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Bevezeto

Eziist nanorészecskék a biologiaban

Nanorészecskének sziikkebb értelemben az 1-100 nm tartomanyba esé részecskéket
nevezziik. A nanorészecskék jellemzd tulajdonsaga, hogy magas a felszin/térfogat aranyuk.
Mig a nem nanoméretli anyagrészecskéknek allandoak a tulajdonsdgaik, a nanorészecskék
tulajdonsagai a méretiiktdl fiiggenek, mivel ebben az esetben mar jelentdséget nyer az anyag
felszinén levé atomok szazalékos aranya. A részecskék alakja és egyéb fizikai-kémiai
tulajdonsagai is befolyasoljak kdlcsonhatasaikat az €16 szervezetekkel (1).

Az utobbi évtizedekben intenziv kutatds folyt a nanorészecskék fizikai és kémiai
tulajdonsagainak megismerésére. A nanorészecskéket gyakorta alkalmazzak a biologiaban és
az orvostudomanyban példaul bioszenzorokban, vagy mint antibakterialis anyagok, illetve
gyogyszerek vivoanyagaként (2).

Az eziist nanorészecskék a legszélesebb korben felhasznalt nanoméretii anyagok, mely
els6sorban antibakterialis ¢és gombaellenes hatasuknak koszonhetd (3). Az eziist
nanopartikulumok citotoxikus stresszvalaszt indukalnak emldés sejtekben is, mely
tulajdonsagukat ki lehetne hasznalni tumorterapia soran. Bar a pontos hatasmechanizmusuk
még nem teljesen tisztazott, valdsziniileg a sejtekbe jutott eziist nanorészecskékbdl nagy
mennyiségll ezlist ion szabadul fel, mely végil a sejt pusztuldsat okozza. A nanorészecskek
jelentds irodalma ellenére, nem tisztazott még, hogy milyen hatdsa van a partikulum
méretének, alakjanak, a feliileti stabilizatornak, illetve esetlegesen a felszinre kotott
funkcionalizalo csoportoknak az eziist nanorészecskék tumorsejtek elleni citotoxikus hatésara.
A jelen kutatdsunk célja kiterjeszteni €s pontositani ismereteinket az eziist nanorészecskék
humén tumoros sejtekre kifejtett bioldgiai, foként sejtbioldgiai, biokémiai és molekularis

bioldgiai hatasairol.
A nanorészecskék kémiaja

Szadmos modszer all rendelkezésre fém nanorészecskék eldallitasara, am gyakori
probléma mindegyik esetben, hogy nem lehet megfelelden kontrollalni a keletkezd részecskék
méretét €s alakjat. A Lee-Meisel modszer sordn a pH és a hdmérséklet megfeleld beallitasaval
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soran, igy kisebb méreti és megkozelitdleg gomb alaka partikulumok szintetizalhatok



eziist-nitrat natrium-borohidrides redukcidjaval, citrat jelenlétében (4). A kisméretii
részecskék felhasznaldsaval tobb 1épéses nukledcioval nagyobb méretli, gdmb alaku
nanorészecskék is létrehozhatok (4). A szintézis masik kulcskérdése a feliileti stabilizator
anyag megvalasztasa. Szamos sejtbarat és sejtidegen polimert alkalmaztak mar korabbi
szintézisek sordn erre a célra. A Na-citrat haszndlata tobb szempontbol is elényds, mivel
stabilizalo szerepet is betolt: megakadalyozza az aggregaciot €s a redukalt eziist oxidaciojat,
tovabba biokompatibilis, és konnyen Kkicserélhet6 mas funkcionalis ligandra (4). A
nanorészecskék funkcionalizdlhatok példaul elektrosztatikus adszorpcidval, mely soran a
nanorészecskén kiilonbozo tipustt és funkcidji molekuldkat lehet megkdtni; ezt fehérjék,
kiilonésen antitestek esetében mar régdta alkalmazzak (5). A nanorészecskék feliiletén
megkotott anyagok hatassal lehetnek a partikulumok sejtbe torténd bejutasara és sejtbeli

eloszlasukra (3).

Az eziist nanorészecskék sejtbiologiai hatasai

Az eziist nanorészecskék a legszélesebb korben felhasznalt nanoméretli anyagok, ezért
egyre tobb irodalmi adat all rendelkezésre ezeknek a partikulumoknak a sejtbiologiai
hatésair6l, elsésorban kiilonféle jelenlegi és jovobeli orvosi alkalmazasarol.

A nanopartikulumok bejutasa a sejtekbe méretfiiggd folyamat. Kimutattak, hogy 2 nm-
nél kisebb nanorészecskék passziv transzporttal atjuthatnak a vorosvértestek membranjan (6).
Ezzel szemben a nagyobb nanorészecskék, a makromolekulakhoz hasonléan, tébbnyire csak
aktiv transzportfolyamat révén képesek atjutni a sejtmembranon.

Tanulmanyok szerint a sejtek kiilonb6zé endocitotikus utvonalakon képesek felvenni a
nanorészecskéket, ezek kozé tartozik a fagocitozis, a makropinocitdzis, a receptor medialt
endocitozis (klatrin burkolt vezikulumban, vagy kaveola-fiiggé moddon), az adszorptiv
endocitozis (klatrin-burkolt vezikulumban), valamint a Klatrin- és kaveolin-fiiggetlen
alternativ Gtvonal (7).

Arora és mtsai (2008) leirtak a 7-20 nm-es eziist nanorészecskével torténd kezelés in
vitro sejttenyészetben megfigyelt cellularis hatasait. Ezek kozott szerepelt a
koncentraciofiiggd citotoxicitas, megvaltozott sejtmorfologia, DNS-fragmentéacid, valamint
oxidativ stressz indikatorok megjelenése. Alacsonyabb nanorészecske-koncentracido mellett a
sejtek apoptotizaltak, nagyobb dozis mellett azonban a kaszpaz-3 aktivitds hidnyabdl arra
kovetkeztettek, hogy a sejtek nekréozissal pusztulnak el.(8)

Egy masik kisérletben Jiang ¢és mtsai (2013) CHO-K1 sejteken vizsgaltdk eziist

nanorészecskék hatasat. Kimutattdk, hogy a BSA-val bevont eziist nanorészecskék DNS- és
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kromoszomalis karosodast okoztak, csOkkentették a mitokondrialis funkcidt, és novelték a
ROS intracelluldris mennyiségét. A sejtek pusztulasanak oka apoptdzis és nekrdzis volt.
Megfigyelték tovabba, hogy a nanorészecske formaban és ionos formaban a sejtekhez adott
eziist sejtbiologiai hatdsai eltérnek, az ionos forma a vartnak megfeleléen toxikusabbnak
bizonyult a sejtekre. Mindezek alapjan feltételezik, hogy a nano-kezelés soran megfigyelt
cellularis hatasokat a nanorészecskékbdl felszabaduld eziist ionok okozzak (9).

Hussain és mtsai (2005) szintén kimutattak tobbféle, eltéré méretii fém nanorészecske
toxikus hatasat in vitro, BRL 3A sejteken. Ebben a kisérletben az eziist nanorészecskék hatasa
erfsen toxikusnak bizonyult, aminek hatterében szintén oxidativ stresszfolyamatokat
feltételeztek (10).

Az apoptozisban kulcsszerepet jatszo fehérjék

A p53 tumorszuppresszor

A p53 tumorszuppresszor egy transzkripcids faktor, amely a DNS sériilését érzékeli, és
képes a sejtciklust ledllitani G1 és G2 fazisban, a sejtciklus ellen6rz6 pontjain, igy idot adva a
DNS javitasara. A p53 indukalja a DNS repair folyamatokat, de til nagymértékii karosodas
esetén apoptozist indithat a sejtben, mind extrinsic (kiilsd faktorok altal beinditott), mind
intrinsic (mitokondrialis ut) modon. Stresszhatds hianyaban a p53 fehérje szintje alacsony,
mivel az mdm2 fehérje kotddése révén proteoszomalis degradécidra van kijeldlve. Sériilés
vagy stressz esetén a p53 foszforilalodik, levalik az mdm2-r6l és aktivalodik (11).
indukalja. A p21 fehérje egy ciklin-dependens kindz inhibitor, kotédik az aktiv G1/S-Cdk és
S-Cdk-hoz, igy inaktivalva a komplexeket, melynek eredményeképpen a sejtciklus leall (12).

Sok tumoros sejtben a p53 gén mutacidt szenvedett, melynek eredménye, hogy a
karosodott DNS-sel rendelkezd sejtek sejtciklusa nem szabalyozddik, sériilés esetén is
osztodnak a sejtek, melynek szdmos mutacié felhalmozddasa lehet az eredménye. A human
tumorok tobb mint 50%-anal kimutathato volt p5S3 mutacio vagy delécio (11).

