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1. Bevezetés

A WHO statisztikai alapjan Europa szerte és vilagviszonylatban is, a balesetek, a sziv-
¢és érrendszeri betegségek mellett, a kiilonb6z6 eredetli malignus elvaltozasok, mint pl. a
trachea, a bronchusok, a tiidéallomany, a colon, a rectum, vagy akar az agy daganatai is
egyiittesen, a vezetd haldlozasok okai k6zé tartoznak, mind a férfiak, mind a ndk korében. Az
immunrendszer korokozokkal szemben felvonultatott védekezd folyamatai a szervezet sajat
eloregedett, karosodott vagy elpusztult sejtjeit is képesek felismerni és eltavolitani, mig az
egészséges szoveti sejtekkel szemben az immunrendszer nem 1€p fel, hanem "tolerans" marad.
A daganatok kialakuldsanak lehetdsége azt igazolja, hogy az immunrendszer ezt a feladatot
nem vagy nem mindig megfeleléen latja el [1]. A daganatok diagnosztizalasa utan a
legjelentésebb terapias lehetéségek kozé tartoznak a sebészeti-, a sugar- (vagy radio-) és a
kemoterapias kezelések. Daganattipustol fliggden ezeket a terapias lehetdségeket vagy onalld
terapiaként vagy kombindlva alkalmazzak a tumor eliminaldsanak érdekében. Ezek koziil a
sebészeti beavatkozas, hogyha a daganat még nem adott metasztazist mas szovetekbe vagy
szervekbe, az elvaltozas teljes eltavolitasa adja a legnagyobb esélyt a gyogyulasra. A
sugarterapiat altalanosan arra alkalmazzak, hogy a daganatndvekedést kontroll alatt tartsak és
ezaltal meghosszabbitsak a beteg életét vagy enyhitsék a tiineteket. A kemoterapias
beavatkozas 1ényege, hogy olyan citosztatikumokkal kezelik a betegeket, amely szerek gatoljak
sugarterapia mind a kemoterdpia szdmos kellemetlen mellékhatassal jar (hanyinger, hanyas,
hasmenés, hajhullas, borviszketés ¢€s pl. napérzékenység). A mellékhatasok mellett
megfigyelhetd, hogy a daganatos sejtek mellett az egészséges sejtek is rendkiviil nagy szdmban
pusztulnak. A legtobb bevett kemoterapias szer DNS-karositd6 modon hat, ami a tumorsejtek
apoptotikus pusztulasahoz vezet [2, 3]. A kanonikus apoptdzis a normal szoveti regeneralddas,
ezaltal a fiziologias homeosztazis része. Immunologiailag csendes folyamat, nem indukal koros
veszely jeleket. Az apoptozis aktivalodasa inkabb gyulladascsokkentd hatéast valt ki, igy a rakos

sejtek apoptotikus pusztulasa gyakran észrevétlen marad az immunrendszer szamara.

Ugyanakkor a daganat sejtek képzddése esetén fellépd patologias sejtpusztulasi
folyamatok esetén a specifikus immunsejtek felismerhetik a veszélyt és aktivalhatjak az
immunrendszert, példaul az apoptodzis korai eseményei kozott a PS atfordul a membran kiilsé
oldalara, ami opszonizal6 hatast és eldsegiti, hogy a fagocitasejtek felismerjék és eltavolitsak

az apoptotikus holyagokat. A daganatsejtek ellen kialakuld hatékony immunvalasz sok



hasonlésagot mutat a virussal fert6zott sejtek altal kivaltott sejtes immunvalasszal, amennyiben
mind a virus-, mind pedig a tumorellenes immunvalasz leghatékonyabb végrehajto/effektor
sejtjei a természetes Olosejtek (NK-sejt), valamint a citotoxikus T-limfocitak (Tc) A két
sejtféleség eltéré6 modon tesz kiilonbséget az egészséges ¢és a megvaltozott tulajdonsagu,
virussal fert6zott vagy rakos sejtek kozott, de a sejtpusztité mechanizmusok beinduldsa hasonlo
molekuldk kozvetitésével vezet a virust hordozo vagy réksejtek membranjanak karositasdhoz
¢s a célsejt elpusztitdsdhoz. A Tc-sejteket a raksejtekben szintetizal6dd tumor antigének sejten
beliili lebontasa soran képz6dd peptidek MHC-I fehérjékkel alkotott sejtfelszini komplexei
aktivaljak. Az NK-sejtek citotoxikus aktivitdsat a peptiddel feltoltott sejtfelszini MHC-I
molekulak jelenléte gatolja, igy elsdsorban azokat a tumorsejteket képesek karositani, amelyek
felszinén a tumorfejlodés késoi szakaszaban csokken az MHC-I molekuldk megjelenése. Ezek
a szigoruan szabalyozott folyamatok indulnak be a koros allapotok ellen, ami végeredményben
a sejtek pusztulasahoz vezetnek [4]. Ezt a sejtpusztulasi modot nevezziik immunogén
sejthalalnak. Az immunogén sejthalél feltétele a plazmamembran permeabilizacioja és néhany
intracellularis karosodassal kapcsolatos molekula (DAM) felszabadulasa. Az ATP, az
endoplazmatikus retikulum fehérjéje a kalretikulin, a HMGB1, a DNS-ko6t6é nukledris fehérje,
illetve a sejtek RNS-e és DNS-e tipikus DAM-ok. Ezek szamos szabalyozott sejt halal
folyamatban kozosek. Példaul a piroptdzisban, nekroptozisban, ferroptdzisban, vagy a
lizoszomalis sejthalalban a plazmamembran permeabilizalodik, a specifikus membranfehérjék
vagy oxidativ vagy proteoszomalis degradacioja altal, és ez megnyitja az utat a DAM-ok
szamara [2, 3, 5-7].

Az utobbi években, az elméleti orvostudomanyban zajlé kutatdsoknak koszonhetden,
egyre tobb 1) mddszer, terapids lehetdség all a klinikumban dolgozd orvosok szamara a
daganatok kezelésére. Egyik legjelentésebb eldrelépés a biologiai terdpidk esetében
tapasztalhatd, melyek a daganatok elleni immunfolyamatok aktivalasan keresztiil kivannak

segiteni a szervezet sajat daganatellenes tevékenységében.

Manapsag egyre nagyobb szdmban alkalmazzdk az Un. fotodinamias terapiat (PDT),
amely a biologiai terapia, kemoterapia €s a sugarterapia hatarvonalan helyezkedik el. A PDT-
vel egy 1épésben lehet diagnosztizalni és terapias eljarast, un. teranosztikat alkalmazni [8]. Az
eljaras soran hasznalt fototoxikus szerek szintén hatékony DNS-karositd szerek, amelyeknek
elénye, hogy hatdsuk fénnyel szabalyozhatd. Masrészt a fototoxicitds a DNS-en kiviil mas sejt

organellumokat is célba vehet, igy nem csak a gyorsan o0sztddo sejtek pusztitdsan keresztiil hat.



Az extra-nuklearis organellumok karosodasa altalaban piroptozist vagy nekroptézist okoz,
melyek immunogénebb sejthalal-mechanizmusok, adaptiv immunvalaszt valtanak ki a
legy6zend6 tumorsejtek ellen, ndvelve ezzel a terapia hatékonysagat [6, 9-11]. A PDT lényege,
hogy olyan atoxikus vegyiiletet juttatnak a szervezetbe, amelyek dnmagukban semmilyen
sejtkarositd hatast nem fejtenek ki. Koztudott, hogy a lathatdo fény az elektromagneses
hullamok kozé tartozik, amelynek hullamhossz tartomanya 400-750 nm kozé esik és
Oonmagaban a lathat6 fény sem okoz sejtkarosodast a szervezetben. Az eljaras 1ényege azonban,
hogy a beadott vegyiiletet, adott tertileten, adott hullamhossziisagli fénnyel megvilagitva, a
megvilagitott teriileteken, kiilonb6zd direkt és indirekt hatasoknak koszonhetden a sejtek
elpusztulnak. Az els6 feljegyzett ,,fototerapiat” az Okori egyiptomiak alkalmaztak, melyet
Finsen irt le el6szor a 19. szazadban. Finsen 6rokletes Niemann-Pick betegségben szenvedett.
Ez a betegség a maj, sziv és 1ép kotdszoveteinek megvastagodasaval, idegrendszeri,
mozgaskoordinacios problémakkal és altalanos gyengeséggel jar. Allatkisérleteket végzett,
majd a napfény és ivfény hatasat kutatta kiilonb6z6 betegségekben, tobbek kozott fekete himld
¢s lupus vulgaris (borfarkas) esetében. Azt tapasztalta, hogy a fény stimuldlja a szovetek
miikodését, kivéve, ha til koncentraltan adagolta, mert akkor szovetkarosodas lépett fel.
Munkassagaért 1903-ban Nobel dijat kapott. A PDT-t a daganatokon kiviil alkalmazzak pl.
korhoz kotott makula degenerdcioban (AMD) vagy borelvaltozasokban. Az alkalmazott
vegylilettdl fliggden antivirdlis, antimikrobalis, antibakteridlis hatast is kifejthet, s6t a
vérplazma és a viz sterilizalasara is hasznalhatjak [12, 13]. A PDT alkalmazasainak teriileteit,
tipusait a kovetkezo részben bévebben is ismertetni fogom. Az Alkalmazott Kémia Tanszékkel
egylittmiikddve az Ujonnan szintetizalt molekulak lehetséges fotodindmids hatdsanak

vizsgalatat tliztiik ki célul.



2. Irodalmi attekintés

2.1 A PDT mechanizmusa és molekularis hattere

A PDT egy nem invaziv terdpids eljards, amely hatassal lehet daganatokra,
baktériumokra, virusokra és mikrobakra egyarant [14]. A terapia soran harom dolog jatszik
kulcsszerepet a hatas kivaltasaban: egy fotoérzékenyitd anyag, a fény és az Oz A sejtek
felveszik a fotoérzékenyité anyagot, mely fény hidnyaban artalmatlan mind az egészséges,

mind a malignus sejtekre nézve is. Ezt a folyamatot mutatja a 2.1-es abra.

Fotoérzékenyitd Gnmagaban el Nincs hatas

Fény dnmagaban — Nincs hatas
Fotoérzékenyitd + Fény — Bioldgiai hatas

2.1. abra. A fotoérzékenyitd anyag csak a fénnyel egyiitt tud hatast kivaltani biologiai
rendszerekbdl. A 2.1-es abrat a [15]-es szamu hivatkozasban olvasott informaciok

alapjan készitettem.

Azonban, mikor egy adott hullamhosszisagu fénnyel megvilagitjuk ¢és a
fotoérzékenyité anyag elnyel egy fotont, a stabil alap allapotb6l valamelyik magasabb
energiaju gerjesztett allapotaba keriil. Innen rovid id6 alatt belsé konverzidval (IC) az elsd
gerjesztett allapot alsd vibracios szintjére keriil héleadds révén. Az alapallapotba vald
visszatérésre tobb lehetdség van, melyek a kdrnyezettdl vagy a molekulatdl fiiggden kiilonbdzo
valoszintiséggel kovetkezhetnek be. Az egyik lehetséges ut a fluoreszcencia, amikor egy
1épésben visszatér az alapallapot valamelyik vibracids allapotaba. Ekkor a kiilonbdzeti energiat
foton formajaban bocsajtja ki. Egy masik lehetdség a rendszerek kozti atmenet (ISC). Ebben
az esetben bizonyos kiilsé kolcsonhatas révén az allapot jellege megvaltozik és szingulett
allapotbol triplett allapotba megy at. Triplett allapotbol a szingulett allapotba vald direkt
atmenet kis valosziniiséggel mehet végbe, igy ha innen torténik sugarzasos atmenet az
alapallapotba, akkor ehhez ujra kiils6 segitség kell, és ekkor a sokkal hosszabb élettartamu
foszforeszcenciarél beszélink. A foszforeszcencia élettartama hosszabb, mint a

fluoreszcenciaé és a spektruma a hosszabb hullamhosszasagu, voros tartomany felé tolodik el.



Ezt mutatja be a 2.2-es abra bal oldali része [16, 17].

Szinglet gerjesztési allapot
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Alap allapot

A 2.2. abra egy modositott Jablonski diagram, amely a fotodinamias terapia esetén
bekovetkezé hatdsmechanizmust mutatja. (PSo) gerjesztett szingulett allapot (S1-Sn), amelyet
rendszerk6zi atmenet kovet egy gerjesztett triplett allapotba (T1). Roviditések: IC: belsd
konverzio; ISC: rendszerkdzti atmenet; PS: fotoérzékenyits; PS*: szingulett gerjesztett
fotoérzékenyitd; T1: triplett gerjesztett allapot; R: biologiai szubsztrat; R*: oxidalt biologiai
szubsztrat; 1Oa: szingulett oxigén; H.O: hidrogén-peroxid; O2*: szuperoxid; HO*:

hidroxilgyok. A 2.2. abra a [16]-es referenciaban fellelhetd abra felhasznalasaval késziilt.

Amikor a fotoérzékenyitdt megvilagitottuk a megfeleld hullamhosszusagt fénnyel és
bekovetkezett a gerjesztett allapot, 1athatd, hogy a T1-es allapotbol két biologiai kimenetel
lehetséges. Az I-es tipust reakcional a gerjesztett molekula reakcidba 1ép egy szubsztrattal és
hidrogénperoxid vagy reaktiv gyokok keletkeznek pl. (H202, O2", OH”), amelyek reakcioba
Iéphetnek fehérjékkel és a benniik 1évé aminosavakkal (triptofan, tirozin, hisztidin, cisztein)
lipidekkel, (telitetlen foszfolipidek és koleszterol) és nukleobazisokkal (pl. guanin) [18, 19]. A
Il-es tipusu reakcio esetén a fotoérzékenyitd anyag energiat ad at az oxigénnek és triplett
allapotli oxigénbdl gerjesztett szingulett allapota oxigén keletkezik [20]. Ezt kovetden a reaktiv
gyokok vagy a szingulett allapott O2 a sejtben oxidativ stressz valaszt indukal, melyre a sejt
ad egy celluldris valaszt, és ha a valtozas olyan mértékii, hogy a sejt mar nem tudja kompenzalni

a hatast (irreverzibilis) a sejt elpusztul.



A sejt pusztulasnak tobb tipusa mehet végbe PDT terapia sordn attol fliggden, hogy
milyen fotoérzékenyitdt, milyen célorganellum ellen hasznalunk. Az &ltalanosan ismert
programozott sejthaldlon (apoptozis) és a hirtelen sejtelhaldson (nekrézis) kiviil szerepe van az
autofagianak és a paraptozisnak is [15]. A PDT soran bekovetkez6 apoptotikus titvonalat 1991-
ben azonositottak [21]. A fototoxicitasnak kdszonhetben a fény hatasara a mitokondriumbol
citokrom-c jut Ki a citoplazmaba, amely aktivalja az apoptotikus kaszkadot [22]. Az
apoptotikus utvonal aktivalodasasanak hatterében a Bcl-2 fehérje direkt fotodestrukcioja is
allhat, amely folyamatnak koszonhetden a Bcl-2 elveszti a programozott sejthalal elleni védo
hatasat [23]. A nekr6zis altalaban olyan halal utvonal, amelynél konzekvensen extracellularis
oldalrdl torténd hatas indukalja a hirtelen sejtelhalast. A PDT kontextuséban ez azt jelenti, hogy
a fotoérzékenyitd és fény dozisa vezet a membran integritdsanak elvesztéséhez, ezaltal a sejt

liziséhez [24].

Az apoptodzison és nekrdzison kiviil a PDT soran fontos szerepet jatszik az autofagia és
a paraptozis is. A PDT esetén az autofagia mechanizmusaval kapcsolatban megoszlanak a
vélemények abban a tekintetben, hogy sejt elhalast indukal vagy gatol. Az autofagianak tobb
tipusa ismert, azonban altalanosan igaz, hogy a lizoszéma kozremuikodésével a feleslegessé
valt vagy funkcidjat veszté sejtkomponensek ujrahasznositasaval, tuléld tutvonalakat
aktivalhatnak [25]. Erre egy kivalo példa, hogy az autofagia véd a mitokondrialis
fénykarosodas, ezaltal az apoptozis ellen, mégpedig ugy, hogy az elsédlegesen karosodott

organellumok megemésztddnek a lizoszomakban.

Mas kisérletek igazoltak, hogy a lizoszomalis fotokarosodas létrehozasahoz ATG7
fehérje sziikséges ahhoz, hogy a lizoszomalis proteazok felszabaduljanak, ami kivaltja az
apoptozist. Tehat az ATG7 fehérje hidnya megvédi a sejteket a lizoszomalis sejtelhalastol
lizoszomalis fénykarosodas esetén [26, 27]. Ha tehat a lizoszoma volt a terapias célpont, az
autofagia és az autofagiahoz kapcsolt fehérjék kulcs szerepet jatszanak a haldl Gtvonalak
beinditasaban a lizoszomalis permeabilizaciot kovetden. Ezt a folyamatot nevezik gy a
szakirodalomban, hogy ,,halal autofagiaval” [28, 29]. Ezek alapjan elmondhato, hogy terapias
célponttol fliggben az autofagia aktivalhat halal Gtvonalakat vagy éppen a tGlélésben segithet a

sejtnek.

Megemlithetlink egy masik, az apoptdzistdl kiilonbdzd kimenetelt, amikor nem a
kaszpaz aktivacio, a kromatin kondenzacid vagy a sejt fragmentaci6 jatssza a kulcsszerepet a

sejtelhalasban. Ezt a lehetdséget paraptozisnak nevezziik, ahol egy jelentds mértéki
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vakuolizacio zajlik. Legfobb morfologiai kiillonbség tehat az apoptodzishoz képest, hogy nem
latunk membran lefiizddéseket, kromatin kondenzaciot vagy fragmentaciot, hanem sejten beliil
szamos vakuolumot talalunk. Mind a mitokondriumnak, mind az ER-nek szerepe lehet a
folyamatban. PDT sordn az ER-t stresszhatasok érik, amelyek Ca®* felszabadulast indukalnak
a citoplazmaba. Ennek a Ca®" felszabaduldsnak nagy jelentésége van a paraptozis
kialakulasaban. A paraptdzis megjelenéséhez folyamatos RNS ¢és fehérjeszintézisre van
szikkség, ugyanis leirtak tobb olyan kisérletet, ahol PDT terapia soran fehérjeszintézis
antagonistaval (cycloheximide) vagy RNS szintézist gatld szerrel (actinomycin D) gatoltak a

paraptézis kialakulasat [30, 31].
2.2. A fotoérzékenyitok és a PDT generacioi

A PDT soran alkalmazott fotoérzékenyitoknek tobb tipusat kiilonboztetjilk meg. Ezeket
az altipusokat kiilonb6z6é generacidkra osztjuk. Az 1. generacids fotoérzékenyitket a 20.
szazad elején hasznaltdk sikeresen el6szor Tappenier munkacsoportjaban Miinchenben.
Fluoreszcein alapu eozint hasznaltak bér karcinomas betegeken. Roviddel ezutan egy német
orvos, Meyer-Betz leirta a PDT legfébb akadalyat, mégpedig, hogy miutdn magaba injektalta
a Hematoporfirint, a napfényen altalanos bérérzékenységet tapasztalt magan [32, 33]. Kés6bbi
kutatasok alapjan, tisztitott Hematoporfirin szarmazékokat kezdtek el hasznalni a klinikumban
(Photofrin). Kezdetben holyagrakban, késobb nyelocsd és nem kis sejtes tiidérak esetében
kezdtek el hasznélni el6szor Japanban, majd az USA-ban és utana Eurdpa egyes orszagaiban.
Ennek a terapidnak azonban szamos hatranya volt, mégpedig, hogy abszorpcidés maximuma
630 nm volt és gyengébb penetracios hatékonysagot mutatott és kezelést kovetden az altaldnos
bérérzékenység tovabbra is fennallt [34, 35]. A 2. generacios fotoérzékenyitéknél a fejlesztés
célja az erd és a hatékonysag novelése volt. Tovabbi cél volt az, hogy minél tobb betegségben
sikeresen alkalmazhaté legyen. A kutatdsokban arra fokuszaltak, hogy megndveljék az
abszorpcids hullamhosszt, ugyanis a hullamhossz novelésével a szoveteknek kisebb az
extinkcios koefficiense az elektromagneses spektrum vords/kozeli infra tartomanyaban (600-
850nm), amely lehetdvé teszi, hogy a megvilagitasra hasznalt fény mélyebbre penetraljon a

borben. A mélység novelésével pedig ndvelni lehet a tumorok elérhetdségét.

