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Tartalmi 6sszefoglalo

Az eziist nanorészecskék kiilonleges fizikai-kémiai jellemzo6ik, valamint
antibakterialis, antifungélis és antiviralis hatdsuk miatt a legelterjedtebben alkalmazott
nanoanyagok.

Kimutattdk, hogy az eziist nanorészecskék emlds sejtekre is citotoxikusak, mely
jelenséget ki lehetne hasznalni a tumorellenes terapidban. Ehhez azonban fel kell deriteni
az eziist nanorészecskék pontos hatdasmechanizmusat, valamint azt, hogy a részecskék
kiilonboz6 fizikai-kémiai tulajdonsdgai (mint a méret, az alak, a szintéziskor alkalmazott
redukald ¢és stabilizalo szerek, valamint a lehetséges feliileti funkcionalizalé csoportok)
hogyan jarulnak hozza a sejtvalasz kialakitasahoz.

Munkénk soran biokompatibilis natrium-citrattal redukalt és stabilizalt eziist
partikulumokat allitottunk eld két kiilonb6zé méretben (4 nm, 35nm). Human U20s
oszteoszarkoma és HeLa méhnyak adenokarcindma sejteken kimutattuk, hogy mindkét
méretli részecske hatasara koncentracio- és id6fiiggé modon pusztulnak el a tumoros
sejtek. A reaktiv oxigén szabadgyokok emelkedett szintjét mutattuk ki ROS-festéssel,
valamint nagy mennyiségii aktiv kaszpaz-3 fehérjét detektaltunk nanorészecskével kezelt
tumorsejtekben immuncitokémiai festéssel, és a 4 nm-es részecskék hatdsa mindkét
esetben jelentésebbnek bizonyult. Western blot modszerrel vizsgaltuk a nanorészecskékkel
kezelt sejtekben a tumorszuppresszor p53 kifejez6dését fehérje szinten. Vizsgaltuk
apoptotikus  utvonalak tovabbi tagjainak expresszigjat is RT-qPCR modszerrel.
Transzmisszios és pasztazd elektronmikroszkopiaval aggregalodott nanopartikulumokat
detektaltunk a sejtekben foként vezikulumokban, illetve a sejtek felszinén, mindkét méretii
részecskével végzett kezelést kovetden. Mindezen eredmények alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy az eziist nanorészecskével kezelt sejtek a p53-medialt apoptotikus
utvonal aktivaldsanak hatdsara pusztulnak el, aminek kivaltd oka lehet szabadgyokok
felhalmozddasa.

Kulcsszavak: eziist nanorészecske, citotoxicitas, hatasvizsgalat, apoptdzis,

tumorsejtek
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Roviditések

AgNP — eziist nanorészecske

ROS — reaktiv oxigéngyokok
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TEM — transzmisszids elektronmikroszkop

SEM — pésztaz6 elektronmikroszkop



Irodalmi attekintés

Eziist nanorészecskék a biologiaban

Nanorészecskének sziikebb értelemben az 1-100 nm tartomdnyba esé részecskéket
nevezzilk. Mig a nem nanoméretli anyagrészecskéknek allanddak a tulajdonsagaik, a
nanorészecskék tulajdonsagai a méretiikt6l fiiggenek, hiszen ebben az esetben a nagy
felszin/térfogat arany miatt jelentdséget nyer az anyag felszinén levé atomok szazalékos
mennyisége. A részecskék alakja és egyéb fizikai-kémiai tulajdonsagai is befolyasoljak
kolcsonhatasaikat az €16 szervezetekkel. Ezért az utdbbi évtizedekben intenziv kutatas
folyt a nanorészecskék fizikai és kémiai tulajdonsdgainak megismerésére.

Az eziist nanorészecskék a legszélesebb korben felhaszndlt nanoméretli anyagok,
mely elsOsorban antibakterialis és gombaellenes hatasuknak koszonhetd. Gyakorta
alkalmazzak Oket a bioldgiaban és az orvostudomanyban, mint antibakterialis anyagok,
gyogyszerek vivoanyaga; emellett bioszenzorokban is szamottevé a felhasznalasuk.

Az eziist nanopartikulumok citotoxikus stresszvalaszt indukalnak emlds sejtekben is,
mely tulajdonsagukat azonban ki lehetne haszndlni tumorterapia soran. Bar a pontos
hatdsmechanizmus még nem teljesen tisztazott, a sejtekbe jutott eziist nanorészecskékbdl
nagy mennyiségli eziist ion szabadul fel, mely végiil a sejt pusztulasit okozza. A
nanorészecskék jelentds irodalma ellenére egyeldre nem tisztazott, hogy milyen hatasa van
a partikulum méretének, alakjanak, a feliileti stabilizatornak, illetve esetlegesen a felszinre
kotott funkceionalizald csoportoknak az eziist nanorészecskék tumorsejtek elleni citotoxikus

hatasara.

A nanorészecskék kémiaja

Szadmos mddszer all rendelkezésre fém nanorészecskék eldallitdsara, am gyakori
probléma mindegyik esetben, hogy nem lehet megfelelden kontrollalni a keletkezd
részecskék meéretét és alakjat. A Lee-Meisel modszer soran a pH ¢és a homérséklet
megfeleld beallitasdval azonban befolydsolhaté a részecskék nukledciojanak és
novekedésének egyensulya a reakcid soran, igy kisebb méretli és megkozelitdleg gomb
alaku partikulumok szintetizalhatok eziist-nitrat natrium-borohidrides redukciojaval, citrat
jelenlétében (Wan és mtsai, 2013). A kisméretli részecskék felhasznalasaval tobb 1épéses

nukleacioval nagyobb méretli, gomb alaku nanorészecskék is létrehozhatok (Wan és mtsai,

2013). A szintézis masik kulcskérdése a feliileti stabilizator anyag megvalasztasa. Szamos



sejtbarat és sejtidegen polimert alkalmaztak mar korabbi szintézisek soran erre a célra. A
Na-citrat hasznalata tobb szempontbol is eldnyds, mivel stabilizalé szerepet is betolt:
megakadalyozza az aggregéciot és a redukalt eziist oxidaciojat, tovabba biokompatibilis, és
konnyen kicserélheté mas funkcionalis ligandra (Wan és mtsai, 2013). A nanorészecskék
funkcionalizalhatok példaul elektrosztatikus adszorpcioval is, mely soran a nanorészecskén
kiilonboz6 tipusu és funkcidju molekuldkat lehet megkdtni; ezt fehérjék, kiilondsen
antitestek esetében mar régota alkalmazzak (Tauran és mtsai, 2013). A nanorészecskék
feltiletén megkotott anyagok hatassal lehetnek a partikulumok sejtbe torténd bejutasara és

sejtbeli eloszlasukra (Wang és mtsai, 2012).

Az eziist nanorészecskék sejtbiologiai hatasai

Mivel az eziist nanorészecskék a legszélesebb korben felhasznalt nanoméretii
anyagok, ezért egyre tobb irodalmi adat all rendelkezésre ezeknek a partikulumoknak a
sejtbioldgiai hatasairdl, &m pontos hatdsmechanizmusuk, és az intracellularis hatdsoknak a
részecskék kémiai, fizikai tulajdonsagaitol valo fliggése még nem tisztazott.

A nanopartikulumok bejutdsa a sejtekbe méretfiiggd folyamat. Kimutattak, hogy
2 nm-nél kisebb nanorészecskék passziv transzporttal atjuthatnak az endocitozisra képtelen
vorosvértestek membranjan (Wang és mtsai, 2012). Ezzel szemben a nagyobb
nanorészecskék, a makromolekuldkhoz hasonldan, tobbnyire csak aktiv transzportfolyamat
révén képesek atjutni a sejtmembranon.

Tanulméanyok szerint a sejtek kiilonbozd endocitikus Gtvonalakon képesek felvenni a
nanorészecskéket, ezek kozé tartozik a fagocitdzis, a makropinocitozis, a receptormedialt
endocitozis (klatrinburkolt vezikulumban, vagy kaveola-fliggd modon), az adszorptiv
endocitozis (klatrin-burkolt vezikulumban), valamint a Klatrin- és kaveolin-fiiggetlen
alternativ itvonal (Hillaireau és Couvreur, 2009).

Szamos esetben leirtak kiilonb6z6 fém nanorészecskék, koztik az eziist
nanorészecskék citotoxikus hatdsat, féleg toxikoldgiai vizsgalatok kapcsan.

Arora és mtsai (2008) leirtak a 7-20 nm-es eziist nanorészecskével torténd kezelés
invitro sejttenyészetben megfigyelt cellularis hatasait. Ezek kozott szerepelt a
koncentraciofiiggd citotoxicitds, megvaltozott sejtmorfologia, DNS-fragmentacio, valamint
oxidativ stressz indikatorok megjelenése. Alacsonyabb nanorészecske-koncentracié mellett
a sejtek apoptotizaltak, nagyobb dozis mellett azonban a kaszpéz-3 aktivitas hidnyabol arra

kovetkeztettek, hogy a sejtek nekrozissal pusztulnak el. (Arora és mtsai, 2008)



Egy masik kisérletben Jiang és mtsai (2013) CHO-K1 sejteken vizsgaltdk eziist
nanorészecskék hatasat. Kimutattak, hogy a BSA-val bevont eziist nanorészecskék DNS-
és kromoszomalis karosodast okoztak, csokkentették a mitokondrialis funkciot, és novelték
a reaktiv oxigéngyokok (ROS) intracellularis mennyiségét. A sejtek pusztulasanak oka
apoptdzis és nekrozis volt. Megfigyelték tovabba, hogy a nanorészecske formaban és ionos
formaban a sejtekhez adott eziist sejtbiologiai hatasai eltérnek, az ionos forma a vartnak
megfelelden toxikusabbnak bizonyult a sejtekre. Mindezek alapjan feltételezik, hogy a
nano-kezelés soran megfigyelt cellularis hatasokat a nanorészecskékbdl felszabaduld eziist
ionok okozzak. (Jiang és mtsai, 2013.)