Az irodalmi adatokbdl ismert, hogy a p53 érzékenyen reagal a sejtet érd kiilso, illetve
belsd stresszhatasokra, mint példaul UV fény sugarzasra vagy reaktiv oxigén szabadgyokok
keletkezésére (13). Mivel a fém-nanorészecskék oxidativ stresszt indukalnak, ezért
vizsgalataink soran arra is kerestiik a valaszt, hogy eziist-nanorészecskék hatasara hogyan

valtozik a p53 expressziodja.



A kisérleteinkhez két olyan sejtvonalat valasztottunk, melyek p53 statuszukban eltértek,
igy a nanorészecskék altal kivaltott hatdst/hatasokat kiilonbozé p53 rendszerekben

figyelhettiik meg.

Kaszpaz-3

A kaszpdzok specifikus protedzok, melyek az apoptdzis mechanizmusanak
kulcsfontossagu szerepldi. Az apoptozis két utvonala (extrinsic és intrinsic Ut) kozott a
kapcsolatot a kaszpaz-3 is biztositja (14).

Az extrinsic utvonalon egy kiilsé jel hatasara indul be az apoptdzis. A kiilsé jelet a Fas
receptor (halal receptor) fogja fel, a ligandjat Fas ligandnak nevezik. A Fas ligand
bekotddésekor a receptor aktivalodik, a receptor-ligand komplexhez adaptor fehérjék (pl.
FADD) koétnek, amelyek a prokaszpdz 8-at aktivaljak limitalt proteolizissel. A kaszpaz 8
elinditja a kaszpaz kaszkadot, melynek végeredménye a sejt apoptodzisa lesz.

Az intrinsic Utvonal kivaltdja valamilyen cellularis stressz. Az intrinsic utat aktivalhatja
a p53 fehérje az apoptozisban részt vevd fehérjék vagy gének aktivacidjan keresztiil, de a
sériilt mitokondriumbol felszabadulo citokrom c is apoptozist indukal. A citokrom c az Apaf 1
fehérjéhez kot a citoplazmaban, amivel az Apaf 1-hez kétddo prokaszpaz-9-et aktivalva
kaszpaz kaszkadot indit el. A kétféle uton elinduld kaszpaz kaszkad végeredményeként az
effektor kaszpaz (kaszpaz-3) aktivalodik, mely citoszkeletalis fehérjéket, a nuklearis laminat,
és egyéb szubsztratokat hasit, ennek eredménye pedig az apoptdzis soran megfigyelhetd
sejtmag kondenzaci6é és fragmentacid, a citoplazma zsugoroddsa, majd az elpusztuld sejt
fragmentalodasa(15).

Mivel kiilonb6zd stresszhatasok, mint oxidativ stressz apoptdzist indukélhatnak, ezért
vizsgalataink arra voltunk kivancsiak, hogy eziist-nanorészecskék hatasara beindul-e a

programozott sejthaldl folyamata a két sejtvonalban.



Ceélkitiizések

Kisérleteink soran célul tiztik ki, hogy megvizsgaljuk két kiilonboz6 méretii eziist

nanorészecske cellularis hatdsat tumoros sejtvonalakban.

Ennek érdekében:

1.

eld kellett allitanunk két kiillonb6z0 méretben olyan eziist nanorészecskéket,
melyeknek feliileti stabilizalé anyaga biokompatibilis;

a kivalasztott tumoros sejteket az eldallitott nanorészecskékkel kiilonbozo
koncentracioban, valtozo hatasidé mellett kellett kezelni;

megvizsgaltuk, valtozik-e a sejtek életképessége a nanorészecskék hatasara;
kiilonb6z6 mikroszkopos technikakkal vizsgaltuk a nanorészecskék hatasara
bekovetkezd morfologiai valtozasokat;

megvizsgaltuk, milyen cellularis folyamatok dallhatnak a csdkkend viabilitas
hatterében;

nyomon kovettilk egyes, az apoptdzisban szerepet jatszd fehérjék RNS- és

protein-szint kifejez6désének valtozasait.



Anyagok és modszerek

Eziist nanopartikulumok eléallitasa

A Kkisérleteinkhez felhasznalt, dtlagosan 4 nm ¢és 35 nm méretli ezlist nanorészecskéket
az SZTE Alkalmazott és Kornyezeti Kémia Tanszékkel egyiittmikodve allitottuk eld, a Wan
¢s munkatarsai altal leirt technikaval, amely a Lee-Meisel modszeren alapul, €s lehetové teszi
az eziist nanorészecskék kontrollalt szintézisét kiilonboz6 méretekben (4). A 4 nm méretii
partikulumokat eziist-nitrat 70 °C-on, citrat jelenlétében lezajlo natrium-borohidrides
redukcigjaval nyertiik, a 35 nm-es részecskéket 100 °C-on szintetizaltuk, melyhez a 4 nm
partikulumokat szintetikus goécokként hasznaltuk, és a partikulumok ndvesztését tobb
1épésben hajtottuk végre, szintén citrat jelenlétében.

A 4 nm-es nanorészecskék szintézise

20 ml 1%(w/v) citrat oldatot és 75 ml desztilldlt vizet egy haromnyakt lombikba
ontottiink, majd 70 °C-on inkubaltuk 15 percig. Ezutan hozzaadtunk 1,7 ml 1% (w/v)
eziist-nitrat oldatot, illetve 2 ml 0,1% (w/v) natrium-borohidrid oldatot. Az egész rendszert
1 oran at kevertettiik 70 °C-on, majd lehiilés utan desztillalt vizzel 100 ml-ig feltoltottiik.

A 35 nm-es nanorészecskék készitése

2 ml 1%(w/v) citrat oldatot és 75 ml desztillalt vizet elegyitettiik, 100 °C-on inkubaltuk
15 percig. Ezutan 10 millilitert a korabban készitett 4 nm-es mintabol hozzaontottilk ehhez az
elegyhez 1,7 ml 1% (w/v) eziist-nitrat oldat kiséretében, majd 1 oran at kevertettiik, és
hozzaadtunk 2 ml 1% citrat oldatot és 1,7 ml 1% eziist-nitrat oldatot.

Ezutan Gjabb egy ora kevertetés kovetkezett, majd ismét 2 ml 1% citrat oldatot és 1,7 ml
eziist-nitrat oldatot Ontottiink a rendszerhez. Még egy oran at forrasponton kevertettiik, végiil

hagytuk kihtilni, és felontottiik desztillalt vizzel 100 ml-re.

o

Az eloallitott eziist nanopartikulumok méretének ellenorzése transzmisszios

elektronmikroszkopiaval

Az elektronmikroszkép a képalkotashoz elektronsugarat hasznal, ezért ezzel a
technikaval akar 0,1 - 0,2nm-es feloldast is el Ilehet érni. A transzmisszids
elektronmikroszkop a targyon athalado elektronsugar segitségével alkot képet, ezért ennél a
modszernél 1ényeges, hogy a minta vékony legyen. A transzmisszids elektronmikroszkdpban
az elektronok az elektronforras (volfram izzo6szal vagy lantanhexaborid kristaly katod) és az

andd kozott 1étrehozott 80-120 kV gyorsitd fesziiltség segitségével mozognak, az andd



iranyaba. Annak érdekében, hogy az elektronok ne szorddjanak a levegd molekulain,
vakuumot kell teremteni. Az elektronagyuban létrehozott elektronsugarat az elektromagneses
kondenzorlencsék fokuszaljak a targyra, azon a sugar athalad, majd objektiv és projektiv
lencséken keresztiilhaladva végiil fluoreszkalo ernydre vetiil. A felnagyitott kép igy az emberi
szem szamara lathatéva valik. A keletkezett képet nem csak kozvetleniil lehet vizsgalni,
képeket lehet késziteni a TEM-hez kapcsolt CCD kamera segitségével (16).

A szintetizalt nanorészecskék méretét transzmisszios elektronmikroszkoppal
ellendriztiik Tecnai G2 elektronmikroszkép segitségével, Toth Timea (Alkalmazott és
Kornyezeti Kémiai Tanszék) kozremiikodésével. A TEM vizsgalathoz ultravékony mintakat
egy 3,05 mm atmérdji, 58 um-es lyukakkal ellatott, rézbol késziilt, folytonos szénhartyaval
boritott hordozodra, Un. gridre cseppentettiink fel. Ezutan infralampa segitségével fixaltuk a
szolt (17).

A képek alapjan szamithatd a minta atlagos méreteloszlasa, és igy megadhatdé a

partikulumok atlagos mérete.

o

Az eloallitott eziist nanopartikulum mintak fizikai- kémiai jellemzése

Zeta potencial ({-potencial) mérése

Az alkalmazott ezilist nanorészecskék hidrodinamikai méretét és zéta-potencialjat
ZetasizerNano késziilékkel mértiik a Dél-Alfoldi Neurobiologiai Tudaskdézpontban, Dr. Fiilop
Livia segitségével. A ZetasizerNano késziilék DLS (dynamic light scattering) technikaval
méri a részecskék hidrodinamikai sugarat, a zéta-potencial mérése pedig informaciét ad a

kolloid rendszer stabilitdsarol, vagyis a részecskék aggregacidjarol.

