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Roviditések jegyzéke

2D: kétdimenzids

3D: haromdimenzids

3T3: egér fibroblaszt sejtvonal

AOP: nagyhatékonysagu oxidacios eljaras

C: koncentracié (mol/l, M)

c-AMP: ciklikus-AMP

c-GMP: ciklikus-GMP

CYP: citokrom-P450 enzimek

DMSO: dimetil-szulfoxid

Dik: diklofenak

EC: effektiv koncentracio

ECIS: Electric Cell Substrate Impedance
Sensing

ECM: extracellularis matrix

ED: endokrin perturbator

Ibu: ibuprofén

IP3: inozitol 1,4,5-triszfoszfat

IU: Nemzetkozi Egység

dH,0: desztillalt viz

HaCaT: normal human keratinocita
sejtvonal

HepG2: human hepatocellularis
karcindma sejtvonal

Ktx. Ind.: Kemotaxis Index (%)

Kow: oktanol/viz megoszlasi hanyados

logPs: oktanol/viz megoszlasi hanyados
szimulacidval becsiilt értéke

LOQ: kvantifikalasi hatar

MCF7: human emldkarcinoma sejtvonal

Met: metoprolol

MTT: 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-

difenil-tetrazolium bromid

MW: molaris tomeg (g/mol)

N: sejtszam

n.m.: nem meghatarozhato

NSAID: nemszteroid gyulladascsokkentd

OD: optikai denzitas

PAA: poliakrilamid

PAH: poliaromas szénhidrogén

PBS: foszfat-puffer

PDL.: poli-D-lizin

PI13K: foszfatidil-inozitol-3-kinaz

pKa: savi disszociacios allando

PLC: foszfolipaz-C

Pro: propranolol

QSAR: Quantitative Structure-Activity
Relationship

Prolif. Inh.: proliferacio gatlasi index (%)

SD: standard deviacio

SE: standard hiba

TE: Toxikus Egység

VUV: vakuum-UV

Z: Impedancia (Ohm)

x: szignifikanica szint; p< 0,05

y: szignifikanica szint; p< 0,01

z: szignifikanica szint; p< 0,001
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1. Bevezetés

1.1. A sejtmigracio biologiai jelentosége

A sejtek mozgasa régota, a fénymikroszkopia 18. szdzadi megjelenése Ota ismert és
intenziven kutatott altalanos bioldgiai jelenség. A baktériumoktol a gerinces ¢ldlényekig
a filogenezis valamennyi szintjére jellemzo6 a sejtek helyvaltoztatd képessége, tovabba a
magasabb rendli szervezeteket felépitd sejttipusok csaknem mindegyike képes
migraciora.

Az evoluci6 korai szakaszaban, az egysejti €lolények szintjén a migracié — a megfeleld
jelfelismerd szerkezetek, a receptorok kialakuldsaval egyiitt —, a szelekcios folyamatok

részeként lehetdvé tette a tdplalékmolekulak megkozelitését, valamint a kdros, mérgezd
anyagok elkertilését. E viselkedési valasz okologiai, dkotoxikoldgiai szempontbol is
igen fontos, hiszen a kornyezetben megtalalhat6 egysejtii él61ények szamtalan szamukra
potencialisan mérgez6 kémiai komponenssel (pl. antropogén szennyez$ anyaggal)
kertilnek fizikai kozelségbe, akar a talajban, a vizekben, vagy a levegdben. Ugyanakkor
a soksejtli szervezetekben a sejtek helyvaltoztatdsa szamos fizioldgiai vagy patologiai
folyamat kulcsfontossagti eleme, amelyet biokémiai és fizikai tényezOk egymasra épiilé
komplex és egyedi rendszereinek sokasaga hataroz meg. Ilyen élettani események 1) a
megtermékenyités, i1) az egyedfejlédés sordn az egyes szervek kialakuldsa, iii) a
sebgyogyulds és 1v) az immunsejtek allando ,,jarérézése”. A koros folyamatok koziil
példaként emlithetjiik a kronikus gyulladassal jard korképeket, vagy a tumorok
attétképzését, amelyeket a sejtek — a fiziologiai allapothoz képest — megndvekedett

migracios képessége jellemzi.

Mindezek alapjan egyértelmii, hogy a sejtmigracié alapvetd jelentdségli sejtélettant,
illetve szervezetszinti jelenség, amelynek vizsgalata, biologiai relevanciajanak
koszonhetden, szamos  hatarteriilet (pl.  viselkedésbiologia,  Okotoxikologia,
tumorbiologia, gyodgyszerfejlesztés) szamdara értékes eszkozt jelent. Ugyanakkor a
folyamat kovetkezd fejezetekben bemutatott heterogenitasa €s komplexitdsa miatt e

teriilet szamtalan tisztazatlan kérdést és megoldatlan kihivast tartogat.
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1.1.1. A sejtek mozgasdanak alapveto tipusai

Az ¢l6 szervezetek, vagy akér a sejtek altal a kornyezet ingereire adott migracios
valaszok a kivaltd ingerek sokfélesége ¢€s a kialakulé mozgasforméak valtozatossaga
miatt igen nagy heterogenitdst mutatnak. Ez indokolja a kiilonb6z6é tipusok

elkiilonitését, noha az osztalyozas alapjaul tobbféle szempont is szolgalhat.

A csoportositas egyik lehetséges alapja a helyvaltoztatas térbeli meghatarozottsaga. Az
adott stimulus altal indukalt random irdnyu migracios valasz a kinézis, amelynek két
tipusa az ortokinézis (a mozgas linedris sebessége valtozik meg) és a klinokinézis (az
iranyvaltoztatasok frekvencidja valtozik meg) (1). E két, elsd ranézésre hasonlod
fogalmat elsdsorban az oOkoldgia hasznalja, és amint azt szimuldciés eredmények
igazoltak, a két tipus biologiai szerepe eltér. Azokban az esetekben ugyanis, amikor a
mozgast a stimulus aktudlis intenzitasa hatdrozza meg, a térbeli orientdcioban mind az
ortokinézis, mind a klinokinézis szerepet jatszik; ugyanakkor, ha a mozgast a stimulus
valtozasanak erdssége diktalja, a helyvaltoztatas tisztan klinokinézis révén valoésul meg
(2). Ez alapjan példaul egy gradienst tartalmazo térben az él6lény klinokinezissel
térképezi fel a teret és jut el az adott inger szempontjdbdl legkedvezdbb intenzitasu
teriiletre, az ott toltott id60 maximalizalasahoz azonban mind klinokinézist, mind

ortokinézist megvalosit.

A kinézissel ellentétben, a taxisnal a kivaltd inger térbeli valtozasa (gradiense)
meghatdrozza a helyvaltoztatas iranyat. A pozitiv taxisndl a helyvaltoztatas az inger
novekvd intenzitdsa felé mutat, mig a negativ taxisndl éppen ellenkezdleg, az
ingercsokkenés iranyaba. A taxisok csoportositasanak egyik lehetséges alapjat a kivalto

fizikai vagy kémiai stimulusok adjak (1. tablazat).

A legnagyobb szakirodalmi feldolgozottsagli a kémiai anyagok altal kivaltott kemotaxis,
ami az egysejtll és tobbsejtli élélények életmiikodése szempontjabol egyarant jelentds
mozgasforma. Ennek specialis esete az aerotaxis, amely viszont elsésorban a kiilonb6z6
oxigénigényli és -toleranciaju baktériumokra jellemz6 (3). A fizikai ingerek altal
kivaltott taxisok koziil a fototaxis és a magnetotaxis szintén foként a prokariota és
eukariota egysejtiickre jellemzé mozgasformak (4). Ugyanakkor a galvanotaxis és a
mechanotaxis a soksejtli szervezetekben in vivo, pl. a szoveti fejlédés, vagy az

angiogenezis soran eléforduld folyamatok (5; 6). A sejtek mechanikai ingerek altal
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kivaltott iranyitott mozgasanak egy nemrég leirt (7), jelenleg igen intenziven kutatott
formaja a durotaxis, amit a sejt szamara 2D vagy 3D kornyezetet jelentd matrix rigiditas
(,,Stiffness”) gradiense valt ki. E mozgasforma olyan jelentds in vivo eseményekben

jatszik szerepet, mint az 6ssejt differenciacio (8; 9), vagy a sebgyogyulas (10).

1. tablazat. A sejtek mozgdsat iranyitani képes legfontosabb fizikai és kémiai tényezok

Indukalé tényezoé | Mozgasforma* Példa
(e . neutrofil granulocitak IL-8 kemokin indukalta
kémiai anyag kemotaxis .
migracidja (11)
oxioén aerotaxis mikroaerofil tengeri baktériumok
& akkumulacidja a megfeleld vizrétegben (12)
hé thermotaxis emlds spermiumok tajékozodasa a ndstény

genitalis traktusban (13)

fény fototaxis H. pluvialis ostoros alga fototaxisa (14)

kétéltiiek veldcso sejtjeinek mozgasa a katod

elektromos tér alvanotaxis A

g felé in vitro (6)
magneses tér magnetotaxis mélytengeri baktériumok magnetotaxisa (12)

. 1h o . vaszkuléris endotél sejtek folyadékdram
nyirofesztiiltség mechanotaxis : , s .
indukalta migracioja (5)
e, ) fibroblasztok akkumulécidja a magas rigiditast

rigiditas durotaxis

teriileteken gradienst tartalmazo géleken (7)

*Piros szin jeloli az értekezésben targyalt mozgasformakat

Az elébbi felosztason tul az irdnyitott sejtmozgasnak eltéré formait kiilonithetjiik el a
mozgo sejtek morfologidja €és szdma alapjan is (2. tablazat).

Egysejtes migracid megvalosulhat csillos, ostoros, amodboid vagy mezenhimalis
mechanizmus révén. A csillos mozgds az egysejtii élélényekre jellemz0, prokariotakban
¢és eukariotdkban mas-mds mozgasi mechanizmus révén kialakuld, mozgasforma,
amelynek 1étrejottéhez nem sziikséges a sejtek kitapaddsa. Az ostoros €s amoboid
mozgasra egysejtiieknél és soksejtlieknél egyformén taldlhatdo példa. Mig az ostoros
mozgas kialakulasa szintén nem feltételezi a sejtek felszinhez valo kitapadasat, addig az
amdboid mozgas 1étrejottéhez sziikséges a sejtek gyenge adhézioja (15). E mozgastipust
elséként a D. discoideum amdébanal irtak le, azonban a soksejtii szervetekben is
megfigyelhetd, elsdsorban a fehérvérsejtekre, illetve szamos tumorra jellemzd. A
mezenhimalis migracio egyértelmiien a soksejtii szerveztek sejtjeinek (pl. kotdszoveti
sejtjeinek) jellegzetes mozgasi mechanizmusa, amelynek sordn az orso alaka sejt

integrinklaszterek révén szoros adhézidés kapcsolatban all a mozgasi felszinnel.
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Ellentétben az amoboid mozgassal, amelynek soran a sejtek fokozott kontrakcids erék
kifejtése révén mintegy atpréselik magukat az extracelluldris matrix (ECM) rétegein, a
mezenhimalisan mozgo6 sejtek matrixmetalloproteinazok (MMP-k) termelése révén
részlegesen elbontjak maguk koriil az ECM elemeket. Ezen utobbi két mozgasformaval
kapcsolatban mindenképpen meg kell azonban jegyezni, hogy a soksejtli szervezetek
kiilonboz6 tipusu sejtjei egyedi kontraktilitasuktdl, a felszin rugalmassagatol és egyéb
tényezoktol fliggden folytonos atmenetet képviselhetnek az amoboid és a mezenhimalis
migracio kozott (16).

