsgalata MTT-assay segitségével

17 vegyiilet citotoxikologia vizsgdlata tumoros ¢és nem tumoros
sejtvonalakon, kiilonb6zd koncentraciokban. ICsp értékek meghatarozasa az

egyes vegyiiletekre a spektrofotometrias detektalast kovetden.

A legjobb nukleozid analog Time-Lapse Imaging videomikroszkopos
vizsgalata

Az MTT tesztek alapjan a legjobb ICso értékkel jellemezhet6 vegyiilet(ek)
kivalasztasa, amelyeknél kelléen nagy volt a kiilonbség a tumoros és nem
tumoros sejtekre jellemzo értékeket Osszehasonlitva. Ezt kovetden a TLS
vizsgalatok a sejtméretbéli, osztodasi idobéli és generdcids 1dobéli
valtozasokra vonatkozoan az adott vegyliletben. A vegyiilet(ek)
apoptozis/nekrozis indukald hatasainak megfigyelése és leirdasa. Az
alkalmazott rendszer legnagyobb elénye, hogy valds iddben, folyamatosan

nyomon kovethettiik az adott sejtpopulacio viselkedését.
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d) Eredmények kiértékelése:

Az MTT-assay elvégzését kovetden kapott eredményeket a GraphPad
segitségével értékeljikk Ki. A TLS rendszerrel készitett felvételeket a Fiji /

ImageJ nevii szoftver segitségével elemezzik.

Az MTT teszt a citotoxikus dgens gatlasanak mértékével kapcsolatos informaciokat
szolgaltat, fliggetleniil attol, hogy a sejtek életben maradnak vagy elpusztulnak. Az
MTT teszt time-lapse videomikroszkoppal torténé kiegészitése értékes vizualis
informaciokat ad, ¢és lehetdvé teszi a felvételek kvantitativ kiértékelését is. A TLS
hosszabb ideig, akar tobb hétig is fenntarthatd, és kiszélesiti a citotoxikologiai
vizsgélatok horizontjat. Ez a kombinécios elemzés kiterjeszthetd tobbek kozott az
antimetabolikus, gombaellenes és rakellenes szerek citotoxicitasi profiljanak a

feltérképezésére, mely hatékony és gyors szelektalast biztosit.

Az altalam kifejlesztett 1j vizsgalati modszer segitségével az életképességi teszt
eredményeképpen kapott végponti mérések eredményérél a time-lapse
videomikroszkoppal késziilt felvételekkel bdvebb informaciot kaphatunk arrél, hogy
milyen cellularis események okozzdk a mérési eredményeket. Az 0 moédszer
alkalmazaséaval tehat pontosabban és gyorsabban értékelhetok ki a lehetséges
gyogyszerjeloltek. A molekularis folyamatok mélyebb megismerésével szélesebb
sepktrumban irhatd le a mellékhatasprofil, illetve feltarhatdé az egyes
gyogyszerjeloltek adott sejtekre vonatkoz6 érzékenysége. Ezaltal specifikalni tudjuk
a tovabbi kutatdsok irdnyat, jelentdsen csokkentve a kutatisi idot és a kutatdsi

Osszeget.
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Eredmények

1. A kidolgozott modszer bedllitasa és validalasa

1.1. MTT-teszt

Amikor egy 1j vegylilet sejtekre gyakorolt hatasat vizsgaljuk, a koncentracios
viszony kritikus tényezd, amelyet figyelembe kell venni. Az MTT-teszt egy gyakori
gyakorolt hatasanak értékelésére hasznalnak. A vizsgdlat azt méri, hogy a sejtek
mennyire képesek egy sarga tetrazoliumsot lila formazantermékké redukélni, amely

spektrofotometridsan szamszertsitheto.

Ahhoz, hogy az MTT-tesztet egy uj vegyiilet sejtekre gyakorolt hatasanak
értékelésére hasznaljuk, a vegyiilet kiilonb6z0 koncentracidit adhatjuk a
tenyészetben 1év0 sejtekhez, és a sejteket egy meghatarozott ideig inkubalhatjuk. Az
inkubacios 1d0 utan elvégezhetd az MTT-teszt, ¢s mérheté a formazantermék

abszorbancidja. Ez informacidt szolgaltat a vegyiiletnek a sejtek ¢életképességére

crer

A vegyiletet kiilonb6z6 koncentraciokban vizsgalva meghatarozhaté az a
koncentracio, amelynél a vegyiilet a legnagyobb hatast gyakorolja a sejtekre. Ezt a
koncentraciot ICso-nek (félmaximalis géatld koncentracid) nevezik, és a vegyllet

hat4sossaganak mérésére hasznaljak.

Ha a vegyiiletet potencialis rakellenes szerként fejlesztik, az MTT-teszt vagy egy
hasonlo sejtéletképességi teszt megfeleld lehet a vegyiilet tumoros sejtekre gyakorolt
hatdsanak értékelésére. Az ICso ebben az esetben a vegylilet azon koncentracioja,

amely 50%-kal csokkenti a daganatos sejtek életképességét.
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Az Uujonnan szintetizalt nukleozid-analégnak a normal és a tumoros
sejtvonalakra gyakorolt hatdsa kozotti koncentracidos Osszefiiggés értelmezése a

kisérlet konkrét eredményeitdl fiigg.

Altalanossagban elmondhatd, hogy az MTT-vizsgalatbol vagy hasonld
sejtéletképességi vizsgalatbol eldallitott dozis-valaszgorbe informaciot adhat a
vegyiilet citotoxicitasarol és szelektivitdsarol. A citotoxicitas a vegyiilet azon
képességére utal, hogy a normal és a daganatos sejtek életképességét egyarant
csokkenti, mig a szelektivitas a vegyliilet azon képességére utal, hogy a tumoros

sejteket elonyben részesiti a normal sejtekkel szemben.

Ha a doézis-valasz gorbe hasonld koncentracid-valasz 0sszefiiggést mutat mind a
normal, mind a tumoros sejtek esetében, ez arra utal, hogy a nukleozid analdg
hasonlo citotoxicitassal rendelkezik mindkét sejttipussal szemben. Ebben az esetben
a vegyiilet nem biztos, hogy jo jelolt a tovabbi fejlesztésre, mivel elfogadhatatlan

mellékhatasai lehetnek a normal sejtekre.

Masrészt, ha a dozis-valasz gérbe meredekebb koncentracio-valasz Osszefliggést
mutat a tumoros sejtekben, mint a normal sejtekben, ez arra utal, hogy a nukleozid-
analog szelektivebb ezen sejtekkel szemben. Ebben az esetben a vegyiiletben
potencialis lehet6ség rejlik a daganatterapias szerek tovabbfejlesztésére, mivel

kevesebb mellékhatasa lehet a normal sejtekre.

A dozis-vélasz gbrbén kiviil tovabbi kisérletekre is sziikség lehet a nukleozid-analog
hatdsmechanizmusanak ¢€s szelektivitdsanak, valamint a célponton kiviili hatasok és
farmakokinetikai tulajdonsagok teljes megértéséhez. Osszességében egy wijonnan
szintetizalt nukleozid-analog normal és daganatos sejtvonalakra kifejtett hatasa
kozotti koncentracios Osszefiiggés értelmezése a kisérleti eredmények gondos

elemzését és tobb tényezo figyelembevételét igényli.

A kovetkez6 nukleozid analdég koncentraciokat vizsgaltuk: 5, 10, 20, 30 és

40 pg/ml. Az ICso értékeket az 1. tablazatban megadott egyenletek segitségével
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cres

meghataroztuk (1. tablazat). Ezek az adatok jelent6s kiilonbséget mutattak a nem
tumoros HaCaT ¢és a tumoros SCC sejtvonalak kozott, mig a CHO-K1 és HeLa sejtek

gatlo koncentracioi gyakorlatilag azonosak voltak (30. abra).

Megvizsgaltuk az N-153 nukleozid analog hatasat kiilonb6zd sejtvonalakra,
koztliik normal és tumoros sejtvonalakra vonatkoztatva. Sejtéletképességi vizsgalatot
egyes sejtvonalak esetében. Osszességében a kisérlet eredményei azt mutattak, hogy
a vizsgalt nukleozid analog hatékonyan csokkentette a tumoros sejtek ¢letképességét,

¢s a sejtvonalak tipusa szerepet jatszik a hatékonysagban.

Fél-logaritmikus
N-153 R? ICs0 (ng/ml)
egyenlet
HaCaT 50=239.1-193.2*log(x) | 0.9551 9.52
SCC 50=126.5-105*log(x) 0.7509 5.35
CHO-K1 | 50=149.5-124.2*log(x) | 0.8302 6.32
HelLa 50=147.7-123.1*log(x) | 0.8170 6.21

1. Tablazat Az N-153-as vegyiiletre jellemz6 1Cso koncentraciok
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30. abra Az N-153 MTT ¢életképességi vizsgalata kiilonbozo sejtvonalakon.

Az életképességet az N-153 nukleozid analog 5, 10, 20, 30 és 40 pg/ml
koncentracioban vizsgaltuk. A kezelés 48 oran 4t tartott.

Vizsgaltuk az 5-FU nukleozid analdg hatasat a sejtek életképességére 5, 10,
20, 30 és 40 pg/ml koncentracidban. A kezelés 48 oran keresztiil tartott. A CHO-K1
kivételével az 6sszes tobbi sejtkultura életképessége 50% ala csokkent az 5 pg/ml 5-
FU kezelés hatasara (31. dbra). Az ICso értékeket a 2. tdblazatban szerepld egyenletek

segitségével hataroztuk meg.
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Az eredmények azt mutattak, hogy az 5-FU nukleozid analdg gatld hatast gyakorolt
mind a normédl (HaCaT), mind a tumoros (SCC ¢s Hela) sejtvonalak

¢letképességére. A CHO-K1 sejtvonalat kevésbé befolyasolta a kezelés.

5-FU
N Bl CHO-K1
32 100 [ SCC
; [ HelLa
~$ Il HaCaT
7]
Q
S 50
=
9
\LL

5 10 20 30 40

Koncentracid (ng/mil)

31. abra Az 5-FU MTT ¢életképességi vizsgalata kiilonb6z6 sejtvonalakon.

Az ¢letképességet az 5-FU nukleozid analdég 5, 10, 20, 30 és 40 pg/ml
koncentracioban vizsgaltuk. A kezelés 48 6ran at tartott. A CHO-K1 kivételével a
tobbi sejtkultira életképessége 50% ala csokkent 5 ug/ml 5-FU-val torténd kezelés
hatasara.

5-FU Fél-logaritmikus R? ICs0 (ng/ml)
egyenlet
HaCaT 50=91.47-36.45*log(x) | 0.8767 13.73
SCC 50=43.66-10.90*log(x) | 0.9041 0.26
CHO-KL | 50=80.60-30.57*log(x) | 0.9781 10.02
HeLa | 50=56.34-17.13*log(x) | 0.8144 234

2. Tablazat Az 5-FU ICso koncentrécioi kiilonb6zo sejtvonalak esetében
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Az MTX hatasara a HaCaT ¢és HelLa sejtek ¢letképessége mar a
legalacsonyabb MTX-koncentracio esetén is 50% alatt volt. Ezzel szemben a CHO-
K1 ¢és SCC sejtek ¢letképessége a legmagasabb inhibitor-koncentracio esetén is
meghaladta az 50%-ot (32. abra). Az IC50 értékeket a korabban hasznalt
egyenletekkel szamoltuk ki (3. tdblazat).