Sejtkultura

Kisérleteinket adherens, monolayert alkoté U20s oszteoszarkoma és HeLa méhnyak
adenokarcinoma eredeti human sejtvonalakon végeztiik el. A Hela sejteket 5%, U20s
sejteket 10% magzati borju szérummal, 2% (4 mM) glutaminnal és 1% antibiotikummal
(sztreptomicin €s ampicillin) kiegészitett DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium)
tapoldatban tartottuk fenn, 37 °C hémérsékleten, 5% COp-ot tartalmazd 1égkorben. A sejtek
passzalasahoz 0,05%-0s tripszin-EDTA oldatot hasznaltunk.

A sejteket 0, 5, 20, 50, 100, 150 ¢és 200 ppm koncentracidban eziist nanorészecskét

tartalmazo médiummal kezeltiik 2, 4, 6, 24, illetve 48 oran at.



Viabilitas vizsgalata
Tripankék modszer

A tripankék egy diazo-festék, amelyet negativ toltése miatt az €16, ép membrannal
rendelkez0 sejtek kizarnak, a halott sejtek membranjan azonban atjut, és kék szinlire festi
azokat. A sejtek ezutdn mikroszkop segitségével megszamolhatok, a viabilitds szazalékos
érteke kiszamolhatd. A mddszer hatrdnya, hogy igy nem lehet elkiiloniteni a nekrotizald
sejteket az apoptotizaloktol (18).

A kisérletekhez 3 cm atmérdjii csészében novesztett kontroll és nanopartikulumokkal
kezelt sejteket 1xPBS-es mosast kovetéen 50 ul 0,05% tripszinnel az aljzatrol felszedtiik,
majd 50 ul 0,4%-os tripankék oldattal (Sigma, T6146) szuszpendaltuk. A sejtekrél
mikroszkdppal fényképeket készitettiink, majd Imagel] program segitségével megszamoltuk
az €10 ¢és a kékre festett halott sejteket. A viabilitast szazalékosan fejezziik ki az aldbbi képlet
alapjan:

Viabilitas (%) = (é10 sejtek szama/teljes sejtszam) *100
MTT assay

Az MTT  (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid)  tetrazolium
redukciés modszer lehetévé teszi nagyszaml anyag hatasanak vizsgéalatdit a sejtek
viabilitasara. Az €16 sejtek aktiv metabolizmusuk révén képesek az MTT vegyiiletet lila szinii
formazan kristalyokka alakitani, melyek elnyelési maximuma 570 nm koriil van. A halott
sejtekben az MTT nem alakul at, igy a szines termék képzddése kizarolag az €16 sejtek
jellemzdje.

Kisérleteink soran 10 000 db sejtet helyeztiink a 96-lyuku plate mintatartdiba, majd 24
vagy 48 oran at kezeltiink kiilonb6z6 koncentracidban eziist nanorészecskével. Az MTT
szubsztratot (Sigma-Aldrich, M5655) 0,5 mg/ml végkoncentracidban adtuk a sejtkultarahoz
(a megfeleld tapoldatban higitva), 200 ul végtérfogatban, mellyel 3 oran keresztiil 37 °C-
inkubdltuk a sejteket. PBS-es mosast kovetden a kialakult formazan kristdlyokat 100 pl
DMSO-ban oldottuk fel. A formazan mennyiségét, amely egyenesen aranyos az ¢€l6 sejtek
szamaval 570 nm-en, Asys Jupiter microplate readerrel mértilk. Negativ kontrollként
sejtmentes wellekben is lemértiik az MTT abszorbanciajat, €s mint hatteret figyelembe vettiik
a szamitasoknal.

A kapott jel erdssége sok paramétertdl fiigg: az MTT koncentraciojatol, az inkubacid

id6tartamatol, valamint az €16 sejtek szamatol és metabolikus aktivitasatol (18).



Elektronmikroszkopos technikak

A nanorészecskék sejtekbe torténd Dbejutdsat és sejten beliili lokalizaciojat

elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.
Transzmisszios elektronmikroszkép (TEM)

A sejteket egy 12-lyuku plate-be helyezheté specialis poliészter membranra (Corning)
kezeltiik 24 oran at, majd 4%-o0s, PBS-sel készitett glutaraldehiddel 2 oraig fixaltuk. Ezutan
az SZTE Pathologiai Intézetében 2%-os, szintén PBS-sel készitett zselatinba agyaztak a
mintat, majd 1-2 mm-es kockakra vagtak és Epon 812 (EMS, USA, Hatfield, PA 19440)
epoxy gyantdba agyaztak. Félvékony metszeteken (1 pm) monolayert azonositottak, a
blokkokat ennek megfelelden trimmelték, majd vékony metszeteket (70 nm) készitettek.
Ezeket a metszeteket urdnium és 6lom oldatokkal festették, majd CM10 (FEI, Hollandia,
Eindhoven) elektronmikroszkoppal 100 kV gyorsito fesziiltséggel vizsgaltak. Megaview G2
digitalis kameraval TEM mikrografokat készitettek (ITEM, OlympusSoftimagingSolution
GmbH, Miinster).

Szkenning elektronmikroszkop (SEM)

A szkenning vagy pasztazé elektronmikroszkop térbeli képet alkot a minta felszinérdl.
Ehhez a mikroszkép a felszinbdl kilépd (masodlagos) elektronokat és a minta felszinérdl
visszaszort elektronokat hasznéalja fel. A sejteket milanyag feddlemezre (Sarstedt)
tenyésztettiik, és 6 oras, 100 ppm-es eziist nanorészecske kezelés utan steril 1xPBS-sel
mostuk. Ez utan 2 ml 2,5%-o0s glutaraldehiddel (amely moédositott, KoHPOg-et tartalmazo
0,133 M-os Sorensen-pufferrel késziilt, pH=7,6) egy éjszakéan at 4 °C-on fixaltuk. Masnap
abszolut etanolbdl desztillalt vizzel készitett felszallo alkoholsorral (50%, 70%, 80%, 90%,
95%, 98%, 100% EtOH), szobahOmérsékleten dehidraltuk a mintat, az egyes lépések
2x15 percig tartottak. Ezutan a mintat 1-1 6ran keresztiil terc-butil-alkohol : 100% etanol 1 : 2
aranyu elegyével, majd 1: 1, végiil 2 : 1 ardnyl elegyével szobahdmérsékleten szaritottuk.
Ezt kovetden a mintat egy éjszakan at 4 °C-on terc-butil-alkoholban tartottuk, ami ezen a
hémérsékleten megfagy, majd liofilizaltuk 4 6ran keresztiil. A kezelt sejteket a feliiletén
tartalmazd feddlemezt zsirtalanitott kerek fémkorongra ragasztottuk. A fixalt, viztelenitett
mintat vékony rétegben nehézfémmel vonjuk be a vizsgalat eldtt (19). Amennyiben a
masodlagos elektronokat érzékeld SE (secunder electron) detektor mellett a visszaszort

elektronokat ¢érzékeld BSE (backscattered electron) detektort is alkalmazunk,
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rendszamkontrasztos képet kapunk. Ez azt jelenti, hogy minél nagyobb rendszamu egy elem,
annal inkabb szodrja az elektronokat, igy a 47-es rendszamu eziist nagy intenzitassal jelenik
meg a képeken. gy nem csak a sejtek felszinén taldlhato eziist nanorészecskéket lathatjuk,
hanem a sejtekbe bejutott, a felszinhez kozel elhelyezkedd nanorészecskéket is detektalhatjuk.
Az EDS (energiadiszperziv rontgen analizator) detektor rontgensugarzast érzékel, ami
elemanalizisre ad lehetdséget, igy ellendrizhetjiik, hogy valdban az eziist nanorészecskéket
latjuk-e a képeken

Az SZTE Alkalmazott és Kornyezeti Kémia Tanszékén Madarasz Daniel segitségével a
mintat 45 masodperc alatt néhany nanométeres aranyréteggel vontuk be, és Hitachi S4700

tipusu pasztazo elektronmikroszkoppal, 10 kV gyorsitofesziiltséggel vizsgaltuk.

Reaktiv oxigén szabadgyokok kimutatasa DCFDA -festéssel

A DCFDA (2°,7—diklorofluoreszcein-diacetat) a reaktiv oxigéngyokok intracellularis
mérésére alkalmazott fluoreszcens festék. A nem fluoreszkalo DCFDA diffazioval jut be a
sejtekbe, ahol az intracellularis észterazok deacetildljak, majd a reaktiv oxigéngyokok
oxidaljak, igy 1étrejon a fluoreszkalo 2°,7’-diklorofluoreszcein (DCF).(20)

A DCFDA-t 10 uM végkoncentracioban, 1xPBS-ben higitva adtuk a feddlemezre
novesztett, el6z6leg 24 oran at 100 ppm eziist nanorészecskével kezelt sejtekhez. A sejteket a
reagenssel 37 °C-on 30-40 percig sotétben inkubaltuk, majd eltavolitottuk a DCFDA-t és
1xPBS-ben mostuk a sejteket. A sejteket ezutan Nikon Eclipse80i tipusu fluoreszcens
mikroszképpal és az ahhoz csatlakoztatott kameraval fényképeztiik. A képeken Imagel

programmal mértiik a fluoreszcencia intenzitasat.