A magasabbrendl él6lények egyedfejlodése, valamint a tumorok kialakuldsa sordn
szerepet jatszo soksejtes migracié két legfobb valfaja a ,,Streaming”, és a kollektiv
migrdcio. Az elébbi jellemzdje, hogy az egyszerre mozg6 sejtek kozott nem feltétleniil
alakulnak ki sejt-sejt kapcsolatok. A sorban egyedileg haladd sejtek migracioja
megvalosulhat améboid vagy mezenhimalis mechanizmus révén is (15). A kollektiv
migraci6 kozben ezzel szemben az egy egységként koordinaltan egyiitt halado sejteket a
kozottik fennalld erds sejt-sejt kapcsolatok tartjak Ossze, amelyben elsdsorban a
kadherinek, de mas sejt-sejt kapcsolatot biztosito fehérjék is részt vehetnek (17). E

forma jellemzd pl. a sebgyogyulasnal a sebszéleket alkotd sejtlemezek mozgasara.

2. tablazat. A sejtmigracio tipusai a mozgo sejtek morfologidaja és szama alapjan (17)

Mechanizmus Sejttipus, példa
csillos %, @ e T. pyriformis egysejtii
= e D.salina alga
A ostoros (.t‘) ,, g‘
= e emlds spermium
2 o e D. discoideum améba
Ak amdboid L.
o fehérvérsejtek
L e fibroblaszt,
mezenhimalis @ o
e keratinocita
amoéboid W e D. discoideum
w »streaming”’ e velocso kialakulasa
(<5
= | mezenhimalis , )
3 o m o epitél eredetli tumorsejtek
—é ,Hstreaming
@ kollektiv % .% e sebgybdgyulds
migracio ele e gasztrulacid

*Piros szin jeloli a munkank sordn vizsgalt mozgasformakat
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Bar amint az bemutatasra kertilt, a sejttipustol és kornyezetétdl fliggden a sejtmigracio
igen valtozatos tipusai johetnek 1étre, az ezek megvalositasat végzdé molekularis elemek
¢s mechanizmusok igen konzervaltak. A kovetkezOkben ezek rovid bemutatasara

torekszunk.

1.1.2. A sejtmigracio molekuldris biologiai hdttere

Az eukariota sejtek helyvaltoztatasa az Onszervez0dd polimerhalozat citoszkeleton
miikédése révén valosul meg. Ezen evoliciosan konzervalt fehérjékbol allo vazrendszer
amellett, hogy biztositja a sejt mozgasahoz sziikséges erdk generaldsat, térben
organizalja a sejt tartalmat, valamint fizikailag és biokémiailag dsszekapcsolja a sejtet a
kornyezetével. A harom f6 citoszkeletalis polimertipus mindegyike egy-egy halozatba
szervezOdik, amelyek alapvetéen 1) mechanikai tulajdonsagaikban, ii)
Osszeszerelddésiik/lebomlasuk dinamikajaban, iii) polaritdsukban, iv) a hozzajuk
kapcsolodd molekularis motorokban s mindezek altal v) funkcidjukban kiillonboznek.
Ugyanakkor e halozatok egymaéssal és a tobbi sejtalkotdval is rendkiviil bonyolult
kapcsolatban 4llnak egyrészt nemspecifikus (pl. sztérikus) interakciokon keresztiil,
masrészt a megfeleld Osszekapcsold fehérjék segitségével kialakuld specifikus

kolcsonhatasok révén.

A heterodimer o— és B—tubulin egységekbdl 1étrejové csdszerti mikrotubulusok (@ 24
nm) a citoszkeleton legmerevebb struktarai (18), emellett ezek mutatjdk a
legdinamikusabb  polimerizacios-depolimerizaciés  viselkedést. E  ,,dinamikus
instabilitdsra” az jellemzO, hogy a mikrotubulusok alapvetden két allapot kozott
»kapcsolgatnak™: a ,stabil ndvekedés”, vagy a ,yvillimgyors lebomlds” kozott,
amelyeket a globularis monomerekhez kapcsolédd GTP kotése, vagy hidrolizise valt ki.
A fentebb emlitett két tulajdonsdguknak koszonhetdn a mikrotubulusok funkcidja
els6dlegesen a citoplazma gyors ,letapogatasa” és a sejtorganellumok mozgasi
palyajanak kijelolése. Bar a sejtek mozgatasaban az aktin halozat jatssza az els6dleges
szerepet, a specifikus mikrotubulus gatloszerekkel (3. tablazat), pl. kolhicinnal és
nokodazollal végzett kisérletek azt igazoltdk, hogy mikrotubulusok miikdédése is
sziikséges a sejtek iranyitott mozgasanak létrejottéhez (19; 20). Emellett a
mikrotubulusok adjdk az eukaridta csillo f6 tomegét is, rendkiviil jellegzetes 9x2+2

strukturaba szervezodve.
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A globularis aktin (G-aktin) monomerb&l ATP-igényes folyamatban polimerizalodo
kettds hélix szerkezetii fibrillaris (F-aktin) mikrofilamentumok (@ 6 nm) mechanikai
szempontbol joval rugalmasabbak a mikrotubulusoknal. Ugyanakkor a valtozatos
geometriaju mikrofilementum halézatok rigiditasat az F-aktint keresztkotd fehérjék
mindsége és mennyisége is befolyasolja (18). A mikrofilamentumok felépiilése-
lebomlésa a mikrotubulusokéhoz képest kevésbé dinamikus folyamat, inkabb a lokalis
szignalizacios események altal szabalyozott, kiegyensulyozott ndvekedés jellemzo rajuk.
E tulajdonsagaiknak koszonhetden a mikrofilamentumok dontd szerepet jatszanak a
sejtmigracio elsé 1épésében a polarizalt sejt vezetd oldalan kialakuld kitliremkedések
(lamellopodiumok vagy filopodiumok) 1étrejottét a mikrofilamentumok polimerizacidja
iranyitja (16). Emellett a sejt mozgasahoz sziikséges huzo- és toloerék generalasat a
miozin II motorokkal 0Osszehangolt miikodésben szintén a mikrofilamentumok
kontrakcioja/elongacidja biztositja. Az aktin sejtmozgasban betoltott kozponti szerepét
bizonyitjak a specifikus gatloszereivel, pl. citokalazinokkal (3. tablazat) végzett
kisérletek 1is, amelyek igazoltdk, hogy az aktinmiikédés hianydban a sejt
mozgasképtelen (20), megvaltozik az alakja és adhézids képessége (21), tovabba

drasztikusan csokken a sejt altal a felszinre kifejtett huzo er6k nagysaga (22).

3. tablazat: A citoszkeletalis elemek miikodését gatlo, a dolgozatban targyalt szerek

Polimer / Citszkeletalis elem Gatloszer Hatasmechanizmus
citokalazin-B L
. - polimerizaci6 gatlasa
. citokalazin-D
F-aktin — — ————
falloidin stabilizalés, depolimerizacio
gatlasa
i kolhicin olimerizaci6 gatlasa
mikrotubulus P — g’ .
nokodazol polimerizacié gatlasa
.. . aktint nem k&té miozin II-t gatolja
miozin Il. blebbistatin o o g0l
annak ,,feji” részéhez kotédve (23)
protein foszfataz 1 és 2A Kalikulin-A a foszfataz gatlasan keresztiil a
(PP1 és PP2A) inhibitor miozin II aktivitast fenntartja (24)

Mivel mind az aktin mikrofilamentumok, mind a mikrotubulusok polarizaltak, igy
megfeleld palyat jelentenek a molekuléris motorok aszimmetrikus mozgasa szamara. A

dinein és kinezin csalad tagjai a mikrotubulusokon, a miozin csaldad elemei a
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mikrofilamentumok mentén képesek elmozdulni. Mig az elébbiek tobbek kozott a
csillok mozgatdsaban jatszanak jelentOs szerepet, addig az utdbbiak az aktinnal egyiitt
hozzak létre kontraktilis aktomiozin kotegeket. Ezek megrovidiilése biztositja a sejt altal
a felszinre kifejtett hiizo eréket (16). Eppen ezért a miozin miitkodésének specifikus
szerekkel (pl. blebbistatinnal vagy kalikulinnal) torténd modulalasa kihat a sejt

motilitasara és kontraktilitasara (21; 25; 26).

Az utols6 nagy polimercsoport, az allati sejtekben megtalalhaté intermedier
filamentumok szerkezete jelent6sen kiilonbozik az eddig emlitett struktaraktol.
Monomerjeik egy viszonylag konzervativ a-helikélis centralis részbdl, valamint
valtozatos Osszetételli N- és C-termindlis szakaszbdl allnak. A polimer intermedier
filamentumok 8 antiparallel tetramer egységbdl felépilildé protofilamentum
Osszefonodasaval jonnek 1étre. Ezek mind méretiiket (@ 8—12 nm), mind mechanikai
tulajdonsagaikat tekintve atmenetet, igymond ,,puffert” képeznek a mikrotubulus és a
mikrofilamentum héloézat kozott, ugyanakkor ezek a citoszkeleton legrugalmasabb
elemei. Monomerjeik altalaban sejt-, illetve szovetspecifikus eléfordulast mutatnak, bar
a sejtmag lamin intermedier filamentumai minden magvas sejttipusban megtalalhatoak.
Szerepiiket tekintve igen fontosak a sejt mechanikai integritasanak, valamint a
mechanikai stresszel szembeni ellenalloképességének biztositdsa szempontjabol. Erre
példa a keratinocitak keratin (27), vagy az endotél sejtek vimentin (28) halozata,
amelyek fontos szerepet jatszanak abban, hogy e sejtek ellenallnak az dket érd

rendkiviili mechanikai fesziiltségeknek.