A 2. generacidban szélesedtek a fotoérzékenyitdk spektruma. Klinikailag hasznalatban
maradtak a porfirinek, azonban bevezették a chlorint, texapirint, porficéneket, purpurinokat és
a phtalocianinokat [36-38]. Az ALA-b6l, amely Levulanként lett forgalomba hozva, a hem

bioszintézis utvonalan keletkezik a Protoporfirin X, amelyet elsésorban képalkotasban és a
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felszini tumorok terapidja soran hasznalnak, de kiilonb6z6 dermatolédgiai eredetli betegségben
pl. acne, Bowen betegség, vagy psoriasis, is talalunk példat alkalmazasara. Az ALA
szarmazékait, mint pl. benzyl-észter (Benvix), metil-észter (Metvix) és a hexil-észter (Hexvix)
sikeresen hasznaltdk bazalis sejt karcindmakban, bdr 1ézidkban és és gasztrointesztinalis
daganatokban terapias szerként, azonban hélyag daganatok diagnosztizalasa esetén is hasznos
vegyltileteknek bizonyultak [39-41]. Benzeporin szarmazakok koziil a BDP-MA (Visudyne és
Verteporfin) makula degeneracioban ¢és nem melandéma bdér daganatokban biztatd
eredményeket mutattak. A Verteporfin nagyobb abszorpcidos maximummal rendelkezett
(690nm), igy a fény 50%-al mélyebbre tudott penetrdlni a bérbe, ezért hatékonyabbnak
bizonyult ez a terapias eljaras, mint az 1. generacios Photofrin [42]. Az On-etiopurpurin
(Purlytin) egy chlorin alapu fotoérzékenyitd, ami egy porfirin szarmazék, amely egy redukalt
exociklusos kettds kotéssel rendelkezik, amelynek kdszonhetden a vords fény felé 20-30 nm
eltolddast eredményez az abszorpcids hullamhosszban, igy abszorpciés maximuma 650-680
nm. A Purlytint jovahagytdk mellrak, psoriasis, restenosis és AIDS-es betegek esetén fellépd
Kaposi szarkoma terapias alkalmazasara [43]. A Tetra-chlorin hatéanyagi Foscan és
Temoporfin néven forgalomba hozott szereket fej és nyaki eredetli, gyomor és pancreas
daganatokban, hyperplasiaban jovahagytdk terapids hasznalatra, s6t sebészeti beavatkozasok
utan sterilizaciora, baktériumok elleni rezisztencia védelem esetén is hatasosnak bizonyultak.
A Foscan eldnye, hogy alacsony koncentracioban adhato a betegeknek és kisebb fény dozis is
elég a hatas kivaltasdhoz, mert kozel 100x fotoaktivabb, mint az el6z6 esetekben bemutatott
szerek. Azonban hatranya, hogy a beteg kezelést kovetden tobb mint 20 napig fényérzékeny
lesz. A fényérzékenység a 2. generacios Verteporfin esetén 1-2 nap, Purlytin esetén kb. 2 hét,
mig az 1. generacios fotoérzékenyitdk hasznalata utan akar 90 nap is lehet [44, 45]. A litium
texaphyrin  (Lutex/Lutrin) abszorpciés maximuma 730-770 nm, jobb penetracios
hatékonysaggal rendelkezik és sikeresen alkalmaztak mellrakban és malignus melanomakban,
sOt restenosis megelézésére is igéretes szernek bizonyult. A Texapirin szdrmazékokat
gadolinium komplexekkel MRI kontraszt anyagként is sikeresen hasznaltak [46, 47]. Az
ATMPn, a porfirin strukturalis izomerjének abszorpciés maximuma kb. 640 nm-nél van és
psoriasis vulgaris €s felszini nem melanéma bér elvaltozasokban alkalmaztak [48]. Klinikai
kisérletekben pikkelyes sejt karcindmakban és emésztd rendszeri daganatokban igéretes
eredményeket mutatott a cink phtalocianin (PC) [49]. Szulfonalt-aluminium porfirin
szarmazekként (Photosens) szintén belépett a klinikai kisérletes fazisba és kiilonb6z6 bor, mell,
tiid6 és gasztrointesztinalis eredetli daganatokban hatasosnak bizonyult [50]. A szulfonalés

javitja a polaritasat a vegyiiletnek, ezért hordozd egységekre volt sziikség, amelyek
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segitségével konnyebben injektalhatova valt a vegyiilet. A szulfonalt format szilikon
komplexekkel kezdték el kombinalni és hatékonynak bizonyultak colon, ovarium malignus
elvaltozasiban és gliomakban is. A daganatok terapids alkalmazdsan kiviil, a vér
komponenseinek sterilizalasaban is biztaté eredményeket mutatott. A szilikon hordozok azért
voltak hatékonyabbak a fém hordozokkal szemben a szulfonalt vegyiiletek esetében, mert
amikor fém hordozot hasznaltak, a vegyliletek vagy részlegesen vagy teljesen elvesztették a
fotoaktivitasukat [46]. Megszintetizaltdk a Porfirazin szarmazékok kozé tartozo
Tetraazoporfirint, melyet sikeresen alkalmaztak kinai horcsog tiido fibroblast sejtek esetén in
vitro koriilmények kozott, és kationos fém komplexekkel, (CuPZ, MgPZ, AIPZ, GaPZ), a t6bbi
vegyiilethez hasonlitva, az egyik legjobb toxicitast tudtak elérni [39]. Megszintetizaltak a
Naftalocianint (NCs), amelynek abszoprciés maximuma 740-780 nm, abban bizva, hogy
mélyebben 1év6 szoveteket is sikeresen tudnak majd kezelni, ugyanis a lathaté fényt nehezen
lehet eljuttatni az ilyen teriiletekre. Az NCs emisszios spektruma kozeli infravoros tartomanyba
esik, igy nagyon j6 lehetdség nyilt, a vegyiilet, in vivo képalkotasban valo tesztelésére. Az NCs
kevésbé stabil, mint a PC, mivel fény és Oz jelenlétében lebomlik, és H aggregatumok fognak
keletkezni [51, 52]. Ha megvaltoztatjuk a makrociklusos fotoérzékenyiték funkcios csoportjait,
javithatjuk a fotodinamias hatast. A diamino platina porfirin jobb antitumor aktivitassal
rendelkezik, mert kombinalja a platina komplex citotoxicitasat és a porfin vazas vegyiiletek
PDT aktivitasat [53]. A kationos PC szarmazékok pozitiv toltéssel rendelkeznek és
valoszintlileg a mitokondriumban lokalizal6édnak €s kulcs szerepet jatszanak a sejt tulélésben és
az oxidativ foszforilacioban. A cink és réz PC komplexeit megvizsgalva azt talaltak, hogy nem
rendelkeznek nagy fotoaktivitassal. A vizoldékony nitrofenil, aminofenil, hidroxyfenil, és/vagy
a pyridiniumyl funkcios csoporttal rendelkezd PC szarmazékok in vitro kisérletekben valtozo
fotoaktivitdssal rendelkeztek funkcioscsoportoktdl és a természetesen eléforduld fém
vegyiiletektdl fliiggden. A mangan pyridiniumyl rendelkezett a legnagyobb fotoaktivitassal,
mig a nikkel és cink analogok teljesen inaktivak voltak. A vas keldtok hasonl6an magas
fotoaktivitast mutattak HIV fert6zott immundeficiens MT-4 sejtekben [54-56]. A hidrofil
szulfonalt és diszulfonalt analogok nagyobb fotodinamids aktivitassal rendelkeznek, mint a

szerkezet analdg mono- tri és tetra szulfonalt analogok [57].

A 3. generacios fotoérzékenyitoknél a kutatdsok arra fokuszalnak, hogy a gyenge
oldékonysagl 1. és 2. generacios fotoérzékenyitOkkel ellentétben kozvetlenill a véraramba
lehessen injektalni az alkalmazott szereket. Direkt célpontokra fejlesztik a vegyiileteket és akar

antitesthez kotve, akdr nano hordozokba injektdlva célzott biologiai terapids agensként
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szandékoznak hasznalni a fotoérzékenyité anyagokat. Fontos szempont az is, hogy a
szelektivitas és specificitas novelésével emelkedjen a terapia hatékonysaga is. Napjainkban a
PDT soran a legfontosabb elv, hogy képesek legyiink egy 1épésben diagnosztizalni és terapias
eljarast is alkalmazni a lehetd legrovidebb id6 alatt a legnagyobb hatékonysaggal. A képalkotas
fejlodésével lehetéség nyilhat a  fotoérzékenyitk  fluoreszcens tulajdonsagainak
kihasznalasaval a pontosabb lokalizalasra, a farmakokinetikai ¢és farmakodindmids
ismeretekkel pedig lehetdség nyilhat a kis molekuldju terapias alkalmazasra, amelyek elkertilik

a vese karositast és hosszutavon sem karositjak a szervezetet [14].
2.3. A fotoérzékenyitdk €s a terapids célpontok kombindlasa

Az eddig leirt PDT terapiak legjelentsebb célpontja a mitokondrium volt, ugyanis a
kiilonboz6 tipusu  fotoérzékenyitok felhalmozodasa a mitokondriumban eredményesen
inditotta be az apoptotikus kaszkadot. A mitokondrium mellett az ER karositasa is indukalhat
apoptozist. Egy masik terapias célpont a sejtmag lehet, mert a sejtmag az egyik
legérzékenyebben reagald organellum a karositd agensekre nézve, tehat a sejtmag karositasa
igen gyorsan sejtelhalashoz vezet [58]. A fotoérzékenyitdk feldusulhatnak ezeken a
célpontokon kiviil még a lizoszémakban is. A fotoérzékenyitdk intracellularis lokalizacdja nem
egy statikus folyamat. Megvilagitas alatt megvaltozhat a fotoérzékenyitok sejten beliili
eloszlasa, ugyanis példaul a lizoszomaban fény indukalt karosodas hatasira membran
karosodas johet létre, melynek kovetkeztében a lizoszomaban duasult anyagok kijutnak a
citoplazmaba. A PDT fejlédésében kiemelt jelent6sége van a fotoérzékenyitdé anyagok
fejlesztésének és a terapias célpontok kombinalasanak. Az elsé kombinaciot 1996-ban Cincotta
kisérelte meg, ugyanis publikalt egy sikeres PDT terapia protokollt, ahol EtNBS-nek nevezett
fenilbenzoltiazolt BPD-vel kombinalt, amely terapiaval sikeresen tavolitott el nagy méretii
tumorokat egerekbdl. Ebben a terapiaban magas volt a fotoérzékenyitok dozisa. A nagyobb
méretll (3-5 mm) tumorok eltlintek, azonban nagyszamban megjelentek kiilonb6zd eredetii
1éziok. A benzoporin szarmazék volt a felelds a tumorok érrendszerének karositasaért, mig az
EtNBS volt a fotokémiai reakcioért [59]. A kés6bbi tanulmanyok nem igazoltak az
antivaszkularis hatast, igy ebben a terapidban a szinergikus hatds rejtély maradt. Ezt a
szinergikus hatast azonban egy masik kutatd csoport is sikeresen igazolta, ugyanis tobb
fotoérzékenyité anyagot hasznaltak egyidében, amelyek ugyanolyan hulldamhosszon
aktivalodtak [60, 61]. Az EtNBS és NPe6 (N-aszpartil klorin n6) terapias célpontja a lizoszoma

volt, mig a BPD nagy affinitdst mutatott a mitokondrium ¢és az ER iranyaba. A lizoszomalis
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karosodas Ca®* felszabadulast okozott a citoplazmaba, amely calpain aktivaciot eredményezett.
Ezt kovetden kovetkezett be a fragmentacio €s az apoptotikus sejtelhaléds, de bizonyitott tény,
hogy a programozott sejthalal beinditasahoz az sziikséges, hogy a lizoszéma fotokarosodasa
idoben hamarabb bekovetkezzen. A lizoszomalis karosodas tovabba okozhat még vasion
felszabadulast, amely a mitokondriumban reaktiv oXigén gyokok keletkezését eredményezi,
amely szintén gyorsitotta az apoptdzis beinditasat ezekben a kisérletekben [62, 63]. Ebben a
részben azt szerettem volna bemutatni, hogy ha tobb organellum is érintett a PDT terapia soran,

ez emelheti a terapia hatékonysagat.
2.4. Az akridin szarmazékok bemutatasa, sz¢leskorii biologiai funkcioja

Az akridin szarmazékok egyike a legrégebben és a legsikeresebben alkalmazott
bioaktiv szarmazékoknak. A proflavint és az acriflavint (proflavin és euflavine keveréke) mar
a 20. szazad elején hasznaltak helyi antibakterialis hatasa miatt [64], az 1940-es évekt6l pedig
elterjedt egy masik akridin, az aminoakrin (9-aminoakridin) [65]. Az akridineket széleskérben
hasznaljak az 1940-es évektdl egészen napjainkig antimalarias agensként elsésorban mepacrin
¢s pyronaridin formajaban [66]. Az euflavin, acriflavin és a hozzajuk kapcsolodé akridin sarga
esetében gyenge tumorellenes hatast mutattak ki allat modellekben, és a mepacrint eléggé
széles korben hasznaltdk daganat ellen adjuvansként. Azonban az elsé akridin alapi daganat
terapiat az 1970-es években fejlesztették ki, Lengyelorszdgban, az un. nitracrint (1-
nitroakridin) és Uj-Zélandon az Gn. amsacrint (9-anilinoakridin) hasznéltak erre [67]. Azota
farmakologiai hatas szempontjabdl szamos akridin alapu szarmazék kertilt a piacra. Bucricaint
[butyl-(1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)-amin]  hasznalnak  szem- ill. gerinc  helyi

érzéstelenitésére, periférias ideg blokkolasra.

A quinacrint [2-methoxy-6-chloro-9-(1-diethylamino-3-methylpropanamine)-akridin]
a mepacrinhoz hasonléan antimalarids szerként hasznaljak, mivel gatolja a plasmodium
gametogenezisét. A 9-aminoakridin fert6tlenitd hatasu. A proflavin (3,6-diaminoakridin)
bakteriosztatikus hatasat is igazoltak szamos Gram pozitiv baktériumnal [68]. Nitrakrin [1-
nitro-9-(dimetil-aminopropilamino)akridin] DNS karosodast okoz, ezért daganatellenes hatasa
van [66]. Az acriflavint (3,6-diamino-10-metilakridinium klorid) boér és nyalkas membranok
fert6tlenitésére hasznaljak [69]. A 9-arylakridin szarmazékok erds interakcioba lépnek a
topoizomeraz 1-el, igy daganatellenes hatasuk bizonyitott [70]. Tomar és munkacsoportja
végzett nem katalizalt nukleofil aromas szubsztituciot 3’-aminokalkon vagy 4’-aminokalkon

¢és 9-kloroakridin kozott, mely reakciokkal kalkon szarmazékokat szintetizalt, amelyek 10

15



ug/ml-es koncentracidban gatoltak a Plasmodium falciparum gametogenezisét [71]. Sondhi és
munkacsoportja Kivitelezett 9-chloro-2-4-unszubsztitualt akridinen, ill. 9-isotiocianat-2,4-
unszubsztitualt akridinen kondenzaciot kiilonb6z6 aminokkal. A masodik reakcio végterméke
41%-os gyulladascsokkentd hatast mutatott, ami jobb volt az akkor legelterjedtebb Ibuprofen
39%-o0s gyulladas csokkenté hatasatol [72]. Chandra és munkacsoportja szintetizalt acridinil
pyrazolin szarmazékokat, amelyek gyulladads csokkentd és fajdalomcsillapitdo hatdssal is
rendelkeztek 25-100 mg/kg doézisban [73]. Kumar és munkacsoportja szintetizalt quinolin-
akridin hibrideket, amelyek szintén hatasosak voltak Plasmodium falciparum ellen [74]. Patel
¢s munkatarsai rajottek, hogy difenilamin kondenzacidja 2-0x0-2H szubsztitualt krom-4-yl
ecetsavval Zn-Klorid jelenlétében, olyan végterméket eredményez, ami szintén antimikrobialis
¢s daganatellenes hatast mutatott [75]. Chen ¢és munkatarsai szintetizaltak egy 9-
anilinoakridint, amely in vitro koriilmények kozott emberi limfoblasztikus leukémia
sejtvonalon olyan citotoxikus hatast valtott ki, mint a taxol [76]. Oppegard és munkatarsai 9-
aminoakridin szdrmazékkal hasnyalmirigy daganatos sejtekben sikeresen indukaltak
apoptozist [77]. Azim és munkatarsai akridinil szarmazékokat kombinaltak aszparaginsav
inhibitorokkal, melynek eredményeképpen nanomolos koncentracidban is sikeriilt gatolni a
Plasmodium gametogenezist [78]. Giorgio és munkatarsai proflavinbdl olyan diaminoakridin
szarmazékokat szintetizaltak, amely antileishmanias hatassal birt [79]. Goodell és munkatarsai
bebizonyitottdk, hogy akridin szdrmazékok €s carboxamid szubsztitiicidja antiherpes ellenes
hatast okoz, mivel gatolja a topoizomeraz II relaxaciojat szupercsavart DNS esetében [80].
Klinikai kisérletekben is sikeresen alkalmaztak akridin vazas vegyiileteket. Az amsacrin
sikeres kezelésnek bizonyult akut promyelocisztikus leukémiaban, valamint felnéttkori akut

limfoblasztikus és felnéttkori myeloid leukémiaban is [81].
2.4.1. Az akridinek interakcidja a DNS-el

Az okok, ami miatt az akridin szarmazékokat széleskorben hasznaljak kemoterapias
szerként az a bioldgiai stabilitas, a kdzvetlen DNS-hez k6tédés, mellyel megzavarhatjak a sejt
funkciodit, és magat az alapvegyiiletet, készen, eldre megszintetizalt allapotban is be lehet
szerezni [82]. Koztudott, hogy az akridin vazas vegyiiletek a DNS-hez jol kotédnek. Az akridin
narancs interkalalodik, tehat a polyaromas kromofor beépiil a dupla-helikalis DNS bazisparjai
kozé, és egymasra kolcsondsen hatva toltés-transzfer lesz az aromas rendszer és a DNS
bazisparjai kozott. Ez a DNS letekeredését fogja eredményezni, amit elészor a proflavinnel

sikeriilt igazolni [83]. Késébb ugyanezt a hatast bebizonyitottdk mas, akridin vazas
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vegytiletekr6l is [84]. A DNS-be valéd interkalodas sziikséges feltétele az akridin vazas
vegyliletek effektiv antitumor hatadsanak. Az affinitds a kemoterapias hatast befolyasolja ¢és a
kotédés kinetikaja is meghatarozo tényezd a biologiai aktivitasban. Elmondhaté az akridin
vazas vegyiiletekr6l, hogy mind két komponensii drog/DNS, mind harom komponensi

drog/DNS/topo komplexek kialakitasara is képesek [85].

Ezek alapjan lathato, hogy az akridin szarmazékok valtozatos kémiai és farmakoldgiai
tulajdonsagokkal rendelkeznek, melyeknek kdszonhetéen bioldgiai jelentdségiik igen széles
spektrumon helyezkedik el. Osszegzésként elmondhato, hogy az akridin vazas vegyiileteknek

vannak antibakteridlis, antiprotozodlis, fertdtlenitd, genotoxikus és citotoxikus hatasai is.
2.5. Az akridin narancs bemutatasa

Az akridin narancsot (AN, kémiai struktura: C17H20CIN3-1/2ZnC12, Cas N0.10127-
02-3) el6szor kdszénkatranybol vontdk ki gyenge bazikus festékként tobb mint 100 évvel
ezel6tt. Az akridin narancs, az el6z6 részben bemutatott akridin vazas vegyliletekhez méltoan,
szintén szamos bioldgiai aktivitassal rendelkezik. RNS-re és DNS-re specifikus fluoreszcens
festék, kivalo pH indikator, antimalarids és daganatellenes hatassal is rendelkezik. Széles
korben hasznaljak baktériumok és parazitdk azonositasara, emellett apoptozis €s sperma
mozgékonysag vizsgalatara is alkalmas. Az AN-ot tobb éve hasznaljak fotoérzékenyitdként is,
ezért fontos szerepet t6lt be a PDT terapia soran [86-92]. Az AN-nak alacsony a
molekulatomege (369,94 Da), ¢és fiziologias pH melletti hidrofobicitdsa miatt képes
bediffundalni az é16 sejtek sejtmagjaba, ahol a DNS-hez és RNS-hez kotddik. E16 sejtekben,
¢és foleg ¢l6 tumor sejtekben ugyanakkor gyorsabban jut be a lizoszomakba és egyéb savas
vezikulakba is, ahol a pH valtozas miatt megszerzett toltése miatt addig marad csapdazodva,

amig az organellumok membranja intakt [93].

Az AN képes zold fluoreszcens jel kibocsatasara, kék fény excitaciot kovetden,
lehetévé téve a tumorok makroszkopikus vizualizalasat. Ezt a tulajdonsagat hasznalta Ki
Kusuzaki ¢s munka csoportja, amikor egér oszteoszarkéma sejteken vizsgaltdk az AN hatasat.
Az AN-PDT-nak erds citocid hatasa van egér oszteoszarkoma sejtekre, beleértve a multidrog
rezisztens oszteoszarkoma sejteket is. Az AN 72 oras kezelést kovetéen meggatolta a tumor
novekedését. In vivo koriilmények kozott egér oszteoszarkoma sejtekre, az AN-RDT-t (amely
AN kezelés utani alacsony dozisu rontgen besugarzast jelent; kevesebb mint 5 Gy) kovetéen

hasonld sejtkarosito hatast mutatott, mint az AN-PDT [94, 95]. Szamos malignus eredetii
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elvaltozasban vizsgaltak az AN hatasmechanizmusat. Egy példa erre, hogy az AN, kezelés utan
gyorsan be tud jutni, mind az oszteoszarkoma daganatokba, mind az izomszovetekbe, azonban
az izomszovetbdl viszonylag gyorsan, kb. 2 ora alatt kiiiriil. Ezzel ellentétben a tumoros
sejtekbdl az AN kitiriilése lassabb, mint az izomszovetek esetében. Az AN tehat kotodik a savas
struktarakhoz, mint példaul a lizoszomakhoz, vagy éppen a DNS-hez és az RNS-hez,
savassaguktol fiiggéen. Kisérletek igazoltak, hogy a legtobb malignus eredetli szarkéma
savasabb, mint benignus valtozatik, vagy éppen a normal lagy szovetek. Ennek hatterében a
rosszindulati tumorok hipoxiasabb kornyezete és felgyorsult metabolizmusa all, mely miatt
nagyobb mennyiségii protont termelnek. A proton felesleg a proton pumpaknak koszénhetéen
a lizoszomakba vagy az extracellularis folyadékba szekretdlodik. Az AN lizoszémakba valo
bejutasa utan, a savas vezikuldkban 1évé protonok nagy mennyisége miatt ionizalodik, ami

megakadalyozza gyors eliminaciojat a tumoros sejtekbol [96, 97].