Immuncitokémia

Mintadinkban immunfestéssel vizsgaltuk a nanorészecske-kezelés hatdsdra az
apoptozisban kulcsszerepet jatszo aktiv kaszpaz-3 fehérje kifejez6dését, valamint a
tubulinhalo6zat esetleges valtozasait.

Az immuncitokémiai vizsgalatokhoz a sejteket 3 cm-es csészében feddlemezre

névesztettiik (3x10°), és 24 6ran 4t kezeltiik az eltéré méretii eziist nanorészecskék 100 ppm-

crcr

(4% paraformaldehid-PBS, 2 mM NaOH) 20-30 percen keresztiil fixaltuk, majd PBS-es
mosast  kovetden  0,3%-0s  Triton-X-100-PBS  detergenssel 20 percig  inkubalva

permeabilizaltuk. Ezt kovetéen 5%-0s BSA-PBS oldattal 20 percen keresztiil blokkoltuk a

11



mintdkat. Az egyes lépések kozott a sejteket 1xPBS-ben mostuk. Ezutdn 1,5 6ran at
inkubaltuk a mintdkat 1%-0S BSA-PBS-ben higitott, a kimutatando fehérjére specifikus
elsddleges antitesttel. A szintén 1%-0s BSA-PBS-ben higitott, fluoreszcens festékkel jelolt
masodlagos antitesttel 1 6ran at sotétben inkubaltuk a mintakat. Ezt 4 mosasi 1épés kovette
PBS-Tweenben (sotétben), a 3. mosdoldat 1:1000 higitdsban a sejtmag megfestésére
szolgald DAPI fluoreszcens DNS-festéket tartalmazott. A mintdkra 20-20 pl Fluoromountot
(Sigma) mértiink, majd feddlemezzel lefedtiik.

Kisérleteink soran 1:300 aranyu higitasban nyulban termeltetett anti-kaszpaz-3
elsédleges ellenanyagot (Cell Signaling, #9661), majd 1 : 600 aranyban higitott, nytl ellen
termeltetett, Alexa Fluor® 555 (narancssarga szinli, Invitrogen) konjugalt masodlagos
antitestet hasznaltunk. A tubulin detektalasara egérben termeltetett anti-o-tubulin (Sigma,
T9026) elsddleges ellenanyagot 1 : 600 higitasban, és kecskében termeltetett anti-egér, Alexa
Fluor 488 (z6ld szinli, Invitrogen) konjugalt masodlagos antitestet hasznaltunk 1 : 1000
higitasban.

A fibrillaris aktinhdlozat detektalasara fluoreszcens festékkel konjugalt falloidint (Life
Technologies Texas Red-X phalloidin — piros szin, Invitrogen Alexa Fluor 488 phalloidin —
z0ld szin) alkalmaztunk. A megfestett sejteket Nikon Eclipse80i tipust fluoreszcens
mikroszkdppal és az ahhoz csatlakoztatott kameraval, vagy Olympus Fluoview FV10i-LIV

konfokalis 1ézer szkenning mikroszkoppal vizsgaltuk.

Fehérjevizsgalati modszerek

A sejtek feltarasa, fehérjekoncentraciojuk meghatarozasa

Fehérjék vizsgélatahoz a sejteket 6 vagy 10 cm atmérdjii csészében tenyésztettilk. A
sejteket 60-70%-os konfluencia elérésekor kezeltiik eziist nanorészecskék vizes oldataval,
amelyet a megfeleld tapoldattal higitottunk. A kezelési id6 letelte utan, 1xPBS-es mosast
kovetden a sejteket 1 ml 1xPBS-ben felkapartuk. A sejtpelletet 30 ul szonikaciés pufferben
felszuszpendaltuk (50 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, 50 mM NaCl, 0,5 mM DTT és Ix PIC
(Calbiochem)), majd a sejtek feltardsat 5 egymast kovetd folyékony nitrogénben torténd

fagyasztas és 37 °C-on torténd olvasztas valtakozasaval segitettiik el6. A sejtlizdtumot 10

crcr

cre
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SDS-poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) és Western blot analizis

A p53, tubulin és aktin elvalasztasahoz és detektalasahoz 10 vagy 12 %-os, 0,75 mm
vastagsagu szeparalo gélt ontottiink. Az SDS-t tartalmazo poliakrilamid gélre minden
mintdbdl 15 pg fehérjét vittiink fel, 5x loading pufferrel és desztillalt vizzel higitva. Az
elvélasztott fehérjék méretének meghatdrozasahoz ismert molekulasulyu fehérjéket tartalmazo
markert (3 ul) hasznaltunk (Fermentas ProSieve QuadColor 00193837). A gylijtégélben 60 V
fesziiltséggel, a szeparaldégélben 120 V-on futtattuk a mintdkat, amig el nem érte a front (a
loading pufferben 1évé bromfenolkék) a gél aljat. A méret szerinti elvalasztast kovetden a
keresett fehérjét immunologiai detektalassal mutatjuk ki. Ehhez a fehérjét a gélrdl
nitrocellul6z membranra blottoljuk transzfer puffert (25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,01%
SDS, 10% metanol) hasznalva. Az alkalmazott fesziiltség és a transzfer id6tartama a fehérje
méretétdl fligg. A p53 fehérje kimutatdsdhoz 200 mA aramerdsséget alkalmaztunk 1,5 éran
keresztiil.

A membrant Ponceau festékkel (Reanal) festettiik, amivel ellendriztiik a transzfer
sikerességét. A festést vizzel kontrasztositottuk, majd TBS-Tween oldattal (50 mM Tris,
150 mM NacCl, 0,05% Tween 20) kimostuk a membranbol.

Ezutdin a membrant sovany tejpor 5%-0S TBS-Tween oldatdban blokkoltuk egy
¢jszakan at.

Masnap 1%-o0s sovany tejporban higitott elsddleges antitesttel inkubaltuk a membrant
1-1,5 6ran at, szobahOmérsékleten. Haromszor 5 percig TBS-Tween oldattal t6rténé mosas
utan a szintén 1%-os sovany tejporban higitott, torma peroxidazzal konjugalt megfeleld
masodlagos antitesttel ismét 1-1,5 o6ran at inkubaltuk a membrant. A torma peroxidaz (HRP)
katalizélja a luminol oxidacidjat 3-aminoftalatta, ami fénykibocsatassal jar. Az ECL-reagens
(enhanced chemiluminescence) (Millipore) két komponensii, peroxidot és luminolt tartalmaz,
amelyek szubsztratként szolgalnak a masodlagos antitesttel konjugélt torma peroxiddznak. Az
ECL reagens 2 db osszetevdjét 1 : 1 aranyban Osszekevertiik, és a membranra mértiik. 5 perc
utdn a reagenst leitattuk a membranrdl, amit T{veglapra helyeztink és folpackba
csomagoltunk. S6tét szobdban rontgen filmre (Agfa) hivtuk eld, a jel erdsségétol fliggd
expozicios id6ét alkalmazva. A kapott savokat denzitometriaval kvantifikaltuk.

A p53 fehérje detektalasahoz egérben termeltetett anti-hp53 (Dako) I. antitestet
hasznaltunk, 1 : 1500 higitasban. A II. antitest peroxidaz-konjugalt RAM-HRP (rabbit anti-
mouse horseradish peroxidase, P0260, Dako) wvolt, 1:3000 higitasban. A felvitt

fehérjemennyiség kontrolljaként nyulban termeltetett anti-a-aktin elsddleges antitestet
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(Sigma) 1:5000 higitasban, ra a peroxidaz-konjugalt GAR-HRP-t (goat anti-rabbit
horseradish peroxidase, P0448, Dako) antitestet 1 : 10 000 higitasban alkalmaztuk.