A harom f6 épitéelem mellett szamtalan reguldtor fehérje is részt vesz a sejtvaz
kialakitasaban (18). Ezek funkcidjukat tekintve lehetnek: i) a filamentum képzddést
elinditd nukledcios faktorok; ii) a filamentumokat termindld ,,capping” fehérjék; iii)
polimeriazok; i) depolimerazok; V) hasito enzimek és v) a filamenutmok magasabb
szintli szervezOdeését biztositd keresztkoto és stabilizalo fehérjék. E fehérjék jelenléte €s
miikodése kovetkeztében az eukariota sejtekben a polimerizacié illetve a

depolimerizacio sebessége jelentdsen eltér az in vitro koriilmények kozott megfigyelttdl.

A soksejtli szervezetekben megfigyelhetd letapadasfiiggd migracio tipusok lezajlasdhoz
nélkiilozhetetlenek az extracellularis matrix (ECM) éltal biztositott fizikai kozeg €s az

ehhez kapcsolddni képes megfeleld adhézios receptorok is. Az ECM Osszetétele,

12



DOI:10.14753/SE.2014.1912

topografidja és mechanikai tulajdonsagai rendkiviil fontos stimulusokat biztositanak a
sejtek szamara, amelyek nem csak a sejtadhéziot, vagy migraciot, de a génexpressziot,
proliferaciot vagy differenciaciot is meghatarozzak (29). Az ECM feldl érkezo
mechanikai ¢és biokémiai informaciok érzékeléséért €s sejtmembranon keresztiili
kozvetitéséért a megfeleld adhézidés receptorok (pl. integrinek, CD44) feleldsek,
amelyek egyuttal a citoplazmabdl érkezd jelek extracellularis tér felé valod tovabbitasat
is biztositjak (30). Legjelentdsebb ilyen molekulak az o— és B—alegységbdl felépiild
heterodimer integrin fehérjék. Mig az o-alegység extracellularis része felelés a
megfelel6 ECM-komponens kotéséért és a ligandspecificitasért, addig a [-alegység
intracellularis doménjei adaptor és egyéb fehérjékkel komplexben kapcsolodnak a
citoszkeletonhoz. Az a-, ill. a p-alegység alapjan jelenleg 24 kiilonbozo
ligandspecificitast és affinitasu integrincsaladot kiilonit el az irodalom (31). Mivel az
integrineknek nincs intrinzik enzimaktivitasuk, ezért a sejten beliili jelatvitel érdekében
tovabbi citoplazmatikus fehérjék kapcsolodnak hozzajuk. Ezek lehetnek:

1) integrinkotd fehérjék (pl. talin), amik az integrin aktivaciojat, mikodését regulaljak;
i) adaptor vagy vdzfehérjék (pl. vinkulin, paxillin, a-aktinin), amelyek az integrink6td

molekulakat a citoszkeletonhoz (altalaban az aktinhoz) kapcsoljak;

iii) enzimek (pl. fokalis adhézios kinaz (FAK), Src kinaz) (29).

Az ECM-sejt kapcsolatokat biztosité receptorokon kiviil a sejt-sejt kapcsolatért felelGs
integrans membranfehérjék is mindenképp emlitést érdemelnek, hiszen ezek fontos
szerepet jatszanak a migracio kollektiv (soksejtes) formajanal a sejtek biokémiai és
mechanikai Osszekapcsolasaban. A kollektiv migracid szempontjabol legjelentdsebb
csoportjuk az azonos tipusu sejteket 6sszekoto kadherinek csaladja, valamint az azonos,

vagy kiilonbozd tipusu sejteket Osszefogd immunglobulin szupercsaladba tartozo
fehérjék (15; 32).

Osszegezve elmondhatd tehat, hogy a sejtmigracid egy nagyszama molekula
Osszehangolt, komplex mikodését feltételezd sejtélettani reakcid. A sejtek azon
molekularis gépezeteit, amelyek a migraciot reguldld biokémiai és mechanikai jelek

érzékelését és tovabbitasat végzik a kovetkezo 1.1.3. fejezet mutatja be.
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1.1.3. Az extracellularis tér kémiai és fizikai jeleinek érzékelése és tovabbitasa

crer

A kémiai szigndlok sejtaltali percepciojarol és a jelatvitelben résztvevo
mechanizmusokrél ma mar, hala a hosszatavra visszatekinté kutatdsoknak, elég pontos
ismereteink vannak. Ugyanakkor 1ényegesen kevesebb informaciéval rendelkeziink az
ECM mechanikai tulajdonsidgai révén kozvetitett informdciok sejt altal torténd
érzékelésérol, feldolgozasarol. Mivel a két szignal tipus alapvetden eltérd természetii (4.
tablazat) sziikségszeri, hogy az érzékelésiikre képes szenzorok, jeltovabbitdé molekulak
¢s mechanizmusok tekintetében is jelentds kiilonbségek legyenek. Ugyanakkor a kétféle
szignalizacioban szerepelhetnek ugyanazon molekulak (pl. integrinek) (33), ill. a
szignalok altal szabalyozott sejtélettani valasz (pl. migracio, differenciacio) is lehet

azonos (34).

4. tablazat: A biokémiai és mechanikai szignalizacio 6sszehasonlitasa (34)

Biokémiai Mechanikai

Mechanizmus diffazio fizikai elmozdulas
ECM-rdl sejtre,
Terjedés folyadék fazisban aramlassal sejtrdl sejtre direkten, vagy
az ECM kozvetitésével
Lencsengés ~ télvolsélg2 szerint, ~ linearis,
(2D-ben) egyenletes iranyfiiggd
L , o nem limitalo, a matrix reologiai

Hatotavolsag néhanyszor 10 pm tulajdonségaitol fiigg
Jel altalaban lassabb
keletkezése (molekula de novo szintézise) gyorsabb

A durotaxist kivalto jelérzékelési és atviteli folyamatokrol egyeldre rendkiviil hidnyosak
az ismereteink. Egyaltalan nem tisztazott példaul, hogy milyen mddon képes a sejt az 6t
koriilvevo matrix rigiditasat érzékelni, tesztelni (35). Ugyancsak kérdéses, mekkora az a
karakterisztikus tavolsag, amelyen keresztiil érzékelni képes e rigiditast és mennyi a
folyamat iddallanddja (34). Az els6 kérdéssel ellentétben ez utdbbiak
megvalaszolasdhoz taldlunk néhany fogddzot az irodalomban, bar az adatok
ellentmondasosak. A sejtek altal letapogatott mélység nagysdgrendjét egy valtozo
elaszticitasi PDMS tiiskéket tartalmazo mikroarrayen végzett kisérlet soran >2 pum-ban
hataroztak meg (36); morfologiai megfigyelések alapjan azonban ez 10-20 um-nek

adodott (37). A folyamat id6igényének pontos megallapitasat az altalunk alkalmazott
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modszerek viszonylag alacsony id6 felbontdsa (masodperc-perc) neheziti meg,
morfologiai megfigyelések alapjan 2 percrél szamoltak be (38), mig a szovetek
reologiai tulajdonsagai alapjan 0,1 s-os nagysagrendet allapitottak meg (39). Avval
kapcsolatban szintén megoszlanak a vélemények, hogy a sejten beliilre kozvetitett
mechanikai inger minden esetben biokémiai jellé alakul-e, vagy esetleg mechanikai

uton jut-e el pl. a sejtmagba (40).

A sejt elsddleges mechanoszenzorai minden bizonnyal az integrinek, azon beliil is a B1-
integrinek a legjelentésebbek (30), tovabba igen fontos szerepe van a fokalis adhézids
molekula komplexnek, ami az integrinek ligandkotését kovetden megteremti a
kapcsolatot az integrinek intracellularis doménje és az aktin citoszkeleton kozott (41;
42). Innent6l a szignal transzdukcidjara 3 kiilonboz6 mechanizmust feltételez az
irodalom, amelyek raadasul pozitiv vagy negativ visszacsatolasok révén egymas
mikodését is befolydsolhatjak. Az egyes mechanizmusokban résztvevd legjelentdsebb

molekulakat az 1. abra mutatja be.

1. A Rho/ROCK (Rho associated protein kinase) utvonal mechanotranszdukciéban
torténd részvétele a citoszkeleton miikodésével €s a sejt kontraktilitdsaval Osszefiiggd
szerepe miatt feltételezhetd. Az integrinek ligand kotését kovetden a fokalis adhézios
komplex kozelében talalhatd GEF (guanidin-exchange factor) t6bb Rho GTPaz (pl.
RhoA, Rac) fehérje aktivaciojat inditja be, amely tobb 1épcsén keresztiil az aktin
aktivaciojahoz vezet. Ezaltal a folyamat Osszességében a sejt kontraktilitdsanak

fokozodasahoz vezet (43).

2. Az u.n. ,stretch activated ionchannels” (,fesziilés” aktivalt ioncsatornak) olyan
membran csatorndk, amelyeknek nyitott vagy csukott allapotat a sejtmembran
»feszililése” hatdrozza meg. Ez utébbira mind a matrix feldl érkezé mechanikai terhelés,
mind a citoszkeleton altal kifejtett kontraktilis er6k kihatassal vannak (44). Jollehet
egyeldore nem sikeriilt e csatorndk specifikus, a mechanikai érzékelés folyamatara
jellemzd csaladjat azonositani, Ca®* permeabilitasuk miatt a TRP (transient receptor
potential) csatorndk allnak jelenleg az ilyen iranyu kutatdsok kozéppontjaban. A
feltételezett szignalitvonal lIényege, hogy a membran fesziilésének fokozddasara az

ioncsatorndkon keresztiil Ca?* bearamléas torténik (45), ami a kalmodulinon keresztiil
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aktivalja a miozin konnyiilanc kinazt (MLCK), amely végiilis a miozin kénnyl lanc
foszforilacidjaval a sejt kontraktilitdsat fokozza (43). (Emellett természetesen a
megnodvekedett intracelluldris Ca®* koncentraci6 egy¢b szignalizdciés Utvonalak

miikddésére is kihatassal lehet).

releeeeIeNe
P
Rho/ROCK LStretch” aktivalt ,molekularis
csatornak mechanikai behatas
meérok”