Klinikai kisérletekben is Osszehasonlitottak az AN-RDT-t és az AN-PDT-t. 1999
juliusatol 2005 februarjaig 32 beteg esetében 33 muszkuloszkeletalis 1éziot kezeltek
intralezionalisan vagy margindlis excizioval és ezeket kombinaltadk AN-PDT-vel és AN-RDT-
vel. Minden beteget kezelést kovetden egy €évtdl tovabb figyeltek meg. A 33 1€zi6bdl 21 volt
primer 16zi6, 10 visszatér6 16zi6 és 2 metasztatikus 1ézi6. A nemek aranya 19 férfi és 13 né
volt, 1-t6182 éves korig. A megfigyelési periodus 12 honaptol 72 honapig tartott. Minden
esetben magas kockéazati malignus szarkoma volt a diagnozis. Csak egy esetben fordult el
helyi lokalis tumor kiujulas, 4,8 % helyi lokalis rataval. 2 beteg elhunyt tiidé metasztazist

kovetden. Ezen kiviil minden beteg felépiilt majdnem normalis végtag funkcioval [98, 99].

Osszegezve az elébbi gondolatokat, az AN -hatékonysagat, eddig nem csak in vitro

kortilmények kozott teszteltek, hanem voltak sikeres klinikai alkalmazasai is.
2.6. Az akridin vazas vegyiiletek szintézise

Az akridint, higitott kénsavban, készénkatranybol valasztjak el razatassal és a
kénsavbol kicsapddott termékhez kalium-dikromatot adnak. A keletkez6 akridin- dikromatot
utols6 lépésként ammonidban bomlasztjak el. Az akridin és homologjai gyenge béazikus
jelleggel biro stabil vegyiiletek lesznek. Az akridin pKa értéke 5,6, amely hasonlo a pyridinhez.
Szamos moddszer all rendelkezésre, amellyel akridint vagy akridin szarmazakot, akridinont

lehet el6allitani [100].

e Ullman szintézis:
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Primer amin kondenzacidja aromas aldehid vagy aromas karboxil-savval egy erds
asvanyi sav (H2SO4/HCL) jelenlétében dehidrogenizaciot okoz, ami akridin hozamot

eredményez.

COOH COOH
O: " /@ @i * /O
NH, X X HoN

antranilsav aril-halogenid o-halobenzoesav anilin
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————— i
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A 2.3. ébran az Ullman szintézis lathat6, amely szintézis akridint eredményez [101].
e Bernthsen szintézis:

A Bernthsen szintézis magaban foglalja a difenilamin karboxil-savval valé reakcidjat

cink-klorid jelenlétében, amely egy akridin formaciot eredményez.

R
RCOOH _ S
Znd, _
N 200-270°C N
H
difenil-amin 9-szubsztitualt akridin



A 2.4. dbran az Bernthsen szintézis lathatd, amely szintézis 9 szubsztitualt akridint

eredményez [102].
e Friedlander szintézis:

Ebben a szintézisben antranilsav sojat kezelik cyclohex-2-enonnal 120 Celcius fokon,

amely hatasara kialakul a 9-metilakridin.

CH;
COoH 120°C =
L - L S%=000C
o 380
NHzCl O Nf

A 25. éabran a Friedlander szintézis lathatdo, amely szintézis 9-metilakridint

eredményez.
e (C-acilalt difenilaminbol:

Ebben a reakcioban difenilamint hevitenek Io/HI jelenlétében, amely 9-fenilakridint

eredményez.

Ph

@\ I, HI SN
M H3% =
H
o
0% “Ph

A 2.6. abran a C-acildlt reakci6 lathato, amely szintézis 9-fenilakridint eredményez
[103].
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2.7. Az 0 vegyiiletek bemutatasa

Mint azt az el6z6 részben lathattuk, akridin vazat szdmos reakcié eredményeképpen
kaphatunk. Az akridin véazas vegyiiletek szintézisét kovetden kiilonbozd funkcids csoport
cserével kiilonbozo tulajdonsagu vegyiiletek hozhatoak 1étre, melyek fokozzéak a fotodindmias

hatast. A kovetkez6 abran az Alkalmazott Kémiai Tanszék altal szintetizalt harom 0j vegyiiletet

lathatjuk [104].
\
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Az 2.7. abran 3-amino-6-izocianoakridin  (ICAAc), a 3-N-metilamino-6-
izocianoakridin (monoMICAACc) és a 3-N,N-dimetilamin-6-izocianoakridin (diMICAAC)

szerkezeti képlete lathato.

Egy ,.intelligensebb” fluoreszcens festék eldallitdsanak lehetséges megoldasa az AN
egyik dimetil-amino-csoportjanak cseréje egy multifunkcionalis elektrofil csoporttal, példaul
az izocianiddal. Az izonitrilek sokoldalu kémidjanak ellenére az izocianoakridinek teriilete
mindeddig teljesen felderitetlen maradt. Az izocianocsoport beé€pitésének szamos eldnye van:
az AN pKa értékét 10,5-r61 7,0 kortili értékre csokkentheti, igy egy erdteljes, reaktiv C-N kotés
sokoldalu bazisként szolgalhat szdmos szerves reakciohoz. Az izonitrilek konnyen képeznek
komplexeket az atmenetifém-ionokkal. 3-amino-6-izocianoakridin (ICAAc) nyerhetd a
proflavin diklorkarbénnel torténd kezelésével, amelynek eredményeként az egyik
aminocsoport izonitrillé alakul at. A kdvetkez6 abran pedig a DM-et hasonlitjuk 6ssze az AN-

al:

21



AN DM
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Az 2.8. abran Az akridin-narancs 3,6-bisz-dimetilamino-akridin (AN) és a diMICAAC

3-N,N-dimetilamino-6-izocianoakridin (DM) kémiai szerkezete lathatd

Az AN molekulatomege: 265,35 g/mol, molekula formuldja: C17H19N3, kémiai neve:
3,6-bisz(dimetilamino)akridin; vagy 3-N, 3-N, 6-N, 6-N, 6-N-tetrametilakridin-3,6-diamin.

A DM molekulatomeg: 247,29 g/mol, molekuléris képlet: C16H13N3, és kémiai név:
3-N,N-dimetilamino-6-izocianoakridin. A DM-et a Bernthsen-szintézis alkalmazasaval
szintetizaltuk. A DM-ben egy polaris izocianat funkcios csoport van, amely az AN-ban 1évd
apolaris dimetilamino csoportot helyettesiti. A DM polaris szegmensének negativ toltésii
szénatomot tartalmazo vége kifelé orientalt. Kémiai vizsgalatok kimutattak, hogy az izocianat
funkcios csoporttal rendelkezd vegyliletek 1) sorozata szolvatokrom fluoreszcens
tulajdonsagokkal rendelkezik, és a sejtek fiziologias koriilményei kozott a lizoszomak pH-
szondaiként hasznalhatéak. Ezért arra voltunk kivancsiak, hogy a DM hatékony lizoszomalis

szonda lehet-e é16 human sejtek esetében.
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3. Célkituzések

A PDT-re alkalmas szerek egyre szélesebb korben keriilnek felhasznalasra, mind
diagnosztikai, mind terapias alkalmazasban. Ilyen potencialis PDT szerek a Debreceni
Egyetem Alkalmazott Kémia Tanszéke altal szintetizalt akridin vazas vegyliletek. Ezen uj
vegyiiletek fizikai és kémiai tulajdonsagait szeretnénk jobban megismerni, célul tlztiikk ki
annak kideritését, hogy a harom 0jonnan szintetizalt vegyiilet koziil melyek alkalmasak ¢16
sejtek kezelésére megvilagitas nélkiili koriilmények kozott, illetve 6ssze szeretnénk hasonlitani
az el6z6 modon kivalasztott szer vagy szerek fototoxicitasi tulajdonsagait a szakirodalomban

mar jol karakterizalt vegyiilet, az akridin narancs sejtszintli fototoxicitasaval.

Ehhez az alabbi célokat tuztik ki:

e Meg szeretnénk ismerni az Ujonnan szintetizalt vegyiiletek relevans optikai
tulajdonsagait, pl. abszorpcids, €s emisszids spektrumokat. Ezeket a kisérleteket
spektrofluorimetriaval szeretnénk kivitelezni.

e Ismert, hogy tobb akridin vazas vegyiilet toxikus, mely kizarja PDT-re valo
alkalmazhatésagukat. Ezért sziikség van a vegyiiletek toxicitdsanak meghatarozéasara.
A toxicitast MTT modszerrel szeretnénk meghatarozni.

e Szeretnénk megismerni a fluoroférok sejteken beliili eloszlasat és felvételik
kinetikajat. A kinetikai kisérletekhez konfokalis és 1ézer-pasztazo citometriat terveziink
hasznalni.

e Meg kivanjuk hatarozni a vegyiiletek fototoxicitasi tulajdonsagait. A fototoxicitast
folytonos és frakcionalt megvilagitas esetében is szeretnénk megvizsgalni.

o A fototoxicitas sejtszintli hatismechanizmusat is tanulmanyozni szeretnénk.

e Az akridin narancs igazoltan be tud jutni a sejtek lizoszomaiba €s a sejtmagba egyarant.
Arra is kivancsiak vagyunk, hogy az 0j vegyiiletek, milyen organellumokba tudnak
bejutni. Ezeket a kisérleteket szintén mikroszkdpos eljarassal szeretnénk meghatarozni.

e Szeretnénk megvizsgalni a vegyliiletek kromatinra gyakorolt hatasat. A QUINESIN

modszert szeretnénk hasznalni a kromatin szintii vizsgalatokra.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Alkalmazott sejtvonalak és tenyésztésiik

A kisérletek soran felhasznalt sejtek egy részét (SKBR-3, HeLa és OCM-1) az
American Type Culture Collections-t6l (ATCC, Manassas, VA) szereztiik be, mig a 3T3-
MDR-t (NIH 3T3 MDR1 G418) ajandékba kaptuk M. Gottesman-tol. Az SKBR-3 egy
trastuzumab-szenzitiv human emlétumor, a HeLa egy human méhnyakrak, az OCM-1 human
melanoma eredetii (ocular choroidal melanoma), mig a 3T3-MDR, egy MDR1 gén transzdukalt
egér fibroblaszt sejtvonal. A sejteket specifikacidjuknak megfeleléen 10 % fetalis borji
szérumot (FCS, BioTech, Budapest, Hungary), 2 mM glutamint (Sigma Aldrich, Budapest,
Hungary), 10 U/ml penicillint (Sigma Aldrich, Budapest, Hungary) és 10 pg/ml Streptomycint
(Sigma Aldrich, Budapest, Hungary) vagy gentamycint (50 pg/ml) és fenol voros indikatort
(LiveTech, Montizello, Italy) tartalmaz6 DMEM-ben vagy RPMI-ben tenyésztettiik, korai
konfluens allapotig 37 °C-on 5 % CO: jelenlétében. Minden sejtvonalat két naponta
passzaltunk, a HeLa és az OCM-1 sejteket RPMI médiumban, mig az SKBR-3-at és a 3T3-
MDR-t DMEM médiumban tartottunk fent. A sejtek tesztelve voltak Mycoplasmara.

4.2 A harom vegyiilet fluoreszcens tulajdonsagainak 6sszehasonlitasa

A kisérletek elsé fazisaban HeLa sejteket tenyésztettink 8 lyuka IBIDI (Ibidi,
Martinsried, Németorszdg) kamrdban. A sejtszam 30.000 sejt/cm?. Eldszér arra voltunk
kivancsiak, hogy a harom vegyiiletet felveszik-e a sejtek. 1,25 x 10°% M és 2,5 x 10° M
végkoncentraciokban adtunk ICAAc-ot, monoMICAAc-ot és diMICAAc-ot a sejtekhez. A
sejtekhez hozzaadtunk 7,5 x 10 M végkoncentracioban propidium jodidot. Lézer-szkenning
citométerrel mind a 1,25 x 10 M és 2,5 x 10® M koncentraciok esetében 4x4-es , field
imageket” készitettiink 30 perces inkubaciot kovetéen. A felbontas 1024x768 pixel volt. A
négyzet alaku pixelek szélessége 0,25 um. 488 nm-es 1ézer excitaciot kvetden 40x (0,75 NA)
objektivet hasznaltunk a méréshez. A jeleket harom csatornaban detektaltuk (kék, zold és tavoli
voros). Bzt kovetéen 1,25 x 105 M koncentracioban akut és egy oras inkubaci6 utan, ismételten

felvettiink képeket a sejtekrol.

Kvantitativ meghatarozas esetén 1,25 x 10 M koncentracioban adtunk vegyiileteket a
sejtekhez. Szintén 8 lyuka IBIDI-ben tenyésztettink Hela sejteket 30.000 sejt/cm?

sejtszammal. Harminc perces inkubaciot kdvetden 4x3-as mezébdl allo mozaikos képet
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készitettiink a sejtekrél. Egy képmez6 felbontasa 1000x768 pixel volt, az X-pixel szélesség:
0,25 um. A 488 nm-es excitaciot kovetden 40x (0,75 NA) objektivet hasznaltunk a méréshez.

A jeleket 530+£15 nm-es emisszos sziirgvel detektaltuk.

A kovetkezd kisérletekben arra voltunk kivancsiak, hogy az él6 sejtek, a festék

felvételét kovetden a vegyliletek milyen struktarakat tudnak megfesteni.

A sejtek finom strukturainak vizsgalatahoz szintén HeLa sejteket tenyésztettiink 8
lyukt IBIDI-ben 30.000 sejt/cm? sejtszammal. 1,25 x 10° M koncentracioban 30 perces
inkubaciot kovetéen felvételeket készitettiink a sejtekr6l. Olympus IX-71-es invert
fluoreszcens mikroszkép kamerajat hasznaltunk a képek elkészitéséhez. A képeket

transzmisszios, kék, z6ld és piros emisszids csatornaban vettiik fel.
4.3. Toxicitas meghatarozasa

A toxicitds meghatarozasahoz Corning Costar 96 lyukl tenyészté edényekbe Hela
sejteket tettiink ki 10.000/lyuk sejtszamban a kisérlet el6tt egy nappal. Masnap reggel a sejteket
kezeltiik 3,62x10° M, 1,81x10° M, 9,04x10° M, 4,52x10° M, 2,26x10° M, 1,13x10° M,
5,65x107 M, 2,83x107" M, 1,41x10”7 M molaris koncentraciojii AN-al négy parhuzamosban
és 3,88x10° M, 1,94x10° M, 9,71x10° M, 4,85x10° M, 2,43x10° M, 1,21x10° M, 6,07x 10"
oraig. Az inkubacios id6 elteltével MTT-t (3-(4,5-dimetil-tiazolil-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium-
bromidot, azaz sarga tetrazoliumot, Sigma Aldrich, Budapest, Hungary, 0,5 mg/ml PBS-ben
oldva) adtunk a sejtekhez. Az MTT-t széleskoriien hasznaljak kiilonb6z6 allati és human
eredetll sejtvonalak esetén citotoxicitds meghatdrozasara. A sarga tetrazoliumot a
metabolikusan aktiv sejtekben a NAD(P)H-fiiggd oxidoreduktdz enzimek oldhatatlan
formazanokkéa redukaljak. A kapott intracellularis lila formazant szolubilizalhatjuk és
spektrofotometrids uton meghatarozhatjuk az abszorbanciat. Minden sejt esetében
meghatarozzuk a sejtszdm ¢€s a termelt jel kozotti linedris kapcsolatot, ezéltal lehetdveé téve a
sejtproliferacio sebességében bekovetkezd valtozasok pontos szamszerisitését. Minden lyukba
100 ul MTT oldat kertilt. Ekkor az inkubacios id6 2 6ra volt 37 °C-on 5 % CO> jelenlétében
sejttenyészté inkubatorban. A formazan kristalyokat lyukanként 200 ul DMSO-val oldottuk
fel. A DMSO inkubacios ideje fél ora volt szintén 37 °C-on 5% CO3 jelenlétében sejttenyésztd
inkubatorban. Amikor feloldodtak a kristalyok Synergy HT automata ELISA plate olvasoval

abszorbanciat mértiink 490 és 620 nm-en. A keresett abszorbancia értékeket a hattér levonasa
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utan a kezelt sejtek abszorbanciaja osztva a kezeletlen kontroll sejtek abszorbanciaja szorozva
100 képlettel hataroztuk meg. 0,5 f6l6tti érték az é16 sejtekre, mig 0,5 alatti érték halott sejtekre

volt jellemzd.
4.4. Spektrofluorimetrias mérések

Az UVVis spektrumokat Jasco FP-8200 spektrofotométerrel vettiik fel. A késziilék Xe
lampaval rendelkezik. A mérésekhez 1 cm optikai hosszsagu kvarc kiivettakat hasznaltunk.
A gerjesztési és emisszios spektrumokat 20 °C hdmérsékleten rogzitettiik 2,5 nm es gerjesztési
¢s 5,0 nm-es emisszids sav szélességen. A pasztazési sebesség 200 nm/perc volt ,,normal
érzékenység” mellett. Minden kiivettaba 3 ml oldatot pipettaztunk. 2,26x10° M koncentracié
AN és 2,43x10° M koncentraciéja DM oldatot hasznaltunk. A kisérlet soran az elSbb leirt
koncentracioban adtuk az oldatokat HelLa sejtekhez. A HeLa sejtek szama 1 millio/ml volt.
Sejtes esetben meghataroztuk mind az abszorpcios, mind az emisszios spektrumot. Ugyanilyen
beallitdsokkal felvettiik a spektrumokat sejt nélkiili esetben is és megnéztiik, hogy van-e

kiilonbség a két eset kozott.
4.5. Konfokalis mikroszkopia
4.5.1. Spektralis képalkotas

A Kkisérlet eldtt 24 oraval kitettilk a sejteket 8 lyukt IBIDI plate-re. A sejtszam
30.000/cm? wvolt. 2,26x10°% M molaris koncentracioja AN és 2,43x10° M moléris
Zeiss LSM 880 tipust konfokalis mikroszkoppal, 40x (NA 1,3) objektivvel 16 bites képeket
készitettiink a sejtekrdl. 4 csatorndban vettiik fel a képeket, 405 nm, 488 nm és 543 nm-es
gerjesztéssel. Az X és Y méret 1832 pixel volt a négy csatornaban. A ,,master” fesziiltség az 1.
csatornaban (488 nm): 830 V, a 2. csatornaban (fénymikroszkop): 672 V, a 3. csatorndban (405
nm): 850 V és a 4. csatornaban (543 nm): 850 V. A digitalis erdsités 1.0, mig a digitalis eltolas
0.00 volt minden csatornaban. A 488 nm es csatorndban a ,,pinhole” 42 um, a 405 nm-€s
csatornaban 31 pm, mig az 543 nm-es csatornaban szintén 42 pm volt. Rendre, 16, 11, és 8
képbdl allé 18 nm széles emisszios ablakokban a kdvetkezo teljes emisszios tartomanyokban
készitettiink spektralis képeket: 499-695 nm, 410-474 nm, 554-629 nm. A lézer intenzitasok
0,02 % volt 488 nm, 1,8 % 405 nm és 1,5 % 543 nm esetén. A sejtek finom strukturainak

meghatarozasakor €s a spektrumok vizsgalatdnal is ugyanezek voltak a beallitasok, viszont a
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képek jobb lathatosaga szempontjabol alkalmaztunk egy median filter 2.0 szlir6t és emeltiik a

kontrasztot és fényerdt 60 %-kal.
4.5.2 Lizoszéma membran fotolizis konfokalis mikroszkopiaval

HeL a sejteket tenyésztettiink harom darab 8 lyuku IBIDI tenyésztd platen 12 oréval a
mérés elétt. A sejtszam 30.000 sejt/cm? volt minden edényben. 2,26x10° M AN és 2,43x10®
sejttenyészté inkubatorban 5 % CO2 37 °C-on. Pozitiv kontroll esetében a sejteket 30 percig
kezeltiikk lizoszoma specifikus fluoreszcens festékkel (ab176827 CytoPainter LysoOrange
Indikator Reagens, abcam) hasonld koriilmények kozott. 20 ul festéket tettiink 10 ml RPMI
médiumba €s ebbdl 300 pl-t tettiink a lyukakba. 30 perc utan képeket készitettiink a sejtekrol.
A gerjesztd 1ézer 543 nm volt. Az AN és a DM kezelt sejtek esetében az egy ora inkubaciot
kovetden kivalasztottunk egy sejtet és képet készitettiink rola. Ez volt a megvilagitas elotti kép.
Ezutdn ugyanerrél a sejtrdl 1000 képet készitettiink (50 sec idétartamban) és videot
készitettiink a képekbdl, mely 20 fps késziilt. Ezutan a sejtrdl ismét készitettiink egy képet,
amely kép a megvilagitas utani allapotot tikrozte. A megvilagitas utani kép utan ovatosan
leszivtuk a folyadékot és hozzaadtunk 300 pul médiumot, mely megfeleld higitasban tartalmazta
a lizoszoma specifikus festéket. Nagyon fontos volt, hogy mind a leszivéast, mind a folyadék
hozz4adasat kelld koriiltekintéssel végezziik, nehogy a sejtek elmozduljanak. Ezt kovetden 15
perc inkubalds kovetkezett 37 °C-on. A 15 perc inkubaciot kovet6en egy tovabbi képet
készitettlink, melyen a megvilagitott sejt és a koriilotte 1évo sejtek is latszodtak. Ez az allapot
tiikrozte a megvilagitas utan a lizoszoma allapotat a megvilagitott sejtben és kornyezetében
egyarant. Ezt a folyamatot mind AN, mind DM kezelést kovetden megismételtik. Az X és Y
méret 1832 pixel volt mind a négy csatornaban. Az excitacio 405 nm, 488 nm és 543 nm volt.

