Doktori (PhD) értekezés tézisei

Egy igéretes fotodinamias kismolekula, a diMICAAc
hatasainak sejtbiologiai vizsgalata

Banko Csaba

Témavezeto: Dr. Bacso Zsolt

DEBRECENI EGYETEM
Molekularis Sejt- és Immunbioldgia Doktori Iskola

Debrecen, 2022



Egy igéretes fotodinamias kismolekula, a diMICAAc hatasainak sejtbiolégiai vizsgalata
Ertekezés a doktori (PhD) fokozat megszerzése érdekében
az elméleti orvostudomanyok tudomanyagban
frta: Banko Csaba okleveles molekuléris biologus

Késziilt a Debreceni Egyetem Molekularis Sejt- ¢s Immunbiologia doktori iskoldja
keretében

Témavezeté: Dr. Bacso Zsolt, PhD

A doktori szigorlati bizottsag:

elnok: Prof. Dr. Fésiis Laszlo, akadémikus
tagok: Prof. Dr. Matk¢é Janos, az MTA doktora
Prof. Dr. Bay Péter, az MTA doktora
A doktori szigorlat idépontja: Debreceni Egyetem AOK, Elettudomanyi Kézpont 5306
2019. 12.16.

Az értekezés biraloi:
Dr. Szebeni Gabor Janos, PhD
Dr. Lanyi Arpad, PhD

A biralobizottsag:
elnok: Prof. Dr. Erd6di Ferenc, az MTA doktora
tagok: Dr. Szebeni Gabor Janos, PhD

Dr. Lanyi Arpad, PhD
Prof. Dr. Matko Janos, az MTA doktora
Dr. Rauch Tibor, PhD

Az értekezés védésének idépontja: Debreceni Egyetem AOK, Elettudomanyi Kézpont FO03-
004-es tanterem
2022. szeptember 02. 13:00



1. Bevezetés

1.1 A fotodinamias terapia elétérbe keriilése

A WHO statisztikai alapjan Europa szerte és vilagviszonylatban is, a balesetek, a sziv- és
érrendszeri betegségek mellett, a kiilonb6zo eredetli malignus elvaltozasok, mint pl. a trachea,
a bronchusok, a tiid6allomany, a colon, a rectum, vagy akar az agy daganatai is egyiittesen, a
vezet6 halalozasok okai k6zé tartoznak, mind a férfiak, mind a nok kérében. Az immunrendszer
koérokozokkal szemben felvonultatott védekezd folyamatai a szervezet sajat eloregedett,
karosodott vagy elpusztult sejtjeit is képesek felismerni és eltdvolitani, mig az egészséges
szoveti sejtekkel szemben az immunrendszer nem 1ép fel, hanem "tolerans" marad. A daganatok
kialakulasanak lehet6sége azt igazolja, hogy az immunrendszer ezt a feladatot nem vagy nem
mindig megfeleléen latja el. A daganatok diagnosztizaldsa utan a legjelentOsebb terapias
lehet6ségek kozé tartoznak a sebészeti-, a sugar- (vagy radio-) és a kemoterapias kezelések.
Daganattipustdl fiiggéen ezeket a terdpids lehetdségeket vagy ©Ondllo terapiaként vagy
kombinalva alkalmazzak a tumor eliminaladsanak érdekében. A legtobb bevett kemoterapids
szer DNS-karosité modon hat, ami a tumorsejtek apoptotikus pusztuldsahoz vezet. A kanonikus
apoptozis a normal szdveti regeneralodéds, ezaltal a fizioldgids homeosztazis része.
Immunolégiailag csendes folyamat, nem indukdl koros veszély jeleket. Az apoptozis
aktivalodasa inkabb gyulladascsokkentd hatast 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. A daganatsejtek ellen kialakulo
hatékony immunvalasz sok hasonldosdgot mutat a virussal fertdzott sejtek altal kivaltott sejtes
immunvalasszal, amennyiben mind a virus-, mind pedig a tumorellenes immunvalasz
leghatékonyabb végrehajto/effektor sejtjei a természetes Oldsejtek (NK-sejt), valamint a
citotoxikus T-limfocitak (Tc) A két sejtféleség eltéré modon tesz kiilonbséget az egészséges és
a megvaltozott tulajdonsagl, virussal fertézott vagy rékos sejtek kozott, de a sejtpusztitd
mechanizmusok beindulasa hasonldé molekuldk kozvetitésével vezet a virust hordozd vagy
raksejtek membranjanak karositasdhoz és a célsejt elpusztitdsdhoz. Ezek a szigoruan
szabalyozott folyamatok indulnak be a koros allapotok ellen, ami végeredményben a sejtek
pusztulasahoz vezetnek. Ezt a sejtpusztulasi médot nevezziik immunogén sejthaldlnak. Az

immunogén sejthalal feltétele a plazmamembran permeabilizacidja és néhany intracelluléris
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karosodassal kapcsolatos molekula (DAM) felszabaduldsa. Az ATP, az endoplazmatikus
retikulum fehérjéje a kalretikulin, a HMGBI1, a DNS-ko6té nukleéris fehérje, illetve a sejtek
RNS-e és DNS-e tipikus DAM-ok.

Manapsag egyre nagyobb szamban alkalmazzak az un. fotodindmias terapiat (PDT), amely a
biologiai terapia, kemoterapia és a sugarterapia hatarvonalan helyezkedik el. A PDT-vel egy
1épésben lehet diagnosztizalni és terapids eljarast, un. teranosztikat alkalmazni. A PDT lényege,
hogy olyan atoxikus vegyiiletet juttatnak a szervezetbe, amelyek onmagukban semmilyen
sejtkarosito hatast nem fejtenek ki. Koztudott, hogy a lathatd fény az elektromagneses hulldmok
koz¢ tartozik, amelynek hulldmhossz tartomanya 400-750 nm kz¢ esik és onmagéban a lathatod
fény sem okoz sejtkarosodast a szervezetben. Az eljaras 1ényege azonban, hogy a beadott
vegyiiletet, adott teriileten, adott hullimhosszusagu fénnyel megvilagitva, a megvilagitott

terlileteken, kiilonboz0 direkt és indirekt hatdsoknak kdszonhetden a sejtek elpusztulnak.

1.2 A PDT mechanizmusa és molekularis hattere

A PDT egy olyan nem invaziv terdpids eljards, amely hatdssal lehet daganatokra,
baktériumokra, virusokra és mikrobdkra egyardnt. A terdpia sordn harom dolog jatszik
kulcsszerepet a hatas kivaltasaban: egy fotoérzékenyité anyag, a fény és az O2. A sejtek
felveszik a fotoérzékenyitd anyagot, mely fény hianyaban artalmatlan mind az egészséges,
mind a malignus sejtekre nézve is. Azonban, mikor egy adott hulldmhossziisagi fénnyel
megyvilagitjuk és a fotoérzékenyitd anyag elnyel egy fotont, a stabil alap allapotbdl egy rovid
életli gerjesztett allapotba kertil. Innen rovid 1d6 alatt bels6é konverzioval (IC) az elsd gerjesztett
allapot als¢ vibracios szintjére keriil héleadas révén. Az alapallapotba valo visszatérésre tobb
opcid lehetséges, amelyek a kornyezettdl vagy a molekulatol fliggéen kiilonbozd
valosziniiséggel kovetkezhetnek be. Amikor a fotoérzékenyitét megvilagitottuk a megfeleld
hullamhosszisagu fénnyel és bekovetkezett a gerjesztett allapot, a Tl-es allopotbol két
biologiai kimenetel lehetséges. Az I-es tipust reakcional a gerjesztett molekula reakcidba l1ép
egy szubsztrattal és reaktiv gyokok keletkeznek pl. (H202, Oz, OH), amelyek reakcioba
Iéphetnek fehérjékkel, (triptofan, tirozin, hisztidin, cisztein) lipidekkel, (telitetlen foszfolipidek
és koleszterol) és nukleobazisokkal (guanin). Szénhidratokkal nem Iép kolcsonhatasba.

A ll-es tipusu reakcio esetén a fotoérzékenyitd anyag energiat ad at az oxigénnek és triplett
allapotil oxigénbdl gerjesztett szingulett allapotu oxigén keletkezik. Ezt kdvetden a reaktiv
gyokok vagy a szingulett allapotii O2 a sejtben oxidativ stressz vélaszt indukal, melyre a sejt

ad egy cellularis valaszt, és ha a valtozas olyan mértékii, hogy a sejt mar nem tudja kompenzalni

4



a hatast (irreverzibilis) a sejt elpusztul. A sejt pusztuldsnak tobb tipusa mehet végbe PDT terdpia
soran attdl fiiggden, hogy milyen fotoérzékenyitdt, milyen célorganellum ellen hasznalunk. Az
altalanosan ismert programozott sejthalalon (apopto6zis) és a hirtelen sejtelhalason (nekrozis)

kiviil szerepe van az autofagianak és a paraptdzisnak is.

1.3 A fotoérzékenyitok és a PDT generacioi

Legelterjedtebb fotoérzékenyitok kozé tartoznak a porfin vazas vegyiiletek. A PDT soran
alkalmazott fotoérzékenyitéknek azonban, tobb tipusat kiilonboztetjiik meg. Ezeket az
altipusokat kiilonb6z6 generaciokra osztjuk. Az els6 generacios fotoérzékenyitdket a 20. szazad
elején hasznaltak sikeresen el6szor. A masodik generacios fotoérzékenyitoknél a fejlesztés célja
az erd ¢és a hatékonysag ndvelése volt. Tovabbi cél volt az, hogy minél tobb betegségben
sikeresen alkalmazhato legyen. A kutatisokban arra fokuszaltak, hogy megndveljék az
abszorpcids hulldmhosszt, ugyanis a hulldmhossz ndvelésével a szoveteknek kisebb az
extinkcids koefficiense az elektromagneses spektrum voros/kozeli infra tartomanyaban (600-
850nm), amely lehetévé teszi, hogy a megvildgitasra hasznalt fény mélyebbre penetraljon a
bérben. A mélység novelésével pedig novelni lehet a tumorok elérhetdségét. A masodik
generacioban szélesedtek a fotoérzékenyitok spektruma. Klinikailag haszndlatban maradtak a
porfirinek, azonban bevezették a chlorint, texapirint, porficéneket, purpurinokat és a
phtalocianinokat. A harmadik generacids fotoérzékenyitéknél a kutatdsok arra fokuszalnak,
hogy a gyenge oldékonysagl elsd és masodik generacids fotoérzékenyitdkkel ellentétben
kozvetleniil a vérdramba lehessen injektalni az alkalmazott szereket. Direkt célpontokra
fejlesztik a vegyiileteket és akar antitesthez kotve, akar nano hordozokba injektalva célzott
biologiai terapias agensként lehessen hasznalni a fotoérzékenyité anyagokat. Fontos szempont
az is, hogy a szelektivitds és specificitas novelésével emelkedjen a terdpia hatékonysaga is.
Napjainkban a PDT sordn a legfontosabb elv, hogy képesek legyiink egy Iépésben
diagnosztizalni és terapias eljarast is alkalmazni a lehetd legrovidebb idd alatt a legnagyobb
hatékonysaggal. A képalkotas fejlodésével lehetdség nyilhat a fotoérzékenyitdk fluoreszcens
tulajdonsagainak kihasznalasaval a pontosabb lokalizalasra, a farmakokinetikai ¢és

farmakodinamias ismeretekkel pedig lehetdség nyilhat a kis molekuldju terapias alkalmazasra.



