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Bevezetés

A tradiciondlis tumorellenes terapia a sebészeti beavatkozasokat,
kemoterapiat €s a sugarkezelést foglalja magédba. A kemoterapias
kezelések sordn alkalmazott szamos szintetikus gyogyszer €és egyéb
terapias megoldas a legtdbb esetben onmagaban nem éri el a kivant
hatast és gyakran kialakul a metasztatikus allapot. A metasztatikus
allapot sordn a daganatos sejtek a vérarammal szétterjednek a
szervezet kiilonbdzd pontjain, amely azokon a helyeken is a tumorok
kialakulasat eredményezi, ezéltal drasztikusan csokkentve a
gyogyuléds lehetdségét és a talélési ratat. Mindezek ismeretében a
haté¢kony kezelésekhez sziikségiink van olyan biologiai vagy
természetes  forrdsokbol szarmazod daganatterapidra alkalmas
vegyiiletekre, amelyek szelektivek, kevesebb mellékhatasuk van,
koltséghatékonyak, minimalis a rezisztencia kialakuldsanak a
valdszinlisége €és tobb elonyds gyogyaszati tulajdonsaguk is van.

Egy dsszefoglalé cikk alapjan® az 0j potencidlisan gyogyszerként
alkalmazhato vegytiletek tesztelése és engedélyeztetése igen koltséges
¢s iddigényes folyamat. Szamokban kifejezve ez 10-15 évet jelent,
mely soran a tesztelt 5000-10000 jelolt koziil csak 1 felel meg az
0sszes FDA (Food and Drug Administration) jovahagyasihoz
sziikséges kritériumnak. A tesztekhez sziikséges id6t és koltséget
sejttenyészeteken alapuld high-throughput (HTS) sziiréssel probaljak
csokkenteni. A sejttenyészetek alkalmazdsa soran nem feltétleniil
ugyanazon sejtvalasz reakcidok aktivalodnak, mint a szdveti
kornyezetben, de ezzel mar gyorsan szelektalhatok azok a vegyiiletek,
amelyek hatdstalanok vagy magas a toxicitdsuk. Mindezek mellett
tovabbra sem valthatok ki az in vivo allatkisérletes tesztelések sem.

A hatdanyag felfedezése és fejlesztése soran a sejt alapt vizsgalo
rendszerek fontos szerepet jatszanak: a fdomolekula azonositasaban, a
preklinikai vizsgélatokban, -amely magaba foglalja a toxicitdsi

! Sharifi-Rad et al., 2019



teszteket is-, a hatékonysag és gyodgyszeradagolasi mechanizmus
tanulmanyozasaban.

A gyogyszeripar folyamatosan arra torekszik, hogy tjabbnal Gjabb
gyogyszerjelolt molekulakat fedezzen fel a varatlan igények
kielégitése érdekében is. A tudomdany és technologia parhuzamos
fejléddése gyorsan megnovelte a gydgyszerjeloltek szamat. Azonban
ezzel egylitt 1) problémak bukkantak fel, ugymint a
gyogyszerkonyvtarak hatékony feldolgozasa és értékelése toxicitasi
szempontbol. A molekuldk ezreit nagy mennyiségben gazdasagi és
etikai szempontokbol nem célszerli tesztelni, igy a tudomanynak a
sejtes alapu in vitro technikakra kell hagyatkoznia. A high-throughput
screening (HTS) a megoldas az elébb emlitett problémakra. Mind
gazdasagilag, mind az id6tényez0 miatt ez a legkedvezdbb tesztelési
lehetdség. A vizsgalatok torténhetnek mikrotiter lemezekben, melyek
manualisan vagy robotizaltan végezhetdk el; tovabba alkalmazhatjak
az aramlési citometriat is erre a célra. Ezekkel lehetdség van szamos
gyogyszerkoncentraciot és expozicios idét hatékonyan tesztelni.

Napjainkban a daganatos megbetegedéseket a vezetd
haldlokok kozott tartjdk szdmon ¢és vilagszerte egyre nd ezen
megbetegedések szdma. Ezért nem meglepd, hogy a tumorellenes
készitmények, koztiik a nukleozid szarmazékok és azok analdgjainak
alkalmazasa szignifikansan nétt az onkoldgia teriiletén. Gyakorlatilag
nukleozid, nukleotid vagy bazis analdg gyogyszereket dnmagukban
vagy mas készitményekkel kombinalva?.

Az MTT-tesztet gyakran hasznaljak citotoxicitds vizsgalatara
kiilonbozd sejtvonalakon, emberi €s allati eredetli sejteknél egyarant.
A tetrazolium sok redukcidja mar egy széles korben elfogadott modja
annak, hogy egy adott xenobiotikum viabilitdsara kifejtett hatdsat
vizsgaljak in vitro. A metabolikusan aktiv sejtek csokkentik a sarga
tetrazolium MTT mennyiségét, a dehidrogenaz enzimek azon
aktivitasa altal, amikor NADH és NADPH égenseket hoznak létre. A
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lila formazan kristaly szolubizdlhatdo ¢és ezaltal szamszeriisithetd
spektrofotometriai modszerekkel. Minden sejttipusnal egyenes
aranyossag figyelhetd meg a sejtszam és a szignal kozott; ez lehetové
teszi, hogy kvantifikdlhassdk a sejtek viabilitdsdban bekovetkezd
valtozéasokat.

A Time-lapse imaging videdbmikroszkopia (TLS) segitségével
valos idoben figyelhetik meg a sejtek viselkedését a hozzaadott
vegyiilet(ek) jelenlétében. A morfologia valtozasat, a generacids idére
gyakorolt hatast, az apoptozist €s a nekrozist tudjak nyomon kovetni
ezzel a mddszerrel. A laboratoriumunkban rutinszeriien alkalmazott
képelemz6 modszerekkel nemcsak kvalitativ, de kvantitativ
informdciokat is kinyerhetnek az igy elkésziilt felvételekbol®,

Az értekezésem témaja az MTT-teszt és a Time-lapse imaging
videomikroszkopia kombindcidjara iranyul az egyes daganatos
sejtvonalakra jellemzd ICso koncentraciok vizsgalata mellett.
Ertekezésemben tobbek kozott bizonyitom, hogy a videdmikroszkdpia
segitségével a nukleozid analdogokkal végzett kezelés soran a sejtek
¢letképességén kiviil a kovetkezd informéaciokat allapithatjuk meg:

1. sejtméretet, illetve a valtozasat

2. lednysejtekre vonatkozo6 osztodasi idoket (citokinézis)

3. a sejtciklus idOtartamat

4. a sejthalal meértekét

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

Az Osszefoglalasban megfigyelhetjiik, hogy az MTT teszt a
citotoxikus agens gatlasanak mértékével kapcsolatos informéciokat
szolgaltatott, fiiggetleniil att6l, hogy a sejtek ¢életben maradtak vagy
elpusztultak. Az MTT teszt time-lapse videdomikroszkoppal torténd
kiegészitése értékes vizudlis informacidkat ad, és lehetové teszi a
felvételek kvantitativ kiértékelését is. A TLS hosszabb ideig, akar tobb
hétig is fenntarthatod, és kiszélesiti a citotoxikologiai vizsgélatok

3 Nagy et al., 2010, 2012, 2014



horizontjat. Disszertdciomban 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 ) vizsgalati mdodszer segitségével a
hagyomdnyos ¢életképességi tesztek altal kapott végponti mérések
eredményérdl a time-lapse videdmikroszkdppal késziilt felvételekkel
bévebb informaciét kaphatunk arr6l, hogy milyen cellularis
események okozzak azokat.

Celkituzések

Az értekezésem témaja az MTT-teszt és a Time-lapse imaging
videomikroszkopia kombindcidjara iranyul az egyes daganatos
sejtvonalakra jellemz6 ICso koncentraciok vizsgalata mellett.