Hussain és mtsai (2005) szintén kimutattdk tobbféle, eltéré méreti fém
nanorészecske toxikus hatasat in vitro, BRL 3A sejteken. Ebben a kisérletben az eziist
nanorészecskék hatdsa erdsen toxikusnak bizonyult, aminek hétterében szintén oxidativ
stresszfolyamatokat feltételeztek. (Hussain és mtsai, 2005.)

Az eziist nanorészecskék altal kivaltott citotoxikus hatast ki lehetne akndzni uj,
potencialis tumorellenes készitmények fejlesztése soran. Ehhez sziikséges feltérképezniink
az eziist nanorészecskék altal kivaltott pontos molekularis mechanizmusokat, valamint a

nanorészecskék jellemzOinek hatasat ezekre a folyamatokra.

Apoptozisban és cellularis stresszvalaszban szerepet jatszo fehérjék

p53

A p53 tumorszuppresszor egy transzkripcios faktor, amely a DNS sériilését érzékeli,
¢és képes a sejtciklust ledllitani G1 és G2 fazisban, a sejtciklus ellendrzd pontjain, igy 1d6t
adva a DNS javitasara; nagymértékli kdrosodas esetén pedig apoptdzist indukal. Ezéltal ez
a fehérje kulcsszerepet tolt be a genom stabilitdsanak megdOrzésében (Agarwal és mtsai,
1998). A human daganatok tobb mint 50%-ara jellemz6, hogy a p53 mutaciot szenved, sok
egyeb esetben pedig valamely mas mechanizmus gatolja a funkcidjat (Agarwal és mtsai,
1998). llyen példaul az MDM2, a p53 legfontosabb negativ regulatoranak taltermelése,
amely a p53 nuklearis exportjat és ubikvitinacidjat végzi, ezaltal proteoszomalis lebontasra
jeloli ki a tumorszuppresszor fehérjét (Maki és mtsai, 1996). DNS-karosodas vagy egyéb
stressz hatasara az egyébként alacsony mennyiségben jelenlevd p53 stabilizalodik,
felhalmozodik és aktivalodik (Lavin és Gueven, 2006). Az oxidativ stressz is egy ilyen
faktor, amelynek p53-indukalé hatasat mind in vitro, mind in vivo kimutattak (Han és
mtsai, 2008).



Kaszpaz-3

A kaszpazok specifikus protedzok, melyek az apoptdzis mechanizmusanak
kulcsfontossagt szerepldi (Porter és Jénicke, 1999).

A kaszpdzok elnevezése onnan ered, hogy aktiv centrumukban ciszteint
tartalmaznak, és bizonyos aszparaginsavak mellett hasitanak. Ok maguk is inaktiv
prokaszpaz prekurzorok proteolitikus hasitasaval nyerik el aktiv formajukat, amely
reakciot mas, mar aktivalt kaszpazok katalizdlnak egy proteolitikus kaszkadfolyamatban.
(Alberts és mtsai, 2008, 1118. 0.)

Az apoptdzisban részt vevo kaszpazokat két csoportba soroljuk: iniciator és effektor
kaszpazok. Az iniciator kaszpazok a kaszkad downstream tagjainak aktivaciojaért felelnek,
az effektor kaszpazok pedig mas effektor prokaszpazok, valamint egyéb fehérjék hasitasat
végzik. Ilyen célfehérjék példaul a nukledris laminok, endonukleazok, valamint
citoszkeletalis és sejtadhézids fehérjék. A kaszpaz-3 az effektor kaszpazok csoportjaba
tartozik. (Alberts és mtsai, 2008, 1119.0.)

Az apoptotikus folyamatokat kiilsé és belsd jelek egyarant elindithatjak. A kiilsd jel
hatdsara aktivalodo extrinsic Gtvonal esetén a jelet (Fas ligandot) a Fas receptor érzékeli, €s
FADD adaptor fehérjéken keresztiil aktivalja a prokaszpaz-8-at vagy a prokaszpaz-10-et,
amelyek elinditjak a kaszpaz kaszkadot. A belsé jel (cellularis stressz, pl. DNS-karosodas,
oxidativ stressz, tdpanyagok hidnya) 4ltal kivaltott intrinsic Gitvonalon a Bcl-2 fehérjecsalad
tagjai citokrom-C-t és egyéb fehérjéket szabaditanak fel a mitokondriumok membrankdzi
terébol. A citokrom-C az Apaf-1-hez kotddik, kialakul az apoptoszoma, és az iniciator
prokaszpaz-9 aktivacidja révén elindul a kaszpaz kaszkad. (Alberts és mtsai, 2008, 1120-
1121. 0.). Mind az extrinsic, mind az intrinsic Gtvonal az effektor kaszpazok aktivaciojat
eredményezi, a kaszpaz-3 aktivacidja pedig az apoptozis soran megfigyelhetd sejtmag
kondenzacidhoz €s fragmentéacidhoz, a citoplazma zsugorodaséhoz, majd az elpusztulo sejt

fragmentalodasahoz vezet (Janicke és mtsai, 1998).
p21

A p21 (ciklin-fiiggd kinaz inhibitor 1) a sejtciklus szabalyozasaban jatszik szerepet.
Szamos ciklin-fliggd kindz komplex gatlasa révén képes a G1/S atmenetnél leallitani a
sejtciklust (Gartel és Radhakrishnan, 2005). A p21 expressziojat a pS53 transzkripcios
faktor szabalyozhatja, amely cellularis stressz hatasara a p21 fehérjén keresztiil allitja le a

sejtciklust (Wulf és mtsai, 2002).



Survivin

A survivin (mas néven BIRCS5) az IAP (inhibitor of apoptosis) apoptozisgatld
fehérjecsalad tagja. Overexpresszidja tobb raktipusra is jellemzO, ezért ez a fehérje az
antitumor terapia fontos célpontja lehet (Cheung és mtsai, 2013). A fehérje szamos kaszpaz
aktivaciojanak gatlasaval fejti ki anti-apoptotikus hatasat (Sah és mtsai, 2006). Azt is
kimutattak, hogy a p53 tumorszuppresszor gatolja a survivin mRNS-szint{i expresszidjat
(Mirza és mtsai, 2015).

BAX

A BAX (Bcl-2-associated X protein) a Bcl-2 fehérjecsalad tagjaként az apoptotikus
folyamatokban jatszik szerepet (Oltvai és mtsai, 1993). A BAX proapoptotikus fehérje,
amely a citoszolban helyezkedik el, és a megfeleld szigndlok hatasara a mitokondrium
membranjahoz kotédve részt vesz a citokrom-C felszabaditasiban a mitokondriumbol

(Wolter és mtsai, 1997).
SOD1

A SOD1 (réz-cink szuperoxid dizmutadz) a szabadgyokok molekularis oxigénné és

hidrogén-peroxidda torténd atalakitasaért felel (Milani és mtsai, 2011). A reaktiv

crer



Célkituzések

Hosszi tavi célunk annak felderitése, hogy alkalmasak lehetnek-e eziist

nanorészecskék a tumorterdpidban torténd felhasznaldsra. Ezért kisérleteink soran célul

tiztik ki, hogy megvizsgaljuk ¢és 0Osszehasonlitsuk két kiilonbozé méretli eziist

nanorészecske cellularis hatasat tumoros sejtvonalakban.

Ennek érdekében:

1.

eld kellett allitanunk két kiilonb6zé méretben olyan eziist nanorészecskéket,
melyeknek feliileti stabilizalo anyaga biokompatibilis;

a kivalasztott tumoros sejteket az eldallitott nanorészecskékkel kiilonb6zd
koncentracioban, valtozo hatasido mellett kellett kezelni;

megvizsgaltuk, valtozik-e a sejtek életképessége a nanorészecskék hatasara;
kiilonb6zé mikroszkdpos technikdkkal vizsgaltuk a nanorészecskék hatésara
bekovetkezd morfologiai valtozasokat;

megvizsgaltuk, milyen celluldris folyamatok allhatnak a csdkkend viabilitas
hatterében;

nyomon kovettiikk egyes, az apoptdzisban és a celluldris stresszvéalaszban

szerepet jatszo fehérjék RNS- és protein-szintli kifejezédésének valtozasait.
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Anyagok és modszerek

Eziist nanopartikulumok eléallitasa

A kisérleteinkhez felhasznalt, 4tlagosan 4nm ¢és 35nm méreti eziist
nanorészecskéket az SZTE Alkalmazott és Kornyezeti Kémia Tanszékkel egyiittmiikodve
allitottuk eld, a Wan és munkatarsai altal leirt technikéval, amely a Lee-Meisel mdodszeren
alapul, és lehetévé teszi az eziist nanorészecskék kontrollalt eldallitasat kiilonbozo
méretekben (Wan és mtsai, 2013). A 4 nm méretli partikulumok szintézisét eziist-nitrat
natrium-borohidrides redukciojaval, citrat jelenlétében, 70 °C-on valdsitottuk meg; a
35nm-es részecskéket 100 °C-on szintetizaltuk, melyhez a 4 nm partikulumokat
szintetikus gocokként hasznaltuk, és a partikulumok ndvesztését tobb 1épésben hajtottuk
végre, citrat jelenlétében.

A 4 nm-es nanorészecskék szintézise

20 ml 1%(w/v) citrat oldatot és 75 ml desztillalt vizet egy haromnyaku lombikba
ontottiink, majd 70 °C-on inkubaltuk 15 percig. Ezutan hozzaadtunk 1,7 ml 1%(w/v)
ezlst-nitrat oldatot, illetve 2 ml 0,1%(w/v) natrium-borohidrid oldatot. Az egész rendszert
1 6ran at kevertettiik 70 °C-on, majd lehiilés utan desztillalt vizzel 100 ml-ig feltoltottiik.