Az emisszios filterek a kovetkezok voltak: 460/20 nm, 530/20 nm, 580/20 nm.
4.6. LED indukalt fototoxicitas vizsgalat

A fototoxicitds kinetikajanak meghatarozasdra LED indukalt megvildgitast
hasznaltunk. A Kkisérletekben Hela sejteket tettiink ki 96 lyuku tenyésztd edényekbe
lyukanként 10.000 sejt/lyuk sejtszammal. 2,26x10® M AN és 2,43x10® M koncentraciojt DM
oldatokkal kezeltiik a sejteket. A megvilagitasi idok 0, 1, 3, 8 és 24 dra volt, mely kezelési id6k
alatt 470 nm-es kék és 525 nm-es LED lampakkal vilagitottuk meg a sejteket. A megvilagitas

idején a lampat és a tenyészt6 edényeket 37 °C-os sejttenyészt6 inkubatorba helyeztiik 5 %-0s
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CO2 szint mellett. A ldmpa magassaga 10 cm volt a 96 lyuku plate-t6] mérve. A megvilagitasi
atmérd 6 cm volt. Kontrollként 1 %-os DMSO oldatot hasznaltunk. A megvilagitasi id6k utan
MTT modszerrel hataroztuk meg a sejtek életképességét. Minden lyukba 100 ul MTT (Sigma
Aldrich, Budapest, Hungary, 0,5 mg/ml koncentraci6 PBS-ben oldva) oldat keriilt. Ekkor az
inkubacios id6 2 o6ra volt 37 °C-on 5% CO: jelenlétében sejttenyészté inkubatorban. A
formazan kristalyokat lyukanként 200 ul DMSO-val oldottuk fel, fél 6ras inkubacios iddvel,
hasonld koriilmények kozott. Amikor feloldodtak a kristalyok Synergy HT automata ELISA

mikrotalca leolvasoval abszorbanciat hataroztuk meg a mar korabban leirt modon.
4.7. Sejtenkénti életképesség meghatarozas 1ézer-szkenning citométerrel

A lézer-szkenning citométert hasznalhatjuk fluoreszcensen jelolt ¢él6 sejtek
sejtkarosoddsanak meghatarozasara. Az iCys képalkoté rendszer all egy gerjesztd, egy
detektalo részbdl és egy Olympus IX-71 tipusu invert fluoreszcens mikroszkopbol. Magat a
rendszert egy szamitogép vezérli. A rendszer tartalmaz négy: 405 nm, 488 nm, 561 nm és 633
nm-es szilardtest 1ézert. Két fotodiodaval a kromatikus abszorbanciat, a fluoreszcens jelek
detektaldsara pedig PMT detektorokat hasznalunk. Maga a képalkotds a 1ézerfény
megyvilagitast kovetéen pontrol-pontra torténik. Az LSC késziilékhez tartozik egy IBIDI
inkubator, amely alkalmas sejttenyészt6 inkubatorban megszokott 37 °C-0s, 5% -0s CO2 szint
megteremtésére. A sejteket 24 oraval a kisérletek elott tettiik ki 8 lyuku IBIDI tenyésztd
edényekbe 30.000 sejt/lyuk sejtszamban. 2,26x10° M koncentraciéju AN és 2,43x10° M
végkoncentracidban propidium jodid. Kijeldltiink egy 2x2 es méretii ROI-t és 63 ciklusban
képeket vettiink fel ugyanazokrol a teriiletekrdl. 1 ciklus hossza 5 perc, igy a teljes mérési id6
5 ora 15 perc volt. A felbontas 1000x768 pixel volt. Az X-step méret 0,5 um volt. A
fluoreszcens jeleket harom csatornaban (zold, voros €s tavoli vords) detektaltuk 40x LWD (NA
0,6) objektivvel. 405 nm, 488 nm és 633 nm lézereket hasznaltunk gerjesztésre. A PMT
beallitasok a kovetkezdek voltak: zold csatorna: fesziiltség 13 V, erdsités 100%, offset —0.15
V, vords csatorna: fesziiltség 26 V, erdsités 100%, offset —0.15 V, tavoli voros csatorna:
fesziiltség 37 V, erdsités 100%, offset —0.35 V. A detektalt jeleket 14-bit magas felbontast
képekké alakitottuk. A konvenciondlis transzmisszios képek készitése mellett az alabbi

szlir6ket hasznaltuk: UV/kék (480/40 nm), kék/zold (530/30 nm), zold/piros (650/50 nm).

Az LSC mérést kovetden az adott mintakrol higanygdzlampas felvételeket készitettliink

Cell”B programmal. 40x objektivet (0,75 NA) hasznaltunk. Az expozicios idé fénymikroszkop
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esetén 100 ms, mig a tobbi filter esetében 588 ms volt ISO 200-al.
4.8. Hiszton elucids viszgalat
4.8.1. Beagyazas

Beagyazast megel6zden a 8 lyuka kamrak welljeit (Ibidi, Martinsried, Németorszag) 1
%-o0s alacsony olvadaspontil agardzzal vontuk be. 150 pul desztillalt vizben higitott agardzt
tettink minden lyukba, amelyet azonnal eltavolitottunk, hogy egy vékony agardéz réteg
maradjon a feliileten, majd jégen két percig polimerizalodni hagytuk. Ezt kovetéen 37 °C-on
tartottuk, mig a lyukak feliilete megszaradtak. Ezt a beagyazasi lépést még egyszer
megismételtiik minden lyukban. A beagyazas idejére a sejteket és az agardzt is 37 °C-on
tartottuk. 6x10° sejtet kevertiink 1x PBS-ben (150 mM NaCl, 3,3 mM KClI, 8,6 mM NazHPO4,
1,69 mM KH2POs, pH 7,4) higitott 1 % LMP agarozzal 1:3 aranyban. 22 ul sejtszuszpenziot
adagoltunk a lyukak kozepére és a kamrakat hazilag készitett téglalap alakii milanyag
feddrétegel boritottuk, amelyeket egy 200 um vastag, kozepes sulyt polivinil-klorid fedélapbdl
vagtak ki. (Fellowes, Inc., Itasca, lllinois, USA). A sejteket 4 percig 37 °C-on tartottuk, hogy
iilepedni tudjanak a bevont wellek felszinén. Az agardz polimerizacioja utan 300 pl jéghideg
médiumot raktunk minden lyukba eldsegitve a mianyag fedd eltavolitasat. A beagyazast
kovetden a kordbbi LSC mérésekhez hasonloan minden lyukban egy 2x2-es méretli ROI-t
vilagitottunk meg és készitettiink felvételeket. Egy képmez6 felbontasa 1024x768 pixel volt,
az X-pixel szélesség: 0,25 pm. 2,26x10° M molaris koncentraciojit AN és 2,43x10°° M moléris
megvilagitashoz 488 nm-es lézert 40x LWD objektivet, 0,5 pum-es X-step méretet
alkalmaztunk.

4.8.2 Permeabilizalas, hiszton elucio NaCl-al és immunfluoreszcens jelolés

Az LMP agardzba agyazott sejteket jéghideg 1x PBS-ben (500 pl minden lyukba)
mostunk 3x3 percig. Ezt kovetéen permeabilizaltuk a sejteket 500 pl jéghideg permeabilizald
oldattal, amelyben a detergens, 1 % (v/v) Triton X-100, amelyet 1x PBS/EDTA-ban (5 mM
EDTA PBS-ben) oldottunk fel. A kezelési id6 10 perc volt jégen. Ezt a 1épést megismételtiik
még egyszer minden lyukban. Permeabilizdlds utin a sejtmagokat 500 pl jéghideg 1x
PBS/EDTA-val mostuk 3x3 percig (500 pl minden lyukba). Ezt kovetéen 60 percig emelkedd
koncentracioju (0, 100, 600, 700, 800, 900, 1000 é¢s 2000 mM) NaCl-al kezeltiik a magokat. A
kovetkezd 1épésben szintén egy 3x3 perces mosas kovetkezett 1x PBS/EDTA-val (500 pl
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minden lyukba). A NaCl eltcios kezelést kovetéen a sejtekhez blokkolod puffert adtunk.
Minden lyukba 500 pl-t, amelyben 5%-o0s (m/v) Blotto Non-Fat Dry Milk (Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, California, USA) tejpor volt feloldva 1x PBS/EDTA-ban. A
nem specifikus kotddés megelézésére a blokkold 1épés 30 perc volt. Blokkolas utan a
sejtmagokat 500 pl jéghideg 1x PBS/EDTA-val mostuk 3x3 percig (500 ul minden lyukba).
Ezt kovette az indirekt antitest jelolés, mely 1épésben primer antitestként egy poliklonalis nyul
IgG anti-H2A (Abcam, Cambridge, UK; 0.4 mg/ml, ab 18255) antitestet hasznaltunk 1:800
titerben. Az antitestet 150 ul 1xPBS/EDTA/1% BSA-ban (1x PBS/EDTA mely tartalmazott
1% borju szérum albumint) higitottuk. A jelolés 4 °C-on tortént egész éjjel. Primer antitest
jelolést kovetden 3x10 perces mosas kovetkezett 1x PBS/EDTA-val (500 pl minden lyukba).
Szekunder antitestként Alexa Fluor 647 konjugalt kecskében termeltetett nyul ellenes IgG
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA, 1:800 titer, 1XxPBS/EDTA-ban
oldva 2mg/ml-es torzs koncentraciobol) antitestet hasznaltunk. A jelolés 2 oran at tortént jégen.
Szekunder antitest jel6lést kovetden 3x10 perces mosas kovetkezett 1x PBS/EDTA-val (500
pl minden lyukba). Jelolést kovetden fixaltuk a mintakat 1% formaldehid (PBS-ben oldott)

cre

crer

percig jégen. PI festés utan ismét egy 3x3 perces mosas kovetkezett 1x PBS/EDTA-val (500
pl minden lyukba). A fluoreszcens intenzitasokat iCys 1ézer-szkenning citométeren mértiik le
a korabban 40x objektivvel levilagitott teriileteken, de most 20x objektivvel (0,17 NA), 0,5 um
X-step mérettel 10x7 es ROI mérettel. igy nemcsak a fotodestrualt sejteket, hanem érintetlen
sejteket 1s lemértiink minden mintéan. iCys 7.0 szoftverrel kiértékeltiik a mintakat. R2 kapuval
kapuztuk a 2x2-es elézetesen megvilagitott teriileteket, mig R3-al kapuztuk a megvilagitatlan
teriileteket. 488 nm-es 1ézert hasznaltunk a gerjesztésre. Két csatornaban kaptuk meg a jeleket
(z6ld és tavoli vords). A csatornak bedllitasai a kovetkezok voltak: zold csatorna, fesziiltség 24
V, er6sités 100%, offset —0.15 V, tavoli vords csatorna: fesziiltség 35 V, erdsités 100%, offset

—0.05 V.
4.9. Lizoszéma karosodas meghatarozasa
4.9.1 Mikrotalca leolvas6 és LSC mérések

A mérések el6tt 1 nappal 10.000 sejt/lyuk sejtszammal HeLa sejteket tettiink ki 96
lyukti Corning Costar tipusu tenyészté edényre. A sejteket kezeltiik 3,62x10° M, 1,81x10° M,
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9,04x10° M, 4,52x10° M, 2,26x10° M, 1,13x10° M, 5,65x10" M, 2,83x107 M, 1,41x10”
M molaris koncentracioju AN-al négy parhuzamossal és 3,88x10° M, 1,94x10° M, 9,71x10®
M, 4,85x10° M, 2,43x10° M, 1,21x10° M, 6,07x107" M, 3,03x107 M, 1,52x10” M moldris
0,7 tomeg %-os gliikoz PBS-t adtunk a sejtekhez 4-4 esetben. A hattér meghatarozasahoz
szintén RPMI és gliikoz PBS volt a wellekben, viszont nem voltak sejtek. Lizoszéma membran
karositasra LLOMe (L-leucyl-L-leucin metil észter, Sigma Aldrich, Budapest, Hungary, 25nM
cc.) kezelést alkalmaztunk, amelyet 8 lyukhoz adtunk. A vegyiiletek hozzaadasat kovetden az
inkubacios id6 45 perc volt 37 °C-os sejttenyészt6 inkubatorban 5%-0s CO> szint mellett. A 45
perces inkubacidt kovetden lemértiik a minték fluoreszcens intenzitasait BioTek Synergy HT
fluoreszcens mikroplate olvasoval. A gerjesztési sziird 485/20 volt mind az AN, mind a DM
esetében. Az emisszids sziré az AN esetében 528/20 nm, DM esetében 590/20 nm volt. Ezt
kovetden 10x lemértiik az intezitdsokat minden lyukban, feliilr6l megvilagitva. Megvilagitast
kovetden leszivtuk a folyadékot a sejtekrdl és hozzaadtunk 300 pl médiumban higitott
CytoPainter LysoOrange lizoszoma specifikus festéket. A higitas a fentebb leirt médon tortént.

30 perc inkubacidt kovetden minden lyukrdl fényképet készitettiink Olympus DP71 kameraval.
4.9.2 Képanalizis

A lizoszéma kérosodas mértékének képi megallapitasara klasszikus képfeldolgozd
modszereket hasznaltunk. Elsé 1épésként képjavitast hajtottunk végre a bemend képeken. A
képi zaj sziirésén tul, a hatékonyabb szegmentéalas érdekében képélesitést hajtottunk végre
Lunsharp masking”-nak nevezett eljarast hasznalva. A képjavitast kovetéen a sejtek
szegmentalasa tortént meg. A szegmentalds soran egy bindris képet alakitunk ki, amelyen
elkiilontil az objektum ¢€s a hattér, azaz az eljaras soran a sejtek hattértdl valo elvalasztasat
hajtottuk végre. Az atfedések és mintdban 1évd apro szennyezddések kikiiszobdlése Gsszetett
szegmentalasi eljarast igényelt. Els6 1épésben egy ,,adaptive threshold” algoritmussal tortént a
sejtek és a hattér szétvalasztasa. Ennek eredménye még egy enyhén zajos és néhol hianyos,
lyukas régidkat tartalmaz6 szegmentalt bindris kép lett. Ezen hibak kijavitasara az igynevezett
morfologia miiveleteket hasznaltuk. A morfologiai miveletek a szegmentalasi hibak
korrigalasara alkalmasak és a kép eldkészitését jelentik az alakzat felismerésre. Az apr6 zajok
eltavolitasara ,.erode” morfologia operatort hasznaltuk, amellyel el lehet tiintetni a hattér
tertiletén az objektumhoz sorolt pontokat, és aprobb alakzatokat; tovabba ez az Osszeolvadt

objektumok szétvalasztisara is alkalmas. Az erode operator mellett az ,,opening” morfoldgia
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miuveletet is hasznaltuk hasonlo célra, az objektumok (sejtek) méretének megorzését szem elott
tartva. A szegmentalas, valamint erode és opening miiveletek utan is keletkezhetnek lyukak az
objektumok széleinél és belsejében is. Ezen lyukak befoltozasara hasznaltuk a ,dilate”
morfoldgiai operatort. Az operatorok altal hasznalt strukturdld elem mérete minden képhez

egyedi moédon lett meghatarozva a keletkezett zajok és foltok mértékétdl fiiggden.

A megfelel0 sejtes régiok kinyerését kovetden a sejtekhez viszonyitott relativ lizoszoma
arany keriilt meghatarozasra. Mivel sejteken belill a lizoszémak vilagos régiokként jelennek
meg, a sejten beliili magas intenzitas értékii pixel régidokkal azonosithatéak. Ahhoz, hogy ki
tudjuk valogatni ezen magas intenzitasu régiokat sziikséges egy kiiszobérték meghatarozasa
minden sejt (Osszefliggd sejtrégid) esetén. Ehhez kiilonb6zd mérdszamokat vettiink
figyelembe. Els6 ilyen az atlagos pixel intenzitas érték. Nem elegendé azonban azt mondani,
hogy ezen atlag érték folotti pixel intenzitassal rendelkezd régiokat tekintjiik lizoszémaknak.
A valosaghoz kozelebb keriiliink, ha figyelembe vesszilk az egyes sejtek pixeleinek
homogenitasat. Mdas ardnyban kell figyelembe venniink egy viszonylag homogén pixel
értékekbol allo sejt esetén a lizoszoma detektalasara hasznalt kiiszobot, mint egy nagy
intenzitas valtozassal rendelkezd, inhomogén sejt esetén. A homogenitds mérésénél az egyes
sejtek intenzitds hisztogramjabol szamitott ,,homogenity” és ,.entropy” elsddleges statisztikai
leirdkat, valamint az egylittes eléfordulési (co-occurence matrix) matrixbdl szarmaztatott

masodlagos statisztikai jellemzdoket hasznaltuk.

Magasabb intenzitds valtozas van a sejt széle (sejt membran) €és kozvetlen kdrnyezete
kozott, valamint a szegmentalt régid kildghat a tényleges sejt teriiletérol, ezért ezeknek a
hibaknak a kikiiszobolésére a sejt széleihez kozeli pixeleket nem vettiik figyelembe. Ehhez
»Buklideszi tavolsadg transzformacidonak™ (the Euclidean distance transform of the binary
image BW) nevezett eljarassal tavolsag térképet készitettiink, amely soran a sejt kézepéhez
kozelebb esé pixelekhez magasabb értéket rendeliink, mint a sejt széléhez kozelebbi

pixelekhez.

A lizoszoma régiok jobb koriil hatarolasa érdekében gradiens térképet készitettiink és
ezt is figyelembe vettiik a lizoszomak kivalasztasanal. A képi gradiens egy adott pixel esetén
megmutatja a legnagyobb valtozas irdnyat és nagysagat. A lizoszoma régiok ott kezdddnek,
ahol magas az intenzitds valtozas nagysaga (amelyet a gradiens magnitidé ad meg) ¢és a
valtozas meredek felfel¢ iranyuld (a gradiens iranya adja meg). Ez tulajdonképp az

¢ldetektalasnal hasznalt eljarashoz hasonld. A sejtcsoportok homogenitasat és a gradiens
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térképbdl kinyert informaciokat is figyelembe véve meg tudtuk hatdrozni az egyes
sejtcsoportok esetén az atlag intenzitas bizonyos szdzalékaként az idedlis kiiszobértéket,
amelynél magasabb pixel intenzitast régiokat lizoszoméknak tekinthetiink a sejten beliil. Egy
adott képen a lizoszoma aranyt a lizoszoma régiok 0sszes pixel szamanak és az sejtek Osszes

pixel szamanak hanyadosaként definialtuk.
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5.  Eredmények

5.1. Az 0j vegyiiletek fluoreszcens tulajdonsaganak vizsgalata

A kisérletek elsé fazisaban az 10j vegyiiletek fluoreszcens jeldlésének az intenzitasat
szerettiik volna megismerni. 8 lyuka IBIDI edényben tenyésztett HeLa sejteket 1,25x10° M és
2,5%10° M végsé koncentracioban kezeltiink ICAAc-al, monoMICAAc-al és diMICAAc-al.
Lézer-szkenning citométerrel felvételt készitettiink a sejtekrél 30 perces inkubaciot kovetden.

Ezt mutatjuk az elsd és masodik sorban. A harmadik és negyedik sorban az 1,25x10° M-o0s

cre

ICAAc monoMICAAc diMICAAc

1,25 x10°M
végkoncentracié

30 perc inkubacio

25x10°M
végkoncentracié

30 perc inkubacié

1,25 x10° M
végkoncentracio

Akut hatas

1,25 x 10 M
végkoncentracio

1 ora inkubacio

Az 5.1. dbrén jol lathato, hogy mindkét koncentracioban az ICAAc és a monoMICAAc
halvanyabb fluoreszcenciaval rendelkezik, mint a diMICAAc. A diMIAAc festéket jobban fel

tudtak venni a sejtek, mint az el6z6 két anyagot.