1.4 Az akridin vazas vegyiiletek széleskorii biologiai funkcioja és fotodinamias terapias

hatasa

Az akridin vazas vegyiiletek szamos bioldgiai aktivitassal rendelkeznek, kivalé pH indikéatorok,
antimalarias ¢és daganatellenes hatdssal is rendelkeznek. Baktériumok ¢&s parazitak
azonositadsdra is hasznaljak, emellett apoptdzis és sperma mozgékonysdg vizsgalatira is
alkalmasak. Az egyik legjobban karakterizalt vegyiilet az akridin narancs (AN), melyet el6szor
koszénkatranybol vontak ki gyenge bazikus festékként, tobb mint 100 évvel ezeldtt. Az AN-ot
tobb éve hasznaljak fotoérzékenyitéként is, ugyanis hatasa megegyezik a legelterjedtebb
fotoérzékenyitékkel, a porfin vazas vegyiilekkel. Ezért fontos szerepet tolt be a PDT terapia
soran. Az AN-nak alacsony a molekulatomege, gyorsan, akar néhany masodperc alatt képes
bediffundalni a citoplazmabdl a sejtmagba, ahol a DNS-hez és RNS-hez ko6tddik, de egyarant
hasonlo gyorsasaggal képes bejutni a lizoszomakba és egyéb savas vezikuldkba is. Az AN képes
z01d fluoreszcens jel kibocsatasara, kék fény excitaciot kovetden, lehetévé téve a tumorok
makroszkopikus vizsgélatat. AN-ot nem csak in vitro kdriilmények kozott tesztelték sikeresen,
hanem voltak sikeres klinikai alkalmazasai is. Az akridin vazas vegyiiletek szintézisét kovetéen
kiilonbozé funkcids csoport cserével kiillonbozd tulajdonsadgu vegyiiletek hozhatdak 1étre,
melyek fokozhatjdk a fotodinamias hatast. Az ,intelligensebb” fluoreszcens festék
eloallitasanak egyik lehetséges megoldasa lehet az AN egyik dimetil-amino-csoportjanak
cseréje egy multifunkciondlis elektronelvond csoporttal, példaul izocianiddal. Az izonitrilek
sokoldalu kémidjanak ellenére az izocianoakridinek teriilete mindeddig teljesen felderitetlen
maradt. Az izocianocsoport beépitésének szamos eldnye van: az AN pKa értékét 10.5-r61 7.0
koriili értékre csokkentheti, igy egy erdteljes, reaktiv C-N kotés sokoldalu bazisként szolgalhat
szamos szerves reakciohoz. Az izonitrilek konnyen képeznek komplexeket az atmenetifém-
ionokkal. 3-amino-6-izocianoacridin (ICAAc) nyerheté a proflavin diklorkarbénnel torténd
kezelésével, amelynek eredményeként az egyik aminocsoport izonitrillé alakul at. Az
Alkalmazott Kémia Tanszéken harom 1) vegyiiletet szintetizaltak:

1. 3-amino-6-izocianoakridin (ICAAC),

2. 3-N-metilamino-6- izocianoakridin (monoMICAAC)

3. 3-N,Ndimetilamin-6-izocianoakridin (diMICAAC)
A diMICAAc-ban (DM) egy polaris izocianat funkcids csoport van, amely az AN-ban 1év6
apolaris dimetilaminocsoportot helyettesiti. A DM polaris szegmensének negativ toltésii vége
kifel¢ orientalt. Az izocianat funkcios csoporttal rendelkezd vegyiiletek bizonyitottan

fiziologias sejtkorilmények kozott a lizoszomak pH-szondaiként is hasznalhatoak.
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2. Célkitiizések

A PDT-re alkalmas szerek egyre szélesebb korben keriilnek felhasznalasra, mind diagnosztikai,
mind terapids alkalmazéasban. Ilyen potencidlis PDT szerek a Debreceni Egyetem Alkalmazott
Kémia Tanszéke altal szintetizalt akridin vazas vegyliletek. Ezen 0j vegyiiletek fizikai és kémiai
tulajdonsagait szeretnénk jobban megismerni, célul tiztiik ki annak kideritését, hogy a harom
ujonnan szintetizalt vegyiilet koziil melyek alkalmasak €16 sejtek kezelésére megvilagitas
nélkiili koriilmények kozott, illetve 0ssze szeretnénk hasonlitani az el6z6 modon kivalasztott
szer vagy szerek fototoxicitési tulajdonsagait a szakirodalomban maér jol karakterizalt vegytilet,

az akridin narancs sejtszintli fototoxicitasaval.

FEhhez az alabbi célokat tiztik ki:

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

e Ismert, hogy tobb akridin vazas vegyiilet toxikus, mely kizdrja PDT-re valo
alkalmazhatosagukat. Ezért sziikség van a vegyiiletek toxicitasanak meghatarozasara. A
toxicitast MTT modszerrel szeretnénk meghatarozni.

e Szeretnénk megismerni a fluoroférok sejteken beliili eloszlasat és felvételiik 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 lizoszomadiba és a sejtmagba egyarant.
Arra is kivancsiak vagyunk, hogy az 0j vegyiiletek, milyen organellumokba tudnak
bejutni. Ezeket a kisérleteket szintén mikroszkopos eljarassal szeretnénk meghatarozni.

e Szeretnénk megvizsgalni a vegyliletek kromatinra gyakorolt hatasat. A QUINESIN

madszert szeretnénk hasznalni a kromatin szintli vizsgéalatokra.



3. Anyagok és mddszerek

3.1 Alkalmazott sejtvonalak és tenyésztésiik

A Kkisérletek soran felhasznalt sejtek egy részét (SKBR-3, HeLa és OCM-1) az American Type
Culture Collections-t61 (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
huméan emlétumor, a HeLa egy humén méhnyakrdk, az OCM-1 huméan melanéma eredetii
(ocular choroidal melanoma), mig a 3T3-MDR, egy MDR1 gén transzdukalt egér fibroblaszt
sejtvonal. A sejteket specifikaciojuknak 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 vords indikatort (LiveTech,
Montizello, Italy) tartalmazo6 DMEM-ben vagy RPMI-ben tenyésztettiik, korai konfluens
allapotig 37 oC-on 5 % CO- jelenlétében. Minden sejtvonalat két naponta passzaltunk, a HeLa
¢s 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.

3.2 ICAAc, monoMICAACc és diMICAAC fluoreszcens tulajdonsagainak osszehasonlitasa

lézer szkenning citométerrel (LSC-vel)

A Kkisérletek els6 fazisaban HeLa sejteket tenyésztettiink 8 lyuku IBIDI (Ibidi, Martinsried,
Németorszag) kamraban. A sejtszam 30.000 sejt/cm?. El8szor arra voltunk kivancsiak, hogy a
harom vegyiiletet felveszik-e a sejtek. 1,25 x 10 M és 2,5 x 10° M végkoncentracidkban
adtunk ICAAc-ot, monoMICAAc-ot ¢s diMICA Ac-ot a sejtekhez. A sejtekhez hozzaadtunk 7,5
x 10 M végkoncentraciéban 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 kovetden. A felbontas 1024x768 pixel volt. A négyzet alaku pixelek szélessége 0,25
pum. 488 nm-es 1ézer excitaciot kovetden 40x (0,75 NA) objektivet haszndltunk a méréshez. A
jeleket harom csatornaban detektaltuk (kék, zold és tavoli voros). Ezt kovetden 1,25 x 10 M
koncentracioban akut és egy oras inkubacio utan, ismételten felvettiink képeket a sejtekrol.
Kvantitativ meghatarozas esetén 1,25 x 10® M koncentracioban adtunk vegyiileteket a
sejtekhez. Szintén 8 lyukti IBIDI-ben tenyésztettink HeLa sejteket 30.000 sejt/cm?
sejtszammal. Harminc perces inkubacidt kovetden 4x3-as mezobdl allo mozaikos képet

készitettiink a sejtekrdl. Egy képmez6 felbontdsa 1000x768 pixel volt, az X-pixel szélesség:
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0,25 um. A 488 nm-es excitaciot kovetden 40x (0,75 NA) objektivet hasznaltunk a méréshez.
A jeleket 530+15 nm-es emisszos szlrével detektaltuk. A sejtek finom struktirainak
vizsgalatdhoz szintén HeLa sejteket tenyésztettiink 8 lyuka IBIDI-ben 30.000 sejt/cm?
sejtszammal. 1,25 x 10® M koncentracioban 30 perces inkubaciot koveten felvételeket
készitettlink a sejtekrdl. Olympus IX-71-es invert fluoreszcens mikroszkop kamerajat
hasznaltunk a képek elkészitéséhez. A képeket transzmisszids, kék, zold és piros emisszids

csatornaban vettik fel.