A 35 nm-es nanorészecskék készitése

2ml 1%(w/v) citrat oldatot és 75 ml desztillalt vizet elegyitettiik, 100 °C-on
inkubaltuk 15 percig. Ezutdn 10 millilitert a kordbban készitett 4 nm-es mintabol
hozzaontottiik ehhez az elegyhez 1,7 ml 1%(w/v) eziist-nitrat oldat kiséretében. 1 6ran at
kevertettiik, majd hozzaadtunk 2 ml 1% citrat oldatot és 1,7 ml 1% eziist-nitrat oldatot.

Ezutan ujabb 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 hagytuk keveredni

forrasponton, majd hagytuk kihiilni, és felontottiik desztillalt vizzel 100 ml-re.

”ror

Az eloallitott eziist nanopartikulumok méretének ellenorzése

transzmisszios elektronmikroszkopiaval

Az elektronmikroszkop a képalkotashoz elektronsugarat hasznal, ezért ezzel a
technikaval akar 0,1-0,2 nm-es feloldoképességet is el lehet érni. A transzmisszios
elektronmikroszkop a targyon athaladé elektronsugar segitségével alkot képet, ezért ennél
a modszernél lényeges, hogy a minta vékony legyen. A transzmisszids

elektronmikroszkopban az elektronok az elektronforras (volfrdm izz6szal vagy

11



lantan-hexaborid kristaly katdéd) és az anod kozott 1étrehozott 80-120 kV gyorsitod
fesziiltség segitségével mozognak, az andd irdnyaba. Annak érdekében, hogy az elektronok
ne szorddjanak a levegd molekuldin, vakuumot kell teremteni. Az elektrondgyuban
létrehozott elektronsugarat az elektromagneses kondenzorlencsék fokuszaljdk a targyra,
azon a sugar athalad, majd objektiv és projektiv lencséken keresztiilhaladva végiil
fluoreszkald ernydre vetiil. A felnagyitott kép igy az emberi szem szamara lathatova valik.
A keletkezett képet nem csak kozvetleniil lehet vizsgalni, képeket lehet késziteni a TEM-
hez kapcsolt CCD kamera segitségével. (Hayat, 2000.)

A szintetizdlt nanorészecskék méretét transzmisszios elektronmikroszkdppal
ellendriztik Tecnai G2 elektronmikroszkop segitségével, Toth Timea (Alkalmazott és
Koérnyezeti Kémiai Tanszék) kozremiikodésével. A TEM vizsgdlathoz ultravékony
mintakat egy 3,05 mm 4tmérdjii, 58 um-es lyukakkal ellatott, rézbdl késziilt, folytonos
szénhartyaval boritott hordozéra, un. gridre cseppentettiink fel. Ezutan infraldmpa
segitségével fixaltuk a szolt.

A képek alapjan szdmithaté a minta atlagos méreteloszlasa, és igy megadhatd a

partikulumok atlagos mérete.

”or

Az eloallitott eziist nanopartikulum mintak fizikai- kémiai jellemzése

Zéta potencial ({-potencial) mérése

Az alkalmazott eziist nanorészecskék hidrodinamikai méretét és zéta-potencialjat
ZetasizerNano késziilekkel mértiik a Dél-Alfoldi Neurobioldgiai Tudaskozpontban, Dr.
Filop Livia segitségével. A ZetasizerNano késziilék DLS (dynamic light scattering)
technikéval méri a részecskék intenzitdsat, amibdl megkaphatjuk a hidrodinamikai sugarat.
A zéta-potenciadl mérése pedig informaciét ad a kolloid rendszer stabilitasarol, vagyis a

részecskék aggregaciojarol.

Sejtkultura

Kisérleteinket adherens, monolayert alkoté6 U20s oszteoszarkoma és HeLa méhnyak
adenokarcinoma eredetli humén sejtvonalakon végeztiik el. A HeLa sejteket 5%, U20s
sejteket 10% magzati borji szérummal, 2% (4 mM) glutaminnal és 1% antibiotikummal
(sztreptomicin €és ampicillin) kiegészitett DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium)
tapoldatban tartottuk fenn, 37 °C hdomérsékleten, 5% COj-ot tartalmazéd légkorben. A
sejtek passzalasahoz 0,05%-0s tripszin-EDTA oldatot hasznaltunk.
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A sejteket 0, 5, 20, 50, 100, 150 és 200 ppm koncentracidoban eziist nanorészecskét

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

Viabilitas vizsgalata
Tripankék médszer

A tripankék egy diazo-festék, amelyet negativ toltése miatt az €16, ép membrannal
rendelkezd sejtek kizarnak, a halott sejtek membranjan azonban atjut, és kék szintire festi
azokat. A sejtek ezutan mikroszkop segitségével megszdmolhatdk, a viabilitds szazalékos
értéke kiszdmolhat6. A modszer hatranya, hogy igy nem lehet elkiiloniteni a nekrotizalo
sejteket az apoptotizaloktol. (,,Assay Guidance Manual”, 2004.)

A kisérletekhez 3 cm atmér6ji csészében novesztett kontroll és nanopartikulumokkal
kezelt sejteket 1XxPBS-es mosast kovetden 50 pl 0,05% tripszinnel az aljzatrol felszedtiik,
majd 50 ul 0,4%-os tripankék oldattal (Sigma, T6146) szuszpendaltuk. A sejtekrol
mikroszkdppal fényképeket készitettiink, majd Image] program segitségével
megszamoltuk az €16 és a kékre festett halott sejteket. A viabilitast szdzalékosan fejezziik
ki az alabbi képlet alapjan:

Viabilités (%) = (él6 sejtek szama/teljes sejtszdm) *100
MTT assay

Az MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid)  tetrazolium
redukcidos modszer lehetdveé teszi nagyszadmu anyag hatdsanak vizsgalatdt a sejtek
viabilitasara. Az él6 sejtek aktiv metabolizmusuk révén képesek az MTT vegyiiletet lila
szinli formazankristalyokka alakitani, melyek elnyelési maximuma 570 nm koril van. A
halott sejtekben az MTT nem alakul at, igy a szines termék képzddése kizarolag az €16
sejtek jellemzdje. Az MTT redukcidjanak pontos sejtbioldgiai mechanizmusa egyeldre
nem teljesen ismert, de valosziniileg mitokondrialisan aktiv enzimek NADH koenzim
oxidacioja mellett alakitjak at.

Kisérleteink soran 10 000 db sejtet helyeztiink a 96-lyukti plate mintatartdiba, majd
24 vagy 48 oran at kezeltiink kiilonb6z6 koncentracioban eziist nanorészecskével. Az MTT
szubsztratot  (Sigma-Aldrich, M5655) 0,5 mg/ml végkoncentracioban adtuk a
sejtkultirahoz (a megfeleld tdpoldatban higitva), 200 ul végtérfogatban, mellyel 3 6ran
keresztiil 37 °C-inkubaltuk a sejteket. PBS-es mosast kovetden a kialakult formazan

kristalyokat 100 ul DMSO-ban oldottuk fel. A formazan mennyiségét, amely egyenesen
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aranyos az ¢l6 sejtek szamaval 570 nm-en, Asys Jupiter microplate readerrel mértiik.
Negativ kontrollként sejtmentes wellekben is lemértiik az MTT abszorbanciajat, ¢s mint
hatteret figyelembe vettiik a szdmitasoknal.

A kapott jel er6ssége sok paramétertdl fligg: az MTT koncentraciojatol, az inkubacio
idOtartamatol, valamint az ¢él6 sejtek szamatol és metabolikus aktivitasatol (,,Assay

Guidance Manual”, 2004).

Elektronmikroszkéopos technikak

A nanorészecskék sejtekbe torténd bejutasat ¢és sejten beliili lokalizaciojat

elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.
Transzmisszios elektronmikroszkop (TEM)

A sejteket egy 12-lyuka plate-be helyezhetd specialis poliészter membranra
nanorészecskével kezeltiik 24 oran at, majd 4%-0s, PBS-sel készitett glutaraldehiddel 2
oran at fixaltuk. Ezutan az SZTE Pathologiai Intézetében 2%-0s, szintén PBS-sel készitett
zselatinba agyaztak a mintat, majd 1-2 mm-es kockakra vagtak és Epon 812 (EMS, USA,
Hatfield, PA 19440) epoxy gyantaba agyaztak. Félvékony metszeteken (1 um) monolayert
azonositottak, a blokkokat ennek megfelelden trimmelték, majd vékony metszeteket
(70 nm) készitettek. Ezeket a metszeteket uranium és 6lom oldatokkal festették, majd
CM10 (FEI, Hollandia, Eindhoven) elektronmikroszkoppal 100 kV gyorsitd fesziiltséggel
vizsgaltdk. Megaview G2 digitalis kameraval TEM mikrografokat készitettek (ITEM,
Olympus Soft Imaging Solution GmbH, Miinster).