Génexpresszio vizsgalata
RNS-izolalas
RNS-izoldlas Quiagen RNeasy Plus kittel

A sejteket 6 cm atmér6jii csészékben tenyésztettiik, és 24 oran at kezeltik eziist
nanorészecskékkel. A sejtekrdl eltavolitottuk a médiumot, steril, jégen hiitott 1xPBS-es mosas
utdn a gyartd utasitasainak megfeleléen 0ssz-RNS-t izolaltunk. Az RNS-koncentraciot

Nanodrop ND-1000 Spectrophotometerrel mértiik le.
RNS-izolalas TRIzollal

A TRIzol fenol és guanidium-izotiocianat oldata, amely szolubilizdlja a mintat és
denaturalja az oldatban talalhatd fehérjéket.(21) A sejteket 6 cm atmérdjii csészékben
mosast kdvetden 1 ml 1XPBS-ben felkapartuk a sejteket, a szuszpenziot 4 °C —on, 1000 G-n 5
percig centrifugaltuk. A sejtpelletrdl eltavolitottuk a feliiluszot, majd 500 ul TRIzolban
(TriPure Isolation Reagent, Roche) szuszpendaltuk ¢€s vortexeltiik. A szuszpenziot 5 percig
szobahOmérsékleten inkubéltuk, majd hozzamértiink 50 pl kloroformot. 15 masodpercig
vortexeltiik, majd 10 percig szobahdmérsékleten, 12 000 G-n centrifugaltuk. A felsd vizes
fazist, amely az RNS-t tartalmazza, atmértiik egy ) Eppendorf-csdbe, €s 125 ul izopropanolt
adtunk hozzd (RNS kicsapasa). 10 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten, majd 10 percig
centrifugéltuk 12 000 G-n, szintén szobahdmérsékleten. A feliiluszo eltavolitasa utan levegén
szaritottuk a mintat. A pelletre 250 ul 70 %-os etanolt mértiink, és 13 000 G-n 10 percig
centrifugaltuk. Ismét eltavolitottuk a feliiliszot, €s levegdn szaritottuk a pelletet. Végiil a
pelletet 10 pul RNaz-mentes vizben szuszpendaltuk.

Ezt kovetéen Nanodrop ND-1000 Spectrophotometerrel megmértiik a mintdk RNS-
kezeltilk. A gyartd ajanldsa alapjan 2,3 pg RNS-t tartalmazo szuszpenzidhoz 1 pul DNaz
enzimet és 1 ul MgCl,-ot tartalmazé 10xDNaz puffert adtunk, ezt az oldatot 10 pl

végtérfogatra egészitettiik ki vizzel, és 37 °C-on 45 percig inkubaltuk. Ez utdn az enzimatikus
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folyamatok ledllitdsara 2 ul 25 mM EDTA-t adtunk a reakcidelegyhez, amit aztdn 10 percig
65 °C-on inkubaltunk.

Reverz transzkripcio

Az izolalt RNS-ek CcDNS-re torténd atirasahoz reverz transzkripcidt végeztiink.
Mintanként 1-1 ng RNS-t irtunk at ABI TagMan Reverse Transcription Kit segitségével, a
gyartd utasitasa szerint, 25 ul reakcié térfogatban (5,5 ul MgCly, 5 ul dNTP mix, 1,25 ul
random hexamer primer, 2,5 ul reverz transzkriptaz puffer, 0,5 pl Rnaz inhibitor, 0,65 ul
reverz transzkriptaz enzim, 1 pg DNaz I-kezelt RNS-t tartalmazd térfogat, RNaz-mentes
vizzel higitva). A PCR késziilék a reakcioelegyeket 10 percig 25 °C-on, 60 percig 37 °C-on és
5 percig 95 °C-on tartja.

Real-time PCR

A vizsgalt génekr6l atirodo transzkriptumok kvantitativ analizisét RT-qPCR-ral
végeztiik. A kisérletekhez Thermo Scientific PikoReal 96 késziiléket hasznaltunk, a reakcid
térfogata 10 pl volt: 1,6 ul cDNS, 0,2-0,2 ul forward és reverz primer 100 nM esetén (vagy
0,4-0,4 ul 200 nM esetén, a vizzel kompenzalva), 5 ul SYBR Green, 3 ul viz. Az egyes gének
cDNS-¢ét a Fiiggelék 1. tablazataban lathatd primerekkel amplifikaltuk. A reakcidé soran az
egyes ciklusokban keletkezd termék mennyiségét a kétszalih DNS-hez kotédé SYBR Green
(Thermo Scientific Maxima SYBR Green qPCR Master Mix) fluoreszcens festékkel
kvantifikaltuk.

A kovetkez6 reakciokoriilményeket alkalmaztuk: 95°C 7 percig, majd 95 °C
5 masodpercig €s 60 °C 45 masodpercig 40 cikluson keresztiil, ez utan 60 °C 15 masodpercig.
A reakciok végén DNS olvadasi gorbét vettiink fel, melynek analizisével kisziirhetjiik a
melléktermékeket, ellendrizhetjiik a termék mindségét. Az eredmények kiértékelésénél
18S rRNS-re normalizaltunk, a vizsgalt gének expresszidjanak valtozasat AACt-moédszerrel

szamoltuk ki.
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Eredmények és értékelésiik

Az eziist nanorészecskék szintézise és jellemzése

Az Anyagok és modszerek részben leirt modon kémiai redukcids eljarassal citrattal
stabilizalt eziist nanorészecskéket allitottunk elé két eltérdé méretben. Az eldallitott
nanorészecskék méreteloszlasat transzmisszios elektronmikroszkoppal (TEM), feliileti t61tését
¢s stabilitasat hidrodinamikai sugér és zéta-potencidl méréssel ellendriztiik.

A kapott 4 nm (1. és 2. abra) és 35 nm (3. és 4. abra) részecskék transzmisszios

elektronmikroszkoppal készitett képe az alabbi abrakon lathato.

Gyakorisag
3 3 ¥ ¥ 8 8

Részecskeméret (nm)

1. 4bra. 4 nm-es eziist nanorészecskék 2. abra. 4 nm-es eziist nanorészecskék TEM
elektronmikroszkoppal készitett képe. felvételek alapjan szamolt méretbeli eloszlasa.

Gyakorisag

Részecskeméret (nm)

3. abra. Az elkészitett 35 nm-es eziist 4. 4bra. 35 nm-es eziist nanorészecskék
nanorészecskék képe (TEM). méretbeli eloszlasa.

A ZetasizerNano késziilék dinamikus fényszorassal (DLS — dynamic light scattering)

méri a részecskék Brown-mozgdsit, majd ebbdl az értékbdl szamitja ki azok atlagos
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atmérdjét. A késziilék 1ézerrel vilagitja meg a részecskéket, és az azokon szordédd fény
intenzitdsanak fluktuacidjat mérjiik.

A kolloid rendszerekben a részecske elektrokinetikai potencialjat zéta-potencialnak
nevezziik. Egy ilyen rendszerben a toltéssel bird részecskéhez ellentétes toltésti ionok
tapadnak. A részecskétdl kissé tavolabb elhelyezkedd, ahhoz gyengébben kotddd ellentétes
toltésti ionok egy diffiz ionréteget alkotnak. Amikor a részecske elmozdul, a hozza
kapcsolodo, vele egyiitt mozg6 €s az elmozduld folyadékréteg kozotti nyirasi sik szétvalasztja
a diffaz ionréteget. A nyirdsi sikban mérhetd potencial a zéta-potencidl, amit a késziilék
elektroforézissel és lézer doppler aramlasméréssel hataroz meg. A zéta-potencidl alapjan
kovetkeztethetiink a nanorészecskék stabilitasara, azaz hogy mennyire ellenalld a rendszer az
aggregalodassal szemben. Minél nagyobb negativ, illetve pozitiv értékli a zéta-potencial,
annal stabilabbnak tekinthetk a részecskék. (ZetasizerNano Usermanual Man0317-1.1)

A méréshez specidlis kiivettat hasznaltunk, amelyben talalhato kapillarist feltoltottiink a
nanorészecskék vizes oldataval.

A transzmisszidés elektronmikroszkdppal — készitett képek alapjan  atlagosan
4 nanométeresnek illetve atlagosan 35 nm-esnek tekintett partikulumok hidrodinamikai
méreteloszlasat is megvizsgaltuk, melynek eredményei (nem publikalt adatok) megerdsitik a
TEM képek alapjan becsiilt atlagméretet. Ugyanakkor azt tapasztaltuk, hogy a nagyobb
partikulumokat tartalmazo minta heterogénebb, jelentésebb mennyiségii kisméretii részecskét
is tartalmaz, ami azzal is magyarazhatd, hogy a nagyobb részecskék szintézisében a kisebb,

atlagosan 4 nm-es partikulumokat szintetikus gocokként hasznaltuk.
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5. abra. A 4 nm eziist nanorészecskék zéta-
potencialja.

6. abra. A 35 nm eziist nanorészecskék zéta-
potencialja.

A vartnak megfelelden, a zéta-potencidl mérés mindkét szuszpenzid esetében nagy
negativ értéket adott, a 4 nm-es részecskék esetében -46,9 mV, a nagyobb méretii, atlagosan
35 nm-esnek tekintett részecskéknél -49,1 mV a zéta-potencial atlagos értéke. (Lasd 5. abra,
6. abra.)
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A mért zéta-potencial értékek tehat joval a -30 mV érték ala esnek, azaz a szintetizalt
nanopartikulum szuszpenziok nagyon stabilnak tekinthetdk. A stabilitast az okozza, hogy az
erdsen negativ vagy erdsen pozitiv zéta-potenciallal rendelkezd részecskék nagyobb erdvel
taszitjak egymast, ami csokkenti az aggregacio esélyét.