3.3 Toxicitas meghatarozasa

A toxicitas meghatarozast Hela sejteken végeztiik. AN esetében a kiinduldsi molaris
koncentracié 3,62 x 10° M, DM esetében 3,88 x 10° M volt, melyeket ezutan 10 kiilonbdz6
felezd koncentracidban higitottunk. Mindkét esetben a kezelési id6 24 6ra volt. Az inkubacios
id6 elteltével MTT-t (SigmaAldrich, 0,5 mg/ml PBS-ben oldva) adtunk a sejtekhez. Minden
lyukba 100 pl MTT oldat keriilt. Ekkor az inkubacios id6 2 6ra volt 37 °C-on 5 % CO>
jelenlétében sejttenyésztd inkubatorban. A formazan kristalyokat lyukanként 200 pl DMSO-
val oldottuk fel. A DMSO inkubacios ideje fél ora volt szintén 37 °C-on 5 % COz jelenlétében
sejttenyésztd inkubatorban. Amikor feloldodtak a kristdlyok Synergy HT automata ELISA
Plate Readerrel abszorbanciat mértiink 490 és 620 nm-en. Az abszorbancia értékeket a (kezelt
sejtek abszorbanciaja - kontroll sejtek abszorbancidja) x 100 képlettel hataroztuk meg. 0.5

folotti értékekek az €16 sejtekre, mig 0.5 alatti értékek halott sejtekre volt jellemzd.

3.4 Spektrofluorimetrias mérések

Az UVVis spektrumokat Jasco FP-8200 spektrofotométerrel vettiik fel. A késziilék Xe
lampaval rendelkezik. A mérésekhez 1 cm optikai hosszisagu kvarc kiivettakat hasznaltunk.
A gerjesztési és emisszios spektrumokat 20 °C hdmérsékleten rogzitettiik 2,5 nm es gerjesztési
és 5,0 nm-es emisszids sav szélességen. A pdsztdzasi sebesség 200 nm/perc volt normal
érzékenység” mellett. Minden kiivettaba 3 ml oldatot pipettaztunk. 2,26 x 10® M molaris
koncentracio AN és 2,43 x 10 M molaris kocentraciéju DM oldatot hasznaltunk. A kisérlet
soran az elobb leirt koncentracidban adtuk az oldatokat a HeLa sejtekhez. A Hel a sejtek szdma
I milli6/ml volt. Sejtes esetben meghataroztuk mind a gerjesztési, mind az emisszids
spektrumot. Ugyanilyen beallitasokkal felvettiik a spektrumokat sejt nélkiili esetben is és

megnéztiik, hogy van-e kiilonbség a két mérési eredmény kozott.
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3.5 Emisszios spektrumok meghatarozasa Zeiss LSM 880 konfokalis mikroszkoppal

A kisérlet eldtt 24 oraval kitettiik a sejteket 8 lyuku IBIDI lemezre. A sejtszdm 30,000 db
sejt/lyuk volt. 2,26 x 10 M molaris koncentraciéju AN és 2,43 x 10°® M molaris koncentracidju
DM oldatokkal kezeltiik a sejteket. A kezelési id6 2 ora volt. Kezelést kovetden Zeiss LSM 880
tipusu konfokalis mikroszkoppal 16 bites képeket készitettlink a sejtekrol, 4 csatorndban vettiik
fel a képeket, fénymikroszkdpos megvilagitassal, 405 nm, 488 nm és 543 nm-es gerjesztéssel.
A master fesziiltség az elsd csatorndban (488 nm): 830, a masodik csatorndban (transzmisszios
kép): 672, a harmadik csatornaban (405nm): 850 és a negyedik csatorndban (543 nm): 850. A
digitalis erdsités 1,0, mig a digitalis eltolds 0,00 volt minden csatorndban. A 488 nm es
csatornaban a pinhole 42 pum, a 405nm-es csatorndban 31 pm, mig az 543nm-es csatornaban
szintén 42 um volt. A kovetkezo filtereket hasznaltuk: 499-695 nm, 410-474nm, 554-629nm.
A 1ézer intenzitasok 0,02 % volt 488nm, 1,8 % 405 nm és 1,5 % 543 nm esetén. A sejtek finom
struktirainak meghatarozasakor és a spektrumok vizsgalatdnal is ugyanezek voltak a
beallitasok, viszont a képek jobb lathatdsaga szempontjabdl alkalmaztunk egy median filter 2,0

szlir6t és emeltiik a kontrasztot és a fényer6t 60 %-al.

3.6 Lizoszomalis aktivitas meghatarozasa Zeiss LSM 880-al ,,Lysotracker Orange-al”

HeLa sejteket tenyésztettiink 3db 8 lyukt IBIDI tenyésztd lemezen 12 oraval a mérés eldtt. A

crer

sejtszam 30,000 sejt/lyuk volt minden edényben. 2,26 x 10"® M molaris koncentracioji AN és
ora volt sejttenyésztd inkubatorban 5 % CO2 37 °C-on. Pozitiv kontroll esetében a sejteket 30
percig kezeltiik ,,Lysotracker Orange-al” (abl176827, CytoPainter, LysoOrange Indikéator
Reagens, abcam) hasonld koriilmények kozott. 20 ul ,,Lysotracker Orange-ot” tettiink 10 ml
RPMI médiumba ¢€s ebbdl 300 pl-t tettliink a lyukakba majd 30 perc utan képeket készitettliink
a sejtekrol. A gerjeszto 1ézer 543 nm volt. Az AN-al és a DM-al kezelt sejtek esetében az 1 6ra
inkubaciot kdvetden kivalasztottunk egy sejtet és képet készitettlink rola. Ez volt a megvilagitas
elotti kép. Ezutdn ugyanerrdl a sejtrél 1000 képet készitettiink (50s) és videot készitettiink a
képekbdl, mely 20 frame/sec késziilt. Ezutan a sejtrdl ismét készitettiink egy képet, amely kép
a megvilagitas utani allapotot tiikrozte. A megvilagitas utdni kép utdn Ovatosan leszivtuk a
folyadékot ¢és hozzaadtunk 300 pl médiumban higitott ,,Lysotracker Orange-ot”. Nagyon fontos
1épés volt, hogy mind a leszivast, mind a folyadék hozzdadasat kelld koriiltekintéssel kellett

végezniink, mert nem volt szabad, hogy a sejt elmozduljon. Ezt kdvetden 15 perc inkubalas
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kovetkezett 37 °C-on. A 15 perc inkubaciot kovetéen egy képet készitettiink, melyen a
megyvilagitott sejt és a koriilotte 16v0 sejtek is latszodtak. Ez az allapot tiikriizte a megvilagitas
utan a lizoszOomalis aktivitdst a megvilagitott sejtben és kornyezetében egyarant. Ezt a
folyamatot mind AN, mind DM kezelést kovetden megismételtiik. Az excitacido 405nm, 488nm
¢s 543 nm volt. A digitélis ,,gain” 1,0 volt €s a digitalis ,,offset” 0,00 volt minden csatornaban.
Az emisszids filterek a kovetkezdk voltak: 499-695 nm, 410-474 nm, 554-629 nm. A lézer
intenzitas 0,02 % volt a 488nm, 1,8 % volt a 405 nm ¢és 1,5 % volt az 543 nm-es gerjesztés

esetén.

3.7 LED indukalt fototoxicitas vizsgalat

A fototoxicitas kinetikdjanak meghatdrozasara LED indukdlt megvildgitast hasznéaltunk. A
kisérletekben HeLa sejteket tettiink ki 96 lyukl tenyészté edényekbe lyukanként 10,000 sejtet.
2,26 x 10° M molaris koncentracioju AN és 2,43 x 10® M molaris koncentracioja DM
oldatokkal kezeltiik a sejteket. A megvilagitasi idok O 6ra, 1 ora, 3 6ra, 8 6ra és 24 6ra volt,
mely kezelési idOk alatt 470 nm-es kék és 525 nm-es LED lampékkal vildgitottuk meg a
sejteket. A megvilagitds idején a lampat és a tenyésztd edényeket 37 °C-os sejttenyésztd
inkubatorba helyeztiik 5 % -0s CO: szint mellett. A ldampa magassaga 10 cm volt a 96 lyukua
lemeztdl mérve. A megvilagitasi atmérd 6 cm volt. A kezelések kontrolljaként 1 %-0s DMSO
oldatot hasznaltunk. A megvilagitasi id6k utan MTT mérési eljarassal hataroztuk meg a
sejtéletképességeket. Minden lyukba 100 ul MTT (Sigma Aldrich 0,5 mg/ml koncentracié PBS-
ben oldva) oldat keriilt. Ekkor az inkubacios id6 2 dra volt 37 °C-on 5 % CO: jelenlétében
sejttenyészt6 inkubatorban. A formazan kristalyokat lyukanként 200 ul DMSO-val oldottuk fel.
A DMSO-ban val¢ feloldas inkubacios ideje fél 6ra volt szintén 37 oC-on 5 % COz jelenlétében
a sejttenyésztd inkubatorban. Amikor feloldodtak a kristdlyok Synergy HT automata ELISA
Plate Readerrel abszorbanciat mértiink 490 és 620 nm-en. Az abszorbancia értékeket (a kezelt
sejtek abszorbancidja — kontroll sejtek abszorbancigja) x 100 képlettel hataroztuk meg. 0,5

folotti értékekek az €16 sejtekre, mig 0,5 alatti értékek halott sejtekre volt jellemzd.

3.8 Sejtéletképesség meghatarozas 1ézer szkenning citométerrel

HeL A sejteket 24 oraval a kisérletek elott tettiik ki 8 Iyuku IBIDI tenyészté edényekbe 30,000
sejt/lyuk sejtszamban. 2,26 x 10 M molaris koncentracioji AN és 2,43 x 10° M molaris
koncentraciéju DM oldatokkal kezeltiik a sejteket és minden mintdhoz adtunk 7,5 x 10° M
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végkoncentracioban propidium-jodidot. Kijeloltiink egy 2x2 es méretli ROI-t és 63 ciklusban
képeket vettiink fel ugyanazokrdl a teriiletekrdl. 1 ciklus hossza 5 perc, igy a teljes mérési ido
5 ora 15 perc volt. A méret 1024x768 volt. Az X-step mérete 0.5 um volt. A visszavert
fluoreszcens jeleket 3 csatorndban (zo6ld, voros €s tavoli vords) detektaltuk 40x LWD (NA 0,6)
objektivvel. 405nm, 488nm ¢és 633 nm lézereket hasznaltunk gerjesztésre. A detektalt jeleket
14-bit magas felbontasti képekké alakitottuk. Az LSC mérést kovetden az adott mintakrol
higanygdzlampés felvételeket készitettiink CellB programmal. 40x objektivet (0,75 NA)
hasznaltunk. Az expozicios 1d6 fénymikroszkop esetén 100 ms, mig a tébbi filter esetében 588

ms volt 1ISO 200 al.