Pasztazo elektronmikroszkop (SEM)

A scanning vagy pasztaz6 elektronmikroszkop térbeli képet alkot a minta felszinér6l.
Ehhez a mikroszkop a felszinbdl kilépd (masodlagos) elektronokat és a minta felszinérdl
visszaszort elektronokat hasznalja fel. A sejteket milanyag fed6lemezre (Sarstedt)
tenyésztettiik, és 6 oras, 100 ppm-es eziist nanorészecske kezelés utan steril 1xPBS-sel
mostuk. Ez utan 2 ml 2,5%-os glutaraldehiddel (amely modositott, Na,HPO, helyett
KoHPOy-et tartalmazo 0,133 M-os Sorensen-pufferrel késziilt, pH=7,6) egy éjszakan at
4 °C-on fixaltuk. Madésnap abszolit etanolbdl desztillalt vizzel készitett felszallo
alkoholsorral (50%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 100% EtOH), szobahémérsékleten

dehidraltuk a mintat, az egyes 1épések 2x15 percig tartottak. Ez utan a mintat 1-1 6ran
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keresztiil terc-butil-alkohol : 100% etanol 1:2 aranyu elegyével, majd 1: 1, végil 2:1
aranyu elegyével szobahOmérsékleten szaritottuk. Ezt kdvetéen a mintat egy éjszakan at
4 °C-on terc-butil-alkoholban tartottuk, ami ezen a hdémérsékleten megfagy, majd
liofilizéltuk 4 6ran keresztiil. A feddlemezt, feliiletén a kezelt sejtekkel, zsirtalanitott kerek
fémkorongra ragasztottuk. A fixalt, viztelenitett mintat vékony rétegben nehézfémmel
vontuk be a vizsgalat eldtt. Amennyiben a masodlagos elektronokat érzékeld SE (secunder
electron) detektor mellett a visszaszort elektronokat érzékelé BSE (backscattered electron)
detektort is alkalmazunk, rendszamkontrasztos képet kapunk. Ez azt jelenti, hogy minél
nagyobb rendszamu egy elem, annal inkabb szorja az elektronokat, igy a 47-es rendszamu
eziist nagy intenzitassal jelenik meg a képeken. gy nem csak a sejtek felszinén taldlhatd
ezlist nanorészecskéket lathatjuk, hanem a sejtekbe bejutott, a felszinhez kozel
elhelyezked6 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 gyorsito fesziiltséggel vizsgaltuk.

Reaktiv oxigén szabadgyokok kimutatasa DCFDA-festéssel

A DCFDA (2’,7’-diklorofluoreszcein-diacetat) a  reaktiv  oxigéngyokok
intracellularis mérésére alkalmazott fluoreszcens festék. A nem fluoreszkdlo DCFDA
diffazioval jut be a sejtekbe, ahol az intracellularis észterdzok deacetilaljak, majd a reaktiv
oxigéngyokok oxidaljak, igy létrejon a fluoreszkalo 2°,7’-diklorofluoreszcein (DCF).
(Shen és mtsai, 2013)

A DCFDA-t 10 uM végkoncentracioban, 1xPBS-ben higitva adtuk a fed6lemezre
novesztett, eldzéleg 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 ¢s 1xPBS-ben mostuk a sejteket. A sejteket ezutan Nikon Eclipse80i tipusu
fluoreszcens mikroszkoppal és az ahhoz csatlakoztatott kameraval fényképeztik. A

képeken Image]J programmal mértiik a fluoreszcencia intenzitasat.
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Immuncitokémia

Mintdinkban immunfestéssel vizsgaltuk a nanorészecske-kezelés hatdsdra az
apoptézisban kulcsszerepet jatszo aktiv kaszpaz-3 fehérje kifejez6dését, valamint a
tubulinhalozat esetleges valtozasait.

Az immuncitokémiai vizsgalatokhoz a sejteket 3 cm-es csészében feddlemezre
ndvesztettik (3x10° darab sejtet), és 24 oOran 4t kezeltik az eltérd méretli eziist
4%-o0s paraformaldehiddel (4% paraformaldehid-PBS, 2 mM NaOH) 20-30 percen
keresztiil fixaltuk, majd PBS-es mosast kovetéen 0,3%-0s Triton-X-100-PBS detergenssel
20 percig inkubalva permeabilizaltuk. Ezt kovet6en 5%-0s BSA-PBS oldattal 20 percen
keresztiil blokkoltuk a mintakat. Az egyes 1épések kozott a sejteket 1xPBS-ben mostuk.
Ezutdn 1,5 6rdn 4t 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 Oran &t sotétben inkubaltuk a
mintakat. Ezt 4 mosasi 1épés kovette PBS-Tweenben (sotétben), a 3. mosdoldat 1 : 1000
higitasban a sejtmag megfestésére szolgaldé DAPI fluoreszcens DNS-festéket tartalmazott.
A mintakra 20-20 ul Fluoromountot (Sigma) mértiink, majd fedélemezzel lefedtiik.

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

A fibrillaris aktinhaldzat detektalasara fluoreszcens festékkel konjugalt falloidint
(Life Technologies Texas Red-X phalloidin — piros szin, Invitrogen Alexa Fluor 488
phalloidin — zo6ld szin) alkalmaztunk. A megfestett sejteket Nikon Eclipse80i tipusu
fluoreszcens mikroszkoppal és az ahhoz csatlakoztatott kamerdval, vagy Olympus

Fluoview FV10i-LIV konfokalis 1ézer pasztazo mikroszkoppal vizsgaltuk.
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Fehérjevizsgalati modszerek

A sejtek feltarasa, fehérjekoncentraciojuk meghatarozasa

Fehérjék vizsgalatdhoz a sejteket 6 vagy 10 cm atmérdji csészében tenyésztettiik. A
sejteket 60-70%-o0s konfluencia elérésekor kezeltiik eziist nanorészecskék vizes oldataval,
amelyet a megfeleld tapoldattal higitottunk. A kezelési id6 letelte utdn, 1xPBS-es mosast
kovetden a sejteket 1 ml 1xPBS-ben felkapartuk. A sejtpelletet 30 pul szonikald pufferben
felszuszpendaltuk (50 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, 50 mM NacCl, 0,5 mM DTT és 1x PIC
(Calbiochem)), majd a sejtek feltarasat 5 egymast kovetd folyékony nitrogénben torténd

fagyasztas €s 37 °C-on torténd olvasztas valtakozasaval segitettiik eld. A sejtlizatumot 10

crer

crer

mértiik, melyet ismert koncentraciojo BSA-t tartalmaz6 kalibralé oldatokhoz

viszonyitottuk.
SDS-poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) és Western blot analizis

A poliakrilamid gél koncentracidja az elvalasztand6 fehérje méretétdl fiigg. Esetiinkben a
pS53, tubulin és aktin elvélasztasdhoz 10 vagy 12 %-0s, 0,75 mm vastagsagu szeparald gélt
ontottiink. Az SDS-t tartalmaz6 poliakrilamid gélre minden mintabol 15 pg fehérjét vittiink
fel, 5x loading pufferrel és desztillalt vizzel higitva. Az elvalasztott fehérjék méretének
meghatarozasahoz ismert molekulastlyt fehérjéket tartalmaz6 markert (3 pl) hasznaltunk
(Fermentas ProSieve QuadColor 00193837). A gyijté gélben 60V fesziiltséggel, a
szepardlo gélben 120 V-on futtattuk a mintdkat, amig el nem érte a front (a loading
pufferben 1évd bromfenolkék) a gél aljat. A méret szerinti elvalasztast kovetden a keresett
fehérjét immunologiai detektalassal mutatjuk ki. Ehhez a fehérjét a gélrdl nitrocelluldz
membranra blottoljuk, transzfer puffert (25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,01% SDS, 10%
metanol) hasznalva. Az alkalmazott fesziiltség és a transzfer idétartama a fehérje méretétdl
figg. A p53 fehérje kimutatasdhoz 200 mA-aramerdsséget alkalmaztunk 1,5 oran
keresztiil.

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

Ezutdn a membrant sovany tejpor 5%-0s TBS-Tween oldatidban blokkoltuk egy

¢jszakan at.
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Masnap 1%-0s sovany tejporban higitott elsddleges antitesttel inkubaltuk a
membrant 1-1,5 6ran at, szobahdmérsékleten. Haromszor 5 percig TBS-Tween oldattal
torténd mosas utan a szintén 1%-0s sovany tejporban higitott, torma peroxidazzal konjugalt
megfelel6 masodlagos antitesttel ismét 1-1,5 6rdn at inkubaltuk a membrant. A torma
peroxidaz (HRP) katalizalja 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 konjugalt torma peroxidaznak. Az ECL reagens 2 db 6sszetevéjét 1 : 1 aranyban
Osszekevertilk, és a membranra mértiik. 5 perc utan a reagenst leitattuk a membranrdl, amit
tiveglapra helyeztiink és folpackba csomagoltunk. S6tét szobaban rontgen filmre (Agfa)
hivtuk eld, a jel erdsségétdl fliggd expozicidos iddot alkalmazva. A kapott savokat
denzitometridval 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) volt, 1:3000 higitasban. A felvitt
fehérjemennyiség kontrolljaként nytlban termeltetett anti-o-aktin els6dleges antitestet
(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-izolalas Quiagen RNeasy Plus kittel

A sejteket 6 cm atmér6jii csészékben tenyésztettilk, és 24 Oran at kezeltiik eziist
nanorészecskékkel. A sejtekrdl eltdvolitottuk a médiumot, steril, jégen hiitott 1xPBS-es
mosas utan a gyartd utasitdsainak megfelelden 0ssz-RNS-t izolaltunk. Az RNS-

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

A TRIzol fenol és guanidium-izotiocianat oldata, amely szolubilizalja a mintat és
denaturalja az oldatban talalhato fehérjéket (Rio és mtsai, 2010). A sejteket 6 cm atmér6jt
csészékben novesztettik, és 24 6ran 4t kezeltik 100 ppm koncentracidju
nanorészecskékkel. 1XPBS-es mosast kovetden 1 ml 1xPBS-ben felkapartuk a sejteket, a

szuszpenziot 4 °C—on, 1000 G-n 5 percig centrifugaltuk. A sejtpelletrdl eltavolitottuk a
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feliiliszot, majd 500 ul TRIzolban (TriPure Isolation Reagent, Roche) szuszpendaltuk és
vortexeltiik. A szuszpenziot 5 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk, majd hozzamértiink
50 ul kloroformot. 15 masodpercig vortexeltiik, majd 10 percig szobahdmérsékleten,
12 000 G-n centrifugaltuk. A fels6 vizes fazist, amely az RNS-t tartalmazza, atmértiik egy
uj Eppendorf-csébe, és 125 ul izopropanolt adtunk hozza (RNS kicsapasa). 10 percig
inkubaltuk szobahdmérsékleten, majd 10 percig centrifugaltuk 12 000 G-n, szintén
szobahOmérsékleten. A feliiluszo eltavolitdsa utan levegdn szaritottuk a mintat. A pelletre
250 ul 70 %-os etanolt mértiink, és 13 000 G-n 10 percig centrifugaltuk. Ismét
eltavolitottuk a feliiluszot, és levegdn szaritottuk a pelletet. Végiil a pelletet 10 ul RNaz-
mentes vizben szuszpendaltuk.