Az ICAAc rendelkezik a leggyengébb fluoreszcens tulajdonsaggal a hdrom vegyiilet
koziil. A monoMICAAc és a diMICAAc mind a két koncentracidban nagyobb intenzitassal
festették meg a sejteket, amely annak kdszonhetd, hogy jobban be tudtak jutni a sejtekbe. Az
ICAACc szamaéra valosziniileg tobb inkubacios 1d6 sziikséges a vegyiilet felvételére. A harom

vegylilet koziil a diMICAAc festette meg a sejteket a legnagyobb intenzitassal.
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5.2. A diMICAACc fluoreszcencia intenzitasa a legmagasabb

A kovetkezd kisérletben a harom vegyiilet fluoreszcens tulajdonsagénak kvantitativ

osszehasonlitasat végeztiik. Abrazoltuk az el6z6 pontban készitett képek vonalmenti intenzitas

profiljat.
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Az 5.2. dbran az €10 sejtek festodésének kvantitativ dsszehasonlitasat lathatjuk, melyet
LSC-vel végeztiink. 488 nm-es gerjesztés mellett 530+£15 nm-es emisszids szlird hasznalataval
késziiltek a “well imagek”. A sarga vonal mutatja a képeken azokat a részeket, amelyeknek a

fluoreszcens intenzitasat abrazoltuk az y tengelyen.

A diMICAAc sejteken beliili mikroszkopos fluoreszcencia intenzitdsa 50 koriili
értékkel jellemezhetd, mig az ICAAc 3, a monoMICAAc pedig 5 koriili atlagos fluoreszcencia
intenzitassal. Azaz a diMICAAc legaldbb egy nagysagrenddel nagyobb mikroszkdpos
fluoreszcencia intenzitassal rendelkezik a masik két festékhez viszonyitva. Ezt okozhatja az,
hogy a masik két anyagot nem veszik fel a sejtek olyan mennyiségben, mint a diMICAAc-ot,
vagy mint festé¢kmolekula a diMICAAc stabilabb vegyiilet az el6z6 kettdnél. Magyarazatot
adhat az is, hogy a diMICAAc gyorsabban diffundadl be a citoplazmdba, majd a cél

organelluméaba mint a masik két vegytilet.
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5.3. A diMICAACc jobb vitalis festék, mint a masik két vegytilet

A kovetkez6 kisérletben kivancsiak voltunk a sejtek finom struktrajara festodést
kovetden. 8 lyukua IBIDI edényben 30.000/cm? sejtszammal HeLa sejteket tenyésztettiink és
1,25%10° M koncentracidban kezeltiik ICAAc-al, monoMICAAc-al és diMICAAc-al.

Fénymikroszkoép 405 nm 488 nm 633 nm
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Az 5.3. abra mutatja, hogy a harom vizsgalt vegyiilet hogyan képes megfesteni é16
sejteket. Bal oldalon megfigyelhetéek a transzmisszids mikroszkdpos felvételek, téle jobbra
sorrendben az UV/kék, kék/zold és legvégill a zold/piros fluoreszcens képek

(gerjesztés/emisszio).

A transzmisszios felvételeken jol lathato, hogy a sejtek morfoldgidja a diIMICAACc
esetében a legszebb, igy valdsziniileg a harom anyag koziil a diMICAAc a legkevésbé toxikus.
Az abran megfigyelheté még, hogy az ICAAc és a monoMICAAc €16 sejtek jeldlésében sem
elég hatékony, az UV-nél nagyobb hullamhossza gerjesztéseknél nem lathatd6 mikroszkopos
emisszio, ezzel ellentétben a diIMICAACc esetén igen. A 2. oszlopot megfigyelve (A/2, B/2 és
C/2) elmondhato, hogy az ICAAc inkabb a sejtmembranhoz kotédik. A monoMICAAc ugyan
elég halvanyan, de képes a sejtmagba bejutva DNS-t festeni €s a citoplazmaban, valosziniileg
aspecifikusan fehérjékhez kotddve citoplazmat jelolni. A diMICAAc viszont intenziven fest

szubcellularis organellumokat. A legintenzivebben a sejtmagvacskak valnak lathatova, igy ez
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a vegyiilet képes bejutni a sejtmagba és ott DNS-hez vagy RNS-hez kot6dni. Ugyanakkor a
diMICAAc 4. oszlopban mutatott festddési mintazat kicsit mas, elképzelhetd, hogy ez a

lizoszémakban akkumulalodo festdédésre jellemzo.
5.4. A diMICAAc toxicitasa hasonld, mint az akridin narancsé

Mivel az el6z6 kisérletekbdl kidertilt, hogy a legigéretesebb vegyiiletnek a diMICAAc
tlint, ezért a tovabbiakban ezt a vegyiiletet szerettilk volna Osszehasonlitani, egy a
szakirodalomban mar jol ismert vegyiilettel, esetiinkben az akridin naranccsal. A tovéabbi
kisérleteinkben szintén HeLa sejteket hasznalva MTT vizsgalattal meghataroztuk az AN és a

DM toxicitasat.
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5.4. abra. Az akridin narancs és a diMICAAc vegyiiletek dozis-hatas gorbéje. Az
életképességet MTT modszerrel hataroztuk meg, mely szazalékos értékben mutatja a csokkend

¢letképességet a novekvo festék mennyiségek mellett fokozodo toxicitdsnak megfelelden.

A kapott eredményekbdl lathato, hogy az akridin narancs bizonyos koncentraciokban
toxikusabb, mint a diMICAAc, azonban szignifikdns kiillonbség nem tapasztalhatdé a két
vegyiilet kozott. A festékek LDso toxicitési értéke 4,4x10° M volt az AN, mig 4,01x10° M a
DM esetén. A 95% konfidenciaszintek AN: 3,43x10® - 5,76x10° M, DM: 3,33x10° —
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4,83x10° M. Mivel az AN-ot a WHO kivette a daganatokat okozo vegyiiletek koziil, ezért
hasznalhat6 fotodinamias terapias szerként. Tovabba sejtes toxicitasukat tekintve a két

vegyiilet nagyon hasonldan viselkedik, ezért a DM is alkalmas lehet, sejtes toxicitasa alapjan,

terapias eljarasra.
5.5. A két vegyiilet abszorpcids maximuma 488 nm

A kovetkezo kisérletekben sszehasonlitottuk a két vegyiilet abszorpcids és emisszios

tulajdonsagait spektrofluorimetriaval. Ezekben a kisérletekben szintén HelLa sejteket

hasznaltunk.
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5.5. abra. Az AN és a DM vegyiiletek abszorpcios spektrumai, melyeket Jasco FP-5200

spektrofluoriméter segitségével hataroztuk meg.
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Eredményeinkben nem lathatunk hulldmhossz eltolodast a sejtes és sejt nélkiili
spektrumokat Osszehasonlitva. A lokalis abszorpcidos maximum mindkét esetben 488 nm-nél

volt. A sejtek jelenlétében jelentdsen megndtt a fényszoras.
5.6. A diMICAAc emisszids spektruma jobbra tolodott

Az emisszios spektrumok vizsgalatanak koriilményei hasonldéak voltak, mint az

abszorpcids vizsgalatnal.
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5.6. abra. Az AN és a DM vegyiiletek emisszios spektrumai, melyeket Jasco FP-5200

spektrofluoriméter segitségével hataroztunk meg.

39



Az emisszios spektrumokat megvizsgalva megallapithatjuk, hogy az AN esetén az
emisszios maximum 530 nm-nél van, ezzel ellentétben a DM esetében a maximum jobbra
tolodva, kb. 570 nm-nél lathato. Sejt és sejt nélkiili eseteket 6sszehasonlitva nincs eltolodas. A
skalakat leolvasva az is megallapithatd, hogy az AN nagyobb fluoreszcencia hatasfokkal

rendelkezik, mint a DM.
5.7. Az AN és a DM spektralis képalkotasa sejteken 405 nm-es gerjesztéssel

Zeiss LSM 880-as konfokalis mikroszkoppal, spektralis képalkotassal szintén
megvizsgaltuk a fluoreszcencias paramétereit a vegyiileteknek. HeLa, OCM-1, 3T3-MDR ¢és
SKBR-3 sejtvonalakat hasznaltunk. A sejtszdmok minden esetben 30.000 sejt/lyuk volt. A

Vegyﬁletek hozz4adasat kovetden az inkubacios idé 2 ora volt. 2,26x10° M molaris

--------
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Az 5.7. abran 405 nm-es gerjesztést kovetéen lathatjuk a spektralis képeket Hela,
OCM-1, 3T3-MDR ¢és SKBR-3 sejtek esetében. A képek 18 nm széles ablakokban mutatjak a

410 nm-t6l 695 nm-ig terjedd emisszids tartomanyt.

Ebben a fotomontdzsban a fényerdt 60 %-al megemeltiik a jobb lathatosag kedvéért. Az
abrat megfigyelve kijelenthetjiik, hogy a DM emisszios spektruma szélesebb, mint az AN-¢€.
Az emisszios maximum jobbra tolodva helyezkedik el DM esetén. Az is megfigyelhetd, hogy
a kiilonbozo sejtek kiilonbozé mértékben vették fel a vegyiileteket. Az SKBR-3, OCM-1 ¢és
HeLa sejtek vették fel nagyobb mértékben, mig a 3T3-MDR esetén feltehetdleg a P-
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glycoprotein ABC transzporternek koszonhet6en a festékek kisebb mennyiségben kertiltek
felvételre, mivel ez a széles hidrofob molekula spektrumu transzporter kipumpalta ket az

extracellularis térbe.
5.8. A két vegyiilet spektralis képalkotasa 488 nm-es gerjesztéssel

Elvégeztiik a kisérletet 488 nm-es gerjesztést kovetéen is melynek eredményét a

kovetkezo fotomontazs mutatja be.

499 nm

695 nm

[

3T3-MDR
DM

Az 5.8. abran 488 nm-es gerjesztést kovetden lathatjuk a spektralis képeket Hela,
OCM-1, 3T3-MDR ¢és SKBR-3 sejtek esetében. A képek 18 nm széles ablakokban mutatjak a
499 nm-t6l 695 nm-ig terjedd spektrumot.

Az abrat megfigyelve kijelenthetjiik, hogy az AN és a DM is jobban gerjeszthetd 488
nm-en, mint 405 nm-es gerjesztést kovetden. Az emissziés maximum szintén jobbra tolddva
helyezkedik el a DM esetén. Itt is megfigyelhetd, hogy a sejtek kiilonb6z6 mennyiségben vették
fel a vegyiileteket. Az AN altalaban jobban festi ezen hullamhossz mellett a sejteket. A
vegyiileteket sorrendben az SKBR-3, az OCM-1 és a Hela sejtek vették fel a nagyobb
mértékben, mig a 3T3-MDR esetén a P-glycoprotein miatt kevesebb festék tudott bejutni.

5.9. A két vegytlet spektralis képalkotasa 543 nm-es gerjesztéssel

A kovetkezd montazson az 543 nm-es gerjesztést kovetd spektralis képeket 1athatjuk.
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Az 5.9. dbran 543 nm-es gerjesztést kovetden lathatjuk a spektralis képeket Hela,
OCM-1, 3T3-MDR ¢és SKBR-3 sejtek esetében. A képek 18 nm ként mutatjak az 553 nm-tol

695 nm-ig terjedd emisszids hullimhossz tartomanyt.

A jobb lathatosagért itt is fokoztuk a fényer6t 60 %-al. Az emissziés maximum szintén
jobbra tolodva helyezkedik el DM esetén, hiszen a DM jobban gerjeszthet6 543 nm-rél, mint
az AN. Az is megfigyelhetd, hogy a sejtek ebben az esetben is az elézdekben jellemzetthez

hasonlé mintazat alapjan vették fel a vegyiileteket.
5.10. Az AN fluoreszcencia intenzitasa nagyobb, mint a DM-¢

Zeiss LSM 880-al megvizsgaltuk a sejtek finom strukturalis szerkezetét AN és DM

kezelést kovetéen. 2,26x10°% M molaris koncentracioju AN és 2,43x10° M molaris

crer

eredményt a kovetkezé montazson mutatjuk be:
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#2: 405 nm

#1: Fénymikroszkop #3 488 nm #4: 543 nm

=

Akridin
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Az 5.10. abran a sejtek attekintd képeit lathatjuk azonos 1ézer- és detektor erdsitési
beallitdsokkal transzmisszios lizemmodban, és 405, 488 és 543 nm-es 1ézer gerjesztést

kovetden a kék, zold és vords emisszios tartomanyokban Hel a sejtek esetében. Méret marker:

100 pm.

o

A transzmisszios kép elemzése alapjan valosziniisithetd, hogy az AN 2 oras kezelést
kdvetden nagyobb toxicitassal rendelkezik, ugyanis megfigyelhetd, hogy a sejtek felvaltak és
bizonyos helyeken membran lefiizédéseket is megfigyelhetiink, mig a DM esetében tobb
szabalyosan elteriild letapadt sejt maradt. A gerjesztési maximum jol lathatéan 488 nm-¢l van
mindkét esetben. Az AN fluoreszcencia paraméterei kedvezébbek, ugyanis azonos beallitas

mellett magasabb az AN intenzitasa.
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5.11. Kilonbozo szubcellularis lokalizacio

A nagyfelbontdsu konfokalis mikroszkdpiaval készitett optimalizalt detektor
beallitasokkal készitett képeken a képek kontrasztjan és fényerején javitottunk, ugyanis
alkalmaztunk a képekre egy median 2.0-as sziirét és 60 %-al megemeltiik a fényeré6t is. gy

figyeltiikk meg a festett sejtek intracellularis finom struktarajat.

#1: Fénymikroszkop #2: 405 nm #3 488 nm #4: 543 nm
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Narancs
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Az 5.11. 4bréan a sejtek attekintd konfokalis mikroszkdpos képeit lathatjuk képenként
optimalizalt, kiilonb6z6 detektor erdsitési beallitdsokkal transzmisszios tizemben és 405, 488
€s 543 nm-es 1ézer gerjesztést kovetden a kék, zold és vords emissziods tartomanyokban az 5.10.

abran megfigyelhetd ugyanazokon a HeLa sejteken. Méret marker: 100 um.

A 5.11. 4bran a kiilonbozo gerjesztések esetén mas-mds mintazatot figyelhetiink meg a
két vegyiilet esetében. A DM gerjeszthetd 405 nm-en ¢és itt kis méretii vezikuldkat
azonosithatunk a képen, melyek kiilonboznek a 488 nm-es gerjesztéssel lathatod
sejtmagvacskaktol. Azt gondoljuk, hogy ezek savas vezikuldk és lizoszomak. Ha
Osszehasonlitjuk a 488 nm-es gerjesztést kovetden a két anyagot, megallapithatjuk, hogy az
AN egyértelmiien bejutott a sejtmagba. A DM esetén egyenletesen van festve a citoplazma, a
sejtmagban pedig a sejtmagvacskak latszanak intenziven, de halvanyan a sejtmag konturja is
kivehetd. Az irodalombol ismert, hogy 543 nm-es gerjesztéssel vords emisszios tartomanyban
az AN-nal a lizoszomak és egyéb savas vezikulomok jelenithetéek meg, de itt még a citoplazma

is sejthetd, mig a DM esetén a 488 nm-es gerjesztéshez hasonld a mintazat.
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5.12. Az AN teljes sejtmagot, mig a DM nukledluszt jelol

A kovetkez6 montazson a 5.11. abrabdl kivagott és nagyitott képeket lathatjuk.

#1: Fénymikroszkop #2: 405 nm #3 488 nm #4: 543 nm
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Az 5.12. abran a 5.11. abrabol kivagott és felnagyitott részletet lathatunk.

Akridin
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Ez az 4bra a 488 nm-es gerjesztésénél egyértelmiivé teszi, hogy az AN bejut a sejtmagba
¢s megfesti azt. 405 nm-en a DM esetében jol azonosithatdak a kis méretii vezikulak, de 488
nm-en a DM eléggé homogénen festi a sejteket, mig a sejtmagvacskakat intenzivebben jeloli.
Az AN esetében a citoplazmatikusan abrazolodo lizoszomak és a savas vezikulak lathatoak jol

az 543 nm-es gerjesztéssel.
5.13. Fototoxicitas kék LED folyamatos megvilagitast kovetéen

A kovetkezd kisérletben kék LED fény (490 nm) altal indukalt fotokinetikat
hataroztunk meg, ugyanis kivancsiak voltunk a vegytiletek fototoxicitasara. 96 lyuku edény
minden welljébe 10.000 Hel a sejtet tettiink Ki. 2,26x10° M koncentracié AN és 2,43x10° M
koncentracioju DM oldatokkal kezeltiik a sejteket. Kontrollként 1 %-0s DMSO-t hasznaltam.

A megvilagitasi id6t noveltiik, majd MTT modszerrel hataroztuk meg a sejtek életképességét.
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Akridin Narancs diMICAAc
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Az 5.13. abran a két festék folyamatos kék megvilagitas hatasara mutatott fototoxicitasi
kinetikaja lathato HelLa sejtekben MTT ¢letképesség teszttel meghatarozva. A 10 darab 96
lyuku plate welljeink az abszorbanciaja alapjan szamolva z6ld szinnel az €16 sejteket jeloltiik,
mig piros szinnel a halott sejteket dbrazoltuk kék LED-el tortént megvilagitast kovetden.

Fentrdl lefelé haladva nd a megvilagitasi ido.

Megvilagitdas nélkiili kontroll esetben a vegyiiletek a fototoxicitdshoz hasznalt
koncentracioban nem mutattak toxicitast (0 6ras megvilagitas). Az dbran megfigyelhetd, hogy
1 oras megvilagitast kovetéen a DM fototoxikus hatasa hamarabb jelentkezik. 3 o6ras
megvilagitas esetében nagyjabol hasonlo fototoxikus hatés lathatd mindkét esetben, mig 8 oras
megvilagitast kovetden a DM ismét fototoxikusabbnak tiinik, mint az AN. 24 6ras vilagitast
kdvetden gyakorlatilag egyik esetben sem figyelhetd meg é16 sejt. Osszegezve elmondhato,

hogy mindkét festék jelenlétében a megvilagitasi idot ndovelve csokken az életképesség.
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5.14. Folyamatos z6ld LED megvilagitassal hasonlé a fototoxicitas

A kék megvilagitast kovetden kivancsiak voltunk a fototoxikus hatasra zold LED
megvilagitas esetében is. A kisérleti koriilmények hasonléak voltak, mint a fent leirt esetben,

azonban itt 525 nm-es LED lampat hasznaltunk a megvilagitasra.

Akridin Narancs diMICAACc
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3 6ra

Id6
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Az 5.14. éabran a két vegyiilet folyamatos zold megvilagitas esetén mutatott
fototoxicitasi kinetikajat mutatjuk HeLa sejteken MTT életképesség alapjan. A 10 darab 96
lyuku plate welljeink az abszorbanciaja alapjan szdmolva zold szinnel az €16 sejteket jeloltiik,
mig piros szinnel a halott sejteket abrazoltuk a z6ld LED-el tortént megvilagitast kovetden.

Fentrdl lefelé haladva n6 a megvilagitasi ido.

A DM kicsit nagyobb mértékli fototoxicitasat lathatjuk 1 és 3 6rds megvilagitast
kovetden. 8 oras megvilagitast kovetéen szinte minden sejt elpusztul, de itt is fototoxikusabb

a DM. 24 6ras vilagitast kovetéen gyakorlatilag a sejtek teljesen elpusztulnak.
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5.15. Frakcionalt 1ézer megvilagitassal az AN gyorsabb fototoxicitds mutat

Lézer-szkenning citométerrel szintén megvizsgaltuk a sejtek életképességét. 2,26x10°
a sejteket, tovabba PI-t adtunk hozzajuk 7,5x10® M koncentracioban. A kisérlethez HeLa
sejteket hasznaltunk 30.000 sejt/well sejtszamban. 488 nm-es 1ézert hasznaltunk a
megvilagitashoz. 63 ciklusban vettiink fel képeket 5 perc/ciklus id6tartamban. A kezelési id6

igy 5 6ra 15 perc volt.

Akridin Narancs diMICAAc
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Az 5.15. dbra az LSC mérést kiséré fototoxicitasi kinetikat mutatja egyedi Hela sejtek
életképesség vesztésén keresztiil nyomon kovetve. Az eredetileg halvanyan fest6do €16 sejtek
membranjanak a karosodasakor a kiilsé térb6l a propidium jodid DNS festék bearamlik a
sejtekbe, majd a sejtek magjaba, aminek hatdsara a magok intenziv piros szinben mutatkoznak
meg. Bal oldalon az AN, mig jobb oldalon a DM kezelés képei lathatéak novekvd iddtartamu
mérések utan. A képek ugynevezett ,,well image-k”, mely képek minden esetben 2x2 , field

image”’-b6l mozaikszeriien éplilnek fel. Egy kép teljes szélessége 500 um.
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A kiilonbség a lézer-szkenning citometrias mérések és a LED lampas kisérletek kozott
a megvilagitas folytonossagaban volt. Mig a LED hasznalata esetében a kezelési idében
folyamatosan tortént a megvilagitas, addig az LSC esetén csak a képek készitésének idején
tortént megvilagitas, amely esetiinkben ciklusonként 2,9 s megvilagitasi idot jelentett. Tehat a
LED lampa folyamatos megvilagitdsaval szemben, az LSC megvilagitast frakcionaltan 5

percenként adagoltuk a ciklusonkénti 2,9 s megvilagitasi idokben.

Az LSC 488 nm-es 1ézerének teljesitménye folytonos megvilagitas esetében 0,30 mW
+ 0,05 (atlag = SD) volt, ami 0,32 W/cm? fény teljesitménynek felelt meg a mintanal. Ezzel

ellentétben a LED megvilagitisnal ugyanez a fény teljesitmény kevesebb: 4,45 mW/cm? volt.