1. abra: A mechanotranszdukcio 3 feltételezett utvonala i) Rho/ROCK utvonal, ii)
fesziilés” aktivalt ioncsatorndk, iii) ,, molekuldris mechanikai mérdk” (43);
A legjelentdsebb molekulakat jelold roviditések: TLN-talin, Cas-p130Cas, VCL-
vinkulin, CaM-kalmodulin, MLCK-miozin konnyiilanc kindz, MLCP-miozin konnyti
lanc foszfatdz, CFL-kofilin, LIMK-LIM kinaz, AA-a-aktinin, PXN paxilin, GEF-

guanidin exchange factor; ROCK: Rho associated protein kinase

3. Az utols6 mechanizmus azon a jelenségen alapszik, hogy a fokalis adhézidoxban
résztvevé bizonyos fehérjék (pl. talin (46)) mechanikai erd hatdsara konformdcio
valtozason, letekeredésen (,, force inducible protein unfolidng’”) mennek keresztiil,
ezaltal pedig szabadda valnak a mas fehérjepartnerek kotésére alkalmas doménjeik. Az
ezekhez kapcsolddo partnerfehérjék (pl. a talin esetében a vikulin) ezutdn aktivaljak a
jelatviteli kaszkad tovabbi down-stream komponenseit (pl. a MAPK1-et) (43). Mivel a
kiilonboz6 erdsségli mechanikai ingerek hatasara az erre specializalodott fehérjék eltérd
mértékli ,,unfoldingon” mehetnek keresztiil, tehat kiilonb6z6 0j konformacidkat
vehetnek fel, e mechanizmus a mechanikai ingerek szemikvantitativ érzékelését teszi
lehetdvé a sejt szamara (43). Ilyen modon az emlitett specialis fehérjék a sejtet érd

mechanikai behatasok ”molekularis mérémiiszereiként” foghatdak fel.
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Osszegezve elmondhat6 tehat, hogy mind a 3 bemutatott utvonal lényegében a kiilsd
er6k altal kivaltott a fehérjeaktivitas allosztérikjus szabalyozasa révén valosul meg,
abban az értelemben, hogy a fehérjék konformécidja mechanikai tényezOk hatasara
megvaltozik, ez pedig kihat a biokémiai aktivitasukra (35). Ugyanakkor nyilvanvalo,
hogy tovabbra is szdmtalan kérdés var valaszra, amelyeknek megvalaszolasa nemcsak
az alapvetd sejtbiologiai ismereteinket fogja boviteni, de a betegségek patomechaniz-
musanak megértése, az eredményesebb terapiak fejlesztése és a regenerativ

orvostudomany szempontjabdl is nélkiilozhetetlen.

A kemotaxis molekularis hatterét megteremt6 szignalizacios folyamatokat a fentiekhez
hasonldan szintén rendkiviili komplexitas jellemzi, amely részben a résztvevo jelatviteli
molekulak nagy szdmabdl és bonyolult kdlcsénhatasaibol adodik, mésrészt a redundans
parhuzamos utvonalak miikodésébdl fakad (47). A kemotaxist kiséré intracellularis
biokémiai folyamatok részleteit nagyrészt a Dictyostelium discoideum améba modellen
irtak le, azonban ez nagyfokt homologiat mutat a soksejtii él6lények sejtjeivel mind az

érintett molekulak, mind a koztiik kialakulo reakciok tekintetében (48).

A kemotaxis altalanosan elfogadott modellje a folyamatot 3 modulra tagolja, amelyek
azonban a valoésagban nem mindig kiilonithetéek el ¢lesen, emellett egymastol
fiiggetlentil is lejatszodhatnak (49). Az alabbiakban reprezentativ példaként, a D.

crer

ismertetjiik a folyamat molekularis hatterét (48).

1. A4 gradiens iranyanak érzékelése (,directional sensing”) sordn a sejt felszinén
egyenletesen elhelyezkedd, kemotaktikus ligandot kotd receptorok aktivacidja a lokalis
ligand koncentraciéval aranyos mértékben kovetkezik be (50). A bemutatott példa
esetében a kemotaxis receptor G-protein kapcsolt receptor, azonban a kemotaktikus
ligandok kotését szamos egyéb receptor tipus is végezheti (pl. receptor tirozin kinazok)
(51). Ezt kovetden a ligand altal kivaltott szignalizacio — kevés kivételtdl eltekintve —, a
masodlagos hirvivék kozvetitésével valosul meg. E folyamat legfontosabb 1épései: 1) a
G-protein aktivalja a Ras G-fehérjét, 2) ez utobbi aktivalja a foszfatidil-inozitol-3-kinazt
(PI3K), aminek révén 3) PIP; (foszfatidil-inozitol-3,4,-difoszfat) és PIP3 (foszfatidil-
inozitol-3,4,5-trifoszfat) keletkezik. Ezek azutan a ,pleckstrin homology” domént

tartalmazo fehérjék szamara biztositanak kotési helyeket. Természetesen a G-proteinek
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aktivacidja egyéb mechanizmusok aktivalodasat is kivalthatja, példaul a foszfolipaz-C
enzimét, amely szintén a foszfatidil-inozitol membranlipidekre hat, mivel a PIP, lipidet

alakitja tovabb diacil-glicerin és inozitol-1,4,5-trifoszfat (IP3) masodlagos hirvivokké.

2. Az ¢clébbi folyamatban, a PI3K aktivacidja nyoman keletkez6 foszfatidil-inozitol
masodlagos hirvivék ¢és a hozzajuk kapcsolodd ,,pleckstrin  homology” domént
tartalmazd fehérjék a sejt magasabb kemoattraktans-koncentracido felé nézd, vezetd
oldalan akkumulalédnak. Emellett egyéb molekuldk elhelyezkedése is assszimetrikussa
valik, ezaltal kialakul a sejt polarizdcidja. A sejt poszterior oldalan akkumulalodik a
PI3K utvonalat gatlo ,,Phosphatase and tensin homolog” (PTEN) fehérje, valamint a
miozin II, amelyek tobbek kozott az 01 alldbak kialakulasat akadalyozzak meg. Emellett

a sejt e teriileteire transzlokalodnak az ERK, MAPK és MEK kinazok is.

3. A sejt mozgasa végeredményben az altal jon létre, hogy a sejt vezetd oldalan a
megnovekedett F-aktin mikrofilamentumok a plazmamembranra kifejtett nyomasa
révén sejtkitiiremkedés jon 1étre. E folyamatban a sejtadhéziot biztositd kontaktusoknak,
a miozin motoroknak, valamint az aktin elagazasok létrejottét regulalo Arp 2/3
molekula komplexnek is jelentds szerepe van. Ez utdbbi miikddését pedig a
SCAR/WAVE fehérje komplex irdnyitja. E folyamatokkal parhuzamosan a sejt

poszterior végén az adhézids kontaktusok szétszerelddnek és a sejt visszahtizodik.

Bar a sejtek szolubilis kémiai gradiens altal iranyitott elmozdulasat eredményezd
biokémiai eseményeket egy konkrét példan keresztiil probaltuk jellemezni,
természetesen a kemotaktikus ligandtol fliggden lehetnek eltérések a folyamat egyes
pontjain. Annal is inkabb, mivel rendkiviil valtozatos szerkezetli €s funkci6ji molekulak
valthatnak ki kemotaxist. Erételjes kemotaktikus aktivitasuk alapjan elkiilonithetiink .n.
professzionalis kemoattraktans molekulakat (pl. C5a, kemokinek, hisztamin), amelyek
biologiai aktivitdsukat a kemotaxis indukcidja révén fejtik ki, de még népesebb azon
anyagok tdbora, amelyeknek a kemotaktikus aktivitds mintegy ,,mellékes” adottsaga.
Szamos molekulacsalad tagjainal (pl. sok, aminosavak, peptid hormonok) sikeriilt ilyen
iranya aktivitdst kimutatni, s6t a kornyezetvédelem teriiletén, elsdésorban a
bioremediaciora iranyuld kisérletek kapcsan bizonyos kornyezetszennyezd anyagokrol
(pl. nehézfémek, poliaromas szénhidrogének (PAH)) is igazoltdk, hogy képesek

prokariota vagy eukariota egysejtiick kemotaktikus valaszat kivaltani (52; 53).
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1.2. Gyogyszerhatoanyagok a vizi kornyezetben

A human- ¢és allatgyogyaszatban alkalmazott gydgyszerhatéanyagok kornyezetben valod
eléfordulasa az 1990-es években keriilt a tudomanyos érdeklodés kdzéppontjaba. Azota
a muszeres analitikai hattér rohamos fejlodésének koszonhetden egyre tobb adat all
rendelkezésre a gyodgyszermolekuldk és szarmazékaik fOldrajzi eléforduldsarol,
valamint a kornyezeti koncentracioikrol. A vizekben detektalhatd szint tipikusan a ng/l-
19/l —es koncentrdciotartomdnyba esik, ami alapjan e vegyiiletek a mikroszennyezok
csoportjaba, azon belil is a ,,feltorekvd szennyezdanyagok™ (emerging contaminants)
kozé sorolhatoak. Mikroszennyezoknek az igen kis koncentracioban (< part per million
vagy ppm) detektalhato anyagokat tekintik, legismertebb ilyen komponensek pl. egyes
nehézfémek, novényvédo szerek, stb. A | feltorekvé szennyezéanyagokra” emellett még
az is jellemz6, hogy mivel detektaldsuk csak nemrég valt lehetdvé, egyeldre kevés a
szabvanyositott ¢s altalanosan elfogadott mddszer a kvantifikalasukra. Ennek oka, hogy
altaldban technikai nehézséget jelent mind analitikai meghatdrozdsuk, mind
eltavolitasuk soran, hogy viszonylag polaros vegyiiletek, amelyek gyakran tartalmaznak
savas, vagy bazikus funkcids csoportot (54).

Mindezek mellett esetleges Okotoxikoldgiai hatdsaik is kevéssé ismertek, kiilonos
tekintettel a kronikus hatdsokra. A gydgyszerhatdanyagok lehetséges kornyezeti
kockazatanak megallapitasa altalaban a Predicted Environmental Concentration (PEC)
(,elore jelezheté kornyezeti koncentracié”) és a Predicted No Effect Concentration
(PNEC) (,,becsiilt hatasmentes koncentracio™) Osszehasonlitasaval torténik (55). Az
elébbi adat még becsiilhetd az adott hatdéanyag gyartasara és felhasznélasara jellemzd
mennyiségekbdl, valamint a befogad6d kornyezet jellemzoibdl; az utdbbi viszont csak
kisérletesen hatarozhato meg. A hozzaférhetd adatbazisokban azonban a forgalomban
levé gyogyszerhatdanyagok csak kb. 1%-nak érhet6 el ez az adata (56). Kisérleti adatok
hianyaban szokas az 1w.n. Quantitative Structure-Activity Relationship (QSAR)
(kvantitativ szerkezet-aktivitas 0Osszefliggés) megkozelitést is alkalmazni. Ennek
lényege, hogy a vegyiiletek fizikai-kémiai tulajdonsagai és a biologiai aktivitdsa kozott
kvantitativ 0sszefiiggést allitanak fel, amely lehetdvé teszi, hogy az adott fizikai-kémiai
paraméterek értékei alapjan hasonld szerkezetli molekuldk biologiai aktivitasat is
megjosoljak. Ugyanakkor ez a kockéazatelemzésben gyakran hasznalt megkdzelités a

gyogyszerhatoanyagok dkotoxikoldgiai kockazatelemzéséhez nem mindig eléggé alapos
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¢és pontos (56). Példaul fajok kozotti sszehasonlitd vizsgalatok eredményei alapjan az
adott molekula felvétele és hatasmoddja fajspecifikus lehet (57). Ebb6l adoddan e
szennyezOanyagok megengedhetd kornyezeti koncentracidira nézve egyelére nem
l1étezik egységes torvényi szabalyozas pl. az Eurdpai Unioban (58). Sét az 1j
hatéanyagok forgalomba hozatalanak engedélyezését megel6zd, kotelezd kornyezeti
kockazatelemzés esetleges negativ eredménye sem feltétleniil vonja maga utin a

forgalomba hozatali engedély megtagadasat (59).