A videémikroszkdpia segitségével a nukleozid analdégokkal
végzett kezelés soran a sejtek életképességén kiviil a kovetkezd
informaciokat allapithatjuk meg:

. sejtméretet, illetve a valtozasat
. leanysejtekre vonatkozo6 osztodasi idoket (citokinézis)

. a sejtciklus idGtartamat

AW N =

. a sejthalal mértékét
5. a sejthalal tipusat (ha megfigyelhetd) (apoptdzis, nekrozis).
A metodika fejlesztése a kovetkezo lépéseket foglalja magaba:

a) Protokoll kidolgozasa
Ismert kemoterdpiasszerek (MTX és 5-FU) ¢és Gjonnan
szintetizalt nukleozid (N-153) analdég alkalmazédsaval a
kidolgozott protokoll alkalmazhatosaganak tesztelése ¢és
validadlasa. A kifejlesztett protokoll, Kkiterjesztése tovabbi
Ujonnan szintetizalt nukleozid analdgokra.

b) A nukleozid analogok citotoxicitasi vizsgalata MTT-assay
segitségével

4



17 vegyiilet citotoxikoldgia vizsgalata tumoros €s nem tumoros
sejtvonalakon, kiilonb6z6 koncentraciokban. ICsp értékek
meghatarozasa az egyes vegyiiletekre a spektrofotometrias
detektalast kdvetden.

c) A legjobb nukleozid analég Time-Lapse Imaging
videomikroszkopos vizsgalata
Az MTT tesztek alapjan a legjobb ICso értékkel jellemezhetd
vegyiilet(ek) kivalasztasa, amelyeknél kelléen nagy volt a
kiilonbség a tumoros ¢és nem tumoros sejtekre jellemzo
értékeket dsszehasonlitva. Ezt kovetden a TLS vizsgélatok a
sejtméretbéli, osztoddsi 1dobéli ¢és generdciés 1dobéli
valtozasokra vonatkozoan az adott vegyiiletben. A
vegyiilet(ek)  apoptozis/nekrézis  indukalé  hatdsainak
megfigyelése és leirasa.

d) Eredmények kiértékelése:
Az MTT-assay elvégzését kovetden kapott eredményeket a
GraphPad segitségével értékeljiik ki. A TLS rendszerrel
készitett felvételeket a Fiji / Image] nevii szoftver segitségével
elemezziik.

Az MTT teszt time-lapse videomikroszkoppal torténd kiegészitése
értékes vizualis informaciokat ad, és lehetové teszi a felvételek
kvantitativ kiértékelését is. Ez a kombinaciods elemzés kiterjeszthetd
tobbek kozott az antimetabolikus, gombaellenes €s rakellenes szerek
citotoxicitasi profiljanak a feltérképezésére, mely hatékony és gyors
szelektalast biztosit.



Anyagok ¢s modszerek

1. Sejttenyésztési koriilmények

A vizsgalatok sordn human eredetli bor és méhnyakrak
sejtekkel (HaCaT, HeLa), ragcsalo eredetti lapham karcinoma (SCC-
VII) és kinai horcsog eredetii ovarium (CHO-K1) sejtvonalakkal
dolgoztunk. Az SCC-VII sejteket DMEM/HAM’S F12 médiumban
tenyésztettiik 10% hdinaktivalt magzati borji szérum hozzaadasa
mellett. A CHO-KI1 sejttenyészetet pedig az el6zéhez hasonlo
Osszetétell Ham’s-F12 tapfolyadékban tenyésztettiik. A HaCaT
sejttenyészetet 10% borji szérum albumint tartalmazo6 DMEM
tapfolyadékban, a Hela sejttenyészetet pedig, RPMI 1640-es
tapfolyadékban tenyésztettiik.

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

Az MTT-tesztet 96 és 24-lyuku platek-ben végeztiik. A HaCaT
sejtek esetében 10.000 vagy 50.000/1yuk, az SCC sejtek esetében 5000
vagy 25.000/lyuk sejt volt az indul6 sejtszam. Az eltérést az induld
sejtszamban a sejtvonalak eltérd sejtciklusa indokolja. A passzalas
utan 24 orat biztositottunk a sejteknek a kitapadasra, majd a megadott
vegylilettel kezeltiik és 48 o6raig vizsgaltuk az adott nukleozid hatasat
a sejteken.

A Time-Lapse Imaging videémikroszkopiahoz glass-bottom
dish-be tenyésztettiik a sejteket. A HaCaT esetében 150.000 sejttel,
SCC esetében 75.000 sejttel inditottuk a tenyészetet. Itt szintén 24 6rat
biztositottunk a kitapadashoz, majd 48 o6rdig inkubéltuk a sejteket az
adott vegyiilettel.



2. Viabilitas vizsgalat MTT-teszttel

Az MTT-tesztet gyakran hasznaljak citotoxicitas vizsgalatara
kiilonboz6 sejtvonalakon, emberi és allati eredetli sejteknél egyarant.
A tetrazolium sok redukcioja mar egy széleskorben elfogadott modja
annak, hogy egy adott xenobiotikum viabilitdsra kifejtett hatdsat
vizsgaljuk in vitro. A metabolikusan aktiv sejtek csokkentik a sarga
tetrazolium MTT mennyiségét és a dehidrogendz enzimek hatasara
NADH ¢és NADPH 4gensek jonnek 1étre. Az emiatt keletkezett lila
formazan szolubizalhaté ¢s szamszer(sithet6 spektrofotometriai
modszerekkel. Ez az MTT reagens csekély hattér abszorbanciat
eredményez ¢l0 sejtek hidnyaban. Minden sejttipusnal egyenes
aranyossag van a sejtszam ¢€s a szignal kozott, ez lehetdvé teszi, hogy
kvantifikalhassuk a sejtek viabilitdsaban bekovetkezd valtozasokat.

A teszt soran 96 ¢és 24 lyuka mikrotiter lemezeket haszndltunk
a mérésekhez. A végtérfogat lyukanként 200 vagy 500 pl volt. A
nukleozid analdgokat 10 kiilonb6z6 koncentracioban (100-80-60-50-
30-20-15-10-7.5-5 pg/ml) teszteltiik (96 lyuku mikrotiter lemez). A
hatasok fliggvényében a koncentracid sor finomitasara volt sziikség,
ezért a késobbiekben 5 masik koncentraciot (10-9-8-7-6 pg/ml)
teszteltiink (24 lyuku mikrotiter lemez). Az N-153, 5-FU és MTX
esetében is 6t koncentraciot vizsgaltunk (40-30-20-10-5 pg/ml) 96
lyukd mikrotiter lemezben. A vegyiiletek feloldasa DMSO-ban
tortent, kiilonos tekintettel arra, hogy minden egyes lyukban 1% (v/v)
legyen a DMSO tartalom. Az anyagokat a sejtvonalra jellemzd
tenyésztéfolyadékba higitottuk, és a vizsgalat id6tartama 48 h volt.

100 ul MTT oldatot (0,5 mg/ml PBS-ben oldottan) adtunk
minden lyukhoz. A lemezeket 2 6rdn keresztiil inkubéltuk 37 °C-on.
Ezutan a lyukakbdl a folyadékot kiszivtuk, és az MTT formazéant 100
pul DMSO-val oldottuk. A mintékat inkubatorba helyeztiik 15 percre,
hogy tokéletes legyen a formazan kristalyok oldodasa. 570 nm-en
mértiik az abszorbanciat plate reader segitéségével. A sejtpopulaciok
viabilitasat a kovetkezOképpen szamoltuk ki:



a kezelt sejtek abszorbanciaja

X 100
a kontroll sejtek abszorbanciaja.

DMSO — dimetil szulfoxid

A DMSO amfipatikus sajatsagu, emiatt alkalmas polaros és
apolaros vegyiiletek oldasara egyarant, valamint a hidrofob
membranokon is képes atjutni. Ezért el0szeretettel hasznaljak terapidk
soran az amfipatikus tulajdonsaga miatt annak ellenére, hogy a
fiziologiai és farmakoldgiai hatdsai még nem teljesen feltartak®.