Ezt kovetéen Nanodrop ND-1000 Spectrophotometerrel megmértiik a mintak RNS-
enzimmel kezeltilk. A gyartdé ajanlasa alapjan 2,3 pg RNS-t tartalmazéd szuszpenziohoz
1 pul DNaz enzimet és 1 pl MgCly-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 folyamatok leallitasara 2 pl 25 mM EDTA-t adtunk a reakcidelegyhez, amit
aztan 10 percig 65 °C-on inkubaltunk.

Reverz transzkripcio

Az izolalt RNS-ek cDNS-re torténd atirasahoz reverz transzkripciot végeztiink.
Mintanként 1-1 pg RNS-t irtunk 4&t ABI TagMan Reverse Transcription Kit segitségével, a
gyartd utasitasa szerint, 25 ul reakcio térfogatban (5,5 pul MgCly, 5 pl dNTP mix, 1,25 pl
random hexamer primer, 2,5 pul reverz transzkriptaz puffer, 0,5 pl Rnaz inhibitor, 0,65 pl
reverz transzkriptaz enzim, 1 ug DNaz I-kezelt RNS-t tartalmazé térfogat, RNaz-mentes
vizzel higitva). A PCR késziilék a reakcidelegyeket 10 percig 25 °C-on, 60 percig 37 °C-

on és 5 percig 95 °C-on tartja.
Real-time PCR

A vizsgalt génekr6l atirddo transzkriptumok kvantitativ analizisét RT-qPCR-ral
végeztiik. A kisérletekhez Thermo Scientific PikoReal 96 késziiléket hasznaltunk, a
reakcio 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 pl viz.
Az egyes gének cDNS-ét a Fiiggelék 1. tdblazatdban lathatd primerekkel amplifikaltuk. A

reakcié soran az egyes ciklusokban keletkez6 termék mennyiségét a kétszala DNS-hez

19



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 ¢és 60 °C 45 masodpercig 40 cikluson keresztiil, ez utdn 60 °C
15 méasodpercig. A reakciok végén DNS olvadasi gorbét vettiink fel, melynek analizisével
kisztrhetjiikk a melléktermékeket, ellendrizhetjiilk a termék mindségét. Az eredmények
kiértékelésénél 18S rRNS-re normalizaltunk, a vizsgalt gének expresszidjanak valtozasat

AACt-moddszerrel szamoltuk ki.
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Eredmények és megvitatasuk

Az eziist nanorészecskék szintézise és jellemzése

Az Anyagok és mddszerek részben leirt moédon kémiai redukcids eljarassal citrattal
stabilizalt eziist nanorészecskéket allitottunk eld két eltéré méretben. Az eldallitott
nanorészecskék méreteloszlasat transzmisszios elektronmikroszkoppal, feliileti toltését és
stabilitdsat hidrodinamikai sugar és zéta-potencial méréssel ellendriztiik.

A kapott 4 nm részecskék transzmisszids elektronmikroszkdppal készitett képe az

1. abran, a részecskék méretbeli eloszlasa a 2. abran lathato.

7

35 \

Gyakorisag (db)

=

[

n 15 2n 28

Részecskeméret (nm)

1. abra. 4 nm-es eziist nanorészecskék 2. abra. 4 nm-es ezlst nanorészecskék méretbeli eloszlasa.
(TEM). SZTE Alkalmazott és Kornyezeti SZTE Alkalmazott és Kornyezeti Kémia Tanszék
Kémia Tanszék

A kapott 35 nm részecskék transzmisszios elektronmikroszkoppal készitett képe a

3. abran, a részecskék méretbeli eloszlasa a 4. abran lathato.
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3. abra. 35 nm-es eziist nanorészecskék 4. abra. 35 nm-es eziist nanorészecskék méretbeli eloszlasa.
(TEM). SZTE Alkalmazott és Kornyezeti SZTE Alkalmazott és Kornyezeti Kémia Tanszék
Kémia Tanszék

A ZetasizerNano késziilék dinamikus fényszorassal (DLS — dynamic light scattering)
méri a részecskék Brown-mozgasat, majd ebbdl az értékbdl szamitja ki azok atlagos
atmérdjét. A késziilék 1ézerrel vilagitja meg a részecskéket, és az azokon szorodd fény
intenzitasanak fluktuacidjat mérjiik.

A kolloid rendszerekben a részecske elektrokinetikai potencidljat zéta-potencidlnak
nevezziik. Egy ilyen rendszerben a tdltéssel bird részecskéhez ellentétes toltésli ionok
tapadnak. A részecskeétdl kissé tavolabb elhelyezkedd, ahhoz gyengébben kotddo ellentétes
toltésti ionok egy diffuz ionréteget alkotnak. Amikor a részecske elmozdul, a hozza tapado,
vele egyiitt mozgod és az elmozduld folyadékréteg kozotti nyirasi sik szétvalasztja a diffuz
ionréteget. A nyirasi sikban mérhetd potencidl a zéta-potencidl, amit a késziilék
elektroforézissel és 1ézer doppler aramlasméréssel hataroz meg. A zéta-potencial alapjan
kovetkeztethetlink a nanorészecskék stabilitdsara, azaz hogy mennyire ellenall6 a rendszer
az aggregalodassal szemben. Minél nagyobb negativ, illetve pozitiv értékli a zéta-
potencial, annal stabilabbnak tekinthet6k a részecskék. (ZetasizerNano User manual
Man0317-1.1)

A méréshez specidlis kiivettdt hasznaltunk, amelyben taldlhatdo kapillarist
feltoltottiink a nanorészecskék vizes oldataval.

Elészor a transzmisszids elektronmikroszkoppal készitett képek alapjan atlagosan
4 nanométeresnek tekintett partikulumok hidrodinamikai méreteloszlasat vizsgaltuk.

A kisebb méretii részecskéket tartalmazd szuszpenzid esetében a hidrodinamikai
sugar mérési eredmények megerdsitik a transzmisszios elektronmikroszkoppal készitett

képek alapjan becsiilt 4-5 nm koriili atlagméretet. Mivel a nagyobb méretii részecskéken a

22



fény sokkal inkabb szorodik, ezeknek a mért intenzitasa jelentdsen magasabb a kisebb
méretli partikulumokénal, tehdt a nagyobb mérettartomanyban megjelend magasabb
intenzitdscsticsok nem azt jelentik, hogy a nagyobb méretli részecskék nagyobb
mennyiségben vannak jelen az oldatban. Tehat ez a kolloid oldat lényegében 4-5nm
méretli részecskéket, és nagyon kis mennyiségben nagyobb partikulumokat tartalmaz.

A nagyobb méretli, a transzmisszios elektronmikroszkopos felvételek alapjan
atlagosan 35 nanométeresnek becsiilt részecskék hidrodinamikai méreteloszlasat is
megmeértiik.

A nagyobb méreti részecskéket tartalmazd szuszpenzid esetében a hidrodinamikai
sugar mérési eredmények arra utalnak, hogy ez a minta joval heterogénebb, mert 2-11 nm
kozotti tartomanyban viszonylag jelentds mennyiségli részecske taldlhatd, ami azzal is
magyarazhat6, hogy a nagyobb részecskék szintézisében a kisebb, atlagosan 4 nm-es
partikulumokat szintetikus gocokként hasznaltuk. Ugyanakkor azt is megallapithattuk,
hogy a legnagyobb szazalékban a nagyobb, 30-60 nm kdzotti nanorészecskék alkotjak a
mintat, bar a megallapitott 4tlagos méretek meghaladjak a transzmisszios

elektronmikroszkdpos technikdval becsiilt atlagos méretet.

Zéta-potencial eloszlas Zéta-potencial eloszlas
200000 v 160000+
E : : : E \400(10: G b : i :
\ﬁ 500007 - Leki Pt ‘ \S [20000 e ererrrrere e e, IR . AR
w T 2 F; <
@ : - ; : E 000D e ees e s
g : ] 9 eoocof : : i
B8 50000 e Pt ﬁ T e e
) 555 e 5 St 1 B A e R S
0 t t + + 0 i i
-100 0 100 200 -100 0 100 200
Zéta-potencial (mV) Zéta-potencial (mV)
5. dbra. A 4 nm eziist nanorészecskék 6. abra. A 35 nm eziist nanorészecskék
zéta-potencialja. zéta-potencialja.

A zéta-potencidl mérés mindkét szuszpenzid esetében nagy negativ értéket adott, a
4 nm-es részecskék esetében -46,9 mV a zéta-potencial atlagos értéke, a nagyobb méreti,
atlagosan 35 nm-esnek tekintett részecskék atlagos zéta-potencialja szintén egy negativ
potencial: -49,1 mV (5. és 6. abra).

A mért zéta-potencial értékek tehat joval a -30 mV érték ald esnek, azaz a szintetizalt
nanopartikulum szuszpenziok igen stabilnak tekinthetok. A stabilitast az okozza, hogy az
erésen negativ vagy erdsen pozitiv zéta-potenciallal rendelkez6 részecskék nagyobb erével

taszitjak egymast, ami csokkenti az aggregacio esélyét.
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Mindezek alapjan kijelenthetjiik, hogy sikeriilt stabil, megkozelitéleg gomb alaku
eziist nanorészecskéket 1étrehoznunk, és a nanorészecskék atlagos mérete megkozelitdleg
4 nm és 35 nm. Fontos kiemelniink, hogy a nanorészecskék mérete az oldatban heterogén,
viszonylag széles skalan mozog, ezért csak atlagos méretrél beszélhetiink a kétféle oldat

esetében.