3.9 Hiszton elicios modszer

Bedgyazast megel6zden a 8 lyuku kamrak lyukait (Ibidi, Martinsried, Németorszag) 1 %-0s
alacsony olvadaspontu agar6zzal vontuk be. A bedgyazas idejére a sejteket és az agardzt is 37
°C-on tartottuk. 6 x 10° sejtet kevertiink 1x PBS-ben (150 mM NaCl, 3,3 mM KCI, 8,6 mM
Na:HPO4, 1,69 mM KH2PO4, pH 7,4) higitott 1 % LMP agar6zzal 1:3 aranyban. 22 pl
sejtszuszpenziot adagoltunk a lyukak kozepére és a kamrakat hazilag készitett téglalap alakt
mianyag feddréteggel boritottuk, amelyeket egy 200 um vastag, kdzepes sulya polivinil-klorid
feddlapbdl vagtak ki. (Fellowes, Inc., Itasca,lllinois, USA). A sejteket 4 percig 37 °C-on
tartottuk, hogy tilepedni tudjanak a bevont lyukak felszinén. Az agar6z polimerizacidja utan
300 pl jéghideg médiumot raktunk minden lyukba elésegitve a milanyag fedd eltavolitasat. A
bedgyazast kovetden minden lyukban egy 2x2-es méreti ROI-t vilagitottunk meg lézer-
szkenning citométerrel. 2,26 x 10° M molaris koncentracidju AN és 2.43 x 10° M molaris
megvilagitashoz 488nm-es 1ézert, 40x LWD objektivet, 0,5 pm-es X-step méretet
alkalmaztunk. Az LMP agardzba agyazott sejteket jéghideg 1x PBS-ben (500 pl minden lyuk)
mostunk 3x3 percig. Ezt kovetden permeabilizaltuk a sejteket 500 pl jéghideg permeabilizald
oldattal, amelyben a detergens, 1 % (v/v) Triton X-100, amelyet 1XPBS/EDTA-ban (5 mM
EDTA PBS-ben) oldottunk fel. A kezelési id6 10 perc volt jégen. Ezt a 1épést megismételtiik
mégegyszer minden lyukban. Permeabilizalds utdn a sejtmagokat 500 pl jéghideg 1x
PBS/EDTA-val mostuk 3x3 percig. (500 ul minden lyukba) Ezt kovetéen 60 percig kiilonb6z6
koncentracioju (0 mM, 100 mM, 600 mM, 700 mM, 800 mM, 900 mM, 1000 mM és 2000 mM)
NaCl-al kezeltiik a magokat. A kovetkezd 1épésben szintén egy 3x3 perces mosas kovetkezett

1x PBS/EDTA-val. (500 pl minden lyukba). NaCl kezelést kovetéen a sejtekhez blokkolo

12



puffert adtunk, minden lyukba 500 ul-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 megeldzésére a blokkolo 1épés 30 perc volt.
Blokkolas utan a sejtmagokat 500 ul jéghideg 1x PBS/EDTA-val mostuk 3x3 percig (500 pl
minden lyukba). Ezt kovette az indirekt antitest jeldlés, mely 1épésben primer antitestként egy
poliklonalis nyul IgG anti-H2A (Abcam, Cambridge, UK; 0.4 mg/ml, ab 18255) antitestet
hasznaltunk. Az antitestet 150 pl 1xPBS/EDTA/1 % BSA-ban (1xPBS/EDTA mely
tartalmazott 1 % borji szérum albumint, 1:800 titer) higitottunk. A jelolés 4 °C-on tortént egész
¢jjel. 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,
1XPBS/EDTA-ban oldva 2mgP/ml-es torzskoncentraciobol) antitestet hasznaltunk. A jel6lés 2
oran at tortént jégen. Szekunder antitest jelolést kovetden 3x10 perces mosas kovetkezett 1x

PBS/EDTA-val. (500 pul minden lyukba). Jelolést kovetden fixaltuk a mintakat 1 % formaldedid

cre

crer

oldva) 30 percig jégen. PI festés utan egy 3x3 perces mosas kovetkezett 1x PBS/EDTA-val.
(500 pl minden lyukba). A fluoreszcens intenzitasokat iCys 1ézer szkenning citométeren mértiik
le. 20x objektivvel (0,17 NA), 0,5 um X-step mérettel 10x7-es ROI mérettel minden mintat
lemértiink. ICys 7.0 szoftverrel kiértékeltiik a mintakat.

3.10 Lizoszomak kvantitativ meghatarozasa ELISA HQ Plate Readerrel és LSC-vel

A lizoszomak kvantitativ meghatarozasat HeLa sejteken végeztiik. AN esetében a kiindulasi
molaris koncentracié 3,62 x 10° M, DM esetében 3,88 x 10° M volt, melyeket ezutan 10
kiilonb6z6 felez6 koncentracidban higitottunk 4 parhuzdmos méréssel, Pozitiv kontrollnak
RPMI médiumot és 0,7 tomeg %-os glilkdoz PBS-t adtunk a sejtekhez 4-4 esetben. Negativ
esetben szintén RPMI és gliikkoz PBS volt a lyukakban, viszont nem voltak sejtek. Egy masik
negativ kontrollnak mindsithet6 kezelés volt az LLoMe (L-leucyl-L-leucin metil észter, Sigma
Aldrich, 25nM cc.), amelyet 8 lyukhoz adtunk hozza. Az LLoMe szakirodalomban utdna nézve
bizonyitottan csokkenti a lizoszomalis aktivitast. A vegyliletek hozzdadasat kovetden az
inkubaciods id6 45 perc volt 37 °C-os sejttenyésztd inkubatorban 5 % -0s CO- szint mellett. A

45 perces inkubacidt kovetden lemértiik a mintak fluoreszcens intenzitasait BioTek Synergy
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HT fluoreszcens mikroplate olvasdval. A gerjesztési sziiré 485/20 volt mind AN, mind DM
esetében. Az emisszios sziir6 az AN esetében 528/20 nm, DM esetében 590/20 nm volt. Ezt
kovetden 10x lemértiik az intezitdsokat minden lyukban, feliilrél megvilagitva. Megvilagitast
kovetden leszivtuk a folyadékot a sejtekrdl és hozzdadtunk 300 pl médiumban higitott
,Lysotracker Orange-ot”. A higitas a fentebb leirt modon tértént. 30 perc inkubéciot kovetden
minden lyukrol fényképet készitettiink Olympus DP71 kameraval. A lizoszomék ardnyanak
kinyerésére klasszikus képfeldolgozé modszereket hasznéltunk.

Els6 1épésként képjavitod eljarasokat hajtottunk végre a bemend képeken. A képi zaj sziirésén
tul, a hatékonyabb szegmentalas érdekében kép é€lesitést hajtottunk végre ,,unsharp masking”-
nak nevezett eljarast hasznalva. A képjavitast kovetden a sejtek szegmentalasa tortént meg. A
szegmentalas soran egy binaris képet alakitunk ki, amelyen elkiiloniil az objektum és a hattér,
azaz az eljaras soran a sejtek hattértdl vald elvalasztadsat hajtottuk végre. Az atfedések és
mintaban 1évd apro szennyezddések kikiiszobolése Osszetett szegmentalasi eljarast igényelt.
Els6 1épésben Adaptive Threshold algoritmussal tortént a sejtek és a hattér szétvalasztasa.
Ennek eredménye még egy enyhén zajos és néhol hidnyos, lyukas régiokat tartalmazéd
szegmentalt binaris kép. Ezen hibdk kijavitdsara az ugynevezett morfologia miiveleteket
hasznaltuk. A morfoldgiai miiveletek a szegmentalasi hibak korrigalasara alkalmasak és a kép
elékeszitését jelentik az alakzatfelismerésre. Az aprd zajok eltavolitasara ,,erode” morfologia
operatort hasznaltuk, amellyel el lehet tiintetni a hattér teriiletén az objektumhoz sorolt
pontokat, és aprobb alakzatokat; tovabba az Osszeolvadt objektumok szétvélasztasara is
alkalmas. Az erode operator mellett az opening morfoldgia miiveletet is hasznéltuk hasonld
célra, az objektumok (sejtek) méretének megdrzését szem elbtt tartva. A szegmentalas, valamint
erode €s opening milveletek utan is keletkezhetnek lyukak az objektumok széleinél és
belsejében is. Ezen lyukak befoltozasara hasznaltuk a ,.dilate” morfologiai operatort. Az
operatorok 4ltal hasznalt strukturdldo elem mérete minden képhez egyedi moddon lett

meghatarozva a keletkezett zajok és foltok mértékétdl fiiggden.
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4. Eredmények

4.1 ICAAc, monoMICAAc és diMICAACc fluoreszcens tulajdonsagainak osszehasonlitasa

lézer szkenning citométerrel (LSC-vel)

Az akut és a 30 perces inkubaciot kdvetd képeket 0sszehasonlitva megallapithato, hogy A
diMICAAc sejteken beliili mikroszkopos fluoreszcencia intenzitdsa 50 koriili értékkel
jellemezhetd, mig az ICAAc 3, a monoMICAAc pedig 5 korili atlagos fluoreszcencia
intenzitassal. Azaz a diMICAAc legalabb egy nagysagrenddel nagyobb mikroszkopos
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 festékmolekula a diMICAAc stabilabb vegyiilet az el6z6 ketténél. Magyarazatot
adhat az is, hogy a diMICAAc gyorsabban diffunddl be a citoplazmaba, majd a cél
organelluméaba mint a masik két vegylilet. A transzmisszids felvételeken jol lathato, hogy a
sejtek morfoldgiaja a diIMICAAc esetében a legszebb, igy valdszintlileg a harom anyag koziil a
diMICAAC a legkevésbé toxikus. Az ICAAc és a monoMICAAc €16 sejtek jelolésében sem
elég hatékony, az UV-nél nagyobb hulldmhossz gerjesztéseknél nem lathaté mikroszkdpos
emisszio, ezzel ellentétben a dIMICAACc esetén igen. Az ICAAc inkdbb a sejtmembranhoz
kotodik. A monoMICAAc ugyan elég halvanyan, de képes a sejtmagba bejutva DNS-t festeni
és a citoplazmaban, valdsziniileg aspecifikusan fehérjékhez kotddve citoplazmat jeldlni. A
diMICAAc viszont intenziven fest szubcellularis organellumokat. A legintenzivebben a
sejtmagvacskak valnak lathatova, igy ez a vegyiilet képes bejutni a sejtmagba és ott DNS-hez
vagy RNS-hez kotédni. Ugyanakkor a diMICAAc esetében lathatd lizoszomakban

akkumulalddo fest6dési mintazatot.