A kiilonbozd sejtvonalakra nem hat egységesen a DMSO.
Példaul a T-sejtek viabilitdsara hossza tavon (72 h) nincs hatassal az
1% DMSO. A WM-266-4 sejtvonal esetében a vizsgalatok alapjan az
sejtek még az 1,5% DMSO koncentracidt is toleraljak. Osszességében
a kiilonbozé vizsgalatok soran leggyakrabban legfeljebb 1%-0s
koncentracidban alkalmazzak a DMSO-t°.

3. Time-Lapse Imaging videdmikroszkopia

A sejtkulturdk folyamatos megfigyelésére a citotoxicitasi
vizsgalat soran time-lapse imaging videdmikroszképos rendszert®
hasznaltunk. A vizsgalatok sordn a time-lapse vide6 mikroszkdpos
rendszer legujabb fejlesztésli bedllitasait alkalmaztuk. Ezek a
kovetkezdk voltak: az inkubator tipusa: SANYO MCO18-AC CO2
sejtteny€sztd inkubator (Wood Dale, IL, US) négy vided
mikroszkoppal felszerelve. A mikroszképok Olympus (Tokyo Japan)
gyartmanyuak, inverz 4llasban, célszeri moddositasokkal: a
revolvertoronyban elhelyezett fényforrassal, és az okularba telepitett

4de Abreu etal., 2017
5 Ferk and Darig§, 2018, Holthaus et al., 2018
5 Nagy et al., 2010



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 felbontdsat UVC USB 2 webkamera, modositasai:
a kamerahdz, az objektivek és az infraszlird eltavolitasra kertiltek.
Fényforras: 960 nm hullamhosszisagu, kozeli infravords fényt
emittalé LED (Smm atmérd 1,2V 50 mA). Az infravords megvilagitast
alkalmazva minimalizaltuk a fototoxicitds. © A time-lapse video
mikroszkopos megfigyeléseink soran a kontroll és a kezelt
tenyészetekrol percenkénti felbontasban készitettiink felvételeket.

Fiji (ImageJ)

A kisérletek teljes idOtartama alatt percenkénti felbontasban
készitettiink képeket 11 frame atlagolasaval, aminek célja a jel-zaj
aranyanak novelése volt a konnyebb elemezhetdség érdekében. A
képek 1600 x 1200 pixel felbontasban, 24 bit RGB formatumban
késziiltek. Az egyes képszekvencidkhoz tartozd pixelméretet és a
méretskdlat Biirker kamrar6l készitett kalibraciés fotdk alapjan
szamitottuk ki.

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

A kiértékeléskor fontos szempont volt az, hogy az egyes
képszekvenciak elemzése soran nem alkalmazhattuk ugyanazt a
sémat. Minden esetben azt kellett szem eldtt tartanunk, hogy a
kiértékelés az adott kisérlet szempontjabdl a legtobb informacioval
lasson el®.

7 Nagy et al., 2014
8 https:/fiji.sc/
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4. Alkalmazott vegyiiletek

Az N-153 nevi 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 el6. Az N-153 néven emlitett vegyiilet egy
uridinbdl  szdrmazo  di-O-szilildlt  nukleozid-analog, amely
természetellenes  D-arabindz-cukor-konfiguraciot  és  n-propil-
szulfanil-metil-elagazast tartalmaz a C2-helyzetben.®

A daganatellenes 5-fluorouracil egy jol ismert antimetabolitC.
In vivo koriilmények kozott 5-fluor-uridin-monofoszfatta alakul. Az
UMP 5-fluor-uridin-monofoszfattal torténé helyettesitése az rRNS-
szubsztratban nem befolydsolta az rRNS elétti feldolgozast .
Dezoxinukleotid-analogja, az F-dUMP a timidilat-szintaz gatloja®2.

A metotrexat (MTX) daganatellenes, antimetabolit, antifolat
-szer, jelentds immunszuppressziv potenciallal jellemezhetd. Egy
tetrafolat-inhibitor, amely megakadadlyozza a tetrahidrofolat-
dehidrogenaz enzimatikus aktivitdsat és megakadalyozza a timidilat
szintéziséhez sziikséges tetrahidrofolat képzddéséts,

Modositott nukleozid szdrmazékok, amelyek 3°,5’-O-
helyzetben szililénacetél véddcsoportot tartalmaznak, kivéve az 5.,
melyr6l eltavolitottak ezt a csoportot. A z 1., 2. és az 5. ribotimidin,
mig a 3., 4., 6., é 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

crer

crer

° Bege et al., 2017
10 Blanke et al., 2010
11 Goshal et al., 1994
2 Liuetal., 1994
13 NCBI, PubChem Database. Methotrexate
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egy 3°,5’-0-(1,1,3,3-Tetraizopropildisziloxan-1,3-diil)-B-D-
ribofuranozil-timin.  Ribotimidin  diszililénacetalozasaval  lett
eléallitva. 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’-exometilénszarmazéka. A 10. a 2. és 3. szerkezeti
analogja, 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'-0-(1,1,3,3-
tetraizopropildisziloxil)-N-dimetoxitritil-2’-metilén-adenozin. 3°,5’-
szililénacetallal és N-dimetoxitritil csoporttal védett adenozin 2’-
exometilén. A 13. az egy [2’-Dezoxi-2’-C-(5’-dezoxiuridin-5’-il)-
szulfanilmetil-3°,5°-0-(1,1,3,3-tetraizopropildisziloxan-1,3-diil)-p-D-
arabinofuranozil]-timin. 2 nukleozidbol (egy uridinbdl és egy
ribotimidinbdl) all, melyek szulfidkdtésen keresztiil kapcsolddnak. A
14. az egy [2’-Dezoxi-6-N-dimetoxitritil-2’-C-n-butilszulfanilmetil-
3°,5’-0-(1,1,3,3-tetraizopropildisziloxan-1,3-diil)-p-D-
arabinofuranozil]-adenin. 3°,5’-szililénacetallal és N-dimetoxitritil
csoporttal ~ védett  arabino  konfigurdcioji = 2’dezoxi-2’-C-
butilszulfanilmetil-adenozin szarmazék. A 15. az egy [2’-Dezoxi-6-
N-dimetoxitritil-2°-C-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-gliik6z-1-il)-
szulfanilmetil-3°,5’-0-(1,1,3,3-tetraizopropildisziloxan-1,3-diil)-p-D-
arabinofuranozil]-adenin. 3’,5’-szililénacetallal és N-dimetoxitritil
helyzetben gliikdz-peracetat szubsztituenst tartalmaz. A 16. az egy
[2’-Dezoxi-6-N-dimetoxitritil-2’-C-acetilszulfanilmetil-3°,5-O-
(1,1,3,3-tetraizopropildisziloxan-1,3-diil)-B-D-ribofuranozil]-adenin.
3’,5’-szililénacetallal ¢és N-dimetoxitritil csoporttal védett ribo
konfiguracioj adenozinszarmazék. 2’-helyzetben
acetilszulfanilmetil-szubsztituenst hordoz. A 17. az egy [2’-Dezoxi-
6-N-dimetoxitritil-2’-C-acetilszulfanilmetil-3°,5°-0-(1,1,3,3-
tetraizopropildisziloxan-1,3-diil)-B-D-arabinofuranozil]-adenin.
3°,5’-szililénacetallal és N-dimetoxitritil csoporttal védett arabino
konfiguracioja adenozinszarmazék. 2’-helyzetben
acetilszulfanilmetil-szubsztituenst hordoz.
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Uj tudomanyos eredmények

Az 1j kutatasi eredményeink alapjan az MTT-teszt és a time-
lapse imaging videomikroszkopia kombinacidja hatékony modszer a
daganatos sejtvonalakra jellemzé ICso koncentraciok atfogdbb
vizsgalatara. Az MTT-teszt az sejtek metabolikus aktivitasat méri, de
nem specifikus a sejthalal tipusdnak megkiilonboztetésére és az
¢letképes és nem életképes sejtek kozotti kiillonbségtételre. A time-
lapse imaging videdmikroszkopia viszont lehetévé teszi a sejtek
novekedésének €s osztodasanak valos idejii megfigyelését, valamint a
sejtciklus és a sejthalalra jellemzd folyamatok nyomon kovetésére.