1.2.1. Gyogyszerhatoanyagok bekeriilése és sorsa a kérnyezetben

A  human- ¢és allatgydgyaszatban hasznalt gydgyszerhatdanyagok alapvetden
eloallitasuk, vagy felhasznaldsuk kapcsan keriilhetnek ki a kornyezetbe. A
kornyezetterhelés tilnyomd része egyértelmiien a szervezetbdl tavozd modositatlan
vagy transzformalt hatéanyag-szarmazékok révén alakul ki. Az adott hatdanyag
farmakokinetikai paramétereitdl fliggéen a szervezetbdl eltéré aranyban iriilhetnek a
kiindulasi vegyiilet és annak biologiailag aktiv vagy inaktiv metabolitjai (60). A legtobb
hatéanyag esetében egyébként a kivalasztas tilnyomd részben a vizeleten keresztiil
valosul meg (60). A transzformalt termékek pedig altalaban gliikkuronidalt szarmazékok,
amelyeket a szennyviztisztitd telepek mikrobialis faunaja konnyen hasithat, evvel ismét
felszabaditva a kiindulasi vegytiletet (61).

Mig a huméan gyogyaszatban alkalmazott szerek a kozvetleniil a csatornahal6zatba,
vagyis a szennyvizbe keriilnek, addig az allatorvosi felhasznaldsu hatdanyagok termékei
a tragyazas révén vagy az esd kozvetitésével a felszini vizekbe, ill. a talajba, onnan
pedig a talajvizbe juthatnak (58). A hatéanyagok alkalmazasa soran a fel nem hasznalt
orvossagok szemétbe torténd elhelyezésébdl vagy csatornahalozatba juttatasabol adodo
kornyezetterhelés elhanyagolhatonak tiinik (61). Ugyanigy elenyész6 a gyartas kapcsan
megvalosuld kibocsatds, mivel manapsag, kiilonosen a fejlett ipari orszdgokban, a
termelés soran keletkezd hulladékok artalmatlanitasa és elhelyezése, beleértve az ipari
szennyvizek kezelését, szigoru torvényi szabalyozas és ellendrzés alatt all (56).

A felszini vizek tovabbi szennyezéséhez hozzajarulnak a szennyviztisztitokrol érkezd
effluensek, mivel sok esetben a hatdéanyagok eltavolitasa, lebontdsa csak részben valosul
meg a szennyviztisztitdo telepeken (62; 63). Az eltavolitds hatasfoka elsGsorban a

szennyviz Osszetételétdl, az iddjarasi viszonyoktol és a kezelési eljards tipusatol és a
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jellemz6é miiszaki paraméterektol fiigg (64). Az eliminacionak egyébként mind fizikai-

kémiai, mind biokémiai utjai lehetségesek. Ilyenek a ,,hagyomanyos” (eleveniszapos)

biologiai szennyviz tisztitas esetében:

i) apdrolgds, ami csak az illékony szennyezbanyagoknal jelent0s;

I1) a fotodegraddcio, aminek hatékonysaga a molekula fényérzékenységétol, elnyelési
spektrumatol, a fényintenzitastol, a megvilagitds idejétdl fiigg, ill. esetleges
fotoszenzitizalo agensek jelenlététol;

iii) a szorpcio, ami a molekula iszapfazisba torténé atkeriilését eredményezi és
elsdsorban az anyag szerves/szervetlen fazis kozotti megoszlasi hanyadosatol fiigg;

IV) az aerob vagy anaerob degraddicio, ami tobb milkodési paraméterrel pl. az

iszapkorral és hidraulikus retencios iddvel fiigg dssze (65).

Az ilyen modon a felszini vizekbe keriilt perzisztens hatéoanyagok ellendllhatnak az
ivoviz elballitas soran alkalmazott szlirésnek, kloros, vagy 6zonos fert6tlenitésnek is,
ezaltal bekerililhetnek ez emberi fogyasztasra szant vizekbe. Jollehet itt igen alacsony
koncentracioban vannak jelen, mégis potencidlis koézegészségiigyi problémat
jelenthetnek, hiszen az ivoviz révén hosszantartd expozicié valosulhat meg (66). A
gyogyszerhatoanyagok kornyezetbe torténd bejutdsanak lehetséges utjait és a kiillonb6zo

mor

kompartmentek kozotti vandorlasat egyszertsitve a 2. dbra foglalja 6ssze.

human felhasznalasa mezogazdasagl
gyogyszerek gyogyszerek

kivalaszics
hulladék
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épitdipar tragvazas
] | hulladékkezelés |
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parolgds biodegradccio e
o T .
hidrolizis tragvazas i parolgas
late SZoIpcio
fotodegraddcio 18zap ala) jé
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: s iodegradcdcio
biodegraddacio degraddcic
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T = bidta
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bioakkumulacio? — bioakkumuldcio?
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- lakossag bioldgiai hatds?

2. abra: A gyogyszerek bekeriilési utjai és sorsa a vizi kérnyezetben (58; 66) alapjan
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1.2.2. A vizsgalt hatoanyagok eldforduldsa a kornyezetben

Kornyezetvédelmi szempontbdl azok a gydgyszerhatéanyagok lehetnek relevansak,
amelyeket nagy mennyiségben allitanak el6 (pl. diklofenak), vagy nehezen bomlanak le
a kornyezetben (pl. jodozott kontrasztanyagok), vagy kis koncentracidéban is jelentds a
bioldgiai hatasuk (pl. etinildsztradiol), esetleg ezek koziil tobb feltétel is teljesiil
egyszerre (56).

A vizi kornyezetben megtalalhatdo gyogyszerek mindsége ¢s mennyisége orszagonként
¢s vizenként erdsen valtozo lehet. A szakirodalomban bdségesen rendelkezésre allo
adatok alapjan azonban a leggyakrabban detektalt molekulacsalddok a nemszteroid
alapu gyulladascsokkentdk (NSAID-k), az antibiotikumok ¢és a vérlipidszint szabalyozo
szerek (3. dbra). Valamivel ritkdbban fordulnak eld, de szintén altalanosan jelen vannak
a vizi kornyezetben a szex hormonok, a B-adrenerg antagonistak, anxiolitikumok, ill.
egy¢b hatdanyag csoportok.

ENSAID*
= Antibiotikumok*
B Vérlipidszint csikkentdk

i ® Nemi hormonok
3% 306 3% 1%

394 B Epilepszia ellent szerek

# Béta-adrenerg antagonistak®
B Anxiolittkumok

® Antidepresszansok

B Vémyomacscsokkentik

4%
4% 4
4%

® Tumorellenes szerek

B Savcsikkentdk

4%

® Kontrasztanyagok*®

= Béta2 -szimpatomimetikumok
u Allatorvosi szerek

“ Oralis antidiabetikumok

B Antipszichotikus szerek

3. dbra: Kiilonbozo terapids szerek detektalasanak relativ gyakorisaga a vilagon 1997

és 2009 kozétt (59);": az értekezésben vizsgdlt molekula csalddok

A leggyakrabban detektalt molekuldkat az alabbi felsorolds foglalja Ossze, amelyben
alahuzas emeli Ki az értekezésben targyalt hatéanyagokat:

1) NSAID: diklofenak, ibuprofen, naproxen, ketoprofen, acetilszalicilsav (67)

i) analgetikumok: paracetamol (68)
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i) antibiotikum: makrolidok (pl. eritromicin, claritromicin), szulfonamidok (pl.

szulfametoxazol, szulfaszalazin) (69), bakteriosztatikumok: trimetoprim (68)

linkozamid: linkomicin ;

Iv) P-adrenerg antagonistak: propranolol, metoprolol, timolol, atenolol (56);

V) jod tartalmu kontraszt anyagok: Na-diatrizoat, iopromid, iopamidol (56).

A kornyezeti és klinikai/népegészségiigyi relevancidjuk, valamint elérhetdségiik alapjan

kivalasztott, vizsgalt hatdbanyagok pontos molekularis hatdsmechanizmusat, valamint

vizi kdrnyezetben tapasztalhato koncentracioit az 5. tablazat foglalja dssze.

5. tablazat: Az értekezésben vizsgalt hatoanyagok molekuldris célpontjai és vizi

kérnyezetben detektalt koncentracioi

Hatéanyag Molekularis Elfolyé szennyviz Felszini viz
hatasmechanizmus (70) (ng/l) (ng/l)
acetilszalicilsav 150 &0 200 ©®
diklofenak nem szelektiv 2-30 20-931" (D
fenoprofén cikooxigenaz-2 300 ©9 80-120 ©°
ibuprofén (COX-2) gatlas 0,6 Y 4-110""Y
naproxén 0,2 - 17 675
paracetamol | valosziniileg COX-3 gatlas <LoQ” 12-777 "9
eritromicin prokariota transzlacio 200 (" 45
linkomicin gatlasa az 50S RNS-en 24 (7% 24-60 ©%
szulfametoxazol | bakteridlis folsav szintézis 91-794 (/9 4
trimetoprim gatlas 99-1264 ("9 78,2 ("2
metoprolol szelektiv Bl-adrer-1erg 5 £" D) 30 9
receptor antagonista
proranolol nem szelektiv B-blokkolé 30-44 {2 20 {72
timolol nem szelektiv B-blokkolé 5,5 () n.a.
Na-diatrizoat - 250 ) 2000 &9

*Magyarorszégon mért adat

"LOQ: kvantifikalasi hatar
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A fenti adatok alapjan egyértelmii, hogy a legtobb hatéanyag eltavolitasa a
konvenciondlis biologiai szennyvizkezelés sordn csupan részleges; a teljes elimindciod

eléréséhez egy vagy tobb kiegészitd eljaras sziikséges (66).

1.2.3. Technologidk a vizeket szennyezd gyogyszerek eltivolitisdara

A bioldgiai lebontassal szemben ellenalld, G.n. biorekalcitrans szennyezd gyogyszerek
eliminaciojanak hatékonysdg ndvelésére tobb technolégia is 1étezik. Ezek
eredményességét legfOképpen az adott vegylilet fizikai-kémiai paraméterei hatarozzak
meg (pl. molekulaméret, polaritas, toltés stb.). A jelenleg legintenzivebben kutatott
miveletek:

1) amembranmiveletek: reverz ozmdzis, nanoszilirés és membran bioreaktorok (66);
ii) az aktivszenes adszorpcid (66);

iii) a nagyhatékonysagi oxidacids eljarasok (AOP-k): fotolizis, ozonizalas, fenton-

reakcio, fotokatalizis, elektrokémiai oxidacié és szubkritikus nedves oxidacio (68).