Eziist nanorészecskék hatasa a sejtek viabilitasara

A kisérleteinket kezd6pontjaként megvizsgaltuk a szintetizalt eziist nanorészecskék
(AgNP) sejtek életképességére kifejtett hatasat. A viabilitast kétféle modszerrel: tripankék-
¢és MTT-assay-vel mértiik a U20s sejtvonal esetében, a HeLa sejtek esetében pedig
kizarolag MTT-vel. Az eredményeket a kezeletlen kontroll sejtek értékeire normalizaltuk.

Megvizsgaltuk U20s sejtek viabilitasat tripankék modszerrel, kiilonbozé idétartamu

crer

crer

6 és 24 oran keresztiil. A kontroll sejtek viabilitdsa nem mutatott szignifikdns valtozast a
kisérlet id6tartamanak novelésével, igy ennek értékét 1-nek (100%-nak) vettiik, és a kezelt
sejtek viabilitasat ehhez viszonyitottuk. Azt tapasztaltuk, hogy a sejtek életképessége 1do-

¢és koncentraciofiiggd modon véltozik a kezelés sordn.

4 nm AgNP
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7. abra. U20s sejtek viabilitasa 4 nm AgNP kezelés hatasara a kezeletlen sejtekhez viszonyitva.

Az 5 ppm koncentracioban alkalmazott 4 nm méretli eziist nanorészecske kezelés
esetén a viabilitas egyenletes csokkenését tapasztaltuk a kezelési id6 novelésével (7. 4bra).
A 20 ppm-es kezelés kiss¢ nagyobb mértékben csokkentette a viabilitast, de emellett a

koncentracio mellett nem volt jelentds a folyamat idéfliggése. Az 50 ppm-es kezelés nem
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csOkkentette jelentdsen a viabilitdist a 20 ppm-hez képest, azonban ebben a
koncentracioban a viabilitds iddfiiggését figyelhettik meg. A 200 ppm-es kezelés
csokkentette a legnagyobb mértékben a sejtek €letképességét, és ennél a koncentracional is

csekély volt a folyamat idofiiggése.

35 nm AgNP
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S 0% "8
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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 ora kezelés utan mar nem csokkent tovabb jelentds mértékben a
viabilitds. A tobbi koncentracioban (20, 50, 200 ppm) viszont megfigyelhetd volt az
¢letképesség csokkenésének 1dofiiggése. 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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A 4 nm és 35 nm nanorészecskék hatasanak

osszehasonlitasa
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9. abra. A 4 nm és 35 nm AgNP hatasa U20s sejtek viabilitasara. (Kék szinnel jeldlve: 4 nm, zold szinnel
megjelenitve: 35 nm).

A 4 ¢és 35 nm-es partikulumok hatasat Osszehasonlitva (azonos koncentracio és
kezelési id6 mellett) 1athatd, hogy tripdnkékes modszerrel vizsgdlva nem mutathatd ki
szamottevd kiilonbség a kétféle méretlii részecske viabilitdsra gyakorolt hatasa kozott
35 nm-es nanorészecske egyértelmiien nagyobb mértékben csokkentette a viabilitast, mint
a 4 nm-es.

MTT-moédszerrel vizsgaltuk az eziist nanorészecskék koncentraciofiiggd hatasat egy
masik sejtvonal, a méhnyakrak HeLa sejtek viabilitasara, 24 vagy 48 oras kezelési 1d6
utan. Tovabba ellendriztik a U20s sejtek esetében tripankék modszerrel kapott
eredményeket MTT modszerrel is. A koncentraciokat ezeknél a kisérleteknél — a
tripankékkel végzett viabilitdsi 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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10. abra. 4 nm és 35 nm AgNP koncentraciofiiggd hatasa Hela sejtekre, 24 oras kezelés utan.

Alacsonyabb koncentracioban (50 és 100 ppm) a 35 nm-es eziist nanorészecskék
erdsebben csokkentették a HeLa sejtek ¢letképességét, viszont nagyobb ddzisban a 4 nm-es
partikulumok hatasa volt sokkal jelentdsebb, ezek szamottevé mértékben megolték a HeLa
sejteket (10. abra). A 250 ppm-es koncentracioban a 4 nm-es részecskével alkalmazott
kezelés mar a kontroll 10%-ara csokkenti a HeLa sejtek metabolikus aktivitidsat ¢és

viabilitasat 24 Ora alatt.

U20s, 24h kezelés
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11. 4bra. 4 nm és 35 nm AgNP koncentraciofiiggd hatdsa U20s sejtekre, 24 oras kezelés utan.

A U20s sejtek sokkal ellenallobbnak mutatkoztak a 4 nm-es részecskékkel szemben,
mint a HeLa sejtek. Ugyanolyan feltételek mellett a 35 nm-es eziist nanorészecskék
hasonlo mértékii valtozast eredményeztek az életképességben, mint a HeLa sejtekben. A
4 nm-es részecske ebben az esetben is erdteljesebben hatott az életképességre, mint a
35 nm-es, azonban olyan nagymértékii sejtpusztulast nem okozott, mint a HeLa sejteknél.
(11. 4bra.)
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U20s, 48h kezelés
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12. ébra. 4 nm és 35 nm AgNP koncentraciofiiggd hatasa U20s sejtekre, 48 oras kezelés utan.

Kivancsiak voltunk, hogy a nano-kezelés idejét tovabb ndvelve jelentésebben
romlanak-e a U20s sejtek vitalitasi paraméterei. igy U20s sejtekben 48 6ras kezelés utan
is megmértilk a viabilitast, és érdekes modon hosszabb kezelés utan a 35 nm-es
partikulumok hatasa volt erésebb a sejtek életképességére. A viabilitds koncentraciofiiggd

csokkenése linearis mindkét méretii nanorészecske esetében. (12. 4bra.)

U20s sejtek morfoldgiai valtozasai eziist nanorészecskék hatasara

Szerettiik volna megvizsgalni, hogy torténnek-e sejtmorfologiai valtozasok eziist
nanorészecske-kezelés hatasara. Ezért kezeletlen kontroll és 24 6ran at 100 ppm
koncentracioban nanorészecskével kezelt U20s sejtekben immunfestéssel tettiik lathatova
a citoszkeletalis rendszert, a-tubulin-festéssel a mikrotubulusokat és falloidinnel az aktin
mikrofilamentumokat, hogy megfigyelhessiik, az eziist nanorészecskék befolyasoltak-e a

citoszkeleton valamely komponensét, illetve annak morfologiajat (13. ébra).
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Phalloidin

4 nm AgNP Kontroll

35 nm AgNP

13. abra. Kontroll és AgNP-kezelt U20s sejtek, citoszkeletalis fehérjefilamentumok konfokalis
mikroszkopos felvételei.

A nanorészecskékkel kezelt sejtek faziskontraszt képein lathatd, hogy mind a 4 nm-
es, mind a 35 nm-es partikulumok a sejtmag koriil halmozodnak fel. A sejtmagban nem
lathat6 eziist nanorészecske. A nanorészecskék aggregacidja is megfigyelhetd, a 35 nm
részecskék esetén nagyobb mértékben. Az aggregatumok a mikrotubulusok szerkezetében
is valtozasokat okoznak. A mikrotubulus-haldzat koriilveszi ezeket az aggregatumokat,
mig az aktin mikrofilamentumok atrendezédése az aggregatumok kodzelében nem jellemzd.
Mindez arra utalhat, hogy a nanorészecskék membrannal hatarolt strukturdkban,
vezikulumok belsejében helyezkednek el. A  mikrofilamentum-halézatban un.
stresszfilamentumok megjelenését feltételezziik a képek alapjan, amelyeknek a

sejtadhézioban, a morfogenezisben és a mechanotranszdukcioban van szerepiik (Tojkander
¢és mtsai, 2012).
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Eziist nanorészecskék penetracidoja tumoros sejtekbe

Annak bizonyitdsdra, hogy a kétféle mérettartomanyli eziist nanorészecskék a
sejtekbe penetralddtak, illetve a bejutas elott a sejtek felszinére tapadnak, transzmisszids és
pasztazo elektromikroszkopias felvételeket készitettiink kontroll, és eziist nanorészecskével
kezelt U20s sejtekrol.

A nanorészecskék sejtekbe vald bejutdsat és sejten beliili lokalizacidjat elészor
transzmisszios elektronmikroszkoppal vizsgaltuk. A kezeletlen U20s sejtrol késziilt
felvételeken lathatd a sejttipusra jellemzé morfologia: a U20s sejtek szétteriilnek a
tenyésztd membranon, jol kivehetd a nagyon nagy méretli sejtmag, mely a sejt nagy részét

kitolti, és megfigyelhetdk a sejtmagvacskak is (14. ébra).

y

14. abra. Kezeletlen U20s sejtek transzmisszios elektronmikroszkdpos képe.

A 4nm partikulumokkal 100 ppm koncentracioban 24 6ran keresztil kezelt

sejtekben egyértelmiien kimutathatok a nanorészecske-aggregatumok, melyek gyakran

vezikulumok belsejében talalhatok (15. 4bra).

15. abra. 4 nm-es részecskékkel kezelt U20s sejtek transzmisszios elektronmikroszkdpos képe.