A kutatasunk soran kidolgoztunk egy protokollt, amely
alkalmazhat6 az MTT-teszt ¢és a Time-lapse Imaging
videomikroszkopia kombinalt alkalmazasara citotoxicitasi vizsgalatok
soran. A protokoll segitségével tobb nukleozid analdgot teszteltiik a
daganatos és nem daganatos sejtvonalakon, és meghataroztuk az egyes
vegytiletek 1Cso koncentracioit. Az MTT-teszt eredményeit a time-
lapse imaging videomikroszkopia felvételeivel kombinaltuk, amely
lehetové tette a sejtméret valtozasanak, az osztddasi idoknek, a
sejtciklus idOtartaméanak, a sejthalal jellemzdinek (pl. apoptodzis,
nekrozis) a vizsgalatat.

Az eredmények alapjan megallapitottuk, hogy az 0j kutatasi modszer
pontosabb és gyorsabb eredményeket nyujt a gydgyszerjeldltek
értékelésében. Az MTT-teszt ¢és a time-lapse imaging
videdmikroszkopia kombinacidja lehetévé teszi a celluldris
események részletesebb vizsgalatat, igy pontosabb informaciokat
nyujt a  sejtek  érzékenységérél és a  gydgyszerek
hatdsmechanizmusardl. Ez a modszer tovabbi kutatdsok iranyat is
meghatarozza, lehetévé téve a mellékhatasprofil és az érzékenység
sz¢lesebb korii feltarasat.

Az 1) kutatasi eredmények hozzajarulnak a citotoxicitas vizsgalatok
fejlodéséhez és a hatékonyabb gydgyszerek kifejlesztéséhez.
Ezenkiviil csokkentik a kutatasi idét és koltségeket, és segitenek a
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gyogyszerjeloltek tovabbi optimalizaldsaban a klinikai alkalmazés
elott.

Osszefoglalas

A rék a vezetd haldlozasi okok kozott szerepel, és az ilyen
megbetegedések szama vilagszerte folyamatosan novekszik. Nem
csoda tehat, hogy a nukleozidszdrmazékok és -analogok tumorellenes
szerekként torténd alkalmazasa jelentdsen megndtt az onkoldgia
terliletén. A tumoros betegek terapidjaban a nukleotidok, nukleozidok
vagy bazisanalégok Onmagukban vagy mdés gyogyszerekkel
kombinalva mintegy 20%-ot tesznek ki*

Ma mér mintegy tizféle, ebbe a kategoridba tartozo
hatéanyagot hasznalnak a tumorterdpidban, és az ilyen vegyiiletek
iranti kereslet folyamatosan nd. A purin- és pirimidin-analogok
antimetabolitokként vannak jelen a klinikai gyakorlatban. T6bb, a
Streptomyces atroolivaceus faj altal termelt makrolaktam, leinamicin
figyelemre méltdo tumorellenes és antibakterialis tulajdonsagokkal
rendelkezik, mivel képes gitolni a DNS-szintézist.™> A leinamicin
analogjai  fokozott  citotoxikus  aktivitast ~mutattak HeLa
tumorsejtekkel  szemben. Kiilondsen a leinamicin  lipofil,
szililcsoportot tartalmazé szarmazékai mutattak jelentds aktivitast.®

Az N-153 ICsp értékei kozel azonosak voltak a CHO-K1 és a HeLa
sejtekben. Az eredmények time-lapse videomikroszkdpidval torténd
szamszerlsitése sordn az N-153 nukleozid analég ICso
koncentracioival torténd kezelést kovetden a sejtek mérete, a
sejtosztodas ideje és a sejtek generacids ideje jelentdsen megvaltozott
a DMSO kontrollhoz képest. A HeLa sejtek voltak a legérzékenyebbek
az N-153 nukleozid analogra, és a fenti paraméterek, valamint a

14 Shelton et al., 2016
15 Hara et al., 1990; Asai et al., 1996
16 Szilagyi et al., 2006
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maradék nekrotikus testek szama id6- és koncentraciofiiggd modon
n6étt a DMSO-kontrollhoz viszonyitva.

Az 5-FU alacsonyabb koncentracidban csokkentette a sejtkultarak
¢letképességét, mint az N-153. Az MTT-teszt azt mutatta, hogy a
sejtek életképessége 5 ug/ml 5-FU mellett 60%-kal csokkent, a CHO-
K1 sejtek kivételével. HaCaT, SCC és HeLa sejteknél az ICsp értékek
alacsonyabbak voltak, mint 5 wug/ml. A videomikroszkopos
szamszerlsités azt mutatta, hogy a tumoros sejtvonalak (SCC, HeLa)
érzékenyebbek az 5- FU-ra, mint a nem tumoros HaCaT keratinocita
sejtvonal. Az 5-FU kezelésre jellemzd 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 maradvéanytestek 1d6- és
koncentraciofiiggd modon jelentek meg az 5-FU kezelést kovetden.

A kisérletek azt is kimutattdk, hogy az MTX kisebb mértékben
csokkentette az életképességet, mint az N-153 vagy az 5-FU. Egy
masik emlitésre méltd6 megfigyelés a CHO-K1 sejtek magas ICso
értéke a HaCaT és HeLa sejtekkel ellentétben, ami 6sszhangban all az
ezekben a sejtvonalakban kialakul6 nekrotikus testképzddéssel.

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, koztik alkiltiolok,
tioecetsav ¢€s 1-tioszugéarok fotoindukalt tiol-ének reakcidival. E
vegyliletek citotoxikus hatasat tumoros SCC és egészséges HaCaT
sejtvonalakon vizsgaltuk MTT-teszttel. A tizenhat vizsgalt nukleozid
analog koziil tizenegy szarmazék mutatott koncentraciofiiggd
citotoxicitdst. Az azonos C2'-mddositd csoportot tartalmazo
vegyiiletek esetében a pirimidin-nukleozidok nagyobb aktivitast
mutattak, mint az adenozin-szarmazékok, mig az osszes 1-es cukrot
tartalmazo szarmazék inaktiv volt, fiiggetleniil a nukleobdzis tipusatol.
A szililvédd csoport, a nukleobdzis és a megfeleld C2' szubsztituens
dontének bizonyult a sejtnovekedést gatld aktivitds szempontjabol.

A 11, 13 és 15 pirimidin-nukleozid analogok - amelyek
butilszulfanil-metil vagy acetiltiometil szubsztituenssel rendelkeztek-
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, mutattak a legjobb citotoxicitdsi profilt: alacsony mikromolaris
koncentracioban jelentdsen csokkentették a tumoros SCC sejtek
¢letképességét, mikozben alig befolyasoltdk az egészséges HaCaT
sejtek €letképességét. A legjobb harom vegytilet,a 11, 13 és 15 hatasat
a sejtméretre, az osztdodasi idore ¢és a sejtgeneracios idore
vonatkoztatva timelapse mikroszkopiaval vizsgaltuk. A tumoros
sejtvonal anyasejtjeinek méretének legjelentésebb ndvekedését a 13.
vegyiilet okozta. A sejtosztodas idétartamat mindkét sejtvonalban
szignifikdnsan megvaltoztatta a 15-0s vegyiilettel torténd kezelés.
Figyelemre méltd, hogy a 13-as vegylilet szelektiven csak az SCC
sejtekben modositotta jelentdsen az osztodasi idot, 65%-kal novelve
azt; ugyanakkor a HaCaT sejtekben alig valtoztatta meg a
sejtosztodasi  id6t. A generdcidos 1d6t mindhdrom vegyiilet
szignifikansan novelte. Bar az MTT-vizsgalat szerint a 11-es vegytilet
valamivel erdsebben ¢és nagyobb szelektivitissal gatolta a
tumorsejteket, mint a 13-as vegyiilet, az time-lapse mikroszkdpos
vizsgalatokban a 13-as vegyiilet okozta a legjelentdsebb valtozasokat
a citotoxicitasra utald sejtparaméterekben. Ezért a 13-as 2'-
acetiltiometil-uridin-szarmazék vezet6 szerkezetnek tekinthetd az uj,
hatékonyabb daganatellenes vegyiiletek tervezésében.