Az eredmények azt mutattdk, hogy az MTX kezelésre a nem tumoros HaCaT ¢és a
tumoros Hel a sejtek érzékenyebbek voltak, mint a tumoros CHO-K1 és SCC sejtek.
Még a legalacsonyabb MTX-koncentracid6 mellett is a HaCaT és HeLa sejtek
¢letképessége 50% ala csokkent, mig a CHO-K1 és SCC sejtek életképessége még a

legmagasabb inhibitor-koncentracié mellett is 50% felett maradt.
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32. abra Az MTX MTT ¢letképességi vizsgalata kiillonb6z6 sejtvonalakon.
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Az életképességet 5, 10, 20, 30 és 40 pg/ml MTX-koncentracidval torténd kezelés
utan vizsgaltak. A kezelés 48 oran at tartott.

Fél-logaritmikus
MTX R? ICs0 (ug/ml)
egyenlet
HaCaT 50=52.20-7.08*log(x) | 0.8455 2.04
SCC 50=92.32-18.09*log(x) | 0.9568 218.48
CHO-K1 50=150.1-44.7*log(x) | 0.9277 173.53

HeLa | 50=49.10-7.094*log(x) | 0.9801 0.75

3. Tablazat Az MTX ICsp koncentracioi kiillonbozo sejtvonalakban

Megvizsgaltuk az N-153 nukleozid analdg hatasat kiilonbozd sejtvonalak
esetében, koztiik normal és tumoros sejtvonalakra vonatkoztatva. Sejtéletképességi
meghatdrozasara az egyes sejtvonalak esetében. Megallapitottuk, hogy az ICso
értekek a normal és a tumoros sejtvonalak kozott eltéréek. Vizsgaltuk egy masik
nukleozid analdg, az 5-FU hatasat is a sejtek életképességével kapcsolatban, és azt
talaltuk, hogy a CHO-K1 kivételével minden sejtvonalban 50% alé csokkentette az
tulélési aranyt. Végiil az MTX sejtéletképességre gyakorolt hatasat figyeltiik meg,
¢s azt talaltuk, hogy a HaCaT és HeLa sejtvonalakban még a legalacsonyabb vizsgalt
koncentracioban is 50% ala csokkentette az életképességet, mig a CHO-K1 ¢és az
SCC sejtvonalak esetében nem. Osszességében az eredmények arra utaltak, hogy a
nukleozid analdg és mas kemoterapias szerek eltérd hatassal vannak a kiilonb6z6
sejtvonalakra, a kiillonb6zé daganattipusok Osszefiiggésében sziikséges a
hatékonysaguk és toxicitasuk gondos értékelése. Azonban a kisérlet eredményei azt
IS mutattak, hogy a vizsgalt, Gjonnan szintetizalt nukleozid analdg hatékonyan

csOkkentette a tumoros sejtek életképességét.
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Az MTT-teszttel meghatarozott nukleozid-analdégok 1Csp értékei (1., 2. és 3.
tablazat) a sejtfolyamatok kovetésére szolgaltak time-lapse videomikroszkopia
segitségével. Azt kellett eldonteni, hogy a sejtfolyamat a sejtciklus atmeneti
megszakadasa révén a sejtek  ¢letképességének drasztikus  csokkenését
eredményezte-e, vagy sejthalal (apoptdzis vagy nekrdzis) kovetkezett be. Ezekre a
kérdésekre az MTT-teszt onmagaban nem tudott egyértelmil valaszt adni. Minden

egyes sejttipust a nukleozid analognak megfeleld ICso koncentracion tenyésztettiink.

1.2. A hosszu tdvi megfigyelés kvantifikdlasa

1.2.1. Az anyasejtek méretének valtozasa

Az anyasejtek méretét az atmérd és a térfogat kozotti dsszefliggés alapjan
hataroztuk meg.®® A standard gorbe a TLS segitségével kapott, majd mért atmérék
és az atmérokhoz tartoz6 szamitott térfogatok adatait tartalmazza. Megmutattuk,
hogy az atmérd-térfogat értékek hogyan valtoztak a sejtvonalakban a DMSO-

kontrollhoz viszonyitott kezelés hat4sara (33. 4bra).

9 Schwartz et al., 1983
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33. abra A sejtatmérd és a sejttérfogat valtozasai.

A sejtatmérot és a sejttérfogatot a kontrollhoz viszonyitva mértiik, miutan N-153, 5-
FU és MTX ICso-es értéken kezeltiik (A) HaCaT, (B) SCC, (C) CHO-K1 és (D)
HelLa sejteket.

A sejteket 1% DMSO-t tartalmazé tapfolyadékban novesztettiik az N-153
nukleozid analdgra jellemz6 ICsp koncentracioi mellett, €s a sejtek valtozasat
kovettiik nyomon, majd az eredményeket %-ban hataroztuk meg. Az eredményeket
a DMSO-kontrollhoz (100%) viszonyitott szazalékos kiillonbségként adtuk meg a
kezelés utan. N=30. A paraméterek jellemz6 adatait az n=30 minta atlagértékei adtak
meg (4. tablazat). A sejtek méretének valtozasa citotoxicitast tiikrozhetett. Az
értékek szazalékban lettek megadva a DMSO-kontrollhoz viszonyitva. A HaCaT
sejtek mérete 19,71%-kal, a CHO-K1 sejteké 16,20%-kal, a HeLa sejteké pedig

crcr
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Masrészt az SCC sejtek mérete a kezelés utan 4,18%-kal nétt. Az 5-FU-val torténd
kezelés utan a HaCaT sejtek mérete 22%-kal, a CHO-K1 sejteké 5,62%-kal, a HeLa
sejteké 6,17%-kal és az SCC sejteké 1,71%-kal csékkent. Csak a HaCaT sejtméret
okozta valtozas tekinthetd szignifikdnsnak. A sejtszintli valtozasokat szézalékban
adtuk meg, mint kezelt - SFU/ DMSO kontroll (100%). A mérések szama: HaCaT
n=18, SCC n=2, HeLa n=12. A kezelés hatasara a HaCaT anyasejt 5,83%-kal, a
CHO-K1 2,45%-kal csokkent, az SCC sejteknél nem valtozott, a HeLa sejteknél
pedig 7,3%-kal n6tt. A sejtek valtozasai szazalékban lettek megadva, mint a kezelt -
MTX/DMSO kontroll (100%). HaCaT n=20, SCC n=20, HeLa n=12.

Anyasejt méret (um) valtozas %-ban Kifejezve N-153 5-FU MTX
HaCaT -0.57+1.44 | 22.06£0.66 | 583061
SCC 4.18+0.88 -1.71+0 0.27+£1.45
CHO-K1 -16.20x1.14| 5.67£1.01 |-2.45+£6.27
Hela -3.01+0.50 | 6.17£0.57 | 7.29+1.63

4. Tablazat Az anyasejtek méretének szazalékos valtozasa ICso koncentracio
hatasara

Osszefoglalva, e kisérletek eredményei arra utaltak, hogy a kiilénbozd
sejtvonalak érzékenysége a tumorellenes gyogyszerekkel szemben nagymértékben
eltért. Az N-153 nukleozid analog és az MTX jelentOs citotoxikus hatast gyakorolt a
HaCaT ¢és HeLa sejtekre, mig a CHO-K1 és SCC sejtekre kevésbé volt hatassal.
Masrészt az 5-FU jelentds hatassal volt a HaCaT, CHO-K1 és HeLa sejtekre, de

sokkal kisebb hatassal volt az SCC sejtekre. A sejtméret valtozdsa az emlitett
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gyogyszerekkel torténd kezelést kovetden szintén eltéré volt a kiilonbzo
sejtvonalak kozott. Osszességében ezek az eredmények ravilagitottak annak
fontossagara, hogy megértsiik a kiilonb6z0 sejtvonalak eltérd érzékenységét,
mindezt a daganatellenes gyogyszerekkel torténé hatékony kezelések

kifejlesztésének érdekében.

A sejtméretben bekdvetkezd valtozasok a citotoxicitds fontos mutatoi
lehetnek, mivel tiikrozhetik a sejtndvekedés, a proliferacio €s az altalanos egészségi
allapot valtozasait. Bizonyos esetekben a sejtméret csokkenése jelezheti, hogy a
sejtek apoptdzis vagy programozott sejthalal alatt allnak, ami a citotoxicitas jele
lehet. Emellett a sejtméret valtozasa azt is jelezheti, hogy a sejtek stressznek vagy
karosodasnak vannak kitéve, ami végsd soron a sejtek elhalasahoz vezethet. Ezért a
sejtméretben bekovetkezd valtozdsok nyomon kovetése fontos informdaciokat
szolgaltathat egy adott kezelés vagy vegyiilet sejtekre gyakorolt potencialis

citotoxikus hatasairol.

1.2.2. A sejtosztddas ideje

A sejteket 1% DMSO-t tartalmazo tapfolyadékban novesztettiik a megfeleld
ICs0 gatld koncentracioji inhibitorok mellett. A sejtosztodas valtozasait kovettiik
nyomon €s %-ban adtuk meg (5. tdblazat). Az eredmények a kezelés utani szazalékos
kiilonbségek a DMSO-kontrollhoz (100%) viszonyitva (N=30). A paraméterek

jellemzd adatait az n=30 minta atlagértékei adtak.
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Sejtosztodas (min) kontrollal N-153 >-FU MTX
Osszehasonlitva %-ban kifejezve
HaCaT 39.24+8.26 | 23.11+12.65 | 8.24+14.52
SCC 10.20+£7.44 | 100.44+16.56 | 0.73+4.87
CHO-K1 13.65+4.92 5.65+7.12 9.76+5.98
HeLa 10.71+£10.37 | 58.974+24.45 | 25.40+19.50

5. Tablazat A sejtosztodasi id6 valtozasa antimetabolitok ICso koncentracioi

jelenlétében

A sejtosztodas ideje az egyes sejttipusokban kiillonbozé mértékben nétt az N-

153-mal torténo kezelés hatasara (34. abra, 5. tablazat). A sejtosztodasi id6 39,24%-

kal n6tt a HaCaT sejtekben és csak 10%-kal az SCC sejtekben. Ez azt tiikkrozte, hogy

a nem tumoros HaCaT sejtek érzékenyebbek voltak az N-153-mal szemben, mint a

tumoros SCC sejtek. A tobbi sejtvonal a sejtosztodas novekedését mutatta, a CHO-

K1 13,65% ¢és a HeLa 11%-kal, hasonl6an a tumoros SCC sejtekhez.
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34. abra A sejtosztddas ideje (perc).

Az abra azt mutatja, hogyan valtozik a sejtosztédas ideje 48 6ras inhibitoros kezelés
utan a DMSO-kontrollhoz képest.

Az N-153-hoz hasonloéan az 5-FU is kiilonb6zé mértékben befolyasolta a
sejtosztodas idejét. Szignifikdns ndvekedést tapasztaltunk a HaCaT (23,11%), az
SCC (100,44%) és a HeLa (58,97%) esetében. A sejtszintii valtozasokat szazalékban
adtuk meg, mint kezelt - 5FU/DMSO kontroll (100 %). HaCaT n=18, SCC n=2,
HelLan=12.