A 35 nm részecskékkel 100 ppm koncentracioban 24 éran keresztiil kezelt sejtekben
is megfigyelhetiink hasonl6 elektrondenz aggregdtumokat a sejtekben és a sejtek felszinén,
melyek gyakran vezikulumokban, maskor diffizan a sejtben, a mag kornyezetében, illetve

az endoplazmas retikulumhoz tapadva talalhatok (16. abra).
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16. abra. 35 nm-es részecskékkel kezelt U20s sejtek transzmisszios elektronmikroszkopos képe.

Mivel a transzmisszios elektronmikroszkopos felvételeken a sejtek felszinén is
lathatok  voltak  eziist nanorészecske  aggregatumok, a  felszint  pasztazo
elektronmikroszkoppal is vizsgaltuk. A kezeletlen kontroll sejtekrdl késziilt felvételek a
17. abran lathatok.

61T R0

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

10.0kV 11.9mm x1.00k SE(V)

17. abra. Kezeletlen U20s sejtek pasztazo elektronmikroszkopos képe.

A 4 nm eziist nanorészecskékkel 100 ppm koncentracioban 24 oran keresztiil kezelt
sejtek felszinén és a sejt felszine alatt is nanorészecske aggregatumokat lathatunk (18.
abra). A pasztazo elektronmikroszkop BSE (back scattered electron) detektoraval lathatova
valnak a rendszdmukkal ardnyos modon vilagos részekként a sejt belsejébe jutott, a
membran alatt elhelyezkedd, tehat a felszinen mar nem detektalhato eziist nanorészecskék.
A sejt egy bizonyos részletének felszinérdl hagyomanyos pasztazéd elektronmikroszkdpos
képeket (SE) és a visszaszort elektronokat érzékel6 BSE detektorral is felvételeket
készitettlink, igy lathatova valtak a sejtbe jutott eziist részecskék (a 18. abra jobb oldali

oszlopa a BSE modban felvett képet mutatja).
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18. abra. 4 nm AgNP-vel kezelt U20s sejtek pasztazo elektronmikroszkopos képei. (Bal oldali képek: SE
detektorral, jobb oldali képek: BSE detektorral készitett felvételek).

A 35 nm eziist nanorészecskékkel 100 ppm koncentracidban 24 6ran keresztiil kezelt
U20s sejtek esetében szintén megfigyelhetd aggregacio a sejtek felszinén és a sejtekben,
de a 4 nm-es részecskékhez képest kisebb mértékben (19. abra). Az abrakon ismételten
megfigyelhetjiik a sejtekbe bekeriilt, a membranjuk alatt taldlhaté nanorészecskéket a
visszaszort elektronok detektalasaval (BSE) készitett felvételeken (19. abra, jobb oldali

oszlop).
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19. 4bra. 35 nm-es AgNP-vel kezelt U20s sejtek. (Bal oldali oszlop: SE detektorral, jobb oldali oszlop: BSE
detektorral késziilt képek).

A kaszpaz-3 expresszio valtozasa

Annak érdekében, hogy kideritsiik, az eziist nanorészecske kezelés hatasara
bekovetkezett sejtpusztulds az  apoptotikus  folyamatok  aktivaldédasat — jelzi-e,
immunfestéssel vizsgaltuk a U20s sejtekben az aktiv kaszpaz-3 fehérje mennyiségét a
kezelt mintakban (20. abra). Ennek soran kontroll, valamint 100 ppm koncentracidjt, 4 nm-
es €s 35 nm-es eziist nanorészecskékkel 24 oran at kezelt sejteket festettiink aktiv kaszpaz-

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

Az immunfestett mintdkon lathatd, hogy a kezeletlen kontroll sejtekben kevés a
pirossal fest6do, aktiv kaszpaz-3-pozitiv sejt. Az eziist nanorészecskékkel valo kezelés
hatasara azonban jelent0s 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.

Szabadgyokok felhalmozodasa

Az irodalomban sok esetben mutattdk ki szabadgyokok képzodését fém
nanorészecske-kezelés hatasara, ¢és gyakran feltételeznek oxidativ stresszt a fém
nanorészecskék  citotoxicitdsanak  hatterében, ezért ~megvizsgaltuk az  eziist
nanorészecske-kezelés hatdsat ezekre a folyamatokra. A reaktiv oxigéngyokok

intracellularis mennyiségét DCFDA fluoreszcens festékkel mértik U20s sejtekben (21.
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abra). A felvételeken ImageJ programmal meghataroztuk a fluoreszcencia intenzitasat, és
mivel a DCFDA intracelluléris atalakitadsa sztochiometrikus folyamat, az intenzitasértékek
nanopartikulummal kezelt sejtekben, és a kezeletlen kontroll mintakban.

A fluoreszcens felvételeken jol lathatd, hogy a nanorészecske-kezelés hatasara
szamos U20s sejt mutatott erds fluoreszcens festddést, amely az oxigén szabadgyokok
jelentds termelédésére utal (21. abra). 100 ppm koncentracioban 24 6ran at a 4 nm-es
részecskével kezelt sejtekben a kontrollhoz képest koriilbeliil haromszorosara, a 35 nm-es
nano-kezelt sejtekben pedig nagyjabol kétszeresére nétt a reaktiv  oxigéngyokok
mennyisége (22. 4bra). Az eziist nanorészecskék tehat oxidativ stresszt valtanak ki a

sejtekben, ami szerepet jatszhat a viabilitas megfigyelt csokkenésében és az apoptotikus

folyamatok elinditasaban.

Kontroll 4 nm 35 nm

21. abra. 100 ppm AgNP kezelés hatasa a reaktiv oxigéngyokok képzddésére U20s sejtekben DCFDA
fluoreszcens festéssel.
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22. dbra. AgNP-kezelés hatasara bekdvetkezo valtozas a reaktiv oxigéngydkok mennyiségében,
DCFDA-festés alapjan kvantitalva.

A p53 fehérje expressziojanak valtozasa 35 nm AgNP kezelés hatasara

Az eziist nanorészecskékkel torténd kezelés hatdsdra szdmos fehérje kifejezédése
megvaltozhat. Mivel a p53 kulcsszerepet jatszik az apoptozis kivaltasaban, a mennyiségét
Western blottal detektaltuk kezeletlen, valamint kiilonb6z6 koncentracidju 35 nm-es
partikulumokkal 24 o6ran at kezelt U20s ¢és Hela sejtekben. Az immunoblottokat
denzitometralassal kvantitaltuk, a fehérjemennyiségeket aktinra vagy tubulinra
normalizaltuk.

A kezelés hatasara a pS3 fehérje mennyisége mindkét sejtvonalban a nanorészecskék

koncentracidjanak emelésével nétt (23. abra, 25. abra).

35 nm Ag-citrat
24 6ras kezelés

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

p53 53 kDa

23. abra. A p53 fehérje mennyisége kezeletlen és kiilonboz6 koncentracidban eziist nanorészecskével kezelt
U20s sejtekben.
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24. abra. A p53 fehérje mennyiségének valtozasa U20s sejtekben (aktinra normalizalt,
denzitometriaval nyert értékek).

U20s sejtekben az 5 és 20 ppm koncentracioji eziist-citrat kezelésnek nem volt
jelentds hatasa a p53 fehérje expressziojara (5 ppm-es kezelésnél kismértékli csokkenést is
tapasztaltunk), az 50 és 200 ppm-es kezelés viszont tobb mint kétszeresére emelte a p53

mennyiségét (24. ébra).

35 nm Ag-citrat
24 6ras kezelés

25. abra. A p53 fehérje mennyisége kezeletlen és kiilonb6z6 koncentracioban eziist nanorészecskével kezelt
Hel a sejtekben.

Hela kontroll
Ag-citrat5 ppm
Ag-citrat 20 ppm
Ag-citrat 50 ppm
Ag-citrat 200 ppm
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26. abra. A p53 fehérje mennyiségének valtozasa HeLa sejtekben (tubulinra normalizalt, denzitometriaval
kapott értékek).

A HelLa sejtek esetében 5 ppm-es koncentracidban alkalmazott eziist nanopartikulum
kezelésnél a U20s sejtekhez hasonldéan csokkenést tapasztaltunk a p53 mennyiségében.
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20 ppm-es  kezelés kismértékben ndvelte, 50 ppm koncentraciéji eziist-citrdt mar
egyértelmiien novelte a p53 mennyiségét, 200 ppm-es kezelésnél pedig hdromszorosara
emelkedett a p53 fehérje expresszidja a kontrollhoz képest (25. abra, 26. 4bra). Mind a
U20s sejtek, mind az altalunk hasznalt HeLa sejtvonal vad tipusu p53-at expresszal, de a
HelLa sejtek joval alacsonyabb expresszios szinttel jellemezhetdk, és ezekben a sejtekben a
p53 funkciondlisan mutans. Ezért lehet érdekes a két sejtvonal p53 kifejez6désének és az
apoptozis indukcidjanak 6sszehasonlitasa eziist nanorészecske kezelés utan. Ugyan a HelLa
sejtekben alapvetden alacsonyabb a p53 fehérje mennyisége, az ezilist nanorészecskék
hatasara bekdvetkezd koncentraciofiiggd pS3 fehérjeszint-emelkedés ezekben a sejtekben
is megfigyelhetd. Az eziist nanorészecskék jelenlétében a pS3 fehérje szintjében tapasztalt
novekedést okozhatja a fehérje expresszidjanak novelése vagy a fehérje proteoszomalis
degradacio aldli felszabadulasa is.

Figyelembe véve az eziist nanorészecskék koncentracigjanak ndvelésével
parhuzamosan fellépd viabilitascsokkenést, a reaktiv szabadgyokok emelkedett szintjét és a
p53 fehérjeszintjének emelkedését, feltételezhetd, hogy a magasabb p53-expresszid
hozzé4jarulhat az apoptoézis indukdldsdhoz a sejtekben. Amennyiben az eziist
nanorészecskék hatasara DNS-karosodas 1ép fel, azt a p53 felismerheti, ami a
transzkripcids faktor stabilizdcidjdhoz és aktivacidjdhoz vezet. Jelentés DNS-kéarosodas

esetén a p53 elindithatja az apoptozis intrinsic (mitokondrialis) utjat.