A kisérletek eredményei azt mutatjak, hogy az N-153 nukleozid
analdég hasonlo ICso értékekkel rendelkezett a CHO-K1 és a HelLa
sejtekben, de az utdobbira nagyobb hatast gyakorolt, amit a fent emlitett
paraméterek valtozdsa €és a nekrotikus sejtmaradvanyok i1d6- és
koncentraciofiiggd modon torténd megjelenése bizonyit. Ezzel
szemben az 5-FU vegyiilet nagyobb hatast gyakorolt a tumoros
sejtekre (SCC és a HeLa sejtek), mint a nem tumoros HaCaT sejtekre;
valamint 1d6- ¢és koncentraciofiiggd modon indukalt nekrotikus
sejthalalt. A kisérletek azt is kimutattak, hogy az MTX vegyiilet kisebb
hatast gyakorolt a sejtek életképességére, mint az N-153 vagy az 5-
FU. A kiilonb6z6 nukleozid-analégokkal végzett kisérletek azt
mutattak, hogy bizonyos médositasokkal, példaul butilszulfanil-metil
vagy acetiltiometil szubsztituensekkel rendelkezé vegyiiletek
mutattdk a legjobb citotoxicitasi profilt, amelyek alacsony
mikrogrammos koncentracioban csokkentették az SCC-sejtek
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¢letképességét. A kisérletek eredményei ravilagitanak az time-lapse
imaging mikroszkopia fontossdgdra a kémiai vegyliletek sejtekre
gyakorolt hatasainak vizsgalatiban, valamint az ICso értékek
hasznossagara a sejtnovekedés gatlasdnak mérészamaként.

Az értekezésem alapjat ado kisérletek soran az MTT-tesztet
kombindltuk az egyes tumoros sejtvonalakra jellemzo, megfeleld 1Cso
koncentracioknal végzett time-lapse mikroszkopiaval. A time-lapse
mikroszkopia a sejtek életképességén kiviil a kovetkezé tovabbi
informaciokat szolgéltatta a nukleozid anal6g inhibitorokkal torténd
kezelés hatasara, beleértve a valtozasokat:

1. sejtméret

2. A leanysejtekre vald osztodas (citokinézis) ideje
3. A sejtciklus iddtartama

4. A sejthalal mértéke (ha van ilyen)

5. A sejthalal tipusa (apoptozis, nekrozis)

Az MTT-teszt a citotoxikus szer gatlasanak mértékére vonatkozé
informdciot szolgaltat, fiiggetleniil att6l, hogy a sejtek életben
maradnak-e vagy sejthalalt szenvednek. Az MTT-teszt kiegészitése az
time-lapse mikroszkopiaval értékes vizualis informaciot ad, és
lehetové teszi a fénymikroszkopias képek kvantitativ elemzését. A
mikroszkopia és a képelemzés hosszabb, akar tobb hétig is
fenntarthato, és kiszélesiti a sejttoxikologiai vizsgalatok horizontjat. A
kombinalt elemzés perspektivai tobbek kozott az antimetabolikus,
gombaellenes €s tumorellenes szerek inhibitorainak citotoxicitasi
szempontjait foglaljak magukban.

Mas moédszerekkel 6sszehasonlitva az MTT-teszt és a time-lapse
mikroszkopia kombinalt megkdzelitésének eldnye, hogy atfogobb
képet ad a nukleozid-analog inhibitorok tumorsejtvonalakra gyakorolt
hatasarol.

Béar mas modszerek, példaul az aramlasi citometria, a fluoreszcens
mikroszkdpia és a Western blotting értékes informaciokat nyujtanak a
sejtek  viselkedésének vagy fehérjeexpresszidjanak bizonyos
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aspektusair6l, nem biztos, hogy a kezelés sejtekre gyakorolt
hatésainak teljes skalajat megragadjak. Az aramlasi citometria példaul
a sejtciklus eldrehaladdsanak és az apoptozisnak az elemzésére
korlatozodik, mig a fluoreszcens mikroszkopia nem feltétleniil
alkalmas az iddbeli véaltozdsok nyomon kovetésére. A Western
blotting a fehérjeexpresszio elemzésére korlatozodik, anélkiil, hogy a
funkcionalis hatasokrol informaciét szolgaltatna.

Ezzel szemben az MTT-teszt és a time-lapse mikroszkopia a
citotoxicitds mennyiségi mérését, valamint a sejtek viselkedésében ¢€s
morfoldgiajadban bekdvetkezd idobeli valtozdsok részletes vizualis
rogzitését is lehetdvé teszi. Ez a megkozelités segiti a nukleozid-
analdg inhibitorok tumorsejtvonalakra gyakorolt hatasainak teljesebb
megértését, ami potencidlisan 0j hatoanyagok felismerésekhez és
felfedezésekhez vezethet. Emellett a képelemzés alkalmazésa
objektivebb és reprodukélhatobb adatelemzést biztosit, csokkentve az
emberi hiba és az elfogultsag lehetdségét.
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Introduction

Traditional cancer therapy includes surgical interventions,
chemotherapy, and radiation treatment. However, many synthetic
drugs and other therapeutic solutions used in chemotherapy often fail
to achieve the desired effect on their own and metastatic conditions
frequently develop. In metastasis, cancer cells spread through the
bloodstream to different parts of the body, resulting in tumor
formation in those locations, drastically reducing the chances of
recovery and survival rates. Given this knowledge, there is a need for
effective treatments that involve compounds suitable for cancer
therapy derived from biological or natural sources. These compounds
should be selective, have fewer side effects, cost-effective, minimize
the likelihood of resistance development, and possess multiple
advantageous therapeutic properties.

According to a summary article [1], the testing and approval of new
potential drug compounds can be a costly and time-consuming
process. In numerical terms, it takes 10-15 years, during which only 1
out of the tested 5,000-10,000 candidates meets all the necessary
criteria for FDA (Food and Drug Administration) approval. The time
and cost required for these tests are attempted to be reduced through
high-throughput screening (HTS) based on cell cultures. While the use
of cell cultures may not necessarily activate the same cellular response
reactions as in the tissue environment, it allows for rapid selection of
compounds that are either ineffective or highly toxic. However, in vivo
animal testing cannot be replaced.

Cell-based investigative systems play an important role in the
discovery and development of active substances, including the
identification of main molecules, preclinical studies - which also
include toxicity tests - and the study of efficacy and drug delivery
mechanisms.

The pharmaceutical industry constantly strives to discover new drug
candidate molecules to meet unexpected needs. The parallel
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development of science and technology has rapidly increased the
number of drug candidates. However, along with this development,
new problems have emerged, such as the efficient processing and
evaluation of drug libraries in terms of toxicity. Testing large numbers
of molecules economically and ethically is not practical, thus the
scientific community relies on cell-based in vitro techniques. High-
throughput screening (HTS) is the solution to the aforementioned
problems, both economically and in terms of time. The tests can be
performed in microtiter plates, either manually or robotically, and flow
cytometry can also be applied for this purpose. These methods enable
the efficient testing of numerous drug concentrations and exposure
times.

Cancer diseases are currently recognized as leading causes of death,
with their numbers increasing worldwide. Therefore, it is not
surprising that the use of anticancer preparations, including nucleoside
derivatives and their analogs, has significantly increased in the field of
oncology. In practice, nucleoside, nucleotide, or base analog drugs are
used in the therapy of cancer patients in approximately 20% of cases,
either alone or in combination with other preparations [2].