A PIl-16l tudjuk, hogy csak ¢élettelen sejtek vagy erdsen karosodott sejtek membranjan
képes atjutni. 0 6ranal lathatjuk, hogy az AN fluoreszcens intenzitdsa nagyobb, mint a DM-¢é.
1 orat kovetden AN esetében a kép kozepén (,,well image”) par helyen kezdenek feltiinni az
intenziv PI fest6désli pusztuld sejtek. 2 o6ranal kozépen (a ,,field image” képek illesztésénél,
ahol a lézer nyaldb tobbszor is 4athalad egy cikluson beliil) egyre tobb PI pozitiv sejtet
figyelhetiink meg. 3 6ranal szembetiind, hogy az AN esetén gyakorlatilag minden sejt
elpusztul, kdszonhetéen annak, hogy az AN frakcionalt megvilagitas esetén fototoxikusabb

vegyiilet, mint a DM. 4 6ratdl kezdve minden sejt meghal mindkét esetben.
5.16. Csak a megvilagitott teriileteken halnak el a sejtek

Az LSC mérést kovetden felvételeket készitettem az altalunk bevilagitott teriileteknél

kicsit nagyobb teriiletekrél hagyomanyos és higanygdz lampas fluoreszcens megyvilagitassal.

Fénymikroszkop 405 nm 488 nm 633 nm

AN

DM

Az 5.16. abréan lathatjuk az megvizsgalt 2x2 , field image”-bdl 4ll6 hagyomanyos és
higanygéz lampas fluoreszcencia mikroszkopos, UV/kék, kék/zold ¢és zold/piros
(gerjesztés/emisszio) képeket AN és DM esetében. Méret marker: 250 um.
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A mikroszkopos képeken lathatd, hogy a kozépsé ,well image” teriileteken
megvilagitott sejtek karosodtak. UV gerjesztéssel a kvantumhatasfok alacsonyabb, mint kék
gerjesztéssel. K&k gerjesztést kovetden lathatjuk a legjobban, hogy a ,,well image” teriileteken
kiviil is felvették a sejtek, mind az AN-ot, mind a DM-ot. Az LSC megvilagitast kovetden, csak
itt, a bevilagitasi ablakon kiviil lathatéak intenziv z6ld szinnel a sejtek. A piros csatornaban
azokat a sejteket lathatjuk, amelyek felvették a PI-t, tehat ezek a sejtek halottak.
Megallapithatjuk a képekbdl, hogy minden sejt felvette az altalunk hasznalt vegytileteket és
csak azok a sejtek haltak meg amelyek a megvilagitott teriileteken beliil helyezkedtek el.

5.17. A festékek mennyiségével aranyos a fototoxicitas

A kovetkezé montazson higanygézlampas felvételeket lathatunk, amelyet Olympus 1X-
71-es mikroszkoppal készitettiink. HeLa sejteket kezeltiink AN-al 2,26x10° M és 1,13x10°% M
végkoncentracioban ¢és DM-al 2,43x10% M, 1,21x10°% M végkoncentracioban. Minden
mintdhoz adtunk 7,5x10° M végkoncentracioban propidium jodidot. A képek szintén egy
LSC-s ¢életképesség vizsgalat utan lettek felvéve, tehat 63 ciklusban az 5 6rds megvilagitast

kovetden készitettem a felvételeket.

Az 5.17. dbran két kiilonbozd festék koncentracioval eldidézett fototoxicitast mutatunk
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hasznaltunk. A megvilagitas 2x2 ,.field image” teriileten tortént, aminek a hagyomanyos és
higanygdéz lampas fluoreszcencia mikroszkopos, UV/kék, kék/zold ¢és zdld/piros

(gerjesztés/emisszid) képeit mutatom be AN és DM esetében. Méret marker 50 pm.

Fentrdl lefelé haladva az elsd két sorban lathatjuk az AN 2,26x10°M és
DM 2,43x10°% M koncentracioji kezeléseket, mig az also két sorban AN 1,13x10°% M és DM
kevesebb a halott sejt, hasonld megvilagitas esetén. Az AN 2,26x10° M és DM 2,43x10° M
koncentracio esetén hasonld mértékii fototoxicitassal rendelkezik. AN 1,13x10° M és DM
1,21x10® M végkoncentracio esetében az AN esetén tobb halott sejtet lathatunk. A kiilonbséget
a LED indukalta fototoxicitashoz képest két dologra, egy spektralis €s egy idobeli dologra
vezethetjiik vissza. Egyrészt az LSC 488 nm-es 1ézer gerjesztést hasznal, mig a LED lampéak
kicsit mas hulldmhossz maximumon gerjesztettek (kék: 470 nm, zdld: 530 nm) ¢és a LED
lampak szélesebb spektrumban vilagitjadk meg a sejteket a maximum két oldalan. Masrészt az
LSC esetén nem folyamatos a megvilagitas, ugyanis 5 percenként a képek felvételének idejére,
kb. 3 masodpercig, vilagitjuk csak meg a mintat. A LED lampa esetén ténylegesen az adott

kezelési ideig folytonosan torténik a megvilagitas.
5.18. Az AN fototoxikusabb frakcionalt besugarzassal

Szerettiik volna tudni egyedi sejt szinten, hogyan veszik fel a sejtek a
fotoérzékenyitdket és milyen morfologiai és membran permabilizacids valtozasok torténnek

ekozben. Ezért elkészitettiik a fluoreszcens vegyiiletek és a PI felvétel képi kinetikajat az iCys
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7.0 és a Fiji szoftverek segitségével egyedi sejtekben.
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Az 5.18. abran a sejtek fotodestrukcios festédési kinetikajat lathatjuk propidium jodid
jelenlétében, mégpedig bal oldalon az AN, mig jobb oldalon a DM esetében. A felso sor egy-
egy képének teljes szélessége 250 pum. Itt jeloltik meg azt a sejtet, aminek a festési
kinetik4janak a képeit lathatjuk az alsé sorokban. A kozépsé sor grafikonjai a felsd képen
lathatd Osszes sejt egyiittes festési kinetikajanak a valtozasat mutatja. A fluoreszcencia

intenzitasokat abrazoltuk a 63 ciklusnak megfelel6 id6 fliggvényében (min).

Az abran jol lathato, hogy a vegyiiletek hozzdadasat kdvetden eldszor a citoplazma,
majd a magok is egyre intenzivebben veszik fel a fotoérzékenyité festékeket. Az AN
kvantumhatasfoka nagyobb, mint a DM-é, ezért itt nagyobb intenzitasban latjuk a
szinvaltozasokat, ugyanakkor ez el is fedi bizonyos mértékben a DM festék esetén jobban
kovethetd sejten beliili morfologiai valtozasokat. A sejtek festését kovetden (festékkel valo
inkubacid) beall egy sejten beliili festék egyensuly. Ahogy elkezdiink 5 percenként a
megvilagitasokkal képeket késziteni roluk, eldszor egy 1j festék egyenstlyt latunk, amikor a
festékek a sejtmagban intenziv zo6ld szinben akkumuldlédnak. Ez a folyamat mar a
megvilagitas miatti szinglet oxigén karosodas eredménye, ami karositja mind a lizoszéma
membrant, mind a kromatint, mind a citoplazma membrant. Az id6 elérehaladtaval a karosodas

mértéke megnd, €s egy pontban a sejtbdl kiiiriilnek a fotoszenzitizalo festékek, majd a Pl elkezd
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bejutni a sejtbe. A PI festés eleinte szemmel lathat6 a citoplazmaban is, majd egy id6 utan a
magi DNS festéssel telitédik. A citoplazmatikusan intenziv PI fest6dés az oxidativ karosodas
eredményeképpen fragmentalodd DNS-nek a magbol torténd iiriilésére utal. AN esetén ez a

folyamat gyorsabban megtorténik.
5.19. A membran permeabilizalasi PI kinetika statisztikai elemzése

Az egyedi sejtek Pl Kinetikajanak kiértékelés esetén azt tapasztaltuk, hogy az AN
gyorsabban teszi atjarhatova a sejtek citoplazma membranjat, tehat 6li meg a sejteket, mint a
DM. Ezt statisztikailag is latni szerettiik volna, ezért tobb sejtrél is adatot gytjtottiink és
kiszamitottuk a fototoxicitasi kinetikat jellemz6 gyors PI emelkedés megkezdddésének atlagos

idejét és a szorasat.

Fototoxicitasi id6 (6ra) Akridin narancs diMICAAC
Atlag 2.4 2.9
SD 0.3 0.28
n 175 164

Az 5.1. tdblazatban AN esetén 175 db sejtrél, DM esetén 164 db sejtrdl készitettiink

statisztikat a fototoxicitasi kinetika meghatdrozasahoz.

A tablazatban bemutatjuk az atlagos 6lési id6t és ennek a szorasat. Lathatjuk, hogy AN
esetén atlagosan 28,8 ciklusra (2,4 6ra) mar jelentkezik a karosodéas és a PI be tud jutni a
sejtekbe, mig DM esetén, ez atlagosan 34,6 ciklus (2,9 6ra). A statisztika azt mutatja, hogy az
AN frakcionalt 1ézer megvilagitast kovetden gyorsabb fototoxikus kinetikéval tud a sejtekre

hatni, mint a DM. A p érték kisebb volt mint 0.0001, t-probaval vizsgalva.
5.20. A PI fest6dés kinetikaja frakcionalt megvilagitas esetén

Szerettiik volna meghatarozni a PI DNS-festék sejten beliili és kiviili mintdzatanak
pontos kinetikdjat. A kovetkezd abran egy képet lathatunk az LSC-s ¢életképesség vizsgalatrol
AN ¢és DM kezelést kovetéen. A zold csatornaban, ami a fényérzékenyitd jelét mutatja,
kivalasztottunk egy sejtet, ezutan nyomon kovettiikk mind a z6ld, mind a voros intenzitasok

valtozasat, mely utobbi a DNS-festd PI intenzitasat jelezte a vords csatornaban.
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Az 5.20. abra felsé képén egy HeLa sejtet lathatunk AN és DM kezelést kovetden. 63
ciklusban tortént a megvilagitas. A kép az 1. ciklust abrazolja, amelyen hat kor alak( vizsgalati
helyet (ROI) jeloltiink ki szinkoddal azonositva éket: egyet a sejten beliil a lizoszomak
teriiletén (piros), egyet a sejtmagon beliil (zold), egyet a késdbbi membran lefiiz6dés helyén
(sarga), és harom egyre tavolodo pontot a sejt kornyezetében (lila, sotétsziirke, vilagossziirke),
ami a sejttol tavolodo hattereket abrazolja. Az abra felsd soraban a z6ld csatorndban mért
intenzitasokat (fényérzeékenyitd festékek), mig az alsoé sorban a tavoli vords csatorndban mért

intenzitasokat (Pl) mutatjuk. Bal oldalon az AN, jobb oldalon a DM.

Az 5. 20. 4bran jol lathato, hogy amint a sejteket megfestettiik a fényérzékenyitd
festékkel, a 63 ciklus sordn eldszor emelkedik a zold csatorndban az intenzitds. Ahogy idében
elére haladunk, a ciklusok szama novekszik, vilagitjuk a sejtet, a karositdo folyamatok mind a
lizoszomat, mind a sejtmagot €s a sejtfelszini membrant is karositjdk. Amint a sejtmembran
permeabilitdsa megnd, a PI be tud jutni a sejtbe (kék fiiggdleges vonal). Az AN esetében ennél
a sejtnél ez a szdm 23 ciklus. Ahogy a membran permeabilitdisa megnétt a PI intenzitdsa
folyamatosan novekszik, az AN festék pedig kitiriil a sejtbdl és lecsokken a zold intenzitas. A
sejtmag karosodasnal fragmentalodik a DNS. Ezek a DNS fragmentek el6szor kijutnak a
sejtmagbol, bejutnak a membran leflizddésekbe, majd kiiiriilnek a sejtbdl. Az abra bal also

részeében lathatjuk a voros csatornaban mért intenzitdsokat sejten beliil, a sejt kornyezetében és
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a hattérben. A 23 ciklust kovetden eldszor és legjobban a magban, majd a hélyagokban, és a
sejt kozelében, a hattérben is megemelkedik a PI intenzitasa. Id6ben késleltetve €és aranyosan
egyre kevésbé a tdvolsag novekedésével. DM esetében is hasonlo folyamatot lathatunk, de még
egyértelmiibben, mint azt az AN esetében. A kiilonbség a két vegyiilet fototoxikus hatisa
kozott, hogy a DM-nél a membran karosodas idében késobb jelentkezik, tehat a membran
permeabilitdsa nem a 23. ciklusban, hanem a 27. ciklusban figyelheté meg. Az abra jobb also
részén (DM, vOrds csatorna) jobban megfigyelhetd, hogy a fragmentalodott DNS valdban kijut
a sejt kornyezetébe és emeli a hattér intenzitasat. A lizoszoémakon jelentkezd fototoxicitasi
valtozdsok a képek kisebb felbontdsa miatt nem értékelhetéek egyértelmiilen ezekben a
kisérletekben. Viszont a fototoxicitds hatasara a sejtmagbol {iril6 DNS fragmentumokat,

tudtunkkal elséként vizualizaltuk.
5.21. Hiszton fehérjék eluciojanak vizsgalata

Az AN fényérzékenyitor6l jol ismert DNS karositd hatasa. Ennek soran az AN
indukalta fotooxidacio, ahogyan az el6z0 kisérletekben lattuk, DNS toréseket hoz 1étre. De a
fotooxidacid soran kovalens keresztkotések is létrejohetnek a kromatin DNS-DNS, DNS-
fehérje és fehérje-fehérje molekulai k6zott. Ezért kivancsiak voltunk arra, hogy egy a kromatin
fehérjéinek a magban vald rogzitettségét monitorozd nukleoszéma stabilitds vizsgélattal

talalunk-e kiilonbséget az AN és a DM hatéasaban.

A nukleoszomak DNS-hez valo dinamikus rogzitettsége fontos a sejtek transzkripcios,
proliferacios és differenciacios folyamatainak szabalyozasa soran. A nukleoszomak stabilitasi
jellemz6t in vitro értékelik vagy ugy, hogy rekonstrualt vagy izolalt nukleoszomakat tesznek
ki kiilonbozd stressz koriilménynek és mérik integritdsukat, vagy €16 sejtekben vizsgaljak
mobilitasi jellemzdiket. Ezek a jellemzok pedig bemutatjak, hogy kiillonbozd hatdsokra milyen

molekularis valtozasok torténnek az adott rendszerben. Egyik példa erre, ha a NaCl

crer

crcr

modositjak a DNS csavarodottsagabdl adodo fesziilését, €s ez vezet ugyancsak a magi fehérjék
magbol valo tavozasahoz [105]. A kovetkezo kisérletekben arra voltunk kivancsiak, hogy AN
megyvilagitott és a nem megvilagitott teriiletek kozott. A kisérletekben HelLa sejteket
hasznaltunk. 2,26x10° M molaris koncentracidju AN és 2,43x10® M molaris koncentracioj

DM oldatokkal kezeltiik a sejteket. Kezelést kovetden az LSC-s méréseknél definialt méretii
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tertiletet vilagitottunk meg.

700 mM NaCl

AN

2000 mM NaCl

700 mM NacCl

DM T T—
0 20

2000 mM NaCl

Az 5.21. dbran a megyvilagitast koveté 700 mM és 2000 mM sokoncentracios kezelés
utani eredményeket mutatjuk be a két fényérzékenyitd festék esetén. Az 4bra azt szemlélteti,
hogyan tudtuk elkiiloniteni a megvilagitott és nem megvilagitott sejteket. Piros pontokkal
mutatjuk a bevilagitott teriileteken 1évé DNS festett magokat, melyeket az R2 kapuval jeloltiik.
Az Osszes tobbi sejt magja, ami az R2 kapun kiviil esik, ezek jelentik a nem megvilagitott

teriiletet.

A ,beégetést” kovetden kiillonbozd sokoncentraciokkal kezeltiik a sejteket, majd az
iCys szoftver segitségével a tavoli vOrds csatornaban azonositottuk a sejtek hiszton
mennyiségét jelentd fluoreszcencias értékeket (ez lathatdo az 5.21. dbra 4. oszlopanak y-
tengelyén). Meghataroztuk a sejtszamot, a sejtciklust, mely utobbi az 5.21. abra 5. oszlopardl
olvashato le. A kovetkezd abran az Osszesitett kezelés eredményét mutatjuk be, amely

tartalmazza az Osszes sokoncentracios kezelés eredményét.
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Az 5.22. 4bra bal oldali fels6 ¢és alsé részén az AN, jobb oldali felsd és alsé részén a
DM hiszton fluoreszcencia intenzitdsait lathatjuk az emelkedd NaCl koncentraciok
fliggvényében. A piros vonal a megvilagitatlan teriileteket mutatja, mig a fekete vonal a
megvilagitott teriileteket dbrazolja. A felsd két abran a hiszton H2A mennyiségét szdzalékosan

abrazoltuk a kezdeti somentes allapothoz (100 %) viszonyitva, fényérzékenyitok jelenlétében.

Amikor a megvilagitatlan HeLa sejteket az AN vagy DM interkalatorokkal kezeltiik, a
hiszton H2A fehérjék a sokoncentracié novekedésével szigmoid gorbe szerinti mintazatnak
megfelelen triiltek ki a sejtmagbodl (piros jelzés az 5.22. abran). Az also sor abrain az is jol
megfigyelhetd, hogy a DM esetén nagyobb mennyiségii kezdeti hiszton fehérje intenzitast
mértiink a 100 és 600 mM koncentraciok esetében. Mindkét esetben lathatd, hogy a NaCl
detektaltunk. Ez a DM esetében szembetlind ugyanis nagysagrendben kisebb hiszton
mennyiség maradt a sejtben a legnagyobb sokoncentracios kezelést kovetden a megvilagitatlan
teriileten. A DM megvilagitott teriilet hiszton mennyisége nagysagrendben azonos maradt a
legkisebb és legnagyobb sokoncentracio esetében egyarant. Az AN esetén a megvilagitott és
megvilagitatlan teriileteken is csokkent a hiszton fehérje mennyisége a DM festékhez képest,

ami egyrészt az jelentheti, a bevilagitatlan esetben, hogy az AN hatékonyabb interkalator festék

crer
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esetben nagyobb mértékben kérositja a DNS-t, mint a DM. Osszességében megallapithato,
hogy megvilagitast kovet6en a hiszton fehérjék rogziiltek a kromatinhoz a DM esetén, mig a
nem megyvilagitott részen a sdkoncentracio emelésével a hisztonok elualhatéak voltak mind a
DM mind az AN esetében, hiszen csokkend hiszton mennyiségeket detektaltunk. Tovabba
megallapithatjuk, hogy az AN intenzivebb DNS karositast okoz frakcionalt besugarzas esetén,
mint a DM.

5.23. A fényérzékenyitdk kromatin kapcsolatanak vizsgélata

Az el6zd kisérletekben a hiszton fehérjék intenzitdsain kiviil a zold csatorndban is
megvizsgaltuk a kiilonbségeket, amely a fotoérzékenyitdk tulajdonsdginak meghatarozasaban

volt hasznos. A kisérleti koriilmények az el6z6 abran leirtakkal megegyezdek voltak.
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Az 5.23. abra felsO részén az AN, alsé részén a DM z6ld csatornaban mért intenzitasait
lathatjuk emelkedé NaCl koncentraciok fuggvényében. Piros vonallal itt is a megvilagitatlan

teriileteket abrazoltuk, mig fekete vonallal a ,,beégetett” teriileteket abrazoltuk.

Az AN ebben az esetben is magasabb intenzitasokat mutatott, mely igazolja, mint
fluorofér az AN jobb fluoreszcens paramétereit. Mindkét esetben a megvilagitott teriileteken
magasabbak voltak a jelek a bevilagitatlan teriiletekhez képest. Az AN-nal lathatunk bizonyos
foku intenzitas csokkenést magasabb sokoncentraciok felé. DM esetén a zold intenzitas a NaCl
bevilagitott intenzitdsok magasabbak voltak és ez a festékek a kromatinhoz vald kovalens

rogzitddését jelentheti, amit a fotooxidacio valt ki.
5.24. A festékek hatédsa a lizoszoOmak integritdsara

Kivancsiak voltunk ra, hogy amit a sejtek finomstruktirainak vizsgalatakor lattunk a
mintazatokban, azok a vezikuldk valdban lizoszomdk-e, ezért egy ismert lizoszémaban

akkumulalédé markert, a ,Lysotracker Orange” festéket, hasznaltunk az AN és DM
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kezeléseket kovetden HelL a sejteken.

Kontroll AN DM

100 pm

Az 5.24. abran lathatjuk ,,LysoTracker Orange” festés utan a Hela sejteket, melyek
megvilagitasnak voltak kitéve kezeletlen kontroll, illetve AN és DM kezelést koveten. 15 perc

inkubaciot kovetden késziiltek a képek 543 nm-es gerjesztést kovetden.

A képeken jol latszik, hogy a ,,LysoTracker Orange” valoban megjelolte a lizoszomakat
kontroll esetben, mig a fényérzékenyitok jelentdsen csokkentették a megjeldlhetd foltszeriien
festddo lizoszomak mennyiségét. AN esetében nagyobb szami lizoszoma maradt, mint a DM
esetében, a fényérzékenyito kezeléseket kovetden. A tovabbi kisérletekben kivalasztottunk egy
sejtet, melyet hosszabban megvilagitva kivancsiak voltunk, hogy mi torténik a lizoszomakkal.