A sejtosztodas ideje hosszabb volt a HaCaT sejteknél (+8,24%), a CHO-K1
(+9,8%) és a HeLa sejteknél (+25,4%), de valtozatlan maradt az SCC sejtek esetében
az MTX-szel torténd kezelés hatasara. A sejtvaltozasokat szazalékban adtuk meg,
mint kezelt - MTX/ DMSO kontroll (100%). HaCaT n=20, SCC n=20, HeLa n=10.

Az eredmények azt mutattak, hogy a sejtosztddasi id6 kiilonb6z6 mértékben
noétt a kiilonbozo sejtvonalakban az N-153, 5-FU és metotrexat kezelés hatdsara. A
nem daganatos HaCaT sejtek érzékenyebbnek bizonyultak az N-153-ra, mint a

daganatos SCC sejtek, amit a sejtosztodasi 1d6 39,24%-os ndvekedése bizonyitott a
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HaCaT sejteknél, mig az SCC sejteknél csak 10%-os novekedés volt tapasztalhato.
A tobbi sejtvonal a sejtosztodas novekedését mutatta, hasonléan a tumoros SCC

sejtekhez.

Az 5-FU kezelés a HaCaT, SCC ¢és HeLa sejtekben a sejtosztodasi id6 jelentds
novekedését mutatta. A metotrexat kezelés szintén novelte a sejtosztodasi idot a
HaCaT, CHO-K1 ¢és HeLa sejtekben, de nem volt hatdsa az SCC sejtekre. Ezek az
eredmények arra utaltak, hogy a kiilonb6z6 sejttipusok eltéré valaszt mutattak a

kiilonb6z6 gatlokra, ami hatassal lehetett a tumorok kezelésére.

A sejtosztodas idGtartama, - vagyis az az id6, amely alatt a sejtek befejeznek
egy osztddasi ciklust-, a citotoxicitas fontos mutatdja, mivel informéciot adhat arrél,
hogy egy adott kezelés mennyire hatékonyan gétolja vagy lassitja a sejtndvekedést.
A sejtosztodasi 1dO valtozasai jelezhetik a kiilonbozo sejttipusok érzékenységének
szintjét egy adott kezeléssel szemben, ami segithet annak meghatarozasaban, hogy

mely kezelések lehetnek hatékonyabbak a kiilonb6z6 daganattipusok kezelésében.

Ezen tilmenden a sejtosztodasi id6 valtozasai informaciot szolgaltathatnak egy adott
kezelés hatasmechanizmusardl is. Példaul, ha egy kezelés a sejtosztodasi id6 jelentds
novekedését okozza, az arra utalhat, hogy a kezelés megzavarja a sejtosztédashoz
sziikséges fontos sejtfolyamatokat. Ez segithet a kutatoknak jobban megérteni a
kiilonbozd kezelések hatdsmechanizmuséat, ami végsé soron hatékonyabb ¢és

célzottabb terapidk kifejlesztéséhez vezethet.

1.2.3. Generacids ido

A 6. tablazat a sejtciklus id6tartamanak valtozasat tartalmazza kezelést
kovetden. A sejteket 1% DMSO-t tartalmaz6 tapfolyadékban tenyésztettiik az N-153
nukleozid analogra jellemzd 1Cso koncentracioi mellett, végiil a sejtek valtozasat
kovettiik nyomon és %-ban adtuk meg. Az eredményeket a DMSO-kontrollhoz

(100%) viszonyitott szazalékos kiilonbségként adtuk meg a kezelés utan. A
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paraméterek jellemz6 adatait n=30 minta atlagértékei adjak meg. n.m.=nem mérheto.
A sejtciklus iddtartaménak valtozésa is jelzi a citotoxicitast. A sejtosztodasi idokkel
ellentétben a HaCaT sejtek generacios ideje csak kisebb mértékben nétt az N-153
kezelést kovetden, mig a tobbi sejtvonalon jelentds ndvekedés volt megfigyelhetd
(35. abra). A HaCaT sejtekben a sejtciklus novekedése 15,83%, az SCC-ben 43,68%
volt. A HeLa sejtekben a generacios id6 kozel 50%-kal tartott tovabb, mint a kontroll

sejtekben.
Generécios idé (h) valtozés %-ban kifejezve | V193 5-FU MTX
HaCaT 15.83£2.28 | 97.30+-1.68 n.m.
SCC 43.68+4.55 n.m. 38.46+2.75
CHO-K1 48.03+4.78 | 55.81£5.84 | 1.41£1.40
HelLa 52.14+2.70 n.m. n.m.

c sy

kezelését kovetden
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35. abra A sejtciklus idétartama (h).

A 48 orés kezelést kovetd valtozdsokat a DMSO-kontrollhoz viszonyitott 1Cso-€S
értéken adjuk meg. A fekete pontok a hianyzd adatokat jelzik, amelyeket nem
lehetett 48 oran beliil mérni.

A tumoros sejtvonalak generdcios idejét 5-FU kezelés hatdsara nem lehetett
meghatarozni. A nem tumoros HaCaT sejtek sejtciklusdnak hossza szintén jelentdsen
megnovekedett, majdnem megduplazodott (97,3%), mig a CHO-K1 sejtciklusa
55,81%-kal nétt 5-FU kezelést kovetden. A sejtszintli valtozdsokat szdzalékban
adtuk meg, mint kezelt - 5FU/ DMSO kontroll (100%). HaCaT n=4, SCC n=0, HelLa
n=0. A HaCaT sejtek generdcios idejének valtozasa nem volt mérhetd, mivel a
leanysejtek nem novekedtek. A felvételek azt mutatjak, hogy a sejtek nem osztodtak,
€s azok a sejtek, amelyek osztodtak, azonnal nekrotikus sejthalallal pusztultak el. Az
SCC sejteknél a sejtnovekedés aranya kozel 40% volt a kontrollhoz képest. Ez a
novekedés az MTX citosztatikus hatasaval magyarazhato. A CHO-K1 sejtek

generdcios ideje nem valtozott, mig a HelLa sejtek generacios ideje MTX kezelés
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hatasara nem volt meghatarozhatd, mivel ezek a sejtek elvesztették a matrixhoz vald
kapcsolodasi képességiiket és nem tudtak osztodni, vagy az osztodd sejtek
nekrotikus sejthalalt szenvedtek. A sejtek valtozasai szazalékban lettek megadva,
mint kezelt - MTX/ DMSO kontroll (100%). HaCaT n=0, SCC n=15, HeLa n=0.

Hasonlo kisérleteket végeztek masok is metotrexattal (MTX) kezelt
keratinocitakon. MTX-kezelést kovetden megndvekedett sejtméretet figyeltek
meg.’® Azt tapasztatlak tovabba, hogy a proliferacios idét a vese tubularis sejtjeiben
is meghosszabbitotta az MTX. ' Human leukémiasejtekben az MTX
kiegyenstlyozatlan sejtndvekedést okozott.”> A vastagbél- és emlédaganatok MTX-
szel és 5-FU-val torténé kombindlt kezelése soran klondlis szinergista gatlast

figyeltek meg.

A sejtosztodas idOtartamdnak valtozésa jelzi a citotoxicitast, amint azt egy olyan
vizsgalat is kimutatta, amelyben kiilonb6z6 sejtvonalak generacios idejét mérték
kemoterapids szerekkel valo kezelést kovetden. A HaCaT sejtvonalnal a tobbi
sejtvonalhoz képest kisebb mértékii ndvekedést mutatott a generacios id6, mig a
tumoros sejtvonalaknal jelentés novekedést tapasztaltak. A generacios id6
szazalékos novekedését jelentette, hogy a HaCaT ¢és a CHO-K1 sejtek jelentds
novekedését figyelhették meg 5-FU kezelés utdn, mig a tumorsejtvonalak kis
valtozast mutattak. A vizsgélat azt is megallapitotta, hogy egyes sejtek nem
osztodtak és nekrotikus sejthaldlon mentek keresztiil a kezelés utin. Osszességében

a generacios 1d6 valtozasa a citotoxicitas indikatoraként hasznalhato.

Roviden, a sejtciklus iddtartamanak valtozasa jelezheti a citotoxicitast, €s
szamos tanulmany kimutatta, hogy a citotoxikus szerekkel, példaul 5-FU-val és
MTX-szel végzett kezelés novelheti a sejtciklus idétartamat és kiegyensulyozatlan

sejtnovekedést okozhat kiilonbozd sejttipusokban, beleértve a keratinocitédkat, a

0 Schwartz et al., 1992
"L Gronroos et al., 2006
2 Taylor et al., 1985; Benz et al., 1980
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vesetubularis sejteket, a leukémias sejteket, valamint a vastagbél- és emldrakos
sejteket. Ezek a valtozasok a kontroll sejtciklus idétartamahoz képest szazalékos

novekedésként mérhetok.

A sejtciklus iddtartamanak valtozésa jelezheti egy adott vegylilet vagy
kezelés sejtekre gyakorolt citotoxikus hatdsat. A citotoxicitas egy vegylilet sejthalalt
okozd képességére utal, és felhasznalhato egy kezelés hatékonysaganak vagy egy

vegyi anyag toxicitdsanak értékelésére.

Amikor a sejtek citotoxikus vegylileteknek vannak kitéve, a sejtciklusuk
megszakadhat, ami a ciklus kiilonb6z0 fazisainak iddtartamaban bekovetkezd
valtozast eredményez. Egyes vegyiiletek példaul sejtciklus-megallast idézhetnek eld,
amelyben a sejtek megallnak a sejtciklus egy adott fazisdban. Mas vegyliletek a
sejteket apoptozisba, a programozott sejthalal egy fajtdjaba taszithatjdk, ami szintén

megvaltoztathatja a sejtciklus id6tartamat.

A sejtciklus idoétartamaban bekovetkezd valtozasok mérésével a kutatok értékelni
tudjak a kiilonbozd vegyiiletek és kezelések kiilonbozd sejtvonalakra gyakorolt
citotoxikus hatasait, és meg tudjak hatarozni, hogy melyek a leghatékonyabbak a

sejthalal kivaltasaban.

A tumorkutatasban a generacids 1d6 valtozéasai felhasznalhatok a kemoterapia vagy
mas daganatterapidk hatékonysaganak értékelésére, valamint a gydgyszerek

kiilonboz6 tipust tumoros sejtekre gyakorolt citotoxicitdsanak felmérésére.

A farmakologidban a generacidos 1d6 valtozdsai segithetnek meghatarozni a

kiilonb6z6 betegségek gyogyszeres kezelésének optimalis dozisat és idOtartamat.
1.2.4. A sejthaldl soran keletkez6 rezidualis testek
A sejthalal soran keletkez6 maradvanytestek két tipusuak: apoptotikus testek

¢és nekrotikus testek. Fontos megjegyezni, hogy ezek nem azonosak az exocitdzissal

kivalasztott maradvanytestekkel, amelyek makrofdgokban fordulnak eld, vagy a
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lipofuszcin granulakkal, amelyek a citoszolban hosszu ideig megmaradnak. Az
emlitett koriilmények mellett az apoptotikus ¢és nekrotikus sejtek, valamint
maradvanytestjeik  azonosithatok ¢és  mennyiségeiket TLS  segitségével
szamszerlsithetjiik. Az 5-FU ¢és az MTX kezelés soran nem észleltiink apoptdzist,
viszont a képeken lathatok voltak nekrotikus sejtek és a nekrotikus testek. A HaCaT
¢s SCC sejttenyészetekben kevés maradvanytest volt jelen, mig a CHO-K1
kultiraban nem voltak jelen, viszont a HelLa tenyészetekben nagy mennyiségben
képzddtek az N-153 nukleozid analdg kezelése sordn (36. dbra). A legtobb
nekrotikus test a HaCaT sejtekben a 48 6ras 5-FU kezelés végére alakult ki. A CHO-
K1 sejtek nem mutattak maradvanytestek képzodését az 5-FU kezelés hatasara. Az
SCC és HelLa tenyészetekben alacsony szamban voltak jelen maradvanytestek,
részben azért, mert ezeknek a sejttipusoknak a sejtciklusdt nem lehetett
meghatdrozni. Ezek az észlelések fontosak, mivel ezeken az 4brdkon nem volt
valtozas a sejtek szamaban. Ezért csak azokat a maradvanytesteket lehetett

megszamolni, amelyek a sejtek nekrdzisa soran keletkeztek.
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36. abra Nekrotikus testek képzodése N-153 kezelést kdvetden.