4.2 Toxicitas

A kapott eredményekbdl lathatd, hogy az akridin narancs bizonyos koncentraciokban
toxikusabb, mint a diMICAAc, azonban szignifikans kiilonbség nem tapasztalhato a két
vegyiilet kozott. A festékek LD50 toxicitasi 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° — 4,83x10
® M. Mivel az AN-ot a WHO kivette a daganatokat okozo vegyiiletek koziil, ezért hasznalhat6

fotodinamias terapids szerként. Tovabba sejtes toxicitasukat tekintve a két vegylilet nagyon
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hasonldan viselkedik, ezért a dIMICAAc (DM) is alkalmas lehet, sejtes toxicitasa alapjan,

terapias eljarasra.

4.3 Spektrofluorimetrias mérések

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 jelentésen megndtt a fényszords. Az emisszids spektrumokat megvizsgalva
megallapithatjuk, hogy az AN esetén az emisszidés maximum 530 nm-nél van, ezzel ellentétben
a DM esetében a maximum jobbra tolodva, kb. 570 nm-nél lathato. Sejt és sejt nélkiili eseteket
Osszehasonlitva nincs eltolodas. A skalékat leolvasva az is megallapithat6, hogy az AN nagyobb

fluoreszcencia hatasfokkal rendelkezik, mint a DM.

4.4 Emisszios spektrumok meghatarozasa Zeiss LSM 880 konfokalis mikroszkoppal

A spektralis képalkotds 405 nm-es gerjesztést kovetden kapott emisszids spektrumbol
kijelenthetd, hogy hogy a DM emisszios spektruma szélesebb, mint az AN-é. Az emisszios
maximum jobbra tolodva helyezkedik el DM esetén. Az is megfigyelhetd, hogy a kiilonb6z6
sejtek kiilonbozo mértékben vették fel a vegylileteket. Az SKBR-3, OCM-1 ¢és HeLa sejtek
vették fel nagyobb mértékben, mig a 3T3-MDR esetén feltehetéleg a P-glycoprotein ABC
transzporternek kdszonhetden a festékek kisebb mennyiségben kertiiltek felvételre, mivel ez a
széles hidrofob molekula spektrumu transzporter kipumpalta dket az extracellularis térbe. Az
AN és a DM is jobban gerjesztheté 488 nm-en, mint 405 nm-es gerjesztést kovetden. Az
emisszi0s maximum szintén jobbra tolodva helyezkedik el a DM esetén. Itt is megfigyelhetd,
hogy a sejtek kiilonb6zé mennyiségben vették fel a vegyiileteket. Az AN altalaban jobban festi
ezen hullamhossz mellett a sejteket. A vegylileteket 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. A DM jobban gerjesztheté 543 nm-rél, mint az AN.
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4.5 A sejtek finom struktirdainak meghatarozasa Zeiss LSM 880 konfokalis

mikroszkoppal

A spektralis képalkotashoz hasonlo6 beallitasokkal megvizsgaltuk a sejtek finom strukturajat is.
A DM gerjeszthetd 405 nm-en és itt kis méretli vezikuldkat azonosithatunk a képen, melyek
kiilonboznek a 488 nm-es gerjesztéssel lathato sejtmagvacskaktol. Azt gondoljuk, hogy ezek
savas vezikuldk és lizoszomak. Ha Gsszehasonlitjuk 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 sejtmagvacskdk latszanak
intenziven, de halvanyan a sejtmag konturja is kivehetd. Az irodalombol ismert, hogy 543 nm-
es gerjesztéssel vOrds emisszids tartomanyban az AN-ndl 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 mintdzat.

4.6 Lizoszomalis aktivitas meghatarozasa Zeiss LSM 880-al ,,Lysotracker Orange-al”

A képekbdl megallapithato, hogy a megvilagitott sejtek fluoreszcens intenzitasa egyértelmiien
csokken. A megvilagitast kovetden, csak a megvilagitott sejtek intenzitasa csokken, a kornyezo
sejteké nem. A megvilagitas utan a ,Lysotracker Orange-al” nem tudja megjeldlni a
lizoszémakat, mivel az AN és a DM eldzdleg mar bejutott a sejtekbe és a megvilagitast
kovetden karositottdk a lizoszoma membranjat. A kontroll képeken jol lathatd, hogy a nem
megvilagitott sejtekben a ,,Lysotracker Orange” szépen jeloli a membranjaban nem karosodott

kis vezikulaszeru lizoszomakat.

4.7 LED indukalt fototoxicitas vizsgalat

Kék LED megvilagitds esetén a megvilagitas nélkiili kontroll esetben a vegyiiletek a
fototoxicitashoz hasznalt koncentracioban nem mutattak toxicitast (0 6ras megvilagitas). Az
abran megfigyelhetd, hogy 1 6rds megvilagitast kovetéen a DM fototoxikus hatdsa hamarabb
jelentkezik. 3 o6ras megvilagitas esetében nagyjabol hasonld fototoxikus hatas lathaté mindkét
esetben, mig 8 6ras megvilagitast kovetéen a DM ismét fototoxikusabbnak tiinik, mint az AN.
24 6ras vilagitast kovetden gyakorlatilag egyik esetben sem figyelheté meg €106 sejt. Osszegezve
elmondhat6, a megvilagitasi id6t novelve csokken az életképesség. Zold LED megvilgitas

esetében a DM kicsit nagyobb mértékii fototoxicitasat lathatjuk 1 és 3 ords megvilagitast
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kovetden. 8 oras megvilagitast kovetden szinte minden sejt elpusztul, de itt is fototoxikusabb a

DM. 24 ¢6ras vilagitast kovetden gyakorlatilag a sejtek teljesen elpusztulnak.

4.8 Sejtéletképesség meghatarozas lézer szkenning citométerrel

A kiilonbség a 1ézer-szkenning citometrias mérések és a LED lampas kisérletek kozott a
megvilagitas folytonossagaban volt. Mig a LED haszndlata esetében a kezelési iddben
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 megyvildgitasaval szemben, az LSC megvilagitast frakcionaltan 5
percenként adagoltuk a ciklusonkénti 2,9 s megvilagitasi idékben.

Az LSC 488 nm-es 1ézerének teljesitménye folytonos megvilagitas esetében 0,30 mW + 0,05
(atlag £ SD) volt, ami 0,32 W/cm?2 fény teljesitménynek felelt meg a mintanal. Ezzel ellentétben
a LED megvilagitasnal ugyanez a fény teljesitmény kevesebb: 4,45 mW/cm2 volt.

A Pl-rdl tudjuk, hogy csak élettelen sejtek vagy erdsen karosodott sejtek membranjan képes
atjutni. 0 6rdnal lathatjuk, hogy az AN fluoreszcens intenzitdsa nagyobb, mint a DM-¢. 1 6rat
kovetden AN esetében a kép kozepén (,,well image”) par helyen kezdenek feltlinni az intenziv
PI festddésti pusztul6 sejtek. 2 oranal kozépen (a ,,field image” képek illesztésénél, ahol a 1€zer
nyalab tobbszor 1s athalad egy cikluson beliil) egyre tobb PI pozitiv sejtet figyelhetiink meg. 3
orandl szembetlind, hogy az AN esetén gyakorlatilag minden sejt elpusztul, kdszonhetden
annak, hogy az AN frakcionalt megvilagitas esetén fototoxikusabb vegyiilet, mint a DM. 4

oratol kezdve minden sejt meghal mindkét esetben.

4.9 Hiszton elucios modszer

Amikor a megvildgitatlan HeLa sejteket az AN vagy DM interkalatorokkal kezeltiik, a hiszton
H2A fehérjék a sokoncentracio novekedésével szigmoid gorbe szerinti mintdzatnak
megfelelden tiriiltek ki a sejtmagbdl. A DM esetén nagyobb mennyiségii kezdeti hiszton fehérje
intenzitast mértiink a 100 és 600 mM koncentraciok esetében. Mindkét esetben lathatd, hogy a
detektaltunk. Ez a DM esetében szembetlind ugyanis nagysdgrendben kisebb hiszton
mennyiség maradt a sejtben a legnagyobb sékoncentracios kezelést kovetden a megvilagitatlan
teriileten. A DM megvilagitott teriilet hiszton mennyisége nagysagrendben azonos maradt a

legkisebb és legnagyobb sdkoncentracid esetében egyarant. Az AN esetén a megvilagitott és
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megvilagitatlan tertileteken is csokkent a hiszton fehérje mennyisége a DM festékhez képest,
ami egyrészt az jelentheti, a bevilagitatlan esetben, hogy az AN hatékonyabb interkalator festék
esetben nagyobb mértékben karositja a DNS-t, mint a DM. Osszességében megallapithato,
hogy megvilagitast kovetden a hiszton fehérjék rogziiltek a kromatinhoz a DM esetén, mig a
nem megyvilagitott részen a sokoncentracido 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.