A kovetkez6 abran ennek az eredményét mutatjuk be.
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diMICAAc

Az 5. 25. abran Hela sejtek lathatoak, melyek AN és DM kezelést kaptak. Harom
emisszios €s egy transzmisszids csatorndn készitettiink képeket a sejtekrol. Séarga korrel
emeltiik ki az altalunk kivalasztott és megvilagitott sejtet. Kék korrel jelolve lathatd egy
kontroll sejt, amelyet nem vilagitottunk meg. A narancssarga vonal 50 um, mig a z6ld vonal
10 pm méretet jelent. ,,A” oszlop jelenti a fotoérzékenyitével kezelt és megvilagitas elétti, ,,B”
oszlop jelenti a megvilagitas utani, mig,,C” oszlop jelenti a megvilagitas utani és ,,LysoTracker

Orange” jelolt eseteket.

A képekbdl megallapithatd, hogy a megvilagitott sejtek fluoreszcencia intenzitasa
egyértelmiien csokken. A megvilagitast kovetden, csak a megvilagitott sejtek intenzitdsa
csokken, a kornyez6 sejteké nem. A megvilagitas utan a ,,LysoTracker Orange” nem tudja
megjeldlni a lizoszomakat, mivel az AN és a DM e¢léz6leg mar bejutott a sejtekbe és a
megyvilagitast kovetden karositottak a lizoszoma membranjat. A kontroll képeken jol lathato,

hogy a nem megvilagitott sejtekben a ,,LysoTracker Orange” szépen jeloli a membranjaban
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nem karosodott kis vezikulaszerti lizoszomakat. A kisérlet kovetkezé részében egy sejtrol
készitettlink 1000 képet, mely képekbdl 20 fps-el videdt készitettiink. A vided adott ido

intervallumaban a képekrél montazst készitettiink, amelyet a kovetkezd dbran szemléltetiink:

5s 10s
25s 30s 35s
5s 10s
30s 35s

Az 5.26 abra fels6 részén az akridin naranccsal kezelt sejtrol lathatjuk a képeket, mig

15s 20s

Os

10 pm

T

Os

25s 40s 50s

az abra also részén a diMICAAC-al kezelt sejtrdl lathatjuk a képeket adott id6 pillanatban 50 s

megvilagitas sordn.

Megfigyelhetjiik a képeken, hogy az akridin narancs esetében a megvilagitis soran

elészor csokken az intenzitds, majd ujra feler6sodik, végiil az 50s végére teljesen kiég a
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festéklink. Ezt a feler6sodést a videoban kis tlizijatékszeri felvillanasok okozzak. A
diMICAACc-nal ez a jelenség sokkal kisebb mértékben jelenik meg, szinte észrevétlen. A

kisérlet kovetkezo fazisaban szerettiik volna kvantitativan meghatarozni a lizoszomak aranyat.
5.25. Lizoszoéma karosodas kvantitativ meghatarozasa

A kisérlet soran higitasi sort készitettiink. HeLa sejteket kezeltiink AN-al és DM-al.
Bevilagitast kovetéen LysoOrange-al jeloltiik a sejteket. Ezt kovetden felvételeket készitettiink
a sejtekr6l Olympus 1X71 fluoreszcens mikroszkoppal. A képek kiértékelése utdn pedig

oszlopdiagrammon abrazoltuk a lizoszomak sejtenkénti mennyiségét.
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Az 5.27. abran a lizoszoOmak kvantitativ meghatarozasanak eredménye lathato

A bal oldali abran azt a molaris koncentraciot abrazoltuk, ahol a legnagyobb
kiilonbséget lattuk az AN és a DM kozott (1x10° M). Megallapithato, hogy a fotoérzékenyiték
végkoncentracidinak emelésével mind AN, mind DM esetében csokkent a sejtekben a
lizoszomédk mennyisége a kontrollhoz képest. A lizoszoma kérosité LLOMe pozitiv kontrol
esetén szintén csokkent lizoszomalis aktivitas észlelhetd. Sejtek nélkiil, csak médium esetben
egyaltalan nem sikeriilt lizoszémalis jelet detektalni. Hasonld molaris koncentracio esetében a

DM nagyobb foku lizoszoma karosodast okozott mint, az AN.
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6. Megbeszelés

Uj, tobbfunkciés amino-izocianoakridineket (ICAAc, monoMICAAc és diMICAAc)
allitottunk elé 3,6-diaminoakridin és diklorkarbén reakciojaval. Az igy kapott fluoroforok a
molekuldk dipolusos természetének (Ap = 5,6-8,9 Debye kozott valtozik) kdszonhetden
hangolhat6 szolvatokrom viselkedést mutattak (Adem = 53-63 nm). Az elektronelvond
izonitrilcsoport alkalmazésa csokkent bazicitast (pKa=7,05-7,58) eredményezett, ami az egyedi
pH-érzékeny vibracids abszorpcios savokkal egyiitt igéretes pH-szondakka teszi a vegyiileteket
fiziologias pH-tartomanyban. Tovabba, az izocianocsoport kivald ligandja az Ag(I)-vel valo
komplexképzésnek, igy a festékeink optikai viselkedése is javithatd, ionokkal akar
finomhangolhatova valnak. Az ICAAc, a monoMICAAc és a diIMICAAc festékek €16 sejtek
képalkotasara valo alkalmazhatésagat HeLa sejteken mutattuk ki 2.5 x 10 M és 1,25 x 10®
M végkoncentracioban. A DM-al kezelt sejtek mutattak a legjobban megdrzott morfologiat. A
kisérletek els6 fazisaban, az altalunk készitett képekbdl azt a kovetkeztetést lehet levonni, hogy
a DM kotédik a sejtmembranhoz, be tud jutni kiilonb6zd intracellularis vezikularis
struktardkba, a DNS-hez és RNS-hez kis mértékben kotddik. Mindharom vegyiilet jol
alkalmazhato hagyomanyos epifluoreszcens képalkotasra UV gerjesztés mellett is. Tovabba,
violakék gerjesztés mellett a DM kivaloan alkalmazhatdo a sejtek pH szondajaként
epifluoreszcens és a lézer megyvilagitas esetén, mint példaul az aramlas- és képalkotod

citometriai, vagy a konfokalis lézeres pasztazo vizsgalatokban.

A kisérletekbdl lathattuk, hogy a 3 vegylilet koziil a DM tiint a legigéretesebb
vegyliletnek, igy a kisérletek tovabbi fazisaban ezt a fluorofort hasonlitottuk Ossze egy, a
szakirodalomban mar rendkiviil pontosan karakterizalt anyaggal, az AN-al. Annak tisztazasa
érdekében, hogy ez az egyszerli kémiai moddositas, amelyet mar bemutattunk, hogyan
valtoztatta meg a sejtes alkalmazasokban felhasznalhato DM fluoreszcencia tulajdonsagait,
Osszehasonlitottuk a festékek fényelnyelési és fluoreszcencia fényemisszios spektrumat vizes
koézegben (PBS pH 7,4) HeLa sejtek hianyéaban és jelenlétében. Sejtek nélkiil a DM szélesebb
¢s viszonylag lapos abszorpcidés spektrummal rendelkezik a 400-500 nm-es gerjesztési
tartomanyban, mig az AN éles és kétszer olyan magas gerjesztési maximummal rendelkezik,
kozel a 488 nm-es 1ézervonalhoz. A sejtek jelenléte nem valtoztatta meg a festékek abszorpcids
spektrumat; a sejtek fényszorasa azonban jelentdsen csillapitotta a gerjesztd fény intenzitasat.
Figyelemre mélto, hogy amikor a sejteket 480 nm-en gerjesztettiik, az AN koriilbeliil husszor

nagyobb fluoreszcencia-emisszidos maximumot mutatott 530 nm koriil, mint a DM. Ehhez a
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csucshoz képest a DM emisszidés maximuma mintegy 40 nm-rel voros felé tolodott. A sejtek
jelenléte nem valtoztatta meg jelentésen a festékek emisszios spektrumat. A toxicitasi
kisérletekb6l meghataroztuk, hogy az LDso toxicitasi érték human HeLa sejtekben mindkét
festék esetében 4 pM volt kériilbeliil 10%-os kiilonbséggel (4,4x10°M az AN és 4,0x10°M a
DM esetén, 95%-0s konfidencia szinten az AN 3,4x10°M és 5,8x10°M, a DM: 3,3x10°M és
4,8x10°M kozotti értéket mutatott). Ez alapjan kijelenthetd, hogy toxicitasban nincs nagy
kiilonbség van a két vegyiilet kozott, ezért a DM tovabbra is alkalmas lehet PDT terapids

eljarasban.

Az AN ismert fotoérzékenyité tulajdonsaggal rendelkezik; ezért kivancsiak voltunk,
hogy ez a tulajdonsag megvaltozik-e a DM-ben. A fényérzékenyitével kezelt HeLa sejteket
470 nm-es LED-fénnyel vilagitottuk meg, a festékek abszorpcidés maximumahoz kozeli
hullamhosszon, névekvé ideig (0, 1, 3, 8 és 24 ora). Ezt kovetden MTT-teszttel vizsgaltuk a
sejtek életképességét. A 2,5 uM DM-mel vagy AN-al kezelt sejtek fele elpusztult a folyamatos
fényexpozicio 42, illetve 76 percéig, tehat a DM hamarabb inditotta el a HelLa sejtek
pusztulasat, mint az AN. A kék fény megvilagitas LDso fluencidja szignifikansan kiilonbozott
a két fényérzékenyité esetében: 11,3 J/cm? a DM és 22,2 J/cm? az AN esetében. A 95%-0s
konfidencia szintek a DM esetében 9,7 és 12,5 J/cm?, az AN esetében pedig 18,3 és 22,0 J/em?
voltak. Ezek alapjan kijelenthetd, hogy a DM fototoxikusabb, mint az AN folyamatos kék

fényben torténd kék LED megvilagitas esetén.

Ismeretes, hogy az AN megfeleld lizoszémalis pH szonda vords fluoreszcens
emisszioval, zold fény gerjesztésével [106]. Kovetkezésképpen az 10 vegyiilet optikai
tulajdonsagaira voltunk kivancsiak. Tobb mikroszkdpos vizsgalatot végeztiink, és arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a két festékanyag rovid tava jelolés esetén (15-30 perc, 37°C-
on, mediumban) ugyanabban az 1-3 uM koncentracié tartomanyban Gsszehasonlithatéan jol
fest human sejteket. A konfokalis vizsgalatok azt mutattdk, hogy a sejtek nem mutatjdk a
toxicitas morfoldgiai jeleit ezekben a rovid tava alkalmazdsokban (3-4 ora fiziologias
koriilmények kozott). A DM azonban a HeLa sejtek citoplazmajaban a 405 nm-es 1ézerfény
gerjesztésénél ¢és a kék fluoreszcencia emisszios tartomanyban jobban lathatova tette a
lizoszoma tipusu vezikulakat, mint az AN 543 nm-es gerjesztésnél és a voros emisszios
tartomdnyban, tovabba a DM, szemmel megitélve, kicsit kisebb vezikuldris strukturikat

azonositott, az AN-hez képest.

A 488 nm-es gerjesztésnél és z61d fluoreszcencia emisszios tartomanyban az AN sokkal
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hatékonyabban festett ¢s fényesebb fluoreszcenciat mutatott, mint a DM. Ezen a 488 nm-es
hullamhosszon mindkét festék a legjobban az €16 sejtek nukledluszait, valdsziniileg a
riboszomalis RNS-t festette meg. Erdekes modon az AN-al ellentétben a DM nem
kiilonboztette meg a nukledris DNS-t a sejtek egyéb citoplazmatikus régioitol. Az AN
folyamatosan er6s6dé modon festette a DNS-t, ami valdsziniileg parhuzamba allithatoé azzal,
hogy a megvilagité fény egyre inkabb stresszeli a sejteket, egyre nagyobb fototoxicitast okozva
a sejtmagnak. Ez a differencialt DNS-festés valosziniileg az AN nagyobb fluoreszcencia-
kvantumhatékonysagaban ¢s a DM kisebb mértékii DNS kotodésében gyokerezik. Magasabb
festék koncentraciokat alkalmazva sem az AN, sem a DM nem tudta megkiilonbdztetni sem a
lizoszomakat, sem a nukleoluszokat, mivel mindkét festék minden komponenst hasonlo

mértékben festett meg.

Két tovabbi human és egy egér sejtvonallal (SK-BR-3, OCM-1, NIH-3T3-G185)
végeztiink konfokalis spektralis képalkotast, hogy megnézziik, mas szdveti €s faji eredetii
sejtek is megfestddnek-e, és hogy ugyanolyan vagy eltérd festddési mintdzatot mutatnak-e,
mint a human HeLa sejtek. A spektralis képalkotas alatamasztotta, hogy minden huméan és egér
sejttipus hasonl6 spektralis mintazattal festodott, és a festddés nem fliggott alapvetden a sejtek
eredetétdl. A sejtek festddésének altalanos intenzitdsa azonban nagyon eltéré volt, ami
alatdmasztja azt az elképzelést, hogy a festékszallitasban kiilonb6zé membranhordozok és
transzporterek vesznek részt a két festék esetében. Az NIH-3T3-G185 egérsejtek a human
MDR1 multidrog-transzporter gén stabil transzfektansai. A legtébb tumor ABC
kivalasztasanal figyelembe kell venni. Ezek a sejtek nagyobb intenzitast mutattak a DM-nél,
ami arra utal, hogy az AN a human ABCB1 membrantranszporter jobb szubsztratja, mint a
DM. A DM ezen tulajdonsaga elényds lehet a lizoszomalis festés szempontjabol és noveli a

DM felhasznalhatosagat az AN-nel szemben terapias szempontbol.

Az akut sejthalal eseményei, amikor a sejtmembran integritasa sériil, vizualizalhatoak;
ezért ugy dontottiink, hogy a fototoxikus folyamatok dinamikajat is nyomon kovetjiik egy iCys
1ézerpasztazo citometrids képalkoto rendszer segitségével. A sejtek vizualizalasa egy latdbmezo
pasztazasaval tortént, koriilbeliil 5 ora sejtmegfigyelést és 180 masodperc teljes 1ézerfény-
expozicidt jelentett frakcionalt modon. Mivel a fluenciat a minta szintjén mértiik, kényelmesen
szabalyozhattuk a sejteket éré megvilagitasi energiat az alkalmazott ciklusok szdmanak

nyomon kovetésével. A sejtek elhalasakor bekdvetkezd6 membranrepedés kimutatasara a
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fotoszenzibilizatorokat tartalmazd kozeget kiegészitettiik egy membran-impermeabilis vords
DNS-festékkel, propidium jodiddal. A teljes folyamat rogzitése utan nagylatdoszogi
fluoreszcens képeket készitettiink. A megfigyelési folyamat végén azonban a kép kozepén 1évo
letapogatott és ennek kovetkeztében megvilagitott sejtek a membran integritdsdnak elvesztése
miatt elvesztették zold fényérzékenyitd festodésiiket, és a sejtmagok a DNS festékkel vorosre
festédtek. A transzmisszios képeken a sejtek kontarjai felismerheték voltak a latomezé
koézepén és a periféridjan egyarant. A képek bizonyitottak, hogy a besugarzott fényenergia
lokalizaltan és kvantitativ médon adagolhatd, a nem megvilagitott sejtek pedig eredendden

negativ kontrollt biztositanak.

A ciklusosan készitett felvételekbdl videofilmet készitettiink. Lathattuk a
fényérzékenyiték felhalmozodasat a sejtekben, ahol az AN, amelynek nagyobb a
fluoreszcencia kvantumhatékonysaga, mint a DM-nek, er6sebben festette a sejteket. A DM
kisebb kvantumhatékonysdga elényds volt a PI sejteken beliilli megjelenésének jobb
megkiilonboztethetdsége szempontjabol. Kezdetben a sejtek tobbsége €16 volt, és csak nagyon
kevés elhalt sejt festddott vordsre. Elészor az edény aljahoz rogzitett sejtek elveszitik
membrankapcsolataikat, pszeudopodiumaikat ¢és mikrovillusaikat. Ezutan a sejtek
zsugorodnak, membrantdredékeket veszitenek el és folyamatosan er6s6dé membran
leflizédések, holyagosodas alakul ki. Kezdetben a holyagok kisebb méretben nagyobb szammal
voltak jelen, majd szamuk egyre csokkent €és egyre nagyobb méretiiek lettek. Végiil néhany
lefliz8dés sejtméretiivé novekedett, és hirtelen a membranstruktirak tobbsége visszahuzodott
a sejtmagok felszinére, és csak nagyon kevés holyag maradt stabilan. A holyagok kezdetben
atlatszoak, majd zoldes szinliek voltak. Hirtelen a zdldes leflizddések vordses szintivé valtak,
mikozben a sejtmagok és a citoplazma is szint valtott. Az egysejt szintli valtozdsok
szinkronban, kis 1id6beli szorassal alakultak ki; kovetkezésképpen a fotoérzékenyitok

megvilagitas hatasara sejtvaltozasokat inditottak be.

A fototoxicitas kinetikdjanak meghatarozasara végzett kisérletek azt mutatak, hogy az
AN fototoxicitas kinetikaja gyorsabb frakcionalt 488 nm-es lézer megvilagitasban. Ismert,
hogy fiziologias koriilmények kozott a kromatin a sejtmagban marad, kivéve, ha valamilyen
okbdl kifolydlag a sejtmagmembran karosodik, €és a nukledris DNS olyan méretiire
fragmentalodik, hogy szabadon kioldddhat a sejtmagbol. Nyilvanvalod volt, hogy a nagy
makromolekuldk a sejtmagban maradnak, mivel végiil a teljes képsorozaton beliil a vOros

magmaradvanyok a halott sejtekben festddtek a legnagyobb intenzitassal. Ennek ellenére
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hatalmas mennyiségii Pl-dal fest6dé voros tartomanyban emittald DNS tavozott a sejtekbdl,
valosziniileg kisebb méretii fragmentumokra szétesett moédon, amikor is a DNS-fragmentumok
at tudtak hatolni a fény altal karositott fenesztralt sejtmag- és citoplazmamembranokon. A
sejtekbdl elveszett DNS-t fluoreszcens képek segitségével kivantuk szamszerisiteni. Volt
azonban egy akadaly, ami ezt a célt nem tette lehetetévé. A Pl nem festi jol az €16 sejtek intakt
sejtmagjait, még akkor sem, ha a membran inpermeabilis PI-ot direkt modon a citoplazmaba
juttatjuk, mivel a sériilésmentes sejtmagban a DNS szorosan feltekeredett kromatin formaban
talalhato. Hasonloképpen ez lehet az oka annak, hogy az AN nem fest jol DNS-t €16 sejtekben.
Az ép DNS-nek lazava kell valnia, hogy a festékek szabadon behatolhassanak, ami vagy egy
“letekerd” vegylilet alkalmazasaval, vagy egy bizonyos szami DNS-szal hasitas
Osszegytjtésével oldhato meg [105]. Az egysejtes kinetika képkockaiban a zold-piros
szinvaltas azt sugallta, hogy a fotokarosodott DNS a sejtmagbol felszabadul, melyet a
membrant-at-nem-jar6 DNS-festékkel, a PI-al lathatova lehet tenni, akkor, ha a sejtmembran
is atjarhatova valik a PI szamara a fotokarosodas miatt. Ezért a képek relativ festéktartalmat a
z0ld és a vords szin intenzitdsa alapjan kvantifikaltuk. A képek azt mutattak, hogy a DNS-
festés a magokban egyre intenzivebbé valt. Ez azt bizonyitotta, hogy az AN és a DM elvesztése
¢s a PI altali DNS-festés, idoben egyértelmiien kovették egymast és ezek csak kisebb atfedést
mutattak. Az is érdekes, hogy az AN altal kivaltott valtozasok megelézték a DM altal kivaltott

valtozasokat.

A sejteket minden ciklusban 0,9 J/cm?-es fluenciaval vilagitottuk meg egy ciklus 2,9
masodperces pasztazasa alatt. A DM esetében 28, mig az AN esetében 24 ciklusra volt sziikség
a sejtpusztulashoz, és ezek az expozicids ciklusszamok 26,3 J/cm?, illetve 22,5 J/cm?
fluencianak feleltek meg. Ez a megfigyelés ellentétben volt a LED-es megvilagitas
eredményével, ahol a DM halélosabb volt a sejtek szamara. Az LSC-1ézeres ¢s a LED-es
megyvilagitas kozotti kiilonbség a 488 és 470 nm-es gerjesztések kiilonbozdségén kiviil a
frakcionalt kontra folyamatos megvilagitas volt. Minden besugarzasi periodus utan az LSC
esetében a sejteket a ciklikus 488 nm-es 1ézeres megvilagitasok kozott koriilbeliil 6t percig
sotétben maradtak. Ez lehetévé tette, hogy a sejtek minden egyes besugarzasi ciklus utan
bizonyos szintig regeneralddjanak. A két vegyiilet 616 hatdsdnak megfordulasa a frakcionalt és
a folyamatos megvilagitas kozott arra utal, hogy a vegyliletek elsddleges sejtcélpontjai

eltéroek.