The MTT assay is commonly used to assess cytotoxicity in various
cell lines, both human and animal-derived. Reduction of tetrazolium
salts is a widely accepted method to study the effect of a given
xenobiotic on viability in vitro. Metabolically active cells reduce the
yellow tetrazolium MTT by the activity of dehydrogenase enzymes,
generating NADH and NADPH. The resulting purple formazan
crystals are soluble and can be quantified using spectrophotometric
methods. Proportional relationship between cell count and signal can
be observed in every cell type, allowing for the quantification of
changes in cell viability.

Time-lapse imaging videomicroscopy (TLS) enables the real-time
observation of cell behavior in the presence of added compound(s).
This method allows for the monitoring of morphological changes,
effects on generation time, apoptosis, and necrosis. The images
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obtained through this method can be subjected to qualitative and
quantitative analysis using routine image analysis techniques applied
in our laboratory [3,3,3].

The focus of my dissertation focuses on the combination of the MTT
assay and time-lapse imaging videomicroscopy for the investigation
of ICso concentrations specific to different cancer cell lines. In my
dissertation, | aim to demonstrate that, in addition to assessing cell
viability, videomicroscopy provides the following information during
treatment with nucleoside analogs:

1. Cell size and changes in cell size

2. Division times of daughter cells (cytokinesis)

3. Duration of the cell cycle

4. Degree of cell death

5. Type of cell death observed (if applicable) (apoptosis,
Necrosis).

In the summary, it can be observed that the MTT assay provides
information about the extent of inhibition by cytotoxic agents,
regardless of whether the cells remain alive or die. Supplementing the
MTT assay with time-lapse videomicroscopy provides valuable visual
information and allows for quantitative evaluation of the recordings.
Time-lapse imaging can be sustained for longer periods, up to several
weeks, and expands the horizons of cytotoxicity studies. In my
dissertation, | also describe that the combined analysis | have
developed can be extended to mapping the cytotoxic profiles of
antimetabolites, antifungal agents, and anticancer drugs, providing an
effective and rapid screening method. With the new testing method |
have developed, we can obtain more detailed information about the
cellular events underlying the endpoint measurements obtained from
traditional viability assays by analyzing the recordings made with
time-lapse videomicroscopy.



Objectives

The topic of my dissertation focuses on the combination of the MTT
assay and time-lapse imaging videomicroscopy for investigating 1Cso
concentrations specific to different cancer cell lines.

With the help of videomicroscopy, in addition to assessing cell
viability, the following information can be determined during
treatment with nucleoside analogs:

1. Cell size and changes in cell size

2. Division times of daughter cells (cytokinesis)

3. Duration of the cell cycle

4. Degree of cell death

5. Type of cell death observed (if observable) (apoptosis,
Necrosis).

The development of the methodology involves the following steps:
a) Development of the protocol

Testing and validation of the developed protocol using known
chemotherapy agents (MTX and 5-FU) and newly synthesized
nucleoside analog (N-153). Extension of the developed protocol to
other newly synthesized nucleoside analogs.

b) Cytotoxicity evaluation of nucleoside analogs using the
MTT assay

Cytotoxicity assessment of 17 compounds on tumor and non-tumor
cell lines at various concentrations. Determination of 1C50 values for
each compound following spectrophotometric detection.

c) Time-Lapse Imaging videomicroscopy of the best
nucleoside analog(s)

Selection of compound(s) characterized by the best ICso values based
on MTT assays, with a significant difference observed compared to
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values specific to tumor and non-tumor cells. Subsequent TLS
examination of cell size, division times, and generation times for the
selected compound(s). Observation and description of the
compound(s)' apoptotic/necrotic-inducing effects.

d) Evaluation of results:

The results obtained from the MTT assay will be analyzed using
GraphPad. The recordings made with the TLS system will be analyzed
using software such as Fiji/lmageJ.

Supplementing the MTT assay with time-lapse videomicroscopy
provides valuable visual information and allows for quantitative
evaluation of the recordings. This combined analysis can be extended
to mapping the cytotoxic profiles of antimetabolites, antifungal agents,
and anticancer drugs, providing an effective and rapid screening
method.

Materials and methods

1. Cell culture conditions
During the experiments, we worked with human-derived skin and
cervical cancer cells (HaCaT, HelLa), rodent-derived squamous cell
carcinoma (SCC-VII), and Chinese hamster ovary (CHO-K1) cell
lines. The SCC-VII cells were cultured in DMEM/HAM'S F12
medium supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum.
The CHO-K1 cell culture was grown in Ham's F12 medium with a
similar composition. The HaCaT cells were cultured in DMEM
medium containing 10% bovine serum albumin, and the HeLa cells
were cultured in RPMI 1640 medium.

For the study, control and treated cells were cultured under identical

conditions. The cells were cultured at 37°C in an incubator providing
95% humidity and 5% CO2.



The MTT assay was performed in 96- and 24-well plates. For HaCaT
cells, aninitial cell density of 10,000 or 50,000 cells per well was used,
while for SCC cells, it was 5,000 or 25,000 cells per well. The
difference in initial cell numbers is justified by the different cell cycle
characteristics of the cell lines. After passage, the cells were allowed
to adhere for 24 hours, and then treated with the specified compound
and observed for 48 hours to assess the effect of the nucleoside on the
cells.

For Time-Lapse Imaging videomicroscopy, the cells were cultured in
glass-bottom dishes. In the case of HaCaT cells, the culture was started
with 150,000 cells, and for SCC cells, it was 75,000 cells. Again, a 24-
hour period was provided for cell attachment, followed by incubation
with the specified compound for 48 hours.

2. Viability assessment using the MTT assay

The MTT assay is commonly used to evaluate cytotoxicity in
various cell lines, both of human and animal origin. The reduction of
tetrazolium salts is a widely accepted method to investigate the
viability effects of a given xenobiotic in vitro. Metabolically active
cells reduce the yellow tetrazolium MTT to form purple formazan,
which is soluble and can be quantified using spectrophotometric
methods, due to the action of dehydrogenase enzymes producing
NADH and NADPH agents. The MTT reagent has minimal
background absorbance in the absence of live cells. There is a linear
relationship between cell number and the signal in every cell type,
allowing for the quantification of changes in cell viability.

During the assay, we used 96- and 24-well microtiter plates for the
measurements. The final volume per well was 200 or 500 pl. The
nucleoside analogs were tested at 10 different concentrations (100-80-
60-50-30-20-15-10-7.5-5 pg/ml) in a 96-well microtiter plate. Based
on the observed effects, further concentration refinement was
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necessary, so we tested an additional 5 concentrations (10-9-8-7-6
pg/ml) in a 24-well microtiter plate. For N-153, 5-FU, and MTX, we
also tested five concentrations (40-30-20-10-5 pg/ml) in a 96-well
microtiter plate. The compounds were dissolved in DMSO, ensuring a
final DMSO content of 1% (v/v) in each well. The substances were
diluted in culture medium specific to the cell line, and the duration of
the assay was 48 hours.

We added 100 pl of MTT solution (0.5 mg/ml dissolved in PBS) to
each well. The plates were incubated for 2 hours at 37°C. Afterward,
the liquid was aspirated from the wells, and the MTT formazan was
dissolved with 100 pl of DMSO. The samples were incubated in an
incubator for 15 minutes to ensure complete dissolution of the
formazan crystals. The absorbance was measured at 570 nm using a
plate reader. The viability of cell populations was calculated as
follows:

absorbance of the treated cells

absorbance of the control cells. X 100

DMSO - dimethyl sulfoxide

DMSO is amphipathic in nature, making it suitable for dissolving both
polar and nonpolar compounds, and it can also penetrate hydrophobic
membranes. Therefore, it is commonly used in therapies due to its
amphipathic properties, despite the fact that its physiological and
pharmacological effects are not fully understood [4].