A latomezdében visszamaradt testek szamat kiilonb6zoé inkubacios idok (12, 24, 36,
48 o6ra) alatt szamoltuk meg. 12 6ra elteltével nem képzddtek rezidualis testek, de
szamuk késdbb az inkubacio folytatdsaval novekedett. A maradvanytestek szamanak
legjelentésebb novekedése a HeLa sejtekben kovetkezett be.

1.2.5. Maradvanytestek kialakuldsa és lathatova tétele

Az apoptozis korai folyamata soran a sejtek zsugorodasa és pykndzis lathato
fénymikroszkopidval. A sejtzsugorodés soran a sejtek kisebb méretiiek, a citoplazma

stirlibb, a szerveztek pedig szorosabban helyezkednek el. A pyknozis a kromatin

crcr

A time-lapse képszekvencia idGbeli attekintésével az apoptozist kisérd

dinamikus morfoldgiai valtozasok figyelemmel kisérhetéek. Bar a rezidualis testek

3 Susan Elmore 2007
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végmorfoldgiaja hasonld az apoptdzis és nekrdzis esetén, kialakulasuk iddébeli
lefutdasa jelentésen eltéré dinamikat mutat. Az apoptozist kiséré jellegzetes
membran-blebbing jelenségét €s a nekrozisra utald celluldris dezintegraciot a
szekvencia attekintésével tudtuk elkiiloniteni. Az apoptdzis és nekrozis kozotti
atmenetet képviseld jelenségeket nem figyeltiink meg vizsgdlataink soran, ennek
ellenére a rezidudlis testek kifejezést hasznéljuk a dolgozatban, mivel apoptdzis-

specifikus festést nem tudtunk a vizsgalat soran alkalmazni.

CHO-K1 kultaraban nem figyeltiink meg maradvanytestek képzddését (37.
abra). Mas sejtkultirakban a maradvéanytestek az inkubacids id6 fliggvényében
jelentek meg, és szamuk a sejttipusok nukleozid analdggal szembeni érzékenységétol
fliggott. A sejtkulturdk 5- FU ICso koncentracidval torténd kezelését kovetden a
maradvanytestek képzodését vizsgaltuk (38. abra). A CHO-K1 sejtekben a
maradéktestek szama tul alacsony volt, nem volt kimutathat6. A tobbi sejtkultiraban
detektalhaté mértékben képzddtek nekrotikus maradvanytestek az inkubécios 1do
fliggvényében, de valtozo aranyban. A legnagyobb szamban a HaCaT sejtekben

tapasztaltuk a maradvanytestek jelenlétét.
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37. abra A rezidualis testek képzddése sejtkultirdkban N-153 jelenlétében az 1d6
fliggvényében.

A maradvanytestek vizualizalasa az N-153 1Csp koncentraciojaval kezelt sejtek
iddzitett mikroszkdpos vizsgalata soran tortént. A fekete nyilak a nekrotikus testekre
mutatnak.
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38. dbra A maradvanytestek kialakuldsa 5-FU-kezelést kdvetden.
Megszamoltuk a kiilonb6z6 inkubacids idok (12, 24, 36, 48 ora) alatt kialakult

maradék nekrotikus testek szamat.

Az N-153-hoz hasonldan a sejtek 5-FU-val torténd kezelése a CHO-K1 kultiraban
sem eredményezett rezidudlis testeket (39. abra). Mas sejttenyészetek rezidudlis
testei az inkubacios id6 fiiggvényében a sejttipusok 5-FU nukleozid analdgra vald
érzékenységétol fliggden novekvd szdmban voltak jelen. A legnagyobb szamban a
nekrotikus testek 48 ora elteltével a HaCaT sejtekben képzddtek. MTX-kezelés
hatasara a CHO-K1 sejtekben nem alakultak ki nekrotikus testek (40. abra). Az SCC,
HeLa ¢és HaCaT sejtekben a nekrotikus testek 24 oraval az MTX kezelés utdn
jelentek meg, és szamuk az 1d6 mulasaval ndvekedett (41. abra). A nekrotikus testek
novekvd szama a kiilonbozo sejtvonalakban az alabbi sorrendben jelzik a sejtvonalak

MTX iranti érzékenységét: CHO-K1 < SCC < HelLa < HaCaT.
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39. abra A maradvanytestek vizualizalasa sejtkulturakban 5-FU jelenlétében az id6
fliggvényében.

A maradvany testek vizualizalasa time-lapse mikroszkdpia soran tortént, a sejteket
5-FU ICso koncentraciojaval kezelve. A fekete nyilak a nekrotikus testekre mutatnak.

A CHO-K1 sejtkultirdban az inkubaciods 1d6tdl és az 5-FU vagy MTX kezelésétdl
fiiggetlentil nem figyeltiink meg maradvanytesteket. Mdas sejtkultirdkban azonban
az inkubacios 1dotol és a sejtvonal tipusatol fiiggden maradéktestek képzodtek. A
legtobb nekrotikus maradvanytest a HaCaT sejtekben képzddott, majd a HeLa és az
SCC sejtek kovetkeztek. A maradvanytestek szama az 5-FU vagy MTX kezelés utan
az 1d0 fiiggvényében nétt, és az MTX-re vald érzékenység sorrendje CHO-K1 < SCC
<HeLa <HaCaT volt. Ezek az eredmények arra utaltak, hogy a sejtciklus idtartama
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¢s a kemoterdpids szerekkel szembeni érzékenység szerepet jatszhatott a
maradvanytestek kialakulasaban ¢és az altalanos citotoxicitdsban. A CHO-K1
sejtvonalban a rezidudlis testek hidnya bizonyos kemoterapias szerekkel szembeni

potencidlis rezisztenciara utalhatott.

40. abra A maradvanytestek felhalmozodasa sejtkultirakban MTX jelenlétében az
1d6 fiiggvényében.

A maradvanytestek vizualizalasa time-lapse mikroszkopiaval tortént, a sejteket ICso
koncentracioju MTX-szel kezelve. A fekete nyilak a nekrotikus testekre mutatnak.
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41. abra Maradvanytestek képzddése MTX-kezelés utan.

Megszamoltuk a kiilonb6z6 inkubacios idok (12, 24, 36, 48 ora) alatt kialakult
maradék nekrotikus testek szamat.

A maradvanytestek képzOdése szintén fontos mutatdja lehet a
gyogyszerérzékenységnek a  kiilonb6zd  sejtvonalakban. A képzdodott
maradvanytestek szama ¢€s tipusa a sejttipustol és az alkalmazott gyogyszer vagy
kezelés tipusatdl fiiggden valtozhat. A kiillonb6z0 sejtvonalakban a maradvanytestek
képzddésének mérésével betekintést nyerhetiink egy gyogyszer vagy kezelés
hatdsmechanizmusaba, ¢és meghatarozhatjuk, hogy mely sejtvonalak a
legérzékenyebbek ra. Ez az informécié hasznos lehet a célzott tumorterapidk és

egy¢eb kezelések kifejlesztésében.
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2. A kidolgozott modszer tesztelése nagy mintaszammal

2.1. Citotoxikus aktivitas

Az 1) nukleozid-analégok citotoxikus hatdsdt tumoros SCC (egér
laphamtumor sejt) és immortalizalt HaCaT (human Keratinocita) sejtvonalakon
vizsgaltuk. A 29-es vegyiilet kivételével a D-ribozil és D-arabinozil
diasztereomereket oszlopkromatografiaval nem lehetett elvalasztani, ezért a
citotoxicitasi vizsgéalatokat az izomer keverékekkel végeztik. A vegyiiletek
félmaximalis gatld koncentracid (ICso) értékeit a 7. tablazat foglalja 6ssze. A hatos
¢és nyolcas szilénacetal-védett ribotimidin-szarmazékok, valamint a 10-16 szdmu 2'-
tioszubsztitudlt uridin- és ribotimidinanalégok koncentraciofiiggd modon gatoltak a
sejtnovekedést (42., 43. és 44. abrak), az 1Cse-értékek 4.49-26.45 pg/ml voltak az
SCC-sejtek és 2.14-40.74 pg/ml a HaCaT-sejtek esetében. A 17-es és 18-as 1-
tioszukor-konjugatumok (nem lathatd), valamint a 15 deszilalasaval kapott védtelen
19-es nem fejtett ki citotoxicitast egyik sejtvonalra sem. A 19 inaktivitasa ravilagit a
szililcsoportok fontos szerepére a nukleozid-analogok sejtnovekedést gatlo
hatasaban, amit szamos irodalmi eredmény is alatamaszt. Példaul a t-butildimetil-
szilil (TBDMS) véddcsoportrol kimutattak, hogy dontd szerepet jatszik a leinamicin-
nukleozidok’™, az ureidoadenozinok’, a 3’-modifikalt xilofuranozil-nukleozidok’®
és a ribotimidin-eredetti TSAO-T reverz transzkriptiz inhibitor '" megfigyelt
citotoxikus/antiproliferativ hatdsaban. Ezenkiviil arr6l is beszamoltak, hogy a
szililcsoportok nukleozidokba torténd bevezetése onmagaban is citotoxikus hatéssal
ruhazza fel az alapvegyiileteket '8, ami &sszhangban van a 6-os és 8-as szililalt
nukleozidoknal tapasztalt aktivitassal. Ugyanakkor a citotoxikus hatas és a tumoros

sejtvonallal szembeni szelektivitas jelentdsen novelhetd a megfeleld szintetikus

4 Szilagy et al., 2006

75 Peterson et al., 2009; Shelton et al., 2012
6 Bege et al., 2019

7 Chamorro et al., 2001

78 Harmse et al., 2015
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modositasokkal, amint azt a 11, 13 és 15 tiobutil- és tioacetil-modifikalt vegyiiletek
mutattak, amelyek magas és szelektiv citotoxicitast mutattak a tumoros sejtekkel
szemben. Ugyanakkor a C2' pozicidban tiouridin-szubsztituenssel rendelkezé 16-0s
vegyiilet ellentétes szelektivitast fejtett ki, és 2,5-szer nagyobb sejtndvekedésgatlast
mutatott az egészséges sejtekben, mint a tumoros sejtekben. A 23-as metilribozid,
amely ugyanazt az n-butilszulfanil-metil szubsztituenssel rendelkezik, mint a 11 és
15, aktivitasanak hianya egyértelmiien azt jelzi, hogy a nukleobazis nélkiilozhetetlen
a sejtnovekedést gatlo hatashoz. A 28 és 29ara purin-nukleozid-analégok, amelyek
a C2' pozicidban tiobutil- €s tioacetil-szubsztituenssel rendelkeznek, alacsonyabb
aktivitast mutattak a 11, 13 és 15 pirimidin-nukleozid-kongenerekhez képest.
Mindazonaltal figyelemre mélto a 29ara szelektiv citotoxicitasa a tumoros Sejtekre.
A D ribo-konfiguracioji izomer, a 29ribo inaktivitasa raadasul ramutatott a C2'-
konfiguracio bioldgiai aktivitasra gyakorolt nagy hatdséara. A tidcukorral modositott
30-as arabinoadenozin inaktiv volt, hasonldan a 16-os és 17-es arabinotimidin-

kongenerekhez.