4.10 Lizoszomak kvantitativ meghatarozasa ELISA HQ Plate Readerrel és LSC-vel

Megallapithat6, hogy a fotoérzékenyitdk végkoncentracidinak emelésével csokkent a sejtekben
a lizoszomak szdma a sejtekben. A kontrollhoz képest mind AN, mind DM esetében csokkent
a lizoszomak mennyisége. A lizoszoma karosit6 LLOMe pozitiv kontrol esetén szintén
csokkent lizoszomalis aktivitas észlelhetd. Sejtek nélkiil, csak médium esetben egyaltalan nem
sikeriilt lizoszomalis jelet detektalni. Hasonld molaris koncentracié esetében a DM nagyobb

fok lizoszoma karosodast okozott mint, az AN.
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5. Megbeszélés

Uj, tobbfunkciés amino-izocianoakridineket (ICAAc, monoMICAAc és diMICAAc)
allitottunk ¢lé 3,6-diaminoakridin és diklorkarbén reakcidjaval. Az igy kapott fluoroforok a
molekuldk dipolusos természetének (Ap = 5,6-8,9 Debye kozott valtozik) kdszonhetéen
hangolhat6 szolvatokrom viselkedést mutattak (Alem = 53-63 nm). Az elektronelvond
izonitrilcsoport alkalmazasa csokkent bazicitast (pKa=7,05-7,58) eredményezett, ami az egyedi
pH-érzékeny vibracios abszorpcids savokkal egyiitt igéretes pH-szondéakka teszi a vegyiileteket
fiziologias pH-tartomanyban. Tovabba, az izocianocsoport kivalo 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 (DM) festékek €16
sejtek képalkotasara valé alkalmazhatosagat HeLa sejteken mutattuk ki 2.5 x 10° M és 1,25 x
10% M végkoncentracioban. A DM-al kezelt sejtek mutattdk a legjobban megdrzott
morfologiat. A kisérletek elsd fazisdban, az altalunk készitett képekbdl azt a kovetkeztetést
lehet levonni, hogy a DM ko&tddik a sejtmembranhoz, be tud jutni kiilonbdzo intracellularis
vezikularis struktarakba, a DNS-hez és RNS-hez kis mértékben kotddik. Mindharom vegyiilet
jol alkalmazhat6é hagyomanyos epifluoreszcens képalkotasra UV gerjesztés mellett is. Tovabba,
violakék gerjesztés mellett a DM kivaloan alkalmazhato a sejtek pH szondéjaként
epifluoreszcens és a lézer megvilagitds esetén, mint példaul az aramlas- €és képalkoto

citometriai, vagy a konfokalis 1ézeres pasztaz6 vizsgalatokban.

A kisérletekbdl lathattuk, hogy a 3 vegyiilet koziil a DM tlnt a legigéretesebb vegyiiletnek, igy
a kisérletek tovabbi fazisaban ezt a fluorofort hasonlitottuk 6ssze egy, a szakirodalomban mar
rendkiviil pontosan karakterizalt anyaggal, az AN-al. Annak tisztdzasa érdekében, hogy ez az
egyszerii kémiai modositas, amelyet mar bemutattunk, hogyan valtoztatta meg a sejtes
alkalmazasokban felhaszndlhat6 DM fluoreszcencia tulajdonsagait, Osszehasonlitottuk a
festékek fényelnyelési és fluoreszcencia fényemisszios spektrumat vizes kozegben (PBS pH
7,4) HeLa sejtek hianyaban és jelenlétében. Sejtek nélkiil a DM szélesebb ¢és viszonylag lapos
abszorpcids spektrummal rendelkezik a 400-500 nm-es gerjesztési tartomanyban, mig az AN
¢les és kétszer olyan magas gerjesztési maximummal rendelkezik, kozel a 488 nm-es
lézervonalhoz. A sejtek jelenléte nem valtoztatta meg a festékek abszorpcids spektrumat; a
sejtek fényszorasa azonban jelentdsen csillapitotta a gerjesztd fény intenzitasat. Figyelemre
méltd, hogy amikor a sejteket 480 nm-en gerjesztettiik, az AN koriilbeliil husszor nagyobb
fluoreszcencia-emisszios maximumot mutatott 530 nm koriil, mint a DM. Ehhez a cstcshoz

képest a DM emisszids maximuma mintegy 40 nm-rel voros felé tolddott. A sejtek jelenléte
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nem valtoztatta meg jelentdsen a festékek emisszids spektrumat. A toxicitasi kisérletekbol
meghataroztuk, hogy az LD50 toxicitasi érték human HeLa sejtekben mindkét festék esetében
4 uM volt koriilbeliil 10%-os kiilonbséggel (4,4x10° M az AN és 4,0x10° M a DM esetén,
95%-o0s 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 toxicitdsban nem nagy kiilonbség van a

két vegyiilet kozott, ezért a diMICAAc tovabbra is alkalmas lehet PDT terapias eljarasban.

Az AN ismert fotoérzékenyitd tulajdonsaggal rendelkezik; ezért kivancsiak voltunk, hogy ez a
tulajdonsag megvaltozik-e a DM-ben. A fényérzékenyitovel kezelt HeLa sejteket 470 nm-es
LED-fénnyel vilagitottuk meg, a festékek abszorpcidos maximumaéhoz kozeli hulldmhosszon,
novekvo ideig (0, 1, 3, 8 és 24 ora). Ezt kovetden MTT-teszttel vizsgaltuk a sejtek
¢letképességét. 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 megvilagitds LDsg fluencidja szignifikansan kiilonbozott
a két fényérzékenyitd 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 lizoszomalis pH szonda voros fluoreszcens emisszidval, zold
fény gerjesztésével. Kovetkezésképpen az 0j vegyiilet optikai tulajdonsagaira voltunk
kivancsiak. Tébb mikroszkopos vizsgélatot végeztiink, és arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy
a két festékanyag rovid tava jel6lés esetén (15-30 perc, 37°C-on, mediumban) ugyanabban az
1-3 uM koncentraci6 tartomanyban Osszehasonlithatdan jol fest human sejteket. A konfokalis
vizsgalatok azt mutattak, hogy a sejtek nem mutatjak a toxicitds morfoldgiai jeleit ezekben a
rovid tavu alkalmazasokban (3-4 ora fiziologias koriilmények kozott). A DM azonban a HeLa
sejtek citoplazmajaban a 405 nm-es 1ézerfény gerjesztésénél €s a kék fluoreszcencia emisszids
tartomdnyban jobban l4thatova tette a lizoszéma tipust vezikuldkat, mint az AN 543 nm-es
gerjesztésnél és a vOrds emisszios tartomanyban, tovabbd a DM, szemmel megitélve, kicsit

kisebb vezikularis struktirakat azonositott, az AN-hez képest.

A 488 nm-es gerjesztésnél és zold fluoreszcencia emisszids tartomdnyban az AN sokkal
hatékonyabban festett és fényesebb fluoreszcenciat mutatott, mint a DM. Ezen a 488 nm-es
hullamhosszon mindkét festék a legjobban az ¢€l6 sejtek nukledluszait, valdsziniileg a
riboszomélis RNS-t festette meg. Erdekes modon az AN-al ellentétben a DM nem kiilonboztette
meg a nuklearis DNS-t a sejtek egyéb citoplazmatikus régiditol. Az AN folyamatosan erds6do
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modon festette a DNS-t, ami valészintileg parhuzamba allithat6 azzal, hogy a megvilagité fény
egyre inkdbb stresszeli a sejteket, egyre nagyobb fototoxicitadst okozva a sejtmagnak. Ez a
differencialt DNS-festés valdszintileg az AN nagyobb fluoreszcencia-
kvantumhatékonysagéaban és a DM kisebb mértékiit DNS kétddésében gydkerezik. Magasabb
festék koncentraciokat alkalmazva sem az AN, sem a DM nem tudta megkiilonboztetni sem a
lizoszoémakat, sem a nukleoluszokat, mivel mindkét festé¢k minden komponenst hasonld

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 és faji eredetii sejtek is
megfestédnek-e, és hogy ugyanolyan vagy eltéré festddési mintazatot mutatnak-e, mint a
human HeLa sejtek. A spektralis képalkotas aldtdmasztotta, hogy minden human és egér
sejttipus hasonld spektralis mintazattal festddott, és a festddés nem fliggdtt alapvetden a sejtek
eredetétdl. A sejtek festddésének altalanos intenzitasa azonban nagyon eltérd volt, ami
alatamasztja azt az elképzelést, hogy a festékszallitasban kiilonb6zé membranhordozok és
transzporterek vesznek részt a két festek esetében. Az NIH-3T3-G185 egérsejtek a human
MDR1 multidrog-transzporter gén stabil transzfektansai. 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 tulajdonséaga elonyds a lizoszomalis festés szempontjabol.

Az akut sejthaldl eseményei, amikor a sejtmembran megreped, vizualizalhatok; ezért Ugy
dontottiink, hogy a fototoxikus folyamatok dinamikajat is nyomon kovetjiik egy iCys
1ézerpasztazo citometrias képalkotd rendszer segitségével. Mivel a fluencidt a minta szintjén
meértiik, kényelmesen szabalyozhattuk a sejteket éré megvildgitasi energiat az alkalmazott
ciklusok szdmanak nyomon kovetésével. A sejtek elhalasakor bekdvetkezd membranrepedés
kimutatasdra a fotoszenzibilizatorokat tartalmazo kozeget kiegészitettiik egy membran-
impermedbilis voros DNS-festékkel, propidium jodiddal. A teljes folyamat rogzitése utan
nagylatoszogli fluoreszcens képeket készitettiink. A megfigyelési folyamat végén azonban a
kép kozepén 1évo letapogatott és ennek kovetkeztében megvilagitott sejtek a membran
integritasanak elvesztése miatt elvesztették zold fényérzékenyitd festddésiiket, és a sejtmagok
a DNS festékkel vorosre festddtek. A transzmisszios képeken a sejtek konturjai felismerhetok
voltak a 1atomezd kdzepén €s a periféridjan egyarant. A képek bizonyitottak, hogy a besugérzott
fényenergia lokalizaltan és kvantitativ modon adagolhatd, a nem megvilagitott sejtek pedig

eredendden negativ kontrollt biztositanak.
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A ciklusosan készitett felvételekbdl videofilmet készitettiink. Lathattuk a fényérzékenyitok
felhalmozodasat a sejtekben, ahol az AN, amelynek nagyobb a fluoreszcencia
kvantumhatékonysdga, mint a DM-nek, erdsebben festette a sejteket. A DM kisebb
kvantumhatékonysaga elonyés volt a PI sejteken belili 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, pszeudopodidikat és mikrovillusaikat. Ezutan a sejtek zsugorodnak,
membrantoredékeket veszitenek el ¢és folyamatosan er6s6dd6 membran blebesedés,
hélyagosodas alakul ki. Kezdetben a hdolyagok kisebb méretben nagyobb szammal voltak jelen,
majd szamuk egyre csokkent és egyre nagyobb méretiiek lettek. Végiil néhany bleb
sejtméretiivé novekedett, és hirtelen a membranstrukturak tobbsége visszahtizodott a sejtmagok
felszinére, és csak nagyon kevés bleb maradt stabilan. A hdlyagok kezdetben atlatszéak, majd
zo6ldes szintiek voltak. Hirtelen a zdldes blebek voroses szinlivé valtak, mikdzben a sejtmagok
¢s a citoplazma is szint valtott. Az egysejtii szintli valtozasok szinkronban, kis id6beli szorassal
alakultak ki; kovetkezésképpen a fotoérzékenyiték megvilagitds hatasara sejtvaltozasokat

inditottak be.