Mindezek alapjan kijelenthetjiik, hogy sikertilt stabil, megkdzelitéleg gomb alaku eziist
nanorészecskéket 1étrehoznunk, és a nanorészecskék atlagos mérete megkdzelitdleg 4 nm és
35 nm. Fontos kiemelniink, hogy a nanorészecskék mérete az oldatban heterogén, viszonylag

sz¢les skalan mozog, ezért csak atlagos méretrol beszélhetiink a kétféle oldat esetében.

Eziist nanorészecskék hatasa a sejtek viabilitasara

A kisérleteink kezd6pontjaként megvizsgaltuk a szintetizalt eziist nanorészecskék sejtek
¢letképességére kifejtett hatasat. A viabilitast kétféle modszerrel: tripankék- és MTT-assay-el
mértiik a U20s sejtvonal esetében, a HelLa sejtek esetében pedig kizardlag MTT-vel. Az
eredményeket a kezeletlen kontroll sejtek értékeire normalizéltuk.

Megvizsgaltuk U20s sejtek viabilitdsat kiilonboz6é idétartamu és koncentracidju,
atlagosan 4 nm €s 35 nm méretii ezlist nanorészecskékkel (AgNP) valo kezelés utan tripankék
2, 4, 6 és 24 oran keresztiil. A kontroll sejtek életképessége nem mutatott szignifikans
valtozast a kisérlet idotartamanak novelésével, igy ennek értékét 1-nek (100%-nak) vettiik, és
a kezelt sejtek viabilitasat ehhez viszonyitottuk. Azt tapasztaltuk, hogy a sejtek €letképessége

1d6- és koncentraciofiiggd modon valtozik a kezelés soran.

4 nm AgNP
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7. abra. U20s sejtek viabilitdsa 4 nm AgNP kezelés hatasara a kezeletlen sejtekhez viszonyitva.
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Az 5 ppm koncentracioban alkalmazott 4 nm méretli eziist nanorészecske kezelés esetén
a viabilitas egyenletes csokkenését tapasztaltuk a kezelési id6 novelésével (7. abra). A
20 ppm-es kezelés kissé nagyobb mértékben csokkentette a viabilitast, de emellett a
koncentracido mellett nem volt jelentds a folyamat idofiiggése. Az 50 ppm-es kezelés nem
csokkentette jelentésen a viabilitast a 20 ppm-hez képest, azonban ebben a koncentracidban a
viabilitas idofliggését figyelhettiik meg. A 200 ppm-es kezelés csokkentette a legnagyobb

mértékben a sejtek ¢életképességét, és ennél a koncentracional is csekély volt a folyamat

1dofiiggése.
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8. abra. U20s sejtek viabilitasa 35 nm AgNP kezelés hatasara, a kontroll sejtekhez viszonyitva.

Az atlagosan 35 nm AgNP-t a legkisebb, 5 ppm koncentracioban alkalmaztuk, és azt
tapasztaltuk, hogy 4 o6ra kezelés utan mar nem csokkent tovabb jelentds mértékben a
viabilitds. A tobbi koncentracidoban (20, 50, 200 ppm) viszont megfigyelhetdé volt a U20S
sejtek életképesség csokkenésének idofliggése. A 20 és 50 ppm-es kezelés hatasa kozott
ebben az esetben sem volt nagy kiilonbség, és itt is a 200 ppm-es kezelés eredményezte a

legdrasztikusabb sejtpusztulast (8. abra).
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24h35 nm

9. abra. Az atlagosan 4 nm ¢s 35 nm AgNP hatasanak 6sszehasonlitdsa U20s sejtek viabilitasara. (Kék
szinnel jeldlve: 4 nm, zold szinnel megjelenitve: 35 nm).

A 4 és 35 nm-es partikulumok hatasat 6sszehasonlitva (azonos koncentracio és kezelési
id6 mellett) lathatd, hogy tripankékes moddszerrel vizsgalva nem mutathatd ki szamottevd
kiilonbség a kétféle méretli részecske viabilitasra gyakorolt hatasa kozott U20S sejteken. A
nanorészecske egyértelmiien nagyobb mértékben csokkentette a viabilitast, mint a 4 nm-es (9.
abra).

MTT-modszerrel vizsgaltuk az eziist nanorészecskék koncentraciofiiggd hatasat egy
masik sejtvonal, a méhnyakrak HeLa sejtek viabilitasara, 24 illetve 48 oras kezelési 1d6 utan.
Tovabba ellendriztiik a U20s sejtek esetében tripdAnkék modszerrel kapott eredményeket MTT
modszerrel is. A koncentraciokat ezeknél a kisérleteknél — a tripankékkel végzett viabilitasi
tesztek tapasztalatai alapjan — 50, 100, 150, 200 és 250 ppm-re emeltiik, és U20s sejteken a
nanorészecskék kezelési idejét is megnoveltiik, a 24 h mellett 48 h id6tartamu nanokezelést is

alkalmaztunk.
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Hela, 24h kezelés
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10. abra. 4 nm és 35 nm AgNP koncentraciofiiggd hatasa HeLa sejtekre, 24 dras kezelés utan.
Megallapithatd, hogy csak a 4 nm-es eziist nanorészecskék €s csak nagy dozis esetén
csOkkentette szamottevé mértékben a Hela sejtek életképességét. 250 ppm koncentracidban
alkalmazott nanopartikulumok a kontroll 40%-ara csokkentik a Hela sejtek metabolikus
aktivitasat és viabilitasat 24 ora alatt. A 35 nm-es partikulumok a viabilitdsra nincsenek

Iényeges hatassal (10. abra).
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11. abra. 4 nm és 35 nm AgNP koncentraciofiiggd hatasa U20s sejtekre, 24 o6ras kezelés utan.

A U20s sejtek sokkal kevésbé ellenallonak mutatkoztak mind a 4 nm-es, mind a 35 nm-
es  részecskékkel szemben, mint a HelLa sejtek, mar alacsonyabb nanopartikulum
koncentraciok jelentds sejtpusztulast eredményeztek. Tovabba megfigyelhetd, hogy a 4 nm-es
részecskék ennek a sejtvonalnak az életképességét is erbteljesebben csokkentette, mint a

nagyobb, 35 nm-es partikulumok (11. abra.)
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U20s, 48h kezelés
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12. abra. 4 nm és 35 nm AgNP koncentraciofiiggd hatasa U20s sejtekre, 48 oras kezelés utan.

Kivancsiak voltunk, hogy a nano-kezelés idejét tovabb novelve jelentOsebben
romlanak-e a U20s sejtek vitalitasi paraméterei. Igy U20s sejtekben 48 6ras kezelés utan is
megmértiik a viabilitast, és érdekes modon hosszabb kezelés utan a 35 nm-es partikulumok
hatasa volt erd6sebb a sejtek életképességére. A viabilitds koncentraciofiiggd csokkenése

linearis mindkét méretli nanorészecske esetében. (12. abra.)

Eziist nanorészecskék bejutasa tumoros sejtekbe

Annak bizonyitasara, hogy a kétféle mérettartomanyu eziist nanorészecskék a sejtekbe
kertilnek, illetve a bejutds eldtt a sejtek felszinére tapadnak transzmisszids és szkenning
elektromikroszkopias felvételeket készitettiink a kezeletlen (13. abra) és nanorészecskével

kezelt U20s sejtekrol.

III‘IlIIIIIl

10.0kV 11.9mm x20.0k SE(V) 2.00um

10.0kV 11.9mm x1.00k SE(U) 50.0um

13. abra. Kezeletlen U20s sejtek szkenning elektronmikroszkopos képe.

A 4nm eziist nanorészecskékkel kezelt sejtek felszinén és a sejt felszine alatt is
nanorészecske aggregatumokat lathatunk (14. abra). A szkenning elektronmikroszkop BSE

(back scattered electron) detektoraval lathatéva valnak a rendszdmukkal ardnyos moéddon
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vilagos részekként a sejt belsejébe jutott, a membran alatt elhelyezkedd, tehat a felszinen mar
nem detektalhatd eziist nanorészecskék. A sejt egy bizonyos részletének felszinérdl
hagyomanyos szkenning képet (SE) €s a visszaszort elektronokat érzékelé BSE detektorral is
képet készitettiink, igy lathatova valtak a sejtbe jutott eziist részecskék. (a 14. abra jobb oldali

oszlopa a BSE modban felvett képet mutatja).

10.0um

10.0kV 11.5mm x20.0k SE(V) 00 10.0kV 11.5mm x20.0k YAGBSE 2.00um

14. abra. 4 nm AgNP-vel kezelt U20s sejtek szkenning elektronmikroszkopos képei. (Bal oldali képek:
SE detektorral, jobb oldali képek: BSE detektorral készitett felvételek).

A 35 nm eziist nanorészecskékkel kezelt U20s sejtek esetében szintén megfigyelhetd
aggregacio a sejtek felszinén és a sejtekben (15. abra). Az abrakon ismételten megfigyelhetjiik
a sejtekbe bekeriilt, a membran alatt talalhatdé nanorészecskéket a visszaszort elektronok

detektalasaval (BSE) készitett felvételeken (jobb oldali oszlop).
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15. abra. 35 nm-es AgNP-vel kezelt U20s sejtek. (Bal oldali oszlop: SE detektorral, jobb oldali oszlop:
BSE detektorral késziilt képek).