A nukleozid-analogjaink hatasmechanizmusanak jobb megértése érdekében a
legigéretesebb aktivitasi profillal rendelkezd 11, 13 és 15 vegyiileteket valasztottuk

ki tovabbi vizsgalatokra.

Vegyiilet HaCaT SCC-VII S|
1Cs0 [ng/mL] I1Cs0 [ng/mL]

6 10.17+0.94 7.73+0.53 1.3
8 9.34+0.68 6.64+0.20 1.4
10 4.49+0.25 6.14+0.03 0.7
11 6.94+0.19 2.14+0.39 3.3
12 9.33+0.25 7.46+0.21 1.3
13 7.57+0.11 2.63+0.24 2.9
14 10.88+0.09 9.19+0.37 1.2
15 8.06+0.16 4.44+0.12 1.8
16 13.43+2.04 34.64+0.54 0.4
19 n.a. n.a.
23 n.a. n.a.
27 n.a. n.a.
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28 26.45+5.91 40.74+6.21 0.6
29ara n.a. 24.95+8.40
29ribo n.a. n.a.

30 n.a. n.a.

7. Téblazat A vegyliletek citotoxikus aktivitasa egészséges (HaCaT) és tumoros
(SCC) sejtvonalakon.

a szelektivitasi index = HaCaT ICso/ SCC ICso; b a legmagasabb, 20 pg/ml-es
vizsgalati koncentracional nincs citotoxicitas; ¢ pozitiv kontrollként 5-FU (5-
fluorouracil).
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42. abra A 11. (a), 13. (b) és 15. (c) vegyiiletek hatdsa a HaCaT és SCC sejtek
¢letképességére MTT-vizsgalattal.

11: szemmel lathato kiilonbségeket tapasztaltunk a két sejtvonalra gyakorolt hatas

tekintetében. A HaCaT életképességét minimalisan, mig az SCC ¢letképességét
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jelentésen csokkentette. Ezen hatds jol latszik a meghatarozott ICso értékeken is,

ugyanis 3x-0s kiilonbség volt megfigyelhetd.

13: hatékonynak bizonyult a vegyiilet, mely esetben 3x-0s kiilonbséget tapasztaltunk
az 1Cso értékek vizsgalata soran. Mindketto sejtvonalra hatdssal volt, Iépcsdzetesen
csokkent az életképesség a koncentracid novelés fliggvényében. Azonban a
meghatéarozott értékeknek megfelelden alakultak a viabilitasi értékek is, ugyanis az

SCC (tumoros) sejtvonal esetében drasztikusan csokkent az életképesség.

15: szemmel lathat6 kiilonbségeket tapasztaltunk a két sejtvonalra gyakorolt hatas
tekintetében. A HaCaT életképességét minimalisan, mig az SCC életképességét
jelentésen csokkentette. Ezen hatéds jol latszott a meghatarozott ICso értékeken is,

ugyanis 2x-es kiilonbség volt megfigyelheto.
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43. abra A 6, 8, 10 és 12 vegyiiletek hatasa a HaCaT és SCC sejtek €letképességére
MTT-teszt alkalmazasaval
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6: ahogy nott a koncentracid, ugy csokkent 1épcsézetesen az életképesség is
mindkettd sejtvonal esetében. Az SCC érzékenyebbnek bizonyult a HaCaT-hoz
képest, azonban nem szignifikans a jellemzé inhibicids koncentracio értékek kozotti

kiilonbség.

8: ahogy nétt a koncentracio, ugy csokkent 1épcsdzetesen az €letképesség is minkettd
sejtvonal esetében. Az SCC érzékenyebbnek bizonyult a HaCaT-hoz képest,
azonban nem szignifikans a jellemzd inhibicids koncentracio értékek kozotti

kiilonbség.

10: egyforma hatast gyakorolt mindkettd sejtvonalra, ez a meghatarozott ICso
értékeken is jol latszott. Ezen egyforma hatés abban nyilvanult meg, hogy mindkettd
sejtvonal életképessége jelentdsen csokkent, s6t a HaCaT (nem tumoros)

érzékenyebbnek bizonyult a vizsgal vegyiiletre.

12: ahogy nétt a koncentracid, ugy csokkent 1épcsOzetesen az életképesség is
minkettd sejtvonal esetében. Az SCC érzékenyebbnek bizonyult a HaCaT-hoz
képest, azonban nem szignifikans a jellemz0 inhibicids koncentracié értékek kozotti
kiilonbség. Tovabba vizsgalatunk jobb hatékonysaggal jellemezhetd vegyiileteket

ennél.
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44. abra A 14, 16, 28 és 29ara vegyiiletek hatdsa a HaCaT és SCC sejtek
¢letképességére MTT-teszt alkalmazasaval

14: egyforma hatast gyakorolt mindkettdé sejtvonalra, ez a meghatarozott 1Cso
értékeken is jOl latszott. Ezen egyforma hatas abban nyilvanult meg, hogy mindkettd

sejtvonal életképessége csak minimalisan csokkent.

16: nem volt megfigyelhet6 drasztikus hatas a vizsgalt sejtvonalak esetében, azonban
a meghatarozott ICso jelentés kiilonbségeket mutattak. Ezen jelent6s kiilonbség
vizsgalt vegyiilet. Igy joval magasabb volt a jellemz6 ICso koncentracié az SCC
sejtvonal esetében, ami azt jelenti, hogy a nem tumoros HaCaT sejtvonalra nézve

szelektivebb volt a vegyiilet.

28: nem volt megfigyelhetd drasztikus hatas a vizsgalt sejtvonalak esetében, azonban

a meghatarozott ICso jelentds kiilonbségeket mutattak. Ezen jelentds kiilonbség
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crer

vizsgalt vegyiilet. Igy joval magasabb volt a jellemz6 ICso koncentracié az SCC
sejtvonal esetében, ami azt jelenti, hogy a nem tumoros HaCaT sejtvonalra volt

szelektivebb a vegyiilet.

29: nem figyelhetiink meg szignifikans hatést egyik sejtvonal esetében sem, ezt az is
jol mutatta, hogy ICso értékeket nem tudtuk meghatarozni a HaCaT sejtvonal
esetében. Azonban az SCC sejtvonal életképessége minimalisan csokkent, igy
meghatarozhaté volt az inhibicidos koncentracio értéke. Kiemelkedd ez a
szelektivitas, azonban vizsgalatunkat jobb tulajdonsagokkal rendelkezd

vegyiiletekkel folytattuk ehelyett.

Szamos vegyiilet citotoxikus aktivitasat vizsgaltuk egészséges (HaCaT) és
tumoros (SCC-VII) sejtvonalakon, valamint a HaCaT ICso és SCC-VII ICso
hanyadosaként szamitott szelektivitdsi indexet (SI). A 10-es és 11-es vegyiilet
mutatta a legmagasabb szelektivitasi indexet (0,7, illetve 3,3), ami viszonylag
erdsebb citotoxikus hatast jelez a tumorsejtekre, mint az egészséges sejtekre. A 16-
0s vegyiilet mutatta a legalacsonyabb szelektivitasi indexet (0,4), ami az egészséges
sejtekre gyakorolt erGsebb citotoxikus hatast jelzi, mint a tumorsejtekre. A 19-
esvegyiilet a legmagasabb vizsgalt 20 pg/ml koncentracidban sem mutatott

citotoxicitast.

Az eredmények azt sugalljak, hogy a vizsgalt C-2'-elagazd arabinonukleozidok
némelyike jelentdés tumorellenes hatassal rendelkezik az SCC-VII sejtekkel
szemben, amelyek egér laphamsejtes karcindma sejtek. Az SCC-VII sejtekkel
szemben a legalacsonyabb [Cse-értékkel rendelkezé vegyiiletek (ami a leger6sebb
daganatellenes aktivitast jelzi) a 11-es és a 13-as vegyiilet volt. A 11-es vegytiletnek
magas Vvolt a szelektivitasi indexe (SI) is, ami azt jelzi, hogy szelektivebb a tumoros

sejtekkel szemben, és kevésbé mérgezo az egészséges sejtekre.
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2.2. E16 sejtek képalkotasa time-lapse mikroszkopian keresztiil

2.2.1. Az anyasejtek méretének valtozasa

Az egyes sejtvonalakat a 11 (2.14 ug/ml), 13 (2.63 pg/ml) és 15 (4.44 ug/ml)
vegyliletekkel kezeltiik, amelyeket 1%-0s (v/v) DMSO-ban oldottunk, és alkalmazas
el6tt sejttenyészté kozeggel higitottunk. Ezutan 1%-0s (v/v) DMSO-t hasznaltunk
kontrollként. A sejtek méretének valtozasait, a levalt és lekerekitett sejteket
kozvetleniil az osztodas eldtt mértiik (45. dbra), és szazalékban adtuk meg a DMSO-
kontrollhoz viszonyitva (8. tdbldzat). Az anyasejtek osztddas el6tti megnovekedett
mérete a citotoxicitds altalanos indikatora. A 11-gyel torténé kezelés hatdsara a
HaCaT anyasejtek mérete jelentdsen megnétt, mig az SCC VII sejtek mérete enyhén
csokkent. A 15-0s vegyiilet éppen ellenkezdleg valtoztatta meg az anyasejtek
méretét: a HaCaT sejtvonalban jelentds, 41%-o0s méretcsokkenést idézett eld, mig az
SCC VII sejtvonalban csak elhanyagolhaté mértékli méretndvekedést. Ugyanakkor
a 13-as vegyiilet mindkét sejtvonal anyasejtjének méretét jelentdsen megvaltoztatta,
a tumoros anyasejtek méretét 24%-kal novelte, mig a HaCaT sejtek méretét

ugyanilyen mértékben csokkentette.
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45. abra A DMSO ¢s a 11, 13 és 15 vegyliletek hatasa a HaCaT és SCC sejtek
anyasejtméretére.
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(A csillagok és az "nsz" az adatok szignifikancia szintjére utalnak a statisztikai
szignifikancia teszt alapjan; nsz: nem szignifikans (p > 0,05), *** p < 0,001, **** p
<0,001; p = valosziniiségi szint).

Anyasejt méret (um) valtozas %-ban kifejezve®
11 13 15
HaCaT 29.23+0.60 -23.90+0.83 -41.57+£0.61
n=230
SCC VI -5.34+0.35 23.36+1.27 2.37+£0.76
n=30

8. Tablazat A 11, 13 és 15 vegyiiletek?® hatasa az anyasejtek méretére.

a A sejteket 3,7 uM 11-gyel, 4,7 uM 13-mal és 7,5 uM 15-tel kezelték; b (kezelt
sejtek mérete/DMSO kontroll sejtek mérete)x100; a sejtek méretét n = 30 minta
atlagértékével szdmoltuk.