Jollehet valamennyi eljards esetében beszamoltak igéretes eredményekrdl, az ipari
1éptékii alkalmazés szempontjabol kedvezdtlen a membranmiiveletek és az aktivszenes
adszorpcié magas anyag- és energiaige (76). Emellett ezek a mddszerek csak a kevés
szennyezddést tartalmazd vizek tisztitdsara alkalmasak ¢és a hulladékok, pl. a
szennyezOanyagokban feldusult retentat, vagy a hasznalt szén megfeleld elhelyezését is

biztositani kell. E hatuliitok az AOP-k hasznalataval elkeriilhetdek.

Bar az AOP-k csoportjaba szamos miiszaki szempontbol igen eltérd technologia tartozik,
mindegyik modszer alapja a szennyezdanyagok vizes fazisban torténd oxidacioja
valamilyen reaktiv oxidalo agens (leggyakrabban hidroxil gyokok (OH")) kozvetitésével
(68). A kiilonbo6z6 tipusa AOP-k tobbnyire képesek a szennyezé gyogyszerhatdoanyagok
teljes lebontasara és a  technologidk  valtozatossaganak  koszonhetéen a
szennyviztisztitdson tul is sz¢les a felhasznalasi spektrumok (pl. szennyviziszap-kezelés,
talajremediacid) (68). Az egyik ilyen igéretes, szintén széles valtozatos felhasznalasi

lehetéségekkel kecsegteté modszer példaul a vakuum-UV (VUV) fotolizis (77).

Az értekezésben vizsgalt gydgyszerhatdanyagok lebontésa, a Na-diatrizoat kivételével,
szintén hatékonyan megvaldsithatéak a kiilonbozé AOP-k segitségével, a megfeleld
technologia és miikddési paraméterek megvalasztisa mellett (6. tablazat). A Na-

diatrozoat tobb oxidaldszerrel (pl. O3, OH") szembeni rezisztencidjat a molekula
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anionos ¢és triszubsztitualt voltaval magyarazza az irodalom (76). Az elébb emlitett
optimaland6 miiszaki paraméterek (pl. fényerdsség, oxidaloszer koncentracid stb.)
szama az AOP-k esetében viszonylag jelentds, ami miatt a modszerek beallitasa
id6igényes (66). Ugyanakkor, ahogy azt az alabbi adatok is jelzik, a szennyezdanyagok
teljes degradacidja nem sziikségszerlien eredményezi azok teljes mineralizacidjat, ami a

szerves anyagok egyszeriibb, szervetlen vegyiiletekké torténd atalakulasat jelenti.

6. tablazat: Példak az értekezésben targyalt hatoanyagok AOP-k segitségével tortéeno

sikeres eltavolitasara

Molekula Matrix Oxidalo6 agens Eltavolitasi hatasfok (%)
acetilszalicilsav n.a. n.a. n.a.
diklofenak dH,0" UV/H,0, 95 %; 40 % mineralizacio ®
fenoprofén ddH,0 03/UVITIO, 1 h kezelés utan 100 %
ibuprofén felszini viz uv <30%
dH,O 100 %; kinetika a felszini
naproxén . UV/H,0, 80
felszini viz vizben lassabb ©
paracetamol dH,0 UV/H;0; 100; 40 % mineralizacio ©"
eritromicin UV-AITIO; | 100%; 100 % mineralizacio *?
] o 1 h kezelés utan csokkent
linkomicin dH,0 O3 . (@3
toxicitas ©
) 5 perc utan 100 %;
szulfametoxazol dH,0 O3/UV-A/TIO; "
100 % mineralizacio %
) ) ioncserélt viz (©5)
trimetoprim O3 95 %
folyoviz
metoprolol
elfoly6 reverz ozmozis, 100 %:;
proranolol ' o -
: szennyviz O3 mineralizaciorol n. a.
timolol
elfolyo
Na-diatrizodt 03/UV 36 % ©7
szennyviz
Az szennyezd gyogyszerhatoanyagok AOP-kal torténd eltavolitdsat  kisérd
legjelentdsebb  probléma az, hogy kevés kivételtdl eltekintve a legtobb

gyogyszermolekuldnal a nagyszamu lehetséges kémiai reakcid miatt, nem ismert a
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pontos reakcidsor. Ezaltal a keletkez6 termékek szerkezete €s mennyisége is ismeretlen.
Ennek elsOsorban a sziikséges analitikai referenciaanyagok hianya az oka, amelyek
altalaban egyaltalan nem érhetbek el kereskedelmi forgalomban (88). Csupan az AOP-k
segitségével leggyakrabban bontott hatdanyagok (diklofendk, karbamezepin, klofibrin
sav, szulfametoxazol ¢és a 17 [-0sztradiol) estében allnak rendelkezésre adott
modszerekhez tarsitott feltételezett reakcioutak (66). Evvel parhuzamosan a bontas
soran keletkezd degradacios termékek bioldgiai lebonthatosaga, ill. bioldgiai aktivitasa
szintén ismeretlen (89). Raadasul a keletkez6 bomlastermék-elegyek toxicitasanak
elemzése kapcsan tobb hatéanyagnal (pl. diklofendk) is beszamoltak a kiindulasi

vegyiiletéhez képest jelentés mértékben fokozott toxicitasrol (88).

1.2.4. Gyogyszerek okotoxikologiai értékelésére hasznalt biologiai tesztek

A gyogyszerhatoanyagok rendeltetésiiknél fogva biologiailag aktiv szerek, amelyek a
kornyezetbe keriilve a molekularis célpontjukhoz hasonlé biomolekulakat (pl. receptor,
enzim stb.) tartalmazd, egyébként nem célorganizmusokra, fajokra is hathatnak (56). Ez
teszi sziikségessé bioldgiai, élettani hatasaik vizsgalatat a molekularis szervezddési
szinttdl az egyeden at a populacid szintjéig. Emellett a biologiai rendszereken végzett
vizsgalatok (bioassay) szamos olyan tényezOt is figyelembe vesznek, amelyekr6l a
miszeres analitikai mérések nem képesek informacidt szolgaltatni. Ilyenek példdul az
egy anyag eltérd toltésli ionjainak ardnya, vagy a komplex keverék formajaban jelenlevo
szennyez6anyagok kozotti interakciok (90).

A rutinszerlien alkalmazott, illetve fejlesztés alatt allo biologiai tesztek tarhaza
rendkiviil gazdag (7. tablazat). A kiilonbozo6 tipusu vizsgalatok természetesen mas-mas
informaciot szolgéltatnak, ezért a szennyezOanyagok, igy a gyogyszer hatdanyagok
okotoxicitasanak megitélése is csak tobb modszer egyiittes alkalmazasa, illetve minél

tobb faj egyidejii vizsgalata mellett lehetséges.

Az immunoassay kitek az igen specifikus antigén-antitest kdlcsonhatas révén az adott
szennyezOanyag szelektiv izolaldsat és érzékeny mennyiségi meghatarozasat teszik
lehetévé (90). Deng és munkatarsai pl. sikeresen mérték indirekt kompetitiv ELISA
segitségével csap-, felszini- és szennyviz mintdk diklofendk tartalmat a >6 ng/l —es

koncentraciotartomanyban (91).
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A bioszenzorok integralt biologiai felismerd egységbdl és fizkiai-kémiai (pl. optikai,
elektorkémia, stb.) elven miikodd jeltovabbitd részbdl felépiild eszkozok. A bioldgiai
felismer6 komponenstél (pl. DNS, enzim, antitest, receptor) fiiggden specifikusak
lehetnek egy adott molekulara (analitra), vagy molekulacsaladra. Pé¢ldaul a
ciklooxigenaz (COX) enzim alapi bioszenzorokkal az NSAID-k detektalhatoak (92).
Prokariota és eukaridta sejteket, sejtvonalakat hasznalva viszont komplex keverékeket
tartalmazo mintak globalis toxikus hatasa is mérhetd. A bioszenzorok egy viszonylag uj,
igen érzékeny csoportjat jelentik az impedimetrias jeltovabbitast alkalmazo technikak
(93). A sejtadhézio valos idejii kdvetésén alapuld bioszenzorokat sikeresen alkalmaztak
referencia szennyezdanyagokat tartalmazo6 ivoviz mintdk gyors, helyszini tesztelésére.
Mind a borju tiidd eredetli endotél sejtvonalak (BPAEC és BLMVEC), mind a valtozo
testhdmérsékletii szivarvanyos pisztrang kopoltyijabdl 1étrehozott RTgill-W1 sejtvonal
sejtjei 1 oran beliil adhézidcsokkenéssel reagaltak a toxikus expoziciora (94; 95).
Raadasul a valtoz6 testhdmérsékletti (poikilotherm) halbdl szarmazo sejtek 4°C-on akar
78 héten at élet- és valaszképesek maradtak az elektrodok felszinén (94). Ugyanakkor
az emlitett két tanulmanyban a referenciaanyagok olddszerek, peszticidek és egyéb
vegyiiletek voltak; kornyezeti szennyezd gyogyszerhatdéanyagok impedimetria/adhézio

alapu detektalasarol az irodalomban egyelére nincsenek adatok.

A biomarkerek jelzémolekulak, amelyek a kornyezeti szennyezOk hatasara jelennek

meg a szervezetben molekularis vagy sejt szintli valaszként. Mennyiségiik sokszor

mennyiségi meghatarozasara (90). Ugyanakkor a biomarker megkozelités feltételezi a

szennyezOanyag altal beinditott jelatviteli utvonalak ¢és cellularis védelmi

mechanizmusok pontos ismeretét:

1) az expozicios biomarkerek (,,biomarkers of exposure ”) altalaban olyan a toxikus szer
altal indukalt fehérjék, amelyek védik a sejteket a karosodastol. Tobbek kozott
ilyenek a hdsokk fehérjék (HSP), egyes membrantranszport fehérjék, valamint a
méregtelenitésben fontos citokrom-P450 és glutation-S-transzferaz (96). Példaul ez
utobbirél a vandorkagylo (Dreissena polymorpha) hemocitaiban kimutattak, hogy
mar 5-10 nM paracetamol expozicid hatasara szintje jelentdsen novekedett (97).

i) a hatast jellemzé biomarkerek (,,biomarkers of effect ) tobbnyire olyan biomolekulak,

sejtalkotok, amelyek tiikrozik a sejt élettani egyenstlyanak, folyamatainak expozicio
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hataséara bekovetkezd zavarat. Ilyen tobbek kdzott a xenobiotikumok felvételében és
akkumulacidjdban jelentds szerepet jatszd lizoszomak méretének, szédmanak,
membranstabilitdsdnak  megvaltozasa. Példaul ugyancsak a  véandorkagylo
hemocitaiban a paracetamol hatasdra a lizoszoma membranok destabilizacidja is
megfigyelheté volt (97). Emellett ide tartozik még a him halakban az endokrin
rendszert megzavard agensek ,.endocrin disruptor (ED)” hatasara indukal6do
vitellogenin fehérje is (90).
iii) a fogékonysdgot jelz6 biomarkerek (biomarkers of susceptibility) az ¢él61ény azon
velesziiletett vagy szerzett képességét jelzik, hogy képes reagalni az adott toxikus

expozicid okozta stresszre. ElsOsorban genetikai tényezOk és bizonyos receptorok

tartoznak ide.