DMSO does not uniformly affect different cell lines. For example, T-
cells are not affected in their viability in the long term (72 h) by 1%
DMSO. In the case of the WM-266-4 cell line, based on the studies,
the cells tolerate even the concentration of 1.5% DMSO. Overall, in
various studies, DMSO is most commonly used at concentrations of
up to 1% [5].



3. Time-Lapse Imaging Videomicroscopy

For continuous observation of cell cultures during cytotoxicity
testing, we utilized a time-lapse imaging videomicroscopy system [6].
The latest advancements in the time-lapse video microscopy system
were employed for the experiments. The setup included a SANYO
MCQO18-AC CO2 cell culture incubator (Wood Dale, IL, US)
equipped with four video microscopes. The microscopes were
manufactured by Olympus (Tokyo, Japan) and modified for inverted
positioning, with a light source integrated into the revolver turret and
a CCD camera installed in the eyepiece. The objectives (x10:0.25,
achromat Carl Zeiss, Jena) were positioned in front of the CCD
camera. The CCD camera used was a modified 2-megapixel UVC
USB 2 webcam. Modifications included removal of the camera
housing, objectives, and infrared filter. The light source consisted of a
960 nm near-infrared LED (5mm diameter, 1.2V, 50 mA) to minimize
phototoxicity [7]. During the time-lapse videomicroscopic
observations, recordings were made at one-minute intervals for both
control and treated cultures.

Fiji (ImageJ)

Throughout the experiments, images were captured at one-minute
intervals with an averaging of 11 frames to increase the signal-to-noise
ratio for easier analysis. The images were captured at a resolution of
1600 x 1200 pixels in 24-bit RGB format. The pixel size and scale
were determined based on calibration photos taken with a Biirker
chamber.

Quantitative analysis of the captured images was performed using the
Fiji image analysis software, which is an open-source software based
on ImageJ, developed by the National Institutes of Health (NIH).
Macros and plugins specifically designed for this purpose were
utilized during image processing. Finally, the obtained results were
plotted using the Excel program.



During the evaluation, it was important to consider that the same
analysis scheme could not be applied to all image sequences. Each
evaluation had to take into account the specific experimental
requirements to provide the most relevant information [8].

4. Applied Compounds

The compound referred to as N-153 (1-[2'-deoxy-2'-C-(n-propyl-
sulfanil-methyl)-3',5'-di-O-(tert-butyl-dimethyl-silyl)-p-D-
arabinofuranosyl]-uracil) was synthesized at the Department of
Medicinal Chemistry, University of Debrecen. The compound named
N-153 is a di-O-silylated nucleoside analog derived from uridine,
containing an unnatural D-arabinose sugar configuration and an n-
propyl-sulfanil-methyl branching at the C2 position [9].

The anticancer agent 5-fluorouracil is a well-known antimetabolite.
Under in vivo conditions, it is converted to 5-fluoro-uridine
monophosphate.  Substituting UMP  with  5-fluoro-uridine
monophosphate did not affect pre-rRNA processing. Its
deoxynucleotide analog, F-dUMP, is an inhibitor of thymidylate
synthase [10,11,12].

Methotrexate (MTX) is an anticancer antimetabolite and antifolate
agent with significant immunosuppressive potential. It is a tetrafolate
inhibitor that prevents the enzymatic activity of dihydrofolate
reductase and the formation of tetrahydrofolate required for
thymidylate synthesis [13].

Modified nucleoside derivatives containing a 3',5'-O-silylacetate
protecting group, except for the 5th derivative where this group has
been removed. The 1st, 2nd, and 5th derivatives are ribothymidine,
while the 3rd, 4th, 6th, and 7th derivatives are uridine. They contain
alkylsulfanil-methyl groups at the 2' position, with the 1st and 4th
derivatives having propyl, the 2nd and 3rd derivatives having butyl,
and the 6th derivative having a hexyl group. The 7th derivative
contains an acetylthio group. Each derivative has an arabinose
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configuration, contrasting with the ribose configuration of natural
nucleosides. The 8th  derivative is a 3,5-0-(1,1,3,3-
tetraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-B-D-ribofuranosyl-thymine. It was
produced by disilylacetation of ribothymidine. The 9th derivative is a
2'-Deoxy-2'-methylene-3',5'-0-(1,1,3,3-tetraisopropyldisiloxane-1,3-
diyl)-B-D-ribofuranosyl-thymine. It is the 2'-exomethylene derivative
of ribothymidine. The 10th derivative is the 2nd and 3rd structural
analogue, containing a methyl aglycone instead of a nucleobase,
making it a beta-methyl-ribofuranoside derivative rather than a
nucleoside. The 11th derivative is uridine 5'-dithioacetate derivative.
In vivo, it potentially undergoes cleavage to yield thioacetic acid and
5'-thiouridine. The 12th derivative is a 2'-Deoxy-3',5-0-(1,1,3,3-
tetraisopropyldisiloxyl)-N-dimethoxytrityl-2'-methylene-adenosine.
It is the 2'-exomethylene derivative of adenosine protected with 3',5'-
silylacetate and N-dimethoxytrityl groups. The 13th derivative isa [2'-
Deoxy-2'-C-(5'-deoxyuridin-5'-yl)-sulfanilmethyl-3',5'-O-(1,1,3,3-
tetraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-B-D-arabinofuranosyl]-thymine. It
consists of two nucleosides (uridine and ribothymidine) connected via
a sulfide bond. The 14th derivative is a [2'-Deoxy-6-N-
dimethoxytrityl-2'-C-n-butylsulfanilmethyl-3',5'-0-(1,1,3,3-
tetraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-B-D-arabinofuranosyl]-adenine. It
IS an arabino-configured 2'-deoxy-2'-C-butylsulfanilmethyl-adenosine
derivative protected with 3'5'-silylacetate and N-dimethoxytrityl
groups. The 15th derivative is a [2'-Deoxy-6-N-dimethoxytrityl-2'-C-
(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-glucos-1-yl)-sulfanilmethyl-3',5'-O-
(1,1,3,3-tetraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-p-D-arabinofuranosyl]-
adenine. It is an arabino-configured adenosine derivative protected
with 3'5'-silylacetate and N-dimethoxytrityl groups. It contains a
glucose-peracetate substituent at the 2' position. The 16th derivative
is a [2'-Deoxy-6-N-dimethoxytrityl-2'-C-acetylsulfanilmethyl-3',5'-O-
(1,1,3,3-tetraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-p-D-ribofuranosyl]-
adenine. It is a ribose-configured adenosine derivative protected with
3',5'-silylacetate and N-dimethoxytrityl groups. It carries an
acetylsulfanilmethyl substituent at the 2' position. The 17th derivative
is a [2'-Deoxy-6-N-dimethoxytrityl-2'-C-acetylsulfanilmethyl-3',5'-O-
(1,1,3,3-tetraisopropyldisiloxane-1,3-diyl)-p-D-arabinofuranosyl]-
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adenine. It is an arabino-configured adenosine derivative protected
with 3'5'-silylacetate and N-dimethoxytrityl groups. It carries an
acetylsulfanilmethyl substituent at the 2' position.

New scientific results

Based on our new research findings, the combination of the MTT
assay and time-lapse imaging videomicroscopy is an effective method
for a more comprehensive examination of 1Cso concentrations specific
to cancer cell lines. The MTT assay measures cellular metabolic
activity but is not specific for distinguishing the type of cell death or
differentiating between viable and non-viable cells. On the other hand,
time-lapse imaging videomicroscopy allows real-time observation of
cell growth and division, as well as monitoring of processes related to
the cell cycle and cell death.

During our research, we developed a protocol that can be used for the
combined application of the MTT assay and time-lapse imaging
videomicroscopy in cytotoxicity studies. Using this protocol, we
tested several nucleoside analogs on cancer and non-cancer cell lines
and determined the 1Cso concentrations of each compound. We
combined the results of the MTT assay with the recordings from time-
lapse imaging videomicroscopy, which enabled the examination of
changes in cell size, division times, duration of the cell cycle, and
characteristics of cell death (e.g., apoptosis, necrosis).