Ezek az eredmények arra utaltak, hogy a harom vegyiilet eltéré hatast gyakoroltak a
két sejtvonalra. A 11-es vegyiilet a HaCaT sejtekkel szemben volt toxikusabb; mig
a 15-6s vegyiilet szintén ezekre a sejtekre hatott toxikusabban, mint az SCC VII
sejtekre. A 13-as vegyiilet mindkét sejtvonalra jelentds hatast gyakorolt, de ellentétes
hatast gyakorolt a méretiikre. Ezek az eredmények ravilagitanak a vegyiiletek
kiilonboz6 sejttipusokra gyakorolt specifikus hatasainak megértésének fontossagara,
¢és segithetnek a kiilonb6zd betegségek célzottabb és hatékonyabb terapidinak

kifejlesztésében.

2.2.2. A sejtosztodas idétartama

A 11-es vegyiilet csak kis mértékben befolyasolta a sejtosztodas idotartamat, enyhén
csOkkentette azt a HaCaT sejtek esetében, és enyhén novelte az SCC VII sejtek
esetében. A 13-as vegyiilet jelentdsen, 56%-kal novelte az SCC VII sejtek osztddasi
idejét, mig a HaCaT sejtvonalra alig volt hatasa. A 15-0s vegyiilet jelenlétében
kisebb, de szignifikans valtozasok voltak megfigyelhet6k mindkét sejtvonalban, a
sejtosztodas idOtartama 18%-kal ndtt a HaCaT sejteknél, mig az SCC sejteknél 16%-
kal csokkent (9. tablazat, 46. 4bra).
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46. abra A DMSO és a 11., 13. és 15. vegyiilet hatasa a HaCaT ¢s SCC sejtek
sejtosztodasanak idétartamara.

(A csillagok és az "nsz" az adatok szignifikanciaszintjére utalnak a statisztikai
szignifikanciateszt alapjan; nsz: nem szignifikans (p > 0,05), * p < 0,05; *** p <
0,001; p = val6sziniliségi szint).

Sejtosztodas (min) kontrollal dsszehasonlitva %-
ban kifejezveP
11 13 15
HaCaT -2.75+15.62 6.25+£22.36 18.04+20.45
n=30
SCC VI 8.00+3.82 56.554+20.70 -16.06+5.92
n=30

9. Téblazat A 11, 13 és 15 vegyiileteka hatasa a HaCaT és SCC sejtek
sejtosztddasanak idGtartamara.

a) A sejteket 3,7 uM 11-gyel, 4,7 uM 13-mal és 7,5 uM 15-tel kezelték; b) (a kezelt
sejtek  sejtosztdddsanak iddtartama/ a DMSO kontroll sejtosztodasanak
id6tartama)x 100.

A sejtméret valtozasan kiviil a vizsgalat sordn a harom vegyiiletnek a sejtosztddas
idotartamara gyakorolt hatasat is mértiik mindkét sejtvonalban. A 11-es vegyiilet alig
befolyasolta a sejtosztodas idétartamat, a HaCaT sejteknél enyhén csokkentette, az
SCC VII sejteknél pedig kis mértékben novelte azt. Ezzel szemben a 13-as vegyiilet

jelentésen, 56%-kal novelte a sejtosztddas idotartamat az SCC VII sejtekben, de a
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HaCaT sejtekre alig volt hatasa. A 15-6s vegylilet kisebb, de még mindig jelentds
hatast gyakorolt a sejtosztodas idotartamara mindkét sejtvonalban, 18%-kal novelte

azt a HaCaT sejtekben és 16%-kal csokkentette azt az SCC VII sejtekben.

Ezek az eredmények egyiittesen azt mutattak, hogy a harom vegyiilet eltérd hatassal
van mind a sejtméretre, mind a sejtosztodas iddtartamara a két sejtvonalban. Mig a
11-es és 15-0s vegyiilet ellentétes hatast gyakorolt a sejtosztodas iddtartaméra a két
sejtvonalban, addig a 13-as vegyiilet jelentésen novelte a sejtosztodas id6tartamat az
SCC VII sejtekben. Ezek az eredmények tovabbi betekintést nyujtanak e vegyiiletek

hatasmechanizmusaba.

2.2.3. Generacios 1d6

A 11, 13. és 15. vegyiiletek sejtciklusra gyakorolt hatdsanak vizsgalatdhoz a
sejtgeneracids idoket time-lapse képsorozatok segitségével hatdroztuk meg. A
sejtciklus iddtartamanak valtozasa egyben sejttoxicitast is jelez. A 11. és 15.
vegyiiletekkel torténd kezelés mindkét sejtvonal esetében jelentdsen megnovelte a
sejtciklust. A 11-gyel torténd kezelés utan a HaCaT sejtek generacios ideje 29%-Kal,
az SCC sejteké 20%-kal nétt, 15 jelenlétében pedig ez a novekedés a HaCaT sejtek
esetében 27%, az SCC sejtek esetében 30% volt. A 13 vegylilet nagymértékben,
33%-kal novelte a HaCaT sejtvonal generacios idejét, de kevésbé jelentds, 13%-0s

novekedést okozott az SCC VII sejtvonal generacios idejében (10. tablazat, 47. dbra).
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47. 4bra A DMSO és a 11., 13. és 15. vegyliletek hatasa a HaCaT és SCC sejtek
generacios idejére
(A csillagok a statisztikai szignifikancia teszt alapjan meghatarozott szignifikancia

szinteket jelzik; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001; p = valdszinliségi
szint).

Genericios id6 (h) valtozas %-ban kifejezve®
11 13 15
HaCaT 29.10£2.57 32.96+3.00 27.41+2.83
n=230
SCC VI 20.40+2.97 12.86+3.72 30.00+£3.06
n=230

10. Tablazat A 11, 13 és 15 vegyliletek® hatdsa a HaCaT és SCC sejtek generacios
idejére.
a A sejteket 3,7 uM 11-gyel, 4,7 uM 13-mal és 7,5 uM 15-tel kezelték; b (kezelt
sejtek generacids ideje/ DMSO kontroll generacids ideje)x100.

A 11, 13 és 15-6s vegyiiletek valtozé6 mértékben hatottak a sejtciklusra mindkét
sejtvonalban. A 11-es. és 15-0s. vegyiilet jelentésen megnovelte a sejtciklus idejét
mindkét sejtvonalban, mig a 13-as vegyiilet csak a HaCaT sejtvonalban okozott
nagyobb novekedést. Ezek az eredmények Osszességében arra utalnak, hogy a
vegyiiletek eltéré hatassal lehetnek az egyes sejtvonalakra, valamint a hatasok
Osszetett modon alakulhatnak ki a sejtosztodasi fazisokban. Az eredmények fontosak

lehetnek az egyes vegyiiletek hatékonysdganak meghatdrozasahoz és a tovabbi
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kutatasokhoz, amelyek célja az adott vegytiletek hatdsmechanizmusanak és terapids

alkalmazasanak feltarasa lehet.

A D-Arabino-konfiguralt timidin-, uridin- ¢és adenozin-analogokat
hatékonyan allitottak eld 3’,5'-O-szililén-acetal-védett nukleozid 2'-exometilén-
szarmazékok és kiilonbozo tiolok, koztiik alkiltioolok, tioecetsav és 1-tioszugarok
fotoindukalt tiol-ének reakciodival. E vegytiletek citotoxikus hatasat tumoros SCC és
egészséges HaCaT sejtvonalakon vizsgaltuk MTT-teszttel. A tizenhat vizsgalt
nukleozid-analdog koziil tizenegy szarmazék mutatott koncentraciofiiggd
citotoxicitast. Az azonos C2' modositd csoportot tartalmazo vegyliletek esetében a
pirimidin-nukleozidok nagyobb aktivitast mutattak, mint az adenozin-szarmazékok,
mig az 0Osszes 1-tiocukrot tartalmazd szarmazék inaktiv volt, fiiggetlenil a
nukleobdzis tipusatol. A szililvédd csoport, a nukleobazis és a megfeleld C2'
szubsztituens dontének bizonyult a sejtnovekedést gatld aktivitas szempontjabol. A
11, 13 és 15 pirimidin-nukleozid analdégok, amelyek butilszulfanil-metil vagy
acetiltiometil szubsztituenssel rendelkeztek, mutattak a legjobb citotoxicitasi profilt:
alacsony mikrogrammos koncentracioban jelentdsen csokkentették a tumoros SCC
sejtek életképességét, mikozben alig befolyasoltak az egészséges HaCaT sejtek
¢letképességét. A legjobb harom vegyiilet, a 11, 13 és 15 hatasat a sejtméretre, az
osztddasi idére €s a sejtgeneracios iddre timelapse mikroszkopiaval vizsgéaltuk. A
tumoros sejtvonal anyasejtjeinek méretének legjelentésebb ndvekedését a 13-as
vegyliilet okozta. A sejtosztédas iddtartamat mindkét sejtvonalban szignifikdnsan
megvaltoztatta a 15-0s vegyiilettel torténd kezelés. Figyelemre mélto, hogy a 13
szelektiven csak az SCC sejtekben modositotta az osztddasi idot, jelentdsen, 65%-
kal novelve azt, ugyanakkor a HaCaT sejtekben jelentékteleniil valtoztatta meg a
sejtosztodasi id6t. A generacios 1id6t mindhdrom vegytilet szignifikdnsan novelte.
Bar az MTT-vizsgalat szerint a 11-es vegyiilet valamivel erésebben és nagyobb
szelektivitassal gatolta a tumorsejteket, mint a 13-as vegyiilet, az time-lapse

mikroszkdopos vizsgalatokban a 13-as vegyiilet okozta a legjelentdsebb valtozasokat
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a citotoxicitasra utalo sejtparaméterckben. Ezért a 13-as 2'-acetiltiometil-uridin-
szarmazék vezetd szerkezetnek tekinthetd az uj, hatékonyabb daganatellenes

vegyiiletek tervezésében.

A vegylletek citotoxikus hatasat tumoros ¢és egészséges sejtvonalakon
vizsgaltuk, és megallapitottuk, hogy néhany analo6g koncentraciofiiggd citotoxicitast
mutatott. A vizsgalat soran arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a szililvédo
csoport, a nukleobazis és a megfeleld C2' szubsztituens dontd szerepet jatszott a
citotoxikus aktivitasban. A butilszulfanil-metil vagy acetilti-metil szubsztituenssel
rendelkez6 vegyiiletek koziil harom bizonyult a citotoxikus profil szempontjabdl a
legjobbnak, és a 13-as vegyiilet mutatta a citotoxicitasra utald sejtparaméterck
legjelentésebb valtozasat. Ezért a 13-as 2'-acetilti-metil-uridin-szarmazékot 0j és
hatékonyabb tumorellenes vegyiiletek tervezéséhez haszndlhaté iranyado

szerkezetként azonositottuk.
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Osszefoglalas

A rék a vezetd halalozési okok kozott szerepel, és az ilyen megbetegedések
szama vilagszerte folyamatosan novekszik. Nem csoda tehat, hogy a
nukleozidszarmazékok ¢és -analogok tumorellenes szerekként torténd alkalmazasa
nukleotidok, nukleozidok vagy bdazisanalégok Onmagukban vagy mas
gyogyszerekkel kombindlva mintegy 20%-0t tesznek ki’® Ma mar mintegy tizféle,
ebbe a kategdridba tartozd hatdéanyagot hasznalnak a tumorterdpidban, és az ilyen
vegyliletek iranti kereslet folyamatosan nd. A purin- és pirimidin-analogok
antimetabolitokként vannak jelen a klinikai gyakorlatban. Tobb, a Streptomyces
atroolivaceus faj 4ltal termelt makrolaktdm, leinamicin figyelemre mélto
tumorellenes €s antibakterialis tulajdonsdgokkal rendelkezik, mivel képes géatolni a
DNS-szintézist.®% A leinamicin analégjai fokozott citotoxikus aktivitast mutattak
HeLa tumorsejtekkel szemben. Kiilondsen a leinamicin lipofil, szililcsoportot

tartalmazo szarmazékai mutattak jelentds aktivitast.®!