Kiértékeltiik a pixelintenzitasok térbeli és idébeli mintazatat a sejteken beliil és a sejtek
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kornyezetében. Az AN esetén tapasztalhatd valtozasok sokkal hevesebbek voltak és a zold-
voros valtas korabban kezdddott, mint a DM esetében. A két fényérzékenyitd dinamikéajanak
az Osszehasonlitdsaban a magvords fluoreszcencia minimalis értékére beallitott kék fiiggdleges
vonal segitett, ami azt a mérfoldkovet jeloli, amikor a PI bearamlasakor megkezdi a magokban
a végsd fényesedési periddusat. A legfényesebb PI jelek a plazmamembran
permeabilizaciojaval kezdddtek, ami a zold fluoreszcencia intenzitas csokkenésének inflexios
pontjaval és azzal a felfutd PI jel kezdetével esett egybe, ami a végén telitésbe menve
hatalmasra nétt, tiikrozve a nukledris DNS propidium jodiddal vald eldrasztasat. A
fluoreszcencia mennyiségi adatok elemzésével szamos tovabbi izgalmas dologra is
felfigyelhettiink. El6szor is, a zold-piros atfedési id6szak néhany ciklusnyi id6t vett igénybe,
amit itt percekben (id6egység az abszcisszan) jeleztink. Ez azt jelenti, hogy mind a
fényérzékenyitd-vesztés, mind a PI-ndvekedés idoben kissé késleltetve van a citoplazman
beliil, barmilyen mechanizmus is felelds ezért. Ez a késleltetés nem lehet fényszoras vagy
késleltetett fluoreszcencia jelenség, mivel a fényszords a femtoszekundum téredékein beliil, a
fluoreszcencia pedig nanoszekundumokon beliill befejezodik. Nem lehet egyszer
festékdiffuzio miatti késleltettség, mivel a koncentracid kiilonbségek mésodperceken beliil
kiegyenlitddnének ezeken a sejteken beliili tavolsagokon. Ezért a legvalosziniibb magyarazat
az, hogy ezek az események az akut DNS- ¢s membrankarosodassal kiizd6 haldoklé sejtek
¢letjel maradvanyainak részben aktiv kiegyenlitddési 1épéseit tiikrozik. Ezek az egyensulyra
vezetd 1épések lehetnek pl. a fényérzékenyitdk citoplazmatikus vagy membranfehérjékhez valo
kotodése vagy a festékek transzmembran transzportja vezikulakba, illetve az azokba valod
bezartsagbol vald kiszabadulas. Masodszor, az AN Kinetika a hevesebb és masszivabb PI-
valtozasok miatt erdteljesebb DNS-karosoddsra utal. A PI-gorbék érintéi €s amplitadoi is
robusztusabb valtozasokat mutatnak az AN esetében, mint a DM esetében. A fluoreszcencia-
valtozasok mértéke valdjdban nem hasonlithaté 6ssze a DNS-tartalom tekintetében, mivel az
AN ¢és a DM kvantumhatésfokai jelentésen kiilonboznek egymastol. (5.20. dbra) Az AN
esetében az Gsszes nuklearis, lizoszomalis €s membran lefliz6désben megfigyelhetd voros jel
gyorsan telitddik, ellentétben a DM-el, ahol csak a nuklearis jel tetdzik. A sejtek kornyezetében
megjelend vords hattérjelek még pontosabban jelzik az AN szenzibilizalt sejtekbdl szarmazd
DNS-fragmentumok nagyobb mértékii altalanos felszabadulasat, melyek a DM gorbéknél
nagyobb amplitudoval rendelkeznek. Harmadszor, mindkét fényérzékenyitd esetén kapott PI

kinetikai gorbékbdl felismerheté a DNS 16késhullamszerti hirtelen felszabadulasa.
Az intakt sejtekben eleinte nincsen nuklearis Pl jel, a holyagok viszont a PI er6s DNS-
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jelével atmenetileg megtelnek. Ez arra utal, hogy a fény és a fényérzékenyitok akut DNS-
karosodast okoznak a magban, és a kissebbé ¢és lazabba valo DNS-fragmentumok
szétdiffundalnak ¢s fényes Pl-jelet eredményeznek a citoplazméban is. Késobb ez a telitett
intra-membran lefiz6dés DNS-jel szinte a hattérjelek szintjére csokken, ami vilagossa teszi a
DNS-hullam atmeneti jellegét mind térben, mind idoben. Megfigyelheté a hattérjelek

tavolsagfiiggése is, amely a tavolabbi helyeken csékkend, 1épcsdzetes amplitidokat mutat.

Korabbi publikaciokban eddig nem lattunk a DNS-fragmentumok sejtekbol torténd
felszabadulasanak ilyen valos ideji megfigyelését. A sejtekbdl torténdé DNS-felszabadulas
torténhet DNS-karosodas vagy pl. apoptotikus koriilmények hatasara, vagy akar lokalisan is pl.
kaszpaz aktivacio esetén [107]. Az altalunk hasznalthoz hasonld kisérleti elrendezések jo
modelljei lehetnek a DNS-felszabadulas mechanizmusanak a meghatarozasara fotokarositas
vagy ehhez szorosan kapcsolodd mas természetes koriilmény esetén is. A sejtmagi hirtelen
DNS-karosodast, amely a DNS-fragmentumok extracellularis felszabadulasahoz és a
kornyezetbe torténd szétterjedéséhez vezet, a Pierzynska-Mach és munkatérsai altal megfigyelt
jelenség még tovabb fokozhatja. Azt figyelték meg ugyanis, hogy az AN telt savas lizoszomak
a programozott sejthalal soran a magmembrannak a mélyen a sejtmagba meriild

betiiremkedéseibe vandorolnak be [106].

Kivancsiak voltunk, mi torténik a hisztonfehérjékkel a fénykarosodas soran, amikor a
DNS eltiinik a sejtmagbol. Nemrégiben Prof. Dr. Szabo Géabor és munkacsoportja kifejlesztett
egy metodikat, a QUINESIn-t, amely végs6 soron a genomialis DNS szuperhelicitasat jellemzi
a hisztonok és a DNS magi mennyiségének képi mérése révén egyedi sejtekben [105]. Ezekbol
a mérésekbdl tudtuk, hogy magas sétartalmu kezeléssel vagy megfeleld interkalator festékek
alkalmazasaval a hiszton H2A fehérjék mas hisztonokhoz képest konnyeben iiriilnek ki a

sejtmagbol. A modszert kis modositassal alkalmazni tudtuk a fotodinamias hatas vizsgalatara.

Roviden, a kisérlet elején a sejteket fényérzékenyitével festettiik meg és az egysejtes
gélelektroforézishez hasonldan agardzgélbe agyaztuk be egy IBIDI targylemezen. Ezutan a
sejteket a gélben meghatarozott dozisu kék 1ézerrel vilagitottuk meg fiziologias koriilményeket
fenntartva, az iCys képalkoto rendszer segitségével. Ezt kovetGen a sejtmembranokat neutralis
a hisztonokat a kromatinbol Kielualtuk. Végiil a sejtmagokban maradt hisztonokat
fluoreszcensen jelolt antitestekkel festettik meg ¢és az IBIDI-kamraban 1€vé sejteket

1ézerpasztazo citometridval vizualizaltuk és szamszerusitettiik. A kiilonbozé IBIDI-kamrakban
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technika normal kromatinban szigmoidalis hiszton kilokédési gorbéket eredményezett. Amikor
a sejteket megvilagitottuk, megfigyeltiik, hogy a so altal kivaltott hisztonkiiiriilés standard
szigmoid alakja megvaltozott.

A mért valtozasok azt jelezték, hogy a kromatinhoz val6 hiszton-keresztkotés, a DNS-
fragmentacio, a DNS elvesztése a sejtmagokbol és a sejtmagok késdbbi hisztonvesztése mind
az AN, mind a DM érzékenyitett fotodinamikus kezelés soran bekdvetkezett, bar eltérd szinten.
El6szor is, a DNS-interkalald AN altal végzett hisztonkilokédés kifejezettebb volt, mint a DM
esetén. Masodszor, az AN esetében a jelentdsebb hisztonveszteség a DNS sulyosabb
fragmentalodasanak és az azt kovetd DNS-veszteségnek, a DNS-interkalald festékek altali
hisztonkilokddésnek €s az ugyanezen festék altal a fehérjék DNS-hez torténd keresztkotésének
egyiittes hatasa volt. Harmadszor, a DM jobban keresztkapcsolta a H2A-t a DNS-hez és
kevésbé fragmentalta a DNS-t, mint az AN. Tovabba a sejtciklusban nem volt fazisszelektiv
felhalmozodasa a fotoszenzibilizatoroknak. Osszefoglalva a QUINESIn-kisérletekbdl levont
kovetkeztetéseket, a frakcionalt megvilagitasban az AN jelentGsebben karositotta a kromatint,
mint a DM.

Ismeretes, hogy az AN az ¢l6 lizoszomakban is felhalmozddik, és nagy
koncentracioban a dimerképzddés miatt vords fluoreszcenciat mutat. Kék megvilagitasban az
AN a lizoszomakat is karositja, és az mar kevésbé ismert, hogy ez egy kiilonlegesen latvanyos
tiizijatékszerli villogasi jelenséggel tarsul. Kivancsiak voltunk, hogy a DM altal megjelolt és
405 nm-es gerjesztéssel fluoreszcenciat mutatd vezikuldk lizoszomék-e, és hogy a DM

fotokezelés karositja-e a lizoszomakat, mint az AN.

Kisérletet allitottunk Ossze az AN, a DM ¢és a “LysoTracker Orange” egyideju
vizualizalasara, mikozben ugyanazt a térbeli és idébeli megvilagitast alkalmaztuk.
Eredményeink azt mutattak, hogy mind az AN, mind a DM megfestette a lizoszomakat, és
mindkét festék fotokarosodast okozott. A kontrollalt besugarzas alkalmazasa eldtt mindharom
fluorofor hasonld vezikularis strukturakat tett lathatova a sejteken beliil. A lokalizalt
megvilagitas utan az AN és a DM festékek fluoreszcenciaja eltiint a sejtekben, és a
“LysoTracker Orange”’nem tudta lathatova tenni a lizoszomakat az AN vagy DM jelolt sejteken
beliil sem. A nem megyvilagitott, de fotoérzékenyitdket tartalmazé sejtekben 1évo lizoszomak
azonban megfestddtek LysoOrange-ral, ami azt jelentette, hogy a lizoszoémak fény nélkiil épek

maradtak. Ugyanakkor a fény mind az AN, mind a DM esetében lizoszémakarosodast okozott.

71



A latvanyos felvillanasok, amelyek a lizoszomak karosodasat jelezték az AN-festett
sejtek megvilagitasa soran, a DM-festett sejteknél is megfigyelhetdek voltak. Bar a DM festett
sejtekben a jelenség kevésbé volt latvanyos, mivel a festék kvantumhatasfoka joval
alacsonyabb. A DM kezelt sejtek esetén lathatd fotobleaching-gorbén felismerhetd volt egy
észrevehet6 pup. (5.26. abra) Ez az enyhe emelkedés hasonld az AN fotobleaching-gorbéjének
nagy pupjahoz, amely a metakromatikus-lizoszoméabol felszabadulé fluoroforok

dequenchingjének a kovetkezménye.

Ennél a modszernél a fotodestrukcié kezdetének ideje forditottan aranyos a membran
érzékenységével. A fotodestrukcid idézitésének mérése alkalmassa teszi ezt a technikat a
lizoszomak peroxidacioval szembeni stabilitasanak sejtbiologiai vizsgalatara [108, 109]. A
modszert eddig nem ellendrizték més festékekkel. Mivel a mi modositott DM molekuldnk
hasonld lizoszéma pusztuldst mutatott, ez aldtdmasztja az AN hatdsdnak értelmezését és
megerdsiti a modszer alkalmazhatosagat. Ezek alapjan kijelenthetd, hogy mind az AN, mind a

DM festékek fénymegvilagitas altal kivaltott lizoszoma-permeabilizaciot okoztak.

Annak igazolasara, hogy a DM a lizoszomdk fotokarosoddsat is okozza, a karosodas
mértékét koncentraciofiiggd modon kivantuk szdmszeriisiteni. Ezutan a sejteket kék fénnyel
folyamatosan megvilagitottuk egy hagyomanyos lemezes leolvasasi kisérletben. Ezutan a
sejteket “LysoTracker Orange” festékkel festettiik, és a lizoszomak fluoreszcencia-intenzitasat
yjra felvettiik. A mikrotalca leolvasdé eredményei nem voltak meggydzoek, de az LSC
rendszeriink szines kamerdjaval epifluoreszcens mikroszkopos felvételeket készitettiink a
mintakrol (a lyukakban), és a felvételeket sejtenkénti képelemzéssel értékeltiik ki. A
lizoszomék a festékkoncentracioval korreldlva lizalodtak, de a sejtek épek maradtak. Ez
lehetett az oka a hagyomanyos mikrotalca leolvasd eredmények sikertelenségének. Az
egysejtes szinten kiértékelt wellek egyszeri képei azonban helyesen azonositottak a
lizoszomak karosodasi allapotat. A fényérzékenyitdvel nem festett sejtek a “LysoTracker
Orange” altal megfestett pontszeri lizoszomakat tartalmaztak alacsony citoplazmatikus
hattérrel. Amikor fotoérzékenyitdvel torténd megvilagitast alkalmaztunk, a pontszer
lizoszomak szdma csokkent, mig a citoplazmatikus hattér fluoreszcencia nott a fotoérzékenyitd
koncentraci6 novekedésének kdszonhetden. Az LLOMe, a lizoszoma membranbontas pozitiv
kontrollja hasonld egysejtes képeket adott, mint az AN vagy a DM. Az egyes sejtek atlagos
lizoszoma tartalmat a “LysoTracker Orange” festett sejtek fluoreszcencia képeit alkalmazva

értékeltiik Ki. A kezelt sejtekben a lizoszomak atlagos fluoreszcencia-intenzitasa jelentésen
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alacsonyabb volt, mint a kontroll sejteké. Ezutan illesztettiik a lizoszoma-inaktivacid dozis-
valaszat az egyes sejtekben, ami azt mutatta, hogy a DM Kifejezettebb lizoszoma-karosodast
okoz. E paraméter alapjan kiszamitottuk az AN félhatékony dozisat, amely 1,1 uM volt, mig a
DM esetében 0,6 uM. Az LDs értékek atlagainak 95%-os konfidenciaintervalluma 0,9 uM és
1,3 uM, illetve 0,5 uM és 0,7 uM volt az AN és a DM esetében. A gorbeillesztés statisztikailag
szignifikdns kiilonbséget mutatott (p=0,0003). Tovabbi képalkotasi paramétereket is
megvizsgaltunk, mint példaul a sejtek atlagos intenzitdsat, a sejtek fluoreszcencia-

crer

ugyanazt a tendenciat jelezték.

Ezek az adatok arra utaltak, hogy a DM jobban karositotta a lizoszomakat, mint az AN.
fgy az akridingyiiriiben aszimmetrikusan lokalizalt poléris izocianocsoport ndvelheti a DM
lizoszomalis célzott hatdsat. Valoszinlleg a kifelé irdnyuld negativ toltés ndvelte a
lizoszoémakhoz vald kotddési képességet. Az is figyelemre méltd, hogy a folyamatos
megvilagitas a frakciondlt megviladgitdshoz képest eltolta a sejtkdrosodas mértékét. A
folyamatos besugarzas ndvelte a lizoszomabontas tendencidjat, mig a frakcionalasban a DNS-
karosodas dominalt. Ezek a tendencidk arra utalnak, hogy a lizoszomadlis membréanjavito
mechanizmusok nagyobb kapacitassal rendelkezhetnek, mint a DNS-karosodas javitasi

mechanizmusainak. Ennek az elképzelésnek a bizonyitasa tovabbi kisérleteket igényel.
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7. Osszefoglalas

A harom ujonnan szintetizalt akridinvazas vegyiilet koziil a DM tlnt a legigéretesebb
sejtjelold és fotoérzékenyité anyagnak, mivel egyrészt ez rendelkezett a legoptimalisabb
¢s volt a legkevésbé toxikus fény hianyaban. Az AN ¢és a DM 0sszehasonlitasanal kijelentheto,
hogy mindkét vegyiilet abszorpcidos maximuma 488 nm-nél van. Az emisszids spektrumokat
Osszehasonlitva a DM szélesebb emisszids spektrummal rendelkezik. Az emisszios
maximumot tekintve a DM esetében van egy 30 nm-es jobbra tolodas az AN-hoz képest.

Az ¢l6 sejtekben a DM 405 nm-es lézerfény gerjesztésénél intenziv zo6ld
fluoreszcenciaval jelzi a lizoszomdkat, kisebb hattérfluoreszcenciaval, mint az AN. A DM
optimalis gerjesztési és fluoreszcencia emisszios tartomanyaban nincsen kimutathatdo DNS-
vagy RNS-jel, de a sejtek citoplazmatikus jelol6dése és a megtartott morfologidja hatékony
sejtjelolove teszi.

A 470 nm-es folyamatos LED-lampas megvilagitas esetén a DM nagyobb
fototoxicitassal rendelkezett, mint az AN, mig 488 nm-es frakcionalt Iézer megvilagitas esetén
a fototoxicitasi tendencia megfordult; fénybesugarzas nélkiill azonban nem volt jelentds
kiilonbség a két vegyiilet toxicitasaban.

A 488 nm-es 1ézerfény-megvilagitas sejtszintii és molekularis hatasait kvantitativan
Osszehasonlitva az AN hatékonyabb DNS-karositonak bizonyult, valoszinileg az AN
szimmetricitasa miatt lehet hatékonyabb DNS karosito, mivel nagyobb lehet a DNS kotddése.
A 488 nm-es frakcionalt besugarzas esetén az AN hamarabb okozott sejthalalt, amit elébb a
sejtmembran leflizodések képzddése, majd a fotofragmentalt magi DNS 16késhullam-szerti
kiaramlasa jelzett. A DM ugyanakkor a HelLa sejtek lizoszoma membranjanak a
fotopermabilizdlasdban mutatott nagyobb hatékonysagot. A folytonos és a frakcionalt
fotodinamias sejtpusztulas kozotti kiilonbség és a hatterében rejlo sejtes mechanizmusok adatai
arra utalnak, hogy a HeLla sejtekben a lizoszomakarosodas javitdsa nagyobb kapacitassal
rendelkezhet, mint a DNS-karosodas javitasa.

A PDT aspektusaban a munkank azt mutatja, hogy a DM specifikusabban jelzi a
lizoszomaékat, valoészinlileg a kifelé mutaté negativ toltése miatt juthat be jobban a
lizoszomakba és mutathat nagyobb lizoszéma karositd hatast, mig az AN jobban beépiil a
nukleinsavakba és 488 nm koriil erdsebb DNS fotofragmentalod tulajdonsdgi. Az AN
lizoszoma-célzas novelésével a lizoszomak fotodestrukcidja felerdsithetd, ami fotodinamias
hatdsdban fokozott immunogén sejthaldl indukcidt okozhat. A munkénkban kapott PDT
mechanizmus modositasi stratégiat érdemes lehet kdvetni, mert €z fokozhatja a tumorterapidk
hatékonysagat.
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8. Summary

Of the three newly synthesized acridine-based compounds, DM appeared to be the most
promising cell marker and photosensitizer, as it had the most optimal optical properties,
preserved cell morphology to the greatest extent, and was the lowest toxic in the absence of
light. When comparing AN and DM, it can be stated that the absorption maximum of both
compounds is 488 nm. Comparing the emission spectra, DM has a broader emission spectrum.
In terms of emission maximum, there is a shift of 30 nm to the right for DM compared to AN.

DM labels lysosomes with intense green fluorescence when excited by 405 nm laser light
in living cells, with more negligible background fluorescence than AN. No DNA or RNA signal
is detectable in DM's optimal excitation and fluorescence emission range, but the cytoplasmic
labeling of cells and its retained morphology make it an efficient cell tracer.

Under continuous LED illumination at 470 nm, DM was more phototoxic than AN, whereas
under fractional laser illumination at 488 nm, the phototoxicity trend was reversed; however,
without light irradiation, there was no significant difference in toxicity between the two
compounds.

Quantitatively comparing the cellular and molecular effects of 488 nm laser light
illumination, AN was found to be a more efficient DNA damaging agent, probably due to AN's
symmetry, which may be a more efficient DNA damaging agent as it may have a higher DNA
binding. In the case of fractionated irradiation at 488 nm, AN caused cell death sooner, as
indicated first by the formation of cell membrane blebbing and then by the shock wave-like
efflux of photo-fragmented nuclear DNA. DM, however, showed greater efficiency in photo-
permeabilizing the lysosomal membrane of HeL a cells. The difference between continuous and
fractionated photodynamic cell death and the underlying cellular mechanisms data suggest that
repair of lysosome damage in HeLa cells may have a greater capacity than repair of DNA
damage.

In the aspect of PDT, our work showed that DM is more specific in lysosomes labeling,
probably due to its outward negative charge, which may penetrate better into lysosomes and
show more significant lysosome damaging effects. At the same time, AN is more incorporated
into nucleic acids and has more substantial DNA photo-fragmentation properties around 488
nm. By increasing the lysosome targeting of AN, the photo destruction of lysosomes can be
enhanced, resulting in enhanced immunogenic cell death induction in its photodynamic effect.
The PDT mechanism modification strategy obtained in our work may be worth pursuing as it
may enhance the efficacy of tumor therapies.
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