Apoptotikus és a stresszvalaszban szerepet jatszo gének expressziojanak

valtozasa

Szerettiik volna mRNS-szinten is megvizsgalni, hogy néhany, az apoptozisban ¢és a
stresszvalaszban részt vevd gén expresszidja megvaltozik-e a kezelés hatasara U20s

sejtekben. Ehhez reverz transzkripcios real-time PCR technikat alkalmaztunk.

p33 Prokaszpaz-3
.8 8
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AgNP AgNP

27. abra. A p53 és a prokaszpaz-3 expresszio valtozasa AgNP kezelés hatasara.
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Az eredmények azt mutatjdk, hogy nem csak fehérje, hanem mRNS-szinten is megnd

a p53 és prokaszpaz-3 expresszioja (27. abra).

p21 SOD1
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28. dbra. A p21 és a sodl expresszio valtozasa AgNP kezelés hatasara.

A p53 altal szorosan szabalyozott p21 mennyisége mRNS-szinten igen jelentds
novekedést mutat a 4 nm-es részecskék hatasara, és 35 nm-es részecskék hatasara is
emelkedik, de csekélyebb mértékben (28. 4bra). A SODI1 expresszidjara a 4 nm-es
részecskéknek nincs hatasa, azonban 35 nm-es eziist nanorészecske kezelés jelentésen

csokkentette a kifejez6dését (28. abra).

Bax Survivin

1l. 1l.

Kontroll 4nm AgNP 335nm Kontroll 4nm AgNP 335nm
AgNP AgNP

Expresszidvaltozas
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29. abra. A bax és a survivin expresszi6 valtozasa AgNP kezelés hatasara.

A bax és a survivin expresszidja nem valtozott a 4 nm-es nanorészecskék hatasara,
viszont a 35 nm-es nanorészecskék hatasara kifejez6désiik nagymértékben csokkent (29.
abra).

Korabban, immunfestéssel ¢s immunoblot technikdval kimutattuk, hogy az aktiv
kaszpaz-3 fehérje és a pS53 fehérje mennyisége megnd U20s sejtekben az eziist
nanorészecske kezelés hatasara. Az aktiv kaszpaz-3 immunfestés soran megfigyelhet6 volt,
hogy a 4 nm részecskék nagymértékben novelték az aktiv kaszpaz-3 mennyiségét a
sejtekben, és ez az mMRNS szintjén is megmutatkozott. A p53 fehérje nagyon erételjes

mértékben megnodtt U20s sejtekben a Western blot eredmények alapjan, és mMRNS-szinti
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expresszidjaban is tikrozodott ez a jelenség. Tehat a p53 fehérje proteoszomalis
degradacio aloli felszabadulasa (stabilizalodasa) mellett MRNS-szinten is né a mennyisége.
A p21 expresszidvaltozasa koveti a pS3-szint valtozasat, ami a p53 szabalyozd szerepét
tamaszthatja ala U20s sejtekben.

A kisérleti eredmények nagy szorasa miatt a qPCR vizsgalatok ismétlése sziikséges a

jovoben.
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Osszefoglalas

Kutatasaink kezddpontjaként sikeriilt stabil nanorészecskéket szintetizalnunk két
mérettartomanyban. Ezeket tobbféle koncentracidoban és valtozod kezelési idé mellett
alkalmaztuk U20s ¢és Hela tumoros sejtvonalakon. A valasztott koncentraciokban és
idépontokban megmeértiik a sejtek viabilitasat, és azt tapasztaltuk, hogy mind a nagyobb,
mind a kisebb méretli eziist-citrat nanorészecske szuszpenzid jelentés mértékben
pusztitotta a U20s és HeLa sejteket id6- és koncentraciofiiggd modon. A hatds mértékét
nem befolydsolta a nanopartikulumok mérete, altaldban azonos vagy hasonldo mértékii
sejtpusztulast okoztak az atlagosan 4 nm és az atlagosan 35 nm-es eziist részecskék.

Mikroszkopos felvételekkel bizonyitottuk, hogy a sejtek valoban felveszik az eziist
nanorészecskéket, melyek a sejtben, gyakran a sejtmag kozelében akkumulaldédnak és
aggregalodnak. Az aggregatumok gyakran vezikulumok belsejében helyezkednek el, ami
alatdmaszthatja a feltételezést, miszerint a sejtek endocitozissal veszik fel a
nanorészecskéket, de ennek pontos bizonyitasara specifikus vizsgalatokra lenne sziikség.

A sejtek felszinén is nagy mennyiségben figyeltink meg aggregalodott
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 alkalmazéasakor sokkal erdteljesebb volt, ugy tlinik, hogy
az oxidativ stressz kivaltadsanak mértékében jelentdséget kap a részecskeméret. Tehat az
ezlist nanorészecskék oxidativ stresszt valtanak ki a sejtekben, ami valosziniileg 6sszefiigg
a megfigyelt sejtpusztuléssal.

Mivel kisérleteinkben gyakran tapasztaltunk apoptozisra utald jeleket (sejtpusztulas
mértéke, szabadgyok termelddés), ezért megvizsgaltunk néhany kivélasztott, az
apoptozisban szerepet jatszo fehérje, mint p53 és kaszpdz-3 expresszids szintjét eziist
kezelés utan mind a U20s sejtekben, mind a HeLa sejtekben megndvekedett a p53 fehérje
mennyisége a kezeletlen kontroll sejtekéhez képest. A western blot eredmények arra
utalnak, hogy a kezelés a mindkét sejtvonalban noveli a p53 tumorszuppresszor fehérje
mennyiségét, ezzel hozzajarulhat az apoptdzis indukalasahoz. A qPCR-eredmények is azt

mutatjak, hogy mMRNS-szinten is tapasztalhato a p53 expressziojanak novekedése a
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nanopartikulum-kezelt U20s sejtekben. Tehat feltehetdleg a p53 expresszidja megnd, a
fehérje aktivalodik, illetve a proteoszomalis degradacio aldl felszabadul az eziist
partikulum kezelés eredményeképpen, ¢és feltételezhetden ezért né meg a fehérje szintje a
sejtekben.

A p53 fehérje a kaszpaz kaszkad elinditasa utjan indukal apoptdzist. U20s sejtekben,
expresszioja viszonylag magas, kaszpaz-3 immunfestést végeztiink. A kezeletlen mintdban
nagyon alacsony volt az apoptotizald, kaszpaz-3 pozitiv sejtek szama. Viszont 100 ppm
koncentracioju eziist-Citrat hatasara jelentds szamu kaszpaz-3-ra fest6do sejtet detektaltunk
mindkét méretli eziist nanorészecske alkalmazasa esetén. mRNS szinten is megemelkedett
a prokaszpaz-3 expresszidja, viszont az apoptOzisban érintett Bax mRNS szintje nem
valtozott (4 nm-es részecskével tortént kezelés), vagy csokkent (35 nm AgNP kezelés
hatasara). Az antiapoptotikus survivin expresszios szintjét a 35 nm-es AgNP kezelés
csokkentette. Végeredményben elmondhatjuk, hogy a legtobb eredmény arra utal, hogy az
eziist-nanorészecskék hatadsara U20s sejtekben indukalodik az apoptozis folyamata.
Kisérleteink alapjan feltételezhetjiik, hogy mind a kis, mind a nagyobb méretli eziist
nanorészecskéket a sejtek felveszik, ezek a sejtekben aggregalodnak, akkumulélodnak, és a
sejtekbe keriilt nagy mennyiségli eziist nanorészecskébdl eziist ionok szabadulnak fel,
melyek hatasara szabadgyokok termelddése inicialodik. Az oxidativ stressz hatdsara a p53
¢és kaszpaz-3 fehérjék aktivalodnak, apoptdzis indukéalodik, mely a tumoros sejtek

halalahoz vezet (30. abra).
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30. abra. AgNP altal feltételezhetden kivaltott molekularis folyamatok.

Tovabbi vizsgalataink sordn arra probalunk majd valaszt kapni, hogy a vad tipusq,

am funkcionalisan mutans p53-at expresszalé HelLa sejtekben, valamint a p53 null muténs

SaOs sejtekben milyen mértékben lehet apoptdzist és DNS karosodast kivaltani eziist

nanorészecskék alkalmazasaval.
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Mellékletek

1. tablazat. A qPCR reakcidkban alkalmazott primerek szekvenciai.

Gén Primerszekvencia Alkalmazott
koncentracio
SOD1 FWD: 5’- GTGCAGGTCCTCACTTTAAT-3’ 200 nM
REV: 5’- CTTTGTCAGCAGTCACATTG-3’
Survivin FWD: 5-AGAACTGGCCCTTCTTGGAGG-3' 200 nM
REV:5-CTTTTTATGTTCCTCTATGGGGTC-3'
Kaszpaz-3 FWD: 5’-ACATGGCGTGTCATAAAATACC-3’ 100 nM
REV: 5-CACAAAGCGACTGGATGAAC-3'
BAX FWD: 5-TGCTTCAGGGTTTCATCCAG-3' 200 nM
REV: 5-GGCGGCAATCATCCTCTG-3'
p53 FWD: 5°>-CCCTTCCCAGAAAACCTACC-3’ 200 nM
REV: 5’-CTCCGTCATGTGCTGTGACT-3’
p21 FWD: 5-TGAGCCGCGACTGTGATG-3’ 200 nM
REV: 5-GTC TCG GTG ACA AAG TCG AAG TT-3'
(Scoumanne és mtsai, 2011)
18S rRNS FWD: 5’-AAACGGCTACCACATCCAAG-3’ 100 nM

REV: 5’>-GTAGTTGGATCTTGGGAGCG-3’

49