A szilil és tritil moédositott nukleozidok hatékonyabbnak bizonyultak a
tumorsejtvonalakkal szemben, mint a nem modositott nukleozidok 8 . A
gyogyszerfejlesztés jeloltjei kozott vannak olyan vegyiiletek, amelyek a tumor- és
virusellenes cukorral mddositott nukleozidok kéz¢ tartoznak. A daganatterapidban
elényben részesitették azoknak a nukleozidoknak és nukleinsavanalogoknak a
fejlesztését, amelyek kedvezd kémiai és biologiai tulajdonsagokat mutattak. A
ribozban 1évd oxigén kiilonbozd elemekkel, példaul kénnel, nitrogénnel vagy

fluorral valo helyettesitése 1Uj terapids analdogokat eredményezett. Példaként

79 Shelton et al., 2016

8 Hara et al., 1990; Asai et al., 1996
81 Szilagyi et al., 2006

8 panayides et al., 2016
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emlithet6k az 5'-tio-nukleotidszarmazékok, amelyek a nukleinsav-bioszintézis
alapvetd enzimeinek gatldi, az elagazd C2', C3' nukleozidok pedig tumor- és

virusellenes aktivitast mutatnak.®

Tovabbi potencialisan aktiv, gydgyaszati jelentdségli vegyiiletek a sziliciummal
(Si) szubsztitualt nukleotidok. Az ilyen tipusu szarmazékok a szénalapt forméakhoz
hasonld, szintén négy értékli elektronokkal rendelkezé, hasznos biologiai
vegyiileteket eredményezhetnek. Mindazonaltal a C- és Si-atomok kozotti alapvetd
elektronszerkezeti kiilonbségek 1ényegesen eltérd fizikai-kémiai és farmakokinetikai
tulajdonsagokhoz vezetnek. A Si-C kotés hossza jelentésen hosszabb (C-Si, 186
pm), mint a C-C kotésé (C-C, 154 pm), ami a Si és C-tartalmt analégok méret- és
alakbeli kiilonbségeit okozza. A Si viszonylag hosszabb kotéstavolsdga a
sziliciumtartalmti  szarmazékok specidlis fehérjékkel valdé  kolcsonhatasat
eredményezheti. A kotéstavolsagok azt is megmagyarazhatjak, hogy a farmakologiai
profilok miért kiillonboznek a szénalapti szdrmazékokétol. A Si nagyobb elektro-
pozitivitdsa miatt a redukcid, azaz egy elektron elvesztése és pozitiv ion képzddése

nagyobb, mint a széné.

Altalaban a szilicium lipofil jellege er6teljesebb, mint a szénvaltozaté. A lipofil
jelleg novelésével javithatdo a vegyi anyagok szovetekbe torténd bejuttatasanak
hatékonysaga. Ez hatdssal van a m4j metabolikus aktivitasara és a plazma felezési
idejére a nem szililalt valtozathoz képest. A lipofil jelleg hozzajarul a gydgyszerjeldlt

molekulanak a vér-agy gaton valé gyorsabb atjutasahoz.®*

Az N-153 ICsp értékei kdzel azonosak voltak a CHO-K1 és a HeLa sejtekben. Az
eredmények time-lapse videomikroszkopiaval torténd szamszeriisitése soran az N-
153 nukleozid analdog ICso koncentracidival torténd kezelést kdvetden a sejtek

mérete, a sejtosztodas ideje és a sejtek generdcios ideje jelentdsen megvaltozott a

8 Bege et al., 2019; Guinan et al., 2020
8 Mills et al., 2014
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DMSO kontrollhoz képest. A HeLa sejtek voltak a legérzékenyebbek az N-153
nukleozid analdgra, és a fenti paraméterek, valamint a maradék nekrotikus testek

szama id6- és koncentraciofiiggéd modon nétt a DMSO-kontrollhoz viszonyitva.

Az 5-FU alacsonyabb koncentracioban csokkentette a  sejtkultirak
¢letképességét, mint az N-153. Az MTT-teszt azt mutatta, hogy a sejtek
¢letképessége 5 ug/ml 5-FU mellett 60%-kal csokkent, a CHO-K1 sejtek kivételével.
HaCaT, SCC és HeLa sejteknél az ICsg értékek alacsonyabbak voltak, mint 5 ug/ml.
A videomikroszkopos szdmszerlsités azt mutatta, hogy a tumoros sejtvonalak (SCC,
HeLa) érzékenyebbek az 5- FU-ra, mint a nem tumoros HaCaT keratinocita
sejtvonal. Az 5-FU kezelésre jellemz6 volt a nekrotikus sejthalal, kivéve a CHO-K1
sejteket, ahol a TLS-képeken nem voltak lathatok nekrotikus maradvanytestek. Ezzel
a megfigyeléssel ellentétben a HaCaT, SCC és HeLa sejteknél a nekrotikus
maradvanytestek id6- és koncentraciofiiggd modon jelentek meg az 5-FU kezelést

kovetden.

A kisérletek azt is kimutattak, hogy az MTX kisebb mértékben csokkentette az
¢letképességet, mint az N-153 vagy az 5-FU. Egy masik emlitésre mélté megfigyelés
a CHO-K1 sejtek magas ICsp értéke a HaCaT és Hela sejtekkel ellentétben, ami

0sszhangban all az ezekben a sejtvonalakban kialakuld nekrotikus testképzddéssel.

A D-Arabino-konfiguralt timidin-, uridin- és adenozin-analdgokat hatékonyan
allitottak elo 3',5'-O-szililén-acetal-védett nukleozid 2'-exometilén-szarmazékok és
kiilonbozd tiolok, koztiik alkiltiolok, tioecetsav és 1-tioszugarok fotoindukalt tiol-
ének reakcidival. E vegylletek citotoxikus hatasat tumoros SCC és egészséges
HaCaT sejtvonalakon vizsgéltuk MTT-teszttel. A tizenhat vizsgalt nukleozid analog
kozil tizenegy szarmazék mutatott koncentraciofiiggd citotoxicitast. Az azonos C2'-
modositd csoportot tartalmazo vegyiiletek esetében a pirimidin-nukleozidok
nagyobb aktivitast mutattak, mint az adenozin-szdrmazékok, mig az Osszes 1-es

cukrot tartalmazd szarmazék inaktiv volt, fliggetleniil a nukleobazis tipusatol. A
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szililvédé csoport, a nukleobazis ¢és a megfeleldé C2' szubsztituens dontének

bizonyult a sejtndvekedést gatld aktivitads szempontjabol.

A 11, 13 és 15 pirimidin-nukleozid analogok - amelyek butilszulfanil-metil vagy
acetiltiometil szubsztituenssel rendelkeztek-, mutattak a legjobb citotoxicitasi
profilt: alacsony mikromolaris koncentracidoban jelentésen csokkentették a tumoros
SCC sejtek ¢életképességét, mikozben alig befolyasoltdk az egészséges HaCaT sejtek
¢letképességét. A legjobb harom vegyiilet, a 11, 13 és 15 hatasat a sejtméretre, az
osztodasi idore és a sejtgeneracids idére vonatkoztatva timelapse mikroszkopiaval
vizsgaltuk. A tumoros sejtvonal anyasejtjeinek méretének legjelentdsebb
novekedését a 13. vegyiilet okozta. A sejtosztddas idotartamat mindkét sejtvonalban
szignifikansan megvaltoztatta a 15-0s vegyiilettel torténd kezelés. Figyelemre mélto,
hogy a 13-as vegyiilet szelektiven csak az SCC sejtekben modositotta jelentésen az
osztddasi id6t, 65%-kal novelve azt; ugyanakkor a HaCaT sejtekben alig valtoztatta
meg a sejtosztodasi idét. A generdcids id6t mindhdrom vegyiilet szignifikdnsan
novelte. Bar az MTT-vizsgalat szerint a 11-es vegylilet valamivel erésebben és
nagyobb szelektivitassal gatolta a tumorsejteket, mint a 13-as vegyiilet, az time-lapse
mikroszkdpos vizsgalatokban a 13-as vegyiilet okozta a legjelentdsebb valtozasokat
a citotoxicitasra utalo sejtparamétereckben. Ezért a 13-as 2'-acetiltiometil-uridin-
szarmazék vezetd szerkezetnek tekinthetd az 1j, hatékonyabb daganatellenes

vegyiiletek tervezésében.

A kisérletek eredményei azt mutatjak, hogy az N-153 nukleozid analdg hasonld
ICso értékekkel rendelkezett a CHO-K1 és a HeLa sejtekben, de az utobbira nagyobb
hatast gyakorolt, amit a fent emlitett paraméterek valtozdsa és a nekrotikus
sejtmaradvanyok 1d6- és koncentraciofiiggd modon torténd megjelenése bizonyit.
Ezzel szemben az 5-FU vegyiilet nagyobb hatast gyakorolt a tumoros sejtekre (SCC
és a HelLa sejtek), mint a nem tumoros HaCaT sejtekre; valamint id6- és
koncentraciofiiggé modon indukalt nekrotikus sejthalalt. A kisérletek azt is

kimutattak, hogy az MTX vegyiilet kisebb hatast gyakorolt a sejtek életképességére,
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mint az N-153 vagy az 5-FU. A kiilonboz6 nukleozid-analogokkal végzett kisérletek
azt mutattak, hogy bizonyos modositasokkal, példaul butilszulfanil-metil vagy
acetiltiometil szubsztituensekkel rendelkezé vegyiiletek mutattak a legjobb
citotoxicitasi  profilt, amelyek alacsony mikrogrammos koncentracioban
csokkentették az SCC-sejtek életképességét. A kisérletek eredményei ravildgitanak
az time-lapse imaging mikroszkopia fontossagara a kémiai vegyiiletek sejtekre
gyakorolt hatasainak vizsgalatdban, valamint az ICsp értékek hasznossagara a

sejtnovekedés gatlasanak mérdszamaként.