Az egész éldlényeket felhasznalo u.n. whole-organism bioassayek szolgaltatjak
okologiai szempontbol a legrelevansabb eredményeket, hiszen a megfigyelt toxikus
hatés tiikr6zi a szennyezd komponensek biologiai hozzaférhetdségét, farmakokinetikai
sajatsagait. Ugyanakkor az Okotoxikologailag reprezentativ eredmény érdekében
lehetdség szerint a taplaléklanc valamennyi trofikus szintjérdl be kell fajokat vonni az
értékelésbe, hiszen jelentds kiilonbség lehet az egyes fajok érzékenysége kozott (98).
Foleg a magasabb rendli organizmusoknal azonban e tesztek nehezen
standardizalhatoak és nagy eltérések lehetnek az egyedi érzékenységben is. Emellett a
nagyobb testli allatok fenntartasa hely és koltség igényes.

A teljes ¢él6lényeket felhasznalod biotesztek specialis esetét jelentik a viselkedési assayek,
amelyek informaciotartalmukban atmenetet képeznek a gyors, de alacsony oOkologiai
relevanciaji molekularis tesztek és a lasst, de relevans populacio szintli 6kologiai
vizsgalatok kozott (99). Ezaltal lehetové teszik az akut szubletalis bioldgiai hatasok
gyors érzékelését, rdadasul a viselkedési paraméterek érzékenysége 1-2 nagysagrenddel
jobb a talélési paraméterekhez képest (99; 100). Manapsag mar olyan rendszerek is
elérhetéek kereskedelmi forgalomban, amelyek egyszerre tobb faj viselkedésének
megfigyelését teszik lehetévé (pl. bbe Fish and Daphina Toximeter (bbe Moldaenke,
Kiel-Kronshagen). A megfigyelt paraméterek leggyakrabban a mozgasi viselkedéshez
kothetéek, pl. a mozgas sebessége, mintazata, a populacidé egyedeinek tavolsaga, de
szokas még a metabolikus aktivitashoz, taplalkozashoz (pl. 1€gzési sebesség) kothetd

valaszokat is vizsgalni.
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7. Tablazat: Okotoxikoldgiai ill. vizminSség monitorozdsi célra hasznalt bioassay-k és legelterjedtebb tesztorganizmusok dttekintése
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A viselkedési vizsgalatok egyuttal alkalmasak korai figyelmezteté rendszereknek, azaz
lehetévé teszik a szennyezOanyagok széles skaldja altal kivaltott korai, szubletalis

hatasok azonnali, on-line és akar teljesen automatizalt vizsgalatat.
1.2.5. Kornyezetszennyezo gyogyszerek ékotoxicitas predikciojanak nehézségei

Mivel, ahogy azt mar emlitettiik, a gyogyszerek okotoxikologiai hatdsara vonatkozoan
csupan a molekuldk <1%-nal all rendelkezésre kisérletes adat, igen nagy jelentOsége
van a toxicitds fizikai-kémiai jellemzok alapjan, QSAR-Gsszefliggések segitségével
torténd becslésének. E megkozelitését elméletben lehetové teszi, hogy a megfeleld
fizikai-kémiai paraméterek (pl. megoszlasi hanyados, pKa) értékeinek ismeretében a
kiilonb6z6 vegyiiletek biologiai hatasmodjat és karakterisztikus effektiv koncentracioit
(pl. ECsp) prediktaljak.

Ezen prediktiv elemzések a szerves vegyiileteket négy alapvetd hatdsmodu osztalyba
soroljak: az aspecfikus hatasu 1) apolaros és ii) polaros narkotikumok csoportjaba, iii) a
reaktiv vegyiiletek és végiil iv) a specifikusan hatdo kemikalidk csoportjaba. Az els6
osztaly tagjai bioldgiai hatdsukat tejesen aspecifikus modon fejtik ki, igy toxicitdsuk
szinte kizarolag a szerves és a vizes fazis kozotti megoszlasi hanyadosuktol (logKouw)
figg. Ez egyuttal azt is jelenti, hogy QSAR-elemzés segitségével valamennyi vegytilet
alap toxicitasa (,,baseline toxicity’’) meghatarozhaté a megoszlasi hanyados ismeretében
(101). A polaros narkozist eléidézdé vegyiiletek hatdsa szintén aspecifikus, azonban
toxicitasuk valamivel (kb. 5-10-szer) jelentdsebb, mint az a megoszldsi hdnyadosuk
alapjan becsiilhetd, ami feltehetéen a benniik taldlhaté polaros funkcids csoportok
jelenlétével magyarazhatd (102). A reaktiv vegyiiletek toxicitasa szintén meghaladja a
becsiilt ,,baseline” toxicitast (kb. 10-10*-szer), aminek oka, hogy e komponensek nem
szelektiv modon reakcidkba lépnek a sejtben taldlhatd biomolekuldkkal (pl. egy adott
funkcidcsoporttal). Ugyanakkor molekuléris szinten az ide tartozé anyagok e reakcioi
molekularis szempontbodl igen valtozatosak lehetnek. Végezetiil a specifikusan hato
molekuldk azok, amelyek hatasukat valamilyen receptoron fehérjén keresztiil fejtik ki s
hatasuk szintén kb. 10-10*szerese a ,,baseline” toxicitasnak (55).

E latszolag egyszerli besorolas szamtalan tisztdzasra szoruld kérdést vet fel. Példaul
milyen molekularis szinti mechanizmusok eredményezik a narkotikus hatast?

Altalanosan elfogadott, hogy a folyamat a szennyezéanyagok plazmamembranban vald
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akkumulacidja révén, a membranmiikodés megzavarasan keresztiil zajlik (103).
Azonban még igy is szamtalan lehetséges mod képzelhetd el: pl. megvaltozhat a
membran fluiditdsa, morfoldgiaja, a lipid komponensek egymassal, ill. fehérjékkel valo
interakcioja (104). S6t Franks és Lieb ,baseline” toxicitast mutatd komponensek
esetében is leirt specifikus, receptorokon keresztiill megvalosuldo hatasokat (105).
Emellett a QSAR-sszefiiggések megbizhatosaga fligghet az alkalmazott organizmustol
és végponttol. Rudzok €s munkatéarsai pl. 17 xenobiotikumot, koztiik a diklofenakot
vizsgalva gyenge Kkorrelaciot tapasztalt a molekuldk megoszlasi hanyadosa ¢és
citotoxikus hatasa kozott a Tetrahymenan, mig a HepG2 sejteken egyatalan nem sikertilt
korrelaciot kimutatni (106). Az ugyancsak gyogyszerhatdoanyag propranolol egy 5
modszerbdl allo tesztpanelben 4 assay-ben a megoszldsi hanyadosa alapjan becsiilt
toxicitassal megegyezd erdsségli hatast mutatott, azonban az 5. tesztben a vartnal joval
erdteljesebb, specifikus hatasmodra utald toxicitast fejtett ki (107). Ugyanezen
tesztekben az Osztradiol, az ibuprofén és a szulfametoxazol toxikus hatasa viszont
mindenhol megfelelt a QSAR alapjan prediktalt intenzitasnak. Raadasul a gyogyszerek
bioldgiai aktivitdsukat sok esetben nem kizarolag egy molekuléris célpontra hatva fejtik
ki. Példaul a metoprolol szelektiv Bl-adrenerg receptor antagonista és a propranolol
nem szeletiv  B-blokkold esetében is leirtak adrenoreceptor fiiggetlen
hatasmechanizmusokat is (108; 109). E példakbol is latszik, hogy a gyogyszerek
okotoxicitdsanak redlis megitélése pusztdn a fizikai-kémiai jellemzdokre alapozva
szamos nehézségbe litkdzik. Nem keriilhetok meg tehat teljes egészében az in vitro és in
vivo kisérletek utjan szerzett adatok.

Réadasul a  kornyezeti szennyezd  gyogyszerhatdéanyagok  Okotoxikologiai
kockézatelemzését rendkiviil megneheziti, hogy a gyogyszerek nem egyedileg, hanem
egy komplex keverék tagjaiként vannak jelen a vizi kornyezetben. Ezaltal egymas
hatdsat modosithatjak: szinergista kolcsonhatdsok révén fokozhatjak vagy antagonista
kolesonhatés révén csokkenthetik. A kialakulé interakcidk lehetnek akar fizikai-kémiai
vagy farmakokinetikdjat befolyasoljak, de lehetnek biokémiai jellegliek is, pl.
kompeticio a receptorért, enzimért. A keverékek egyiittes hatasanak becslésére hasznalt

leggyakoribb matematikai modelleket az alabbi fejezet foglalja Gssze.
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1.2.5.1. A keverékek globdlis hatdsdnak becslésére alkalmazott modellek

Mivel a kdrnyezetben eléforduld szennyezdanyag-elegyek 0sszetétele idében ¢€s térben
jelentdsen valtozhat, sok esetben nem lehetséges a keverékek toxikus hatasanak
kozvetlen mérése. Ha azonban ismertek az egyedi komponensek, jo alternativat
jelenthet az anyagok egyedi toxikus hatdsa alapjan extrapolalni. A keverékek varhato
toxicitasanak predikciojara tobb koncepcio is sziiletett, amelyek koziil a vizi

okotoxikologia teriiletén f6leg két modell terjedt el (103; 110).

A koncentrdcio addicios modell az azonos hatdsmechanizmusu szerek keverékeinek
toxikus hatasat irja le. Sziikkebb értelemben az azonos hatdsmechanizmus azonos
molekularis célpontot jelent. Tagabb értelemben viszont jelentheti, hogy két anyag
képes ugyanazt a tipusi valaszt eredményezni, pl. a tesztorganizmus halalat.
Legegyszerlibb esete, ha a komponensek egymas higitott valtozatainak tekinthetdek és
ugyanaz a hatds elérhetd az egyik anyagnak — részben vagy egészben — a masikra

torténd kicserélésével. Matematikai formalizalasa:

n

Ci —1
i—1 ECXL'

im
ahol n az elegy Osszetevdinek szama, ECy;az i-edik komponens 6nalldan x%-os hatast
eredményezd koncentracidja, C; pedig ugyanezen komponens elegybeli koncentraciodja.
Valamennyi Ci/ECyj hanyados az adott komponens keverékbeli relativ toxicitasat fejezi
ki, ezért toxikus egységnek (TE) is nevezik. Kdovetkezésképp az elegy komponensei
egymassal mindaddig szabadon felcserélhetdek az elegy hatasdnak megvaltozasa nélkiil,
amig a TE-k szama alland6 marad (110).