A nanorészecskék sejtekbe vald bejutasat €s sejten beliili lokalizacigjat transzmisszios
elektronmikroszkopiaval vizsgaltuk. A kezeletlen U20s sejtrdl késziilt felvételeken lathatd a
sejttipusra jellemzd morfoldgia: a U20s sejtek szétteriilnek a tenyésztdé membranon, jol
kivehetd a nagyon nagyméretli sejtmag, mely a sejt nagy részét kitolti, és megfigyelhetdk a

sejtmagvacskak is (16. abra).

16. abra. Kezeletlen U20s sejtek transzmisszios elektronmikroszkopos képe.

A 4nm partikulumokkal kezelt sejtekben egyértelmlien kimutathatok a

nanorészecske-aggregatumok, melyek gyakran vezikulum belsejében talalhatok (17. abra). Ez

24



alatdmaszthatja a feltételezést, miszerint a sejtek endocitozissal veszik fel a nanorészecskéket,

de ennek pontos bizonyitasara specifikus vizsgéalatokra lenne sziikség.

17. abra. 4 nm-es részecskékkel kezelt U20s sejtek transzmisszids elektronmikroszkopos képe.
A 35nm részecskékkel kezelt sejtekben is megfigyelhetiink hasonlo elektrondenz
aggregatumokat a sejtekben és a sejtek felszinén, melyek gyakran vezikulumokban, maskor

diffizan a sejtben, a mag kdrnyezetében talalhatok (18. abra).

18. abra. 35 nm-es részecskékkel kezelt U20s sejtek transzmisszids elektronmikroszkopos képe.

U20s sejtek morfologiai valtozasai eziist nanorészecskék hatasara

Kontroll és 24 éran at nanorészecskével kezelt U20s sejtekben immunfestéssel tettiik
lathatova a citoszkeletalis rendszert, tubulin-festéssel a mikrotubulusokat és falloidinnel az
aktin mikrofilamentumokat, hogy megfigyelhessiik, az eziist nanorészecskék befolyasoltak-e

a citoszkeleton valamely komponensét, illetve annak morfologiajat (19. abra).
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Phalloidin

4 nm AgNP Kontroll

35 nm AgNP

19. abra. Kontroll és AgNP-kezelt U20s sejtek, citoszkeletalis fehérjefilamentumok konfokalis
mikroszkdpos felvételei.

A nanorészecskékkel kezelt sejtek faziskontraszt képein lathatod, hogy mind a 4 nm-es,
mind a 35 nm-es partikulumok a sejtmag koriil halmozodnak fel, ami Gsszhangban van a
transzmisszios  elektronmikroszkopos felvételek eredményeivel. A nanorészecskék
aggregacioja is megfigyelhetd, a 35 nm-es részecskék esetén nagyobb mértékben. Az
aggregatumok a mikrotubulusok szerkezetében is valtozasokat okoznak a képek tovabb
erOsitik azon megfigyeléseinket, hogy a nanorészecske aggregatumok vezikulumokban,
mebrannal hatarolt multivezikularis testekben talalhatoak. A mikrofilamentum-halézatban Gn.

stresszfilamentumok megjelenését feltételezziik a képek alapjan (22). DAPI-festéssel a

sejtmagokat tettiik lathatova.

A kaszpaz-3 expresszio valtozasa

Annak érdekében, hogy kideritsiik, a kezelés hatdsidra bekdvetkezett sejtpusztulas
hatterében apoptotikus folyamatok aktivalodasa all, immunfestéssel vizsgaltuk a U2Os

sejtekben az aktiv effektor kaszpaz-3 mennyiségét (20. abra). Kontroll, valamint 100 ppm
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koncentracioju, 4 nm-es és 35 nm-es eziist nanorészecskékkel 24 oran at kezelt sejteket

festettliink aktiv kaszpaz-3-ra specifikus antitesttel.

DAPI Kaszpaz-3 Osszeillesztés

- ...
o . . .
o . . .

20. abra. Aktiv kaszpaz-3 fehérje kimutatasa kezeletlen és 4nm valamint atlagosan 35 nm méretii eziist
nanopartikulumokkal kezelt U20s sejtekben.

o N =

Kontroll 4nm AgNP  35nm AgNP

Aktiv kaszpaz-3 pozitiv sejtek (%)

21. 4dbra Aktiv kaszpaz-3 pozitiv sejtek mennyisége
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Az immunfestett mintakon lathato, hogy a kezeletlen kontroll sejtekben kevés a pirossal
festddo, aktiv kaszpaz-3-pozitiv sejt. Az eziist nanorészecskékkel vald kezelés hatasara
azonban jelentés szamban detektaltunk aktiv kaszpaz-3 pozitiv sejteket. A 4 nm-es
partikulumokkal kezelt sejteknél az apoptotikus sejtek aranya valamelyest nagyobb, mint a
35 nm részecskével kezelt sejtpopulacio esetében (21. abra).

A kezeletlen sejtekben a DAPI-festés nyoman megfigyelhetd sejtmagok épek, normalis
morfologiat mutatnak. A nanorészecskével kezelt mintakban a sejtmagok morfologiaja

abnormalis, fragmentacio jeleit mutatjak.

Szabadgyokok felhalmozodasa

Mivel a sejteket fém nanopartikulumokkal kezeltiik melynek hatdsara nagyszamu sejt
pusztult el feltételezhetéen apoptdzis eredményeképpen, felmeriilt a kérdés, hogy a
megfigyelt sejthalal kivaltisaban szerepet jatszhatnak-e oxidativ stressz soran keletkezd
szabadgyokok. A reaktiv oxigéngyokok intracellularis mennyiségét DCFDA fluoreszcens
festékkel mértik U20s sejtekben (22.4bra). A felvételeken Image]J programmal
meghatdroztuk a fluoreszcencia intenzitasat, és mivel a DCFDA intracellularis atalakitasa
sztochiometrikus folyamat, az intenzitasértékek valtozdsdbol tudunk kovetkeztetni a ROS
sejtekben, a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva.

A fluoreszcens felvételek alapjan jol lathato, hogy a nanorészecske kezelés hatasara
szdmos U20s sejt mutatott erds fluoreszcens festddést, amely az oxigén szabadgyokok
jelentds termelédésére utal (22. abra). 100 ppm koncentracidban a 4 nm-es részecskével
kezelt sejtekben a kontrollhoz képest haromszorosara, a 35 nm-es nanopartikulumokkal kezelt
sejtekben pedig kétszeresére nétt a reaktiv oxigéngyokok mennyisége (23. abra). Az eziist
nanorészecskék tehat oxidativ stresszt valtanak ki a sejtekben, ami szerepet jatszhat a

viabilitas csokkenésében és az apoptotikus folyamatok elinditdsaban.
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Kontroll 4 nm 35 nm

22. abra. 100 ppm AgNP kezelés hatasa a reaktiv oxigéngyokok képzddésére U20s sejtekben DCFDA
fluoreszcens festéssel.

200000
150000
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50000 =

Fluoreszcenciaintenzitas
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Kontroll dnmAgNP 35nmAgNP

23. abra. Reaktiv oxigéngyokok mennyiségének valtozasa AgNP-kezelés hatasara, a DFCDA festés
kvantitalasa, a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva.

A p53 fehérje expressziojanak valtozasa 35 nm AgNP kezelés hatasara

Az apoptotikus kaszpaz kaszkad aktivalasban jelentds szerepe van a p53 fehérjének,
mely példaul oxidativ stressz soran aktivalodik. Western blot technikaval vizsgaltuk, hogy a
kiilonb6zé  koncentracioban alkalmazott ezilist nanorészecskékkel torténd kezelés
hatasara,megvaltozik-e a p53 fehérje kifejez6dése. Az immunoblottokat denzitometralassal
kvantitaltuk, a fehérjemennyiségeket aktinra vagy tubulinra normalizaltuk.

A 35 nm méretii eziist nanorészecskékkel végzett 24 oras kezelés hatdsara a p53 fehérje

crer

noétt (24. 25. abra).
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35 nm Ag-citrat
24 6ras kezelés

24. abra. A p53 fehérje mennyisége kezeletlen és kiilonbozé koncentracioban eziist nanorészecskével

U20S kontroll
Ag-citrat5 ppm
Ag-citrat 20 ppm
Ag-citrat 50 ppm
Ag-citrat 200 ppm

kezelt U20s sejtekben.
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25. abra. A p53 fehérje mennyiségének valtozasa U2Os sejtekben (aktinra normalizalt, denzitometriaval
nyert értekek).