A fototoxicitas kinetikdjanak meghatarozasara végzett kisérletek azt mutatak, hogy az AN
fototoxicitas kinetikaja gyorsabb frakcionalt 488 nm-es 1ézer megvilagitasban. Ismert, hogy
fiziologias korlilmények kozott a kromatin a sejtmagban marad, kivéve, ha valamilyen okbol
kifolyolag a sejtmagmembran kéarosodik, és a nuklearis DNS olyan méretiire fragmentélodik,
hogy szabadon kioldodhat a sejtmagbol. Nyilvanvald volt, hogy a nagy makromolekulak a
sejtmagban maradnak, mivel végiil a teljes képsorozaton beliil a vorés magmaradvanyok a
halott sejtekben festddtek a legnagyobb intenzitassal. Ennek ellenére hatalmas mennyiségii
voroses szinli DNS tavozott a sejtekbdl, valdsziniileg kisebb méretli fragmentumokra szétesett
modon, 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 szdmszerlisiteni. Volt azonban egy akadaly, ami ezt a célt nem tette
lehetetévé. A propidium jodid nem festi jol az €16 sejtek intakt sejtmagjait, még akkor sem, ha
a membran inpermeabilis PI-ot direkt modon a citoplazméba juttatjuk, mivel a sériilésmentes
sejtmagban a DNS szorosan szuper tekeredik. 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 “leteker6” vegyiilet alkalmazasaval, vagy egy

bizonyos szamu DNS-szal hasitas Osszegytlijtésével oldhatdé meg. Az egysejtes kinetika
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képkockaiban a zdld-piros szinvaltas azt sugallta, hogy a fotokarosodott DNS a sejtmagbol
felszabadul, melyet a membrant-a4t-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 zold 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 és a PI altali DNS-festés, idoben egyértelmiien kovették egymast €s
ezek csak kisebb atfedést mutattak. Az is érdekes, hogy az AN altal kivaltott valtozasok

megelozték a DM altal kivaltott valtozasokat.

A sejteket minden ciklusban 0,9 J/cm?-es fluencidval vildgitottuk meg egy ciklus 2,9
masodperces pasztdzasa alatt. A DM esetében 28, mig az AN esetében 24 ciklusra volt sziikség
a sejtpusztulashoz, és ezek az expozicids ciklusszamok 26,3 J/em?, illetve 22,5 J/icm?
fluencianak feleltek meg. Ez a megfigyelés ellentétben volt a LED-es megvilagitas
eredményével, ahol a DM halalosabb volt a sejtek szdméra. Az LSC-lézeres és a LED-es
megvilagitas kozotti kiillonbség a 488 és 470 nm-es gerjesztések kiilonbozoségén kiviil a
frakcionalt verzuzs a folyamatos megvilagitas volt. Minden besugarzasi peridodus utdn az LSC
esetében a sejteket a ciklikus 488 nm-es 1ézeres megvildgitasok kozott koriilbeliil 6t percig
sOtétben maradtak. Ez lehetové tette, hogy a sejtek minden egyes besugarzasi ciklus utan
bizonyos szintig regeneralodjanak. A két vegyiilet 616 hatasanak megfordulasa a frakcionalt és

a folyamatos megvilagitas kozott arra utal, hogy a vegyiiletek elsddleges sejtcélpontjai eltérdek.

Kiértékeltiik a pixelintenzitasok térbeli és idobeli mintazatat a sejteken belill és a sejtek
kornyezetében. Az AN esetén tapasztalhatd valtozasok sokkal hevesebbek voltak és a zold-
voros valtas kordbban kezdddott, mint a DM esetében. A fluoreszcencia mennyiségi adatok
elemzésével szamos tovabbi izgalmas dologra is felfigyelhettiink. Eldszor is, a zold-piros
atfedési iddszak néhany ciklusnyi id6t vett igénybe, amit itt percekben jeleztiink. Ez azt jelenti,
hogy mind a fényérzékenyit-vesztés, mind a PI-novekedés iddben 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
toredékein beliil, a fluoreszcencia pedig nanoszekundumokon beliil befejezédik. Nem lehet
egyszerl festékdiffuzio miatti késleltettség, mivel a koncentracié kiilonbségek masodperceken
beliil kiegyenlitddnének ezeken a sejteken beliili tdvolsagokon. Ezért a legvaldsziniibb
magyarazat az, hogy ezek az események az akut DNS- és membrankarosodassal kiizd6é haldoklo
sejtek ¢életjel maradvanyainak részben aktiv kiegyenlitddési Iépéseit tiikrozik. Ezek az

egyensulyra vezetd Iépések lehetnek pl. a fényérzékenyitdk citoplazmatikus vagy
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membranfehérjékhez valo kotddése vagy a festékek transzmembran transzportja vezikulakba,
illetve az azokba valo bezartsagbol valo kiszabadulds. Masodszor, az AN kinetika a hevesebb
¢s masszivabb PI-valtozasok miatt erdteljesebb DNS-karosodasra utal. A PI-gorbék érintdi és
amplitidoi is robusztusabb valtozasokat mutatnak az AN esetében, mint a DM esetében. A
fluoreszcencia-valtozasok mértéke valdjaban nem hasonlithato Gssze a DNS-tartalom
tekintetében, mivel az AN és a DM kvantumhatasfokai jelentdsen kiilonboznek egymastol. Az
AN esetében az 0sszes nuklearis, lizoszomalis és blebekben megfigyelhetd vords jel gyorsan
telitodik, ellentétben a DM-el, ahol csak a nuklearis jel tetdzik. A sejtek kornyezetében
megjelend vorods hattérjelek még pontosabban jelzik az AN szenzibilizalt sejtekbdl szarmazé
DNS-fragmentumok nagyobb mértéki altaldnos felszabaduldsat, melyek a DM gorbéknél
nagyobb amplitudoval rendelkeznek. Harmadszor, mindkét fényérzékenyitd esetén kapott PI

kinetikai gorbékbdl felismerhetd a DNS 16késhullamszer( hirtelen felszabadulasa.

Az intakt sejtekben eleinte nincsen nuklearis PI jel, a blebek viszont a PI er6s DNS-jelével
atmenetileg megtelnek. Ez arra utal, hogy a fény és a fényérzékenyitok akut DNS-karosodast
okoznak a magban, és a kissebbé és lazabba valdé DNS-fragmentumok szétdiffundalnak és
fényes Pl-jelet eredményeznek a citoplazmaban is. Késobb ez a telitett intra-bleb DNS-jel szinte
a hattérjelek szintjére csokken, ami vilagossa teszi a DNS-hulldm dtmeneti jellegét mind térben,
mind idében. Megfigyelhetd a hattérjelek tavolsagfiiggése is, amely a tavolabbi helyeken

csokkend, 1épcsdzetes amplitidokat mutat.

Korabbi publikaciokban eddig nem lattunk a DNS-fragmentumok sejtekbdl torténd
felszabadulasanak ilyen valos idejli megfigyelését. A sejtekbdl torténd DNS-felszabadulés
torténhet DNS-karosodas vagy pl. apoptotikus koriilmények hatasara, vagy akar lokélisan is pl.
kaszpéz aktivacid esetén. Az altalunk hasznalthoz hasonlo 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 munkatarsai altal megfigyelt jelenség még
tovabb fokozhatja. Azt figyelttk meg ugyanis, hogy az AN telt savas lizoszomak a
programozott sejthaldl sordn a magmembrannak a mélyen a sejtmagba meriild

betiiremkedéseibe vandorolnak be.

Kivancsiak voltunk, mi torténik a hisztonfehérjékkel a fénykarosodas sordn, amikor a DNS
eltlinik a sejtmagbol. Nemrégiben Prof. Dr. Szabo Gabor és munkacsoportja kifejlesztett egy
metodikat, a QUINESIn-t, amely végsd soron a genomialis DNS szuperhelicitasat jellemzi a
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hisztonok és a DNS magi mennyiségének képi mérése révén egyedi sejtekben. Ezekbdl a
mérésekbdl tudtuk, hogy magas sotartalmti kezeléssel vagy megfeleld interkalator festékek
alkalmazaséaval a hiszton H2A fehérjék mas hisztonokhoz képest konnyeben iiriilnek ki a

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

Roviden, a kisérlet elején a sejteket fényérzékenyitovel festettik meg és az egysejtes
gélelektroforézishez hasonldéan agarozgélbe agyaztuk be egy IBIDI targylemezen. Ezutan a
sejteket a gélben meghatarozott dozisu kék 1ézerrel vilagitottuk meg fiziologias koriilményeket
fenntartva, az iCys képalkoto6 rendszer segitségével. Ezt kovetden a sejtmembranokat neutralis
a hisztonokat a kromatinbol kielualtuk. Végiil a sejtmagokban maradt hisztonokat
fluoreszcensen jelolt antitestekkel festettik meg ¢és az IBIDI-kamrdban 1évd sejteket
1ézerpasztazo citometriaval vizualizaltuk és szamszerusitettiik. A kiillonb6z6 IBIDI-kamrakban
technika normal kromatinokban szigmoidalis hiszton kilokddési gorbéket eredményezett.
Amikor a sejteket megvilagitottuk, megfigyeltiik, hogy a so altal kivaltott hisztonkiiiriilés

standard szigmoid alakja megvaltozott.