Az értekezésem alapjat ado kisérletek soran az MTT-tesztet kombinaltuk az
egyes tumoros sejtvonalakra jellemzd, megfeleld ICso koncentracioknal végzett
time-lapse mikroszkopiaval. A time-lapse mikroszkopia a sejtek életképességén
kiviil a kovetkezd tovabbi informacidkat szolgéaltatta a nukleozid analdg

inhibitorokkal torténd kezelés hatasara, beleértve a valtozasokat:
1. sejtméret
2. A lednysejtekre valo osztodas (citokinézis) ideje
3. A sejtciklus id6tartama
4. A sejthalal mértéke (ha van ilyen)
5. A sejthalal tipusa (apoptdzis, nekrdzis)

Az MTT-teszt a citotoxikus szer gatlasanak mértékére vonatkoz6 informéciot
szolgaltat, fliggetleniil attol, hogy a sejtek életben maradnak-e vagy sejthalalt
szenvednek. Az MTT-teszt kiegészitése az time-lapse mikroszkopiaval értékes
vizualis informdciot ad, és lehetdvé teszi a fénymikroszkopias képek kvantitativ
elemzését. A mikroszkopia €s a képelemzés hosszabb, akar tobb hétig is fenntarthato,
¢és kiszélesiti a sejttoxikoldgiai vizsgalatok horizontjat. A kombinalt elemzés
perspektivai tobbek kozott az antimetabolikus, gombaellenes és tumorellenes szerek

inhibitorainak citotoxicitasi szempontjait foglaljak magukban.
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Mas modszerekkel sszehasonlitva az MTT-teszt €s az time-lapse mikroszkopia
kombinalt megkdzelitésének elonye, hogy atfogobb képet ad a nukleozid-analog

inhibitorok tumorsejtvonalakra gyakorolt hatasarol.

Bar mas modszerek, példaul az d&ramlési citometria, a fluoreszcens mikroszkopia
¢s a Western blotting értékes informaciokat nyujtanak a sejtek viselkedésének vagy
fehérjeexpresszidjanak bizonyos aspektusairdl, nem biztos, hogy a kezelés sejtekre
gyakorolt hatasainak teljes skaldjat megragadjak. Az aramlasi citometria példaul a
sejtciklus elérehaladdsdnak és az apoptdzisnak az elemzésére korlatozodik, mig a
fluoreszcens mikroszkopia nem feltétleniil alkalmas az iddbeli valtozasok nyomon
kovetésére. A Western blotting a fehérjeexpresszio elemzésére korlatozodik,
anélkiil, hogy a funkcionalis hatdsokrol informaciot szolgaltatna.

Ezzel szemben az MTT-teszt és a time-lapse mikroszkopia a citotoxicitas
bekovetkezd 1ddbeli valtozasok részletes vizualis rogzitését is lehetdve teszi. Ez a
megkdzelités segiti a nukleozid-analdg inhibitorok tumorsejtvonalakra gyakorolt
hat4sainak teljesebb megértését, ami potencidlisan 0j hatdoanyagok felismerésekhez
¢s felfedezésekhez vezethet. Emellett a képelemzés alkalmazasa objektivebb és
reprodukalhatobb adatelemzést biztosit, csokkentve az emberi hiba és az elfogultsag

lehetdségét.

132



Summary

Cancer is one of the leading causes of death worldwide, and its incidence
continues to rise. It's no wonder that the use of nucleoside derivatives and analogues
as anticancer agents has significantly increased in the field of oncology. Nucleotides,
nucleosides, or base analogues alone or in combination with other drugs make up
about 20% of cancer therapy. There are now about ten different drugs in this category
used in tumor therapy, and demand for such compounds is continuously growing.
Purine and pyrimidine analogues are present in clinical practice as antimetabolites.
Several macrolactams produced by the Streptomyces atroolivaceus species, such as
leinamycin, have notable antitumor and antibacterial properties as they can inhibit
DNA synthesis. Analogues of leinamycin have shown increased cytotoxic activity
against HeLa tumor cells. Especially the lipophilic, silylether-containing derivatives

of leinamycin have been found to be active.

The silyl and trityl modified nucleosides proved to be more effective against
tumor cell lines than non-modified nucleosides. Among the drug development
candidates are compounds that belong to tumor- and antiviral sugar-modified
nucleosides. In cancer therapy, the development of nucleosides and nucleic acid
analogs that show favorable chemical and biological properties was preferred.
Substitution of the oxygen in ribose with different elements such as sulfur, nitrogen,
or fluorine resulted in new therapeutic analogs. Examples include 5'-thio-nucleotide
derivatives, which are inhibitors of the basic enzymes of nucleic acid biosynthesis,

and branched C2', C3' nucleosides, which show tumor- and antiviral activity.

Further potentially active, medically significant compounds with silicon (Si)
substituted nucleotides. Such derivatives can result in useful biological compounds
similar to their carbon-based forms, both of which have four valence electrons.

However, the fundamental electronic structural differences between C and Si atoms
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lead to significantly different physical-chemical and pharmacokinetic properties.
The Si-C bond length is significantly longer (C-Si, 186 pm) than the C-C bond (C-
C, 154 pm), causing differences in size and shape between Si and C-containing
analogues. The relatively longer bond distance of Si may result in special protein
interactions of silicon-containing derivatives. Bond distances can also explain why
pharmacological profiles differ from those of carbon-based derivatives. Due to its
higher electropositivity, Si has a greater tendency to lose an electron and form a

positive ion than carbon.

Generally, the lipophilic nature of silicon is stronger than that of carbon.
Increasing the lipophilic nature can enhance the efficiency of chemical substances
entering tissues. This affects the metabolic activity of the liver and the plasma half-
life compared to the non-silicon version. The lipophilic nature contributes to faster

crossing of the blood-brain barrier by the drug candidate molecule.

The 1Cso values of N-153 were similar in CHO-K1 and HelLa cells.
Quantification of the results using time-lapse videomicroscopy showed significant
changes in cell size, cell division time, and generation time of cells following
treatment with N-153 nucleoside analogue ICso concentrations compared to the
DMSO control. HeLa cells were the most sensitive to N-153 nucleoside analogue,
and the above parameters, as well as the number of remaining necrotic bodies,
increased in a time- and concentration-dependent manner compared to the DMSO

control.

5-FU decreased the viability of cell cultures at a lower concentration
compared to N-153. The MTT assay showed that cell viability decreased by 60% at
5 ng/ml 5-FU, except for CHO-K1 cells. The ICso values for HaCaT, SCC, and HeLa
cells were lower than 5 pg/ml. Video microscopy quantification showed that tumor
cell lines (SCC, HeLa) were more sensitive to 5-FU than the non-tumor HaCaT
keratinocyte cell line. Necrotic cell death was characteristic of 5-FU treatment,
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except for CHO-K1 cells, where no necrotic remnants were visible in the TLS
images. In contrast, necrotic remnants appeared in a time- and concentration-

dependent manner in HaCaT, SCC, and HeLa cells after 5-FU treatment.

The experiments also showed that MTX decreased viability to a lesser extent
than N-153 or 5-FU. Another notable observation was the high ICso value of CHO-
K1 cells compared to HaCaT and HeLa cells, consistent with the necrotic body

formation observed in these cell lines.

D-Arabino-configured thymidine, uridine, and adenosine analogues were
efficiently synthesized by photoinduced thiol-ene reactions of 3',5-O-silyl acetal-
protected nucleoside 2'-exomethylene derivatives and various thiols, including alkyl
thiols, thioacetic acid, and 1-thio-B-D-glucose. The cytotoxic effect of these
compounds was evaluated on tumor SCC and healthy HaCaT cell lines using the
MTT assay. Among the sixteen nucleoside analogues tested, eleven derivatives
showed concentration-dependent cytotoxicity. For compounds containing the same
C2'-modifier group, the pyrimidine nucleosides exhibited greater activity than the
adenosine derivatives, while all derivatives containing the 1-sugar were inactive
regardless of the nucleobase type. The silyl protecting group, the nucleobase, and the
appropriate C2' substituent were crucial for the inhibitory activity of cell growth.

Analogues of pyrimidine nucleosides with butylsulfonyl-methyl or
acetylthiomethyl substituents at positions 2 and 4, namely 11, 13 and 15,
demonstrated the best cytotoxicity profile: they significantly reduced the viability of
tumor SCC cells at low micromolar concentrations while minimally affecting the
viability of healthy HaCaT cells. The effects of the top three compounds, 11, 13, and
15, on cell size, division time, and cell cycle time were examined using time-lapse
microscopy. The most significant increase in the size of the progenitor cells of the
tumor cell line was caused by compound 13. Treatment with compound 15
significantly altered the duration of cell division in both cell lines. Notably, only
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compound 13 selectively altered the division time in SCC cells, significantly
increasing it by 65%, while having a negligible effect on the division time of HaCaT
cells. The generation time was significantly increased by all three compounds.
Although the MTT assay showed that compound 11 inhibited tumor cells slightly
more strongly and with greater selectivity than compound 13, time-lapse microscopy
revealed that compound 13 caused the most significant changes in cytotoxicity-
related cell parameters. Therefore, the 13-acetylthiomethyl-2'-uridine derivative can
be considered a lead structure in the design of new and more effective anticancer

compounds.

The results of the experiments showed that the N-153 nucleoside analog had
similar ICso values in CHO-K1 and HeLa cells, but had a greater effect on the latter,
as evidenced by changes in the aforementioned parameters and the time- and
concentration-dependent appearance of necrotic cell remnants. In contrast, the 5-FU
compound had a greater effect on tumor cells, such as SCC and HeLa cells, than on
non-tumor HaCaT cells, and induced time- and concentration-dependent necrotic
cell death. The experiments also showed that the MTX compound had a smaller
effect on cell viability than N-153 or 5-FU. Experiments with various nucleoside
analogs showed that compounds with certain modifications, such as butylsulfanil-
methyl or acetylthiomethyl substituents, had the best cytotoxicity profile, reducing
the viability of SCC cells at low micromolar concentrations. The results of the
experiments highlight the importance of time-lapse imaging microscopy in studying
the effects of chemical compounds on cells, as well as the usefulness of 1Cso values

as a measure of growth inhibition.

During the experiments that formed the basis of my dissertation, we
combined the MTT assay with time-lapse microscopy performed at the appropriate
ICso concentrations for each cancer cell line. In addition to cell viability, time-lapse
microscopy provided the following information on the effects of nucleoside analog
inhibitors:
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Cell size
Time to daughter cell division (cytokinesis)
Cell cycle duration

Level of cell death (if any)

o r w0 N E

Type of cell death (apoptosis, necrosis)

The MTT assay provided information on the extent of cytotoxic inhibition,
regardless of whether the cells survived or underwent cell death. The addition of
time-lapse microscopy to the MTT assay provided valuable visual information and
allowed for quantitative analysis of the brightfield images. Microscopy and image
analysis could be maintained for longer periods of time, up to several weeks, thereby
expanding the horizon of cell toxicology investigations. The prospects for combined
analysis include the cytotoxic aspects of antimetabolites, antifungal agents, and

anticancer drugs.

Compared to other methods, the advantage of the combined approach of the
MTT assay and time-lapse microscopy is that it provides a more comprehensive

understanding of the effects of nucleoside analog inhibitors on tumor cell lines.

Although other methods such as flow cytometry, fluorescent microscopy, and
Western blotting provide valuable information on specific aspects of cell behavior
or protein expression, they may not capture the full range of effects of treatment on
the cells. For example, flow cytometry is limited to analyzing cell cycle progression
and apoptosis, while fluorescent microscopy may not be suitable for tracking
changes over time. Western blotting is limited to analyzing protein expression

without providing information on functional effects.

In contrast, the MTT assay and time-lapse microscopy provide both a
quantitative measure of cytotoxicity and a detailed visual record of changes in cell
behavior and morphology over time. This approach allows for a more complete

understanding of the effects of nucleoside analog inhibitors on tumor cell lines,
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potentially leading to new insights and discoveries. Additionally, the use of image
analysis provides a more objective and reproducible analysis of the data, reducing

the potential for human error and bias.
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