U20s sejtekben az 5 és 20 ppm koncentracioji eziist-citrat nanopartikulum kezelésnek
nem volt jelentds pozitiv hatdsa a pS3 fehérje expresszidjara (5 ppm-es kezelésnél kismértékii
csOkkenést is tapasztaltunk), az 50 és 200 ppm-es kezelés viszont tobb mint kétszeresére

emelte a p53 mennyiségét (25. dbra).
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26. abra. A p53 fehérje mennyisége kezeletlen és kiilonbdzé koncentracioban eziist nanorészecskével
kezelt HeLa sejtekben.
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27. dbra. A p53 fehérje mennyiségének valtozasa HeLa sejtekben (tubulinra normalizalt, denzitometriaval
kapott értékek).

A HelLa sejtek esetében 5 ppm-es koncentracioban alkalmazott eziist nanopartikulum
kezelésnél a U20s sejtekhez hasonléan csokkenést tapasztaltunk a p53 mennyiségében.
20 ppm-es  kezelés  kismértékben novelte, 50 ppm  koncentracioji  eziist-citrat
nanopartikulumok mar egyértelmiien novelték a p53 mennyiségét, 200 ppm-es kezelésnél
pedig haromszorosara emelkedett a p53 fehérje expresszidja a kontrollhoz képest (26. abra,
27. é4bra). Ugyan a HeLa sejtekben alapvetden alacsonyabb a p53 fehérje mennyisége, az
ezlist nanorészecskék hatdsdra bekovetkezd koncentraciofiiggd pS3 fehérjeszint-emelkedés
ezekben a sejtekben is megfigyelhetd. Az eziist nanorészecskék jelenlétében a p53 fehérje
szintjében tapasztalt névekedést okozhatja a fehérje expresszidjanak ndvelése vagy a fehérje
proteoszomalis degradacio aloli felszabadulésa is.
fellépd viabilitascsokkenést, a reaktiv szabadgyokok emelkedett szintjét és a p53
fehérjeszintjének emelkedését, feltételezhetd, hogy a magasabb p53-expresszio hozzajarulhat
az apoptozis indukéalasdhoz a sejtekben. Az eziist nanorészecskék hatasara bekovetkezd
cellularis stresszhatasokat a p53 felismerheti, ami a transzkripcids faktor stabilizacigjahoz és

aktivaciojahoz vezet, majd a p53 elindithatja az apoptozis intrinsic (mitokondrialis) utjat.(11)
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Génexpresszios valtozasok

Az apoptdzisban szerepet jatszo egyes gének expresszidjat RT-QPCR-ral vizsgaltuk
U20s sejtekben.

Prokaszpaz-3 p53
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28. abra. Prokaszpaz-3 és pS3 expresszidja.

Immunfestéssel és immunoblot technikaval kimutattuk, hogy az aktiv kaszpdz-3 fehérje
¢s a p53 fehérje mennyisége megnd U20s sejtekben az eziist nanorészecske kezelés hatasara.
Az aktiv kaszpaz-3 immunfestés soran megfigyelhetd volt, hogy a 4 nm részecskék nagyobb
mértékben novelték az aktiv kaszpaz-3 mennyiségét a sejtekben. Ezt a valtozast, illetve azt,
hogy a két méretli nanorészecske a prokaszpaz-3 szintjét eltéré mértékben noveli mRNS
szinten is kimutattuk (28. abra). A p53 expresszidja az eldzetes kisérleti eredményekkel

Osszehasonlithatdé médon nagy mértékben megndtt U20s sejtekben. (28. 4bra)
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29. abra. p21 és sod-1 expresszidja.
A p53 altal szorosan szabalyozott p21 mRNS expresszidja mindkét méretli eziist-
nanorészecske hatasdra megemelkedett, ez a valtozads nagyobb mértékii volt a 4 nm-es
partikulumok esetén, mint a 35 nm részecskék hatasara. A reaktiv oxigéngyokok altal

befolyasolt sod-1 mennyisége mRNS-szinten nem mutat eltérést a 4 nm-es
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nanopartikulummal torténd kezelés hatasara, a 35 nm-es részecskékkel torténd kezelés soran

viszont az mRNS mennyisége lecsokkent. (29. abra)

Bax Survivin
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30. abra. Bax és survivin expresszioja.
Az apoptozisban szerepet jatszo bax ¢€s az antiapoptotikus survivin expresszidja
lényegesen nem valtozott a 4 nm-es nanorészecskék hatdsara, viszont a 35 nm nagysagu eziist
nanorészecskével torténd kezelés utan mindkét gén expresszidja nagy mértékben lecsokkent.

(30. abra)
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Osszefoglalas

Kutatasaink kezddpontjaként sikeriilt stabil nanorészecskéket szintetizalnunk két
mérettartomanyban. Ezeket tobbféle koncentracioban és valtozo kezelési id0 mellett
alkalmaztuk U20s ¢és Hela tumoros sejtvonalakon. A valasztott koncentraciokban ¢és
idépontokban megmértiik a sejtek viabilitasat, és azt tapasztaltuk, hogy mind a nagyobb, mind
a kisebb méretii eziist-citrat nanorészecske szuszpenzid jelentds mértékben pusztitotta a U20s
sejteket 1d6- és koncentraciofiiggd modon, Hela sejtek esetén ezt a valtozast csak a 4nm-es
ezlist-nanorészecskék hatasara lattuk..

Mikroszkopos felvételekkel bizonyitottuk, hogy a sejtek valoban felveszik az eziist
nanorészecskéket, melyek a sejtben, gyakran a sejtmag kozelében akkumulaldédnak és
aggregalodnak, foként multivezikularis testekben. A sejtek felszinén is nagy mennyiségben
figyeltiink meg aggregalddott nanopartikulumokat.

Mivel a fémek sejtekbe juttatdsakor nagymértékben indukalodik oxidativ stressz, ezért
megvizsgaltuk a reaktiv oxigéngyokok mennyiségét a kezelt sejtekben. Mindkét
mérettartomanyu eziist partikulum kezelés a szabadgyokok szintjének emelkedését valtotta ki
a kezeletlen kontroll sejtekben tapasztalhatohoz képest. Az oxigén szabadgyokok keletkezése
a 4 nm-es részecskék alkalmazasakor sokkal erdteljesebb volt, ebbdl arra lehet kdvetkeztetni,
hogy az oxidativ stressz kivaltasdnak mértékében jelentdséget kap a részecskeméret. Tehat az
ezlist nanorészecskék oxidativ stresszt valtanak ki a sejtekben, ami valdsziniileg 6sszefligg a
megfigyelt sejtpusztulassal.

Mivel kisérleteinkben gyakran tapasztaltunk apoptézisra wutaldo jeleket (DNS
fragmentalodds, szabadgyok termelddés, mikrofilamentumok atrendezddése), ezért
megvizsgaltuk néhany kivalasztott, az apoptdzisban szerepet jatszo fehérje, mint p53 és
kaszpaz-3 expressziojanak szintjét ezilist nanorészecske kezelést kovetden. Kiilonbozd
sejtekben megnovekedett a p53 fehérje mennyisége a kezeletlen kontroll sejtekéhez képest. A
western blot eredmények arra utalnak, hogy a kezelés utan a p53 tumorszuppresszor fehérje
mennyisége nagyobb a kezeletlen sejtekhez képest, ezzel hozzdjarulhat az apoptozis
indukalasahoz mindkét sejtvonalban. A qPCR-eredmények aldtdmasztottdk a p53
expresszidjanak novekedését mRNS szinten is a nanopartikulum kezelt sejtekben.

A p53 fehérje a kaszpaz kaszkad elinditasa atjan indukal apoptdzist. U20s sejtekben,

viszonylag magas, kaszpdz-3 immunfestést végeztiink. A kezeletlen mintdban nagyon
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alacsony volt az apoptotizald, kaszpaz-3 pozitiv sejtek szama, viszont 100 ppm
festddo sejtet detektaltunk mindkét méreti eziist nanorészecske alkalmazasa esetén. Legvégiil
mRNS szinten vizsgaltuk a prokaszpaz-3 mennyiségének valtozasat, melynek eredménye az
volt, hogy a vizsgalt gén mRNS szintje a nanopartikulumokkal torténd kezelés hatasara
nagymértékben megemelkedett. Végeredményben elmondhatjuk, hogy eredményeink arra
utalnak, hogy az eziist-nanorészecskék hatasara U20s sejtekben indukalodik az apoptozis
folyamata.

Kisérleteink alapjan feltételezhetjiik, hogy mind a kis, mind a nagyobb méretli eziist
nanorészecskéket a sejtek felveszik, azok a sejtekben aggregaldodnak, akkumulalédnak és a
sejtekbe keriilt nagy mennyiségli eziist hatdsara szabadgyokok termelddése inicialodik. Az
oxidativ stressz hatdsira a p53 és kaszpaz-3 fehérjék aktivalodnak, apoptédzis indukalodik,

mely a tumoros sejtek haldldhoz vezet.
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31. abra Az AgNP altal kivaltott feltételezett molekularis mechanizmus

Tovabbi kisérletekben szeretnénk feltérképezni az eziist nanorészecskék hatasara

bekovetkezd pS3 aktivalodasanak folyamatat eltérd pS3 statuszu tumoros sejtekben.
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