A mért valtozadsok azt jelezték, hogy a kromatinhoz vald hiszton-keresztkotés, a DNS-
fragmentacid, a DNS elvesztése a sejtmagokbdl és a sejtmagok késdbbi hisztonvesztése mind
az AN, mind a DM érzékenyitett fotodinamikus kezelés soran bekovetkezett, bar eltérd szinten.
Eldszor is, a DNS-interkalaldo AN altal végzett hisztonkilokddés kifejezettebb volt, mint a DM
esetén. Masodszor, az AN esetében a jelentdsebb hisztonveszteség a DNS stlyosabb
fragmentalodasanak és az azt kovetd DNS-veszteségnek, a DNS-interkalalo festékek altali
hisztonkilokddésnek és 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-kisérletekbél levont
kovetkeztetéseket, a frakcionalt megvilagitasban az AN jelentésebben karositotta a kromatint,

mint a DM.

Ismeretes, hogy az AN az ¢l6 lizoszomakban is felhalmozddik, és nagy koncentracidban a
dimerképzddés miatt vords fluoreszcencidt mutat. Kék megvilagitasban az AN a lizoszémakat
is karositja, €és az mar kevésbé ismert, hogy ez egy kiilonlegesen latvanyos tlizijatékszerti

villogasi jelenséggel tarsul. Kivancsiak voltunk, hogy a DM altal megjelolt és 405 nm-es
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gerjesztéssel fluoreszcenciat mutatd vezikuldk lizoszomak-e, és hogy a DM fotokezelés

karositja-e a lizoszomakat, mint az AN.

Kisérletet allitottunk 6ssze az AN, a DM ¢és a “LysoTracker Orange” egyidejli vizualizalasara,
mikozben ugyanazt a térbeli és idébeli megvilagitast alkalmaztuk. Eredményeink azt mutattak,
hogy mind az AN, mind a DM megfestette a lizoszémakat, és mindkét festék fotokarosodast
okozott. A kontrollalt besugarzas alkalmazasa el6tt mindharom fluorofor hasonlé vezikularis
strukturakat tett lathatova a sejteken beliil. A lokalizalt megvilagitds utdin az AN ¢és a DM
festékek fluoreszcencidja eltint a sejtekben, és a ,,Lysotracker Orange” nem tudta lathatéva
tenni a lizoszomakat az AN vagy DM jelolt sejteken belill sem. A nem megvilagitott, de
fotoérzékenyitdket tartalmazo sejtekben 1évo lizoszomak azonban megfestddtek ,,Lysotracker
Orange-al”, ami azt jelentette, hogy a lizoszomak fény nélkiil épek maradtak. Ugyanakkor a

fény mind az AN, mind a DM esetében lizoszomakarosodast okozott.

A latvanyos felvillanasok, amelyek a lizoszomak karosodasat jelezték az AN-festett sejtek
megvilagitasa soran, a DM-festett sejteknél is megfigyelhetéek voltak. Bar a DM festett
sejtekben a jelenség kevésbé volt latvanyos, mivel a festék kvantumhatisfoka joval
alacsonyabb. A DM kezelt sejtek esetén lathatd fotobleaching-gorbén felismerhetd volt egy
észrevehetd plip. Ez az enyhe emelkedés hasonlé az AN fotobleaching-gorbéjének nagy
pupjahoz, amely a metakromatikus-lizoszomabol felszabadulé fluoroférok dequenchingjének a

kovetkezménye.

Ennél a modszernél a fotodestrukcié kezdetének ideje forditottan ardnyos a membran
érzékenységével. A fotodestrukcio iddzitésének mérése alkalmassa teszi ezt a technikat a
lizoszomak peroxidacioval szembeni stabilitasdnak sejtbiologiai vizsgalatara. A modszert eddig
nem ellendrizték mas festékekkel. Mivel a mi modositott DM molekulank hasonl6 lizoszéma
pusztulast mutatott, ez aldtdmasztja az AN hatdsanak értelmezését és megerdsiti a modszer
alkalmazhatosagat. Ezek alapjan kijelenthet6, hogy mind az AN, mind a DM festékek

fénymegvilagitas altal kivaltott lizoszOma-permeabilizaciot okoztak.

Annak igazolasara, hogy a DM a lizoszomak fotokarosodasat is okozza, a karosodéas mértékét
koncentraciofiiggd modon kivantuk szamszer@isiteni. Ezutan a sejteket kék fénnyel
folyamatosan megvilagitottuk egy hagyomanyos lemezes leolvasasi kisérletben. Ezutdn a
sejteket ,,Lysotracker Orange” festékkel festettiik, és a lizoszomak fluoreszcencia-intenzitasat
ujra felvettiik. A plate reader eredményei nem voltak meggy6zoek, de az LSC rendszeriink

szines kamerdjaval epifluoreszcens mikroszkopos felvételeket készitettiink a mintakrdl (a
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lyukakban), és a felvételeket sejtenkénti képelemzéssel értékeltiik ki. A lizoszomdk a
festékkoncentracioval korrelalva lizalodtak, de a sejtek épek maradtak. Ez lehetett az oka a
hagyomanyos plate reader eredmények sikertelenségének. Az egysejtes szinten kiértékelt
wellek egyszerii képei azonban helyesen azonositottak a lizoszOmak karosodasi allapotat. A
fényérzékenyitovel nem festett sejtek a ,,Lysotracker Orange” altal megfestett pontszerii
lizoszomaékat tartalmaztak alacsony citoplazmatikus hattérrel. Amikor fotoérzékenyitdvel
torténd megvilagitast alkalmaztunk, a pontszeri lizoszoémak szdma csokkent, mig a
citoplazmatikus hattér fluoreszcencia nétt a fotoérzékenyitd koncentracié ndvekedésének
koszonhetden. Az LLOMe, a lizoszOma membranbontéas pozitiv kontrollja hasonl6 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 jelentdsen alacsonyabb volt, mint a
kontroll sejteké. Ezutan illesztettiik a lizoszéma-inaktivacio dozis-véalaszat 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
LDso 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 szignifikans kiilonbséget
mutatott (p=0,0003). Tovabbi képalkotasi paramétereket is megvizsgaltunk, mint példaul a

sejtek atlagos intenzitasat, a sejtek fluoreszcencia-intenzitdsanak standard eltérését, a sejtek

crer

Ezek az adatok arra utaltak, hogy a DM jobban karositotta a lizoszomakat, mint az AN. Igy az
akridingytiriben aszimmetrikusan lokalizalt polaris izocianocsoport ndvelheti a DM
lizoszomalis célzott hatasat. Valoszinlileg a kifelé irdnyuld negativ toltés novelte a
lizoszoémakhoz valdo kotddési képességet. Az is figyelemre méltd, hogy a folyamatos
megvilagitas a frakcionalt megvilagitdshoz képest eltolta a sejtkarosodas mértékét. A
folyamatos besugarzas novelte a lizoszomabontas tendencidjat, mig a frakcionalasban a DNS-
karosodas dominalt. Ezek a tendencidk arra utalnak, hogy a lizoszomalis membranjavitd
mechanizmusok nagyobb kapacitassal rendelkezhetnek, mint a DNS-kéarosodéas javitési

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

A héarom Gjonnan szintetizalt akridinvazas vegyiilet koziil a DM tiint a legigéretesebb sejtjelolo
¢s fotoérzékenyité anyagnak, mivel egyrészt ez rendelkezett a legoptimalisabb optikai
a legkevésbé toxikus fény hianyaban. Az AN és a DM 0Osszehasonlitdsanal kijelenthetd, hogy
mindkét vegyiilet abszorpcids maximuma 488 nm-nél van. Az emisszidés spektrumokat
Osszehasonlitva a DM szélesebb emisszios spektrummal rendelkezik. Az emisszids maximumot

tekintve a DM esetében van egy 30 nm-es jobbra tolodas az AN-hoz képest.

Az ¢l sejtekben a DM 405 nm-es 1ézerfény gerjesztésénél intenziv zold fluoreszcenciaval jelzi
a lizoszoémadkat, kisebb hattérfluoreszcencidval, mint az AN. A DM optimalis gerjesztési €s
fluoreszcencia emisszids tartomanyaban nincsen kimutathatdo DNS- vagy RNS-jel, de a sejtek

citoplazmatikus jelol6dése és a megtartott morfologiaja hatékony sejtjel61ove teszi.

A 470 nm-es folyamatos LED-lampas megvilagitas esetén a DM nagyobb fototoxicitassal
rendelkezett, mint az AN, mig 488 nm-es frakcionalt 1ézer megvilagitas esetén a fototoxicitasi
tendencia megfordult; fénybesugarzas nélkiil azonban nem volt jelentds kiilonbség a két

vegyiilet toxicitasaban.

A 488 nm-es lézerfény-megvilagitas sejtszinti és molekuldris hatasait kvantitativan
Osszehasonlitva az AN hatékonyabb DNS-karositonak bizonyult, valdszinlileg az AN
szimmetricitdsa miatt lehet hatékonyabb DNS karositd, mivel nagyobb lehet a DNS kotddése.
A 488 nm-es frakcionalt besugarzas esetén az AN hamarabb okozott sejthalalt, amit eldbb a
sejtmembran-blebek képzddése, majd a fotofragmentdlt magi DNS I6késhullam-szerii
kiaramlasa jelzett. A DM ugyanakkor a Hela sejtek lizoszoma membranjanak a
fotopermabilizalasdban mutatott nagyobb hatékonysagot. A folytonos és a frakcionalt
fotodinamias sejtpusztulas kozotti kiilonbség és a hatterében rejld sejtes mechanizmusok adatai
arra utalnak, hogy a HeLa sejtekben a lizoszomakarosodas javitasa nagyobb kapacitassal

rendelkezhet, mint a DNS-karosodas javitasa.

A DM specifikusabban jelzi a lizoszomaékat, valdsziniileg a kifelé mutatd negativ toltése miatt
juthat be jobban a lizoszomakba €és mutathat nagyobb lizoszéma karosit6é hatast, mig az AN
jobban beépiil a nukleinsavakba és 488 nm koriil er6sebb DNS fotofragmentald tulajdonsagu.
Az AN lizoszéma-célzas novelésével a lizoszomak fotodestrukcidja felerdsithetd, ami

fotodinamias hatasaban fokozott immunogén sejthalal indukciot okozhat.
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