Based on the results, we concluded that this new research method
provides more accurate and faster results in the evaluation of drug
candidates. The combination of the MTT assay and time-lapse
imaging videomicroscopy allows for a more detailed examination of
cellular events, thus providing more precise information about cell
sensitivity and the mechanism of action of drugs. This method also
determines the direction of further research, allowing for a broader
exploration of side effect profiles and sensitivity.
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The new research findings contribute to the advancement of
cytotoxicity studies and the development of more effective drugs.
Additionally, they reduce research time and costs and assist in further
optimization of drug candidates before clinical application.

Summary

Cancer is one of the leading causes of death, and the number of cases
worldwide continues to rise. It is no wonder that the use of nucleoside
derivatives and analogs as anticancer agents has significantly
increased in the field of oncology. Nucleotides, nucleosides, or base
analogs alone or in combination with other drugs account for about
20% of the therapy for cancer patients [14].

Currently, there are approximately ten different compounds in this
category used in tumor therapy, and the demand for such compounds
is continuously growing. Purine and pyrimidine analogs are present as
antimetabolites in clinical practice. Several macrolactam compounds
produced by the Streptomyces atroolivaceus species, such as
leinamycin, have remarkable anticancer and antibacterial properties as
they can inhibit DNA synthesis [15,15]. Analogs of leinamycin have
shown increased cytotoxic activity against HelLa tumor cells,
particularly those containing lipophilic, silylethyl groups [16].

The 1Csg values of N-153 were nearly identical in CHO-K1 and HelLa
cells. When quantified through time-lapse videomicroscopy,
following treatment with N-153 nucleoside analogs at ICso
concentrations, cell size, cell division time, and cell generation time
significantly changed compared to the DMSO control. HelLa cells
were the most sensitive to N-153 nucleoside analogs, and the
aforementioned parameters, along with the number of remaining
necrotic bodies, increased in a time- and concentration-dependent
manner compared to the DMSO control.
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5-FU reduced the viability of cell cultures at lower concentrations than
N-153. The MTT test showed that cell viability decreased by 60% at
5 pg/ml of 5-FU, except for CHO-K1 cells. For HaCaT, SCC, and
HeLa cells, the ICso values were lower than 5 pg/ml
Videomicroscopic quantification showed that tumor cell lines (SCC,
HelLa) were more sensitive to 5-FU than the non-tumor HaCaT
keratinocyte cell line. The characteristic of 5-FU treatment was
necrotic cell death, except for CHO-K1 cells, where no necrotic
remnants were observed in the TLS images. In contrast to this
observation, necrotic remnants appeared in a time- and concentration-
dependent manner after 5-FU treatment in HaCaT, SCC, and HelLa
cells.

Experiments also showed that MTX reduced viability to a lesser extent
than N-153 or 5-FU. Another noteworthy observation was the high
IC50 value in CHO-K1 cells compared to HaCaT and HelLa cells,
which was consistent with the formation of necrotic bodies in these
cell lines.

D-arabinose-configured thymidine, uridine, and adenosine analogs
were effectively synthesized through 3',5-O-silyl-protected
nucleoside 2'-exomethylene derivatives and various thiols, including
alkylthiols, thioglycolic acid, and 1-thiosuccinic acid, by
photoinduced thiol-ene reactions. The cytotoxic effect of these
compounds was examined on tumor SCC and healthy HaCaT cell lines
using the MTT assay. Among the sixteen tested nucleoside analogs,
eleven derivatives showed concentration-dependent cytotoxicity. For
compounds containing the same C2' modifying group, pyrimidine
nucleosides exhibited higher activity than adenine derivatives, while
all derivatives containing the 1' sugar were inactive regardless of the
nucleobase type. The silyl protecting group, nucleobase, and
appropriate C2' substituent were found to be crucial for the growth-
inhibitory activity.

13



The 11th, 13th, and 15th pyrimidine nucleoside analogs, which had
butylsulfanylmethyl or acetyltiomethyl substituents, showed the best
cytotoxic profiles: they significantly reduced the viability of tumor
SCC cells at low micromolar concentrations while barely affecting the
viability of healthy HaCaT cells. The effects of the top three
compounds, 11, 13, and 15, were studied in terms of cell size, division
time, and cell generation time using time-lapse microscopy. The most
significant increase in the size of the mother cells of tumor cell lines
was caused by compound 13. The division time was significantly
altered in both cell lines with treatment with compound 15.
Interestingly, compound 13 selectively and significantly modified the
division time in SCC cells, increasing it by 65%, while barely affecting
the division time in HaCaT cells. All three compounds significantly
increased the generation time. Although the MTT assay indicated that
compound 11 more strongly inhibited tumor cells with greater
selectivity than compound 13, the time-lapse microscopy studies
showed the most significant changes in cell parameters indicating
cytotoxicity caused by compound 13. Therefore, the 13th compound,
a 2'-acetyltiomethyl-uridine derivative, can be considered a leading
structure for designing new and more effective antitumor compounds.

The results of the experiments show that the N-153 nucleoside analog
had similar ICso values in CHO-K1 and HeLa cells but exerted a
greater effect on the latter, as evidenced by the changes in the
mentioned parameters and the time- and concentration-dependent
appearance of necrotic cell remnants. In contrast, the compound 5-FU
had a greater effect on tumor cells (SCC and HeLa cells) than on non-
tumor HaCaT cells, and it induced time- and concentration-dependent
necrotic cell death. The experiments also revealed that the compound
MTX had a lesser effect on cell viability than N-153 or 5-FU.
Experiments with different nucleoside analogs showed that
compounds with specific modifications, such as butylsulfanylmethyl
or acetyltiomethyl substituents, exhibited the best cytotoxic profiles
by significantly reducing the viability of SCC cells at low microgram
concentrations. The results of the experiments highlight the
importance of time-lapse imaging microscopy in studying the effects
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of chemical compounds on cells, as well as the usefulness of 1Cso
values as a measure of growth inhibition.

In the experiments that formed the basis of my thesis, we combined
the MTT assay with time-lapse microscopy performed at appropriate
ICso concentrations specific to each tumor cell line. Time-lapse
microscopy provided additional information on the effects of
treatment with nucleoside analog inhibitors, including changes in:

1. Cellsize

2. Duration of daughter cell division (cytokinesis)
3. Cell cycle duration

4. Extent of cell death (if present)

5. Type of cell death (apoptosis, necrosis)

The MTT assay provided information on the extent of inhibition by
the cytotoxic compound, regardless of whether the cells remained
viable or underwent cell death. Supplementing the MTT assay with
time-lapse microscopy provided valuable visual information and
allowed for quantitative analysis of the images obtained through light
microscopy. Microscopy and image analysis can be sustained for
longer periods, up to several weeks, broadening the horizons of cell
toxicology studies. The perspectives of the combined analysis include
the cytotoxic aspects of antimetabolites, antifungal agents, and
antitumor agents.

Compared to other methods, such as flow cytometry, fluorescence
microscopy, and Western blotting, the combined approach of the MTT
assay and time-lapse microscopy has the advantage of providing a
more comprehensive picture of the effects of nucleoside analog
inhibitors on tumor cell lines.

While other methods, such as flow cytometry, are limited to analyzing
cell cycle progression and apoptosis, and fluorescence microscopy
may not be suitable for tracking temporal changes, Western blotting is
restricted to analyzing protein expression without providing
information about functional effects.
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In contrast, the MTT assay and time-lapse microscopy allow for
quantitative measurement of cytotoxicity and detailed visual
documentation of the temporal changes in cell behavior and
morphology. This approach aids in gaining a more comprehensive
understanding of the effects of nucleoside analog inhibitors on tumor
cell lines, potentially leading to the recognition and discovery of new
therapeutic agents. Additionally, the application of image analysis
enables more objective and reproducible data analysis, reducing the
possibility of human error and bias.
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