Farmakoldgiai megalapozottsaganak koszonhetden, a koncentracié addicids koncepcio a
legaltalanosabban elfogadott modell elegyek toxicitdsanak perdikcidjara. Példaul az
apolaris narkdzis tipusu, teljesen nemspecifikus hatasmoddal rendelkezé kemikalidk
keverékeinek toxicitasat jol prediktalta (55). A vizi szennyez6 gyogyszerek koziil pl. a
diklofenak és az ibuprofén ilyen apolaris narkotikus hatasmoddal hatott mind a Daphnia
immobilizacids tesztben, mind a Desmodesmus és Lemna alga novekedési tesztekben.
Tovabba a két hatdanyag keverékei altal kivaltott toxicitast valamennyi assay tipusban
megfeleld pontossaggal prediktalta a koncentracio addicios modell (103). Altenburger

¢s munkatéarsai 50, szintén narkoézis tipusti hatdasmoddal rendelkezd szerves vegyiilet
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keverékeinek toxicitdsat modellezték QSAR segitségével és azt talaltdk, hogy a
koncentraci6 addicids modell (kb. 10%-os hiba mellett) megfeleld els6 kozelitést adott a

keverékek toxicitasanak predikcidjara (111).

A keverék komponenseinek fliggetlen hatdsan alapuld vdlasz addicios koncepcid
lényegesen kevésbé elterjedt a vizi dkotoxikologiaban (112). E modellben az egyes
anyagok hatdsa abban az értelemben fliggetlen egymastol, hogy a szerek mas
molekuléaris célpontokon, vagy madas <¢lettani rendszereken keresztiil hatnak az

¢lélényben. Matematikai formalizalasa:

n

E(emi) = B(e + -+ ey) = 1= | [[1= B

i=1

ahol E(cmix) az n komponensii elegy hatasat fejezi ki 0 és 1 kozott, Cyix a keverék teljes
koncentracioja, c¢; az i-edik komponens aktualis koncentracidja, E(c;) pedig az ehhez
tartozo egyénileg 1étrehozott hatas erdssége.

Habér a fenti két koncepcid a szennyezd anyagok széles korére viszonylag gyors és
pontos elsd kozelitést tud adni, bonyolultabb, sok komponenst tartalmazé keverékek
esetében a precizebb eredmény érdekében sziikség lehet a modellek finomitasara vagy
alternativ megkozelitésekre. Tobb esetben a koncentracié additiv modellhez képesti

eltérés viszonylag egyértelmii koncentracio fliggését irtak le. Példaul a Tetrahymena

crer

crer

vartnal er6sebb toxicitast tapasztaltak (113). Hasonlo eredményekrdl szamoltak be az
NSAID diklofenak, az antibiotikum triklozan és a nikkel keverékeinek citotoxikus
hatdsaival kapcsolatban, amit a huméan hepatoma HepG2 sejtvonalon vizsgaltak. Mig a
diklofenak ¢és a triklozdn kétkomponensii keverékeiben érvényesiilt a koncentraciod
addicio, addig a nikkel jelenlétében alacsony koncentracidkban antagonista, magas
koncentraciokban szinergista kolcsonhatas alakult ki (114). Ugyanakkor talalunk olyan
példakat is az irodalomban, ahol a megfigyelt kolcsonhatds tipusok komplex
koncentracio fliggd mintdzatot mutattak, amelyet nem lehetett egyszerti és altalanos
érvényli, extrapolaciora alkalmas kvantitativ 6sszefliggéssel jellemezni. Ilyen eredményt
irtak le pl. 13 kornyezeti szempontbdl relevans gyodgyszerhatéanyag (pl. ibuprofén,

szulfametoxazol, linkomicin stb.) citotoxikus hatasat vizsgalva E. colin, human
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embriondlis (HEK293) sejtvonalon, valamint 0sztrogénfiiggd tumor (OVCAR3)
sejtvonalon. A kapott eredmények azt mutattak, hogy bizonyos esetekben az egyes
gyogyszerek egymas hatasat szinergista modon erdsitették, tehat az egyik gyogyszer a
masikra nézve kemoszenzitizalta a modell sejteket. E hatasok azonban igen komplex

koncentraciofiiggést mutattak.

1.3. A vizsgalt modell-sejtek fobb jellemz6i

Az aldbbiakban roviden ismertetjiik az altalunk vizsgalt, a filogenezis kiilonb6z6

szintjeirdl szdrmaz6 modellek 6kotoxikoldgia szempontjabol legfontosabb jellemzoit.

1.3.1. Tetrahymena pyriformis eukariota csillos egysejtii

A T. pyriformis nem patogén édesvizi csillos egysejtii faj, aminek jelenléte az adott vizi
kornyezet egészséges Okologiai statuszara utal (115). Fontos modellorganizmus
egyrészt a molekularis sejtbiologia, masrészt az Okotoxikologia teriiletén. Ennek oka
hogy, szamos sejtfiziologiai mechanizmus (pl. jelatviteli Gtvonalak (116)) és struktura
(pl. receptorok (117)) szempontjabol jelentés homologiat mutat a magasabb rendi
szervezetek sejtjeivel. Ugyanakkor okotoxikologiai relevancidjahoz hozzajarul, hogy az
eleveniszapos szennyviztisztitds mikrobidlis faundjanak tagja, valamint a
képviseldje (115). Jollehet a T. pyriformis-on tobbszaz szerves vegytilet (pl. alifas (118)
¢s aromas molekulak (119), nitrobenzol szarmazékok (120), peszticidek (106)) toxikus
hatasarol allnak rendelkezésre kisérleti adatok QSAR-elemzés céljabol, a kornyezeti
szempontbol relevans gyogyszerhatdéanyagok koziil alig néhanyrdl van e fajon mért
eredmény. Az egyik ilyen a diklofendk, amelynek ECsq értékét 1,04- 10 M-nak talaltak
sejtszamlalds alapjan és 7,5-10>M -nak MTT assayjel (106).

1.3.2. Humdn sejtvonalak

A kiilonb6z0 sejtvonalak az €16 allatokra kifejtett biologiai hatdsok predikcioja céljabol
torténd toxikologiai €s Okotoxikoldgiai felhaszndldsa az utobbi években jelentdsen
megndtt. Ennek oka, praktikus eldnyeik mellett, az a tarsadalmi igény, hogy az ¢l
allatok ilyen célokra torténd felhasznalasat csokkentsék. A laborallatok etikus
felhasznalasara vonatkozé ,,3R-elv” értelmében ugyanis a kisérletbe bevont allatok

szamanak csokkentésére (,,Reduction”), a tesztek finomitasara finomitasara, azaz minél
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kevesebb szenvedés okozasara (,,Refinement”) és az éldallatok helyettesitésére
(,,Replacement”) kell torekedni (121). A REACH (Registration, Evaluation,
Authorisation and Restriction of Chemicals), a kemikalidk értékelésére és
engedélyeztetésére vonatkozd eurdpai szabalyozas 2007-es bevezetésével Kiilonosen
megndtt az utdbbi pont értelmében megvaldsithatd gazdasagos és etikus in vitro
toxicitdsi vizsgalatok iranti igény.. Ugyanakkor a vizmindség-monitorozas teriiletén
Richardson ¢és munkatarsai mar 1977-ben emlés sejtvonalakat alkalmaztak
olajfinomitok szennyvizeinek vizsgalatara. (122). Azon megfontolas alapjan, hogy a
xenobiotikumok ¢él61ényekre kifejtett toxikus hatdsai els6ként a sejt szintjén jonnek létre,
¢s kés6bb nyilvanulnak meg a szerv és a szervezet szintjén, a sejtvonalakon mért

toxikus hatasokbol extrapolalni lehet a szervezet szintii hatasokra (123).

Az aldbbiakban rdviden ismertetjiik az A4ltalunk modellként hasznalt emberi

sejtvonalakat.

1. A spontan transzformalddott, normal fenotipusua HaCaT keratinocita sejtvonal, a bér
irritacio  és borrak bevett toxikologiai modellje (124). Emellett széles korben
alkalmazott sejttipus a migracids, pl. sebgydgyulasi assayben. Tovabba a durotaxis
szempontjabol  kiemelt jelent0ségli, mivel a  mechanoreceptorok és a

mechanotranszdukcioban résztvevé komponensek szempontjabol jol karakterizalt (125).

crey

alatt allo kandidans molekuldk és a kornyezeti szennyezd anyagok (pl. PAH, nehéz
fémek) citotoxikus és genotoxikus hatasanak tesztelésére széles korben alkalmazott
modell (126). Jollehet a HepG2-tumor eredetili sejt, méregtelenité enzim expresszidja a
majéhoz hasonlo, a biotranszformacio 1. és 2. fazisaban szerepet jatszo enzimekkel (pl.
CYPI1AL és glutation-S-transzferaz) is rendelkezik (126; 127).

3. Az MCF7 eqy invaziv emld karcinomas beteg pleuralis folyadékabol inditott epitél
morfolégiat mutatd sejt, egyben a legrégebbi emltumor eredetii sejtvonal (128). Eppen
ezért az eml6tumorokrol in vitro nyert tudomanyos eredmények nagy része e
sejtvonalon sziiletett. Mivel az MCF7 sejtek mind progeszteron, mind Osztrogén
receptort expresszalnak, tovabba Osztrogén fiiggd a proliferaciojuk, alkalmazasuk az
Okotoxikologiaban elterjed6ében van, elsdsorban az endokrin perturbator hatas vizsgalata
soran (129; 130).
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2. Ceélkituzések

A migracio alapvetd sejtélettani folyamatként kulcsfontossagu szerepet tolt be, mind az
egysejtl, mind a soksejtli organizmusok ¢életmiikddésében. A sejtek kiilonbozo
stimulusokra (pl. kémiai anyagokra vagy mechanikai ingerekre) adott migracios
valaszanak vizsgalata a viselkedési assay-k egy specidlis forméjanak tekinthetd. A
sejtek mozgasat befolyasolni képes kémiai komponensek rendkiviili valtozatossaga — a
szerkezet vagy a fizikai-kémiai tulajdonsidgok terén egyarant — felvetette annak
lehetdségét, hogy a kornyezetben viszonylag alacsony koncentracidban eléforduld
szennyezbanyagok (pl. nehézfémek, szerves molekuldk) is modulalni tudjak a sejtek
mozgasat. A kiilonbozé szennyezdkkel, féleg baktériumokon és egysejtiieken végzett,
elsésorban a bioremediacio lehetéségét vizsgald ilyen iranya kisérletek (52; 53)
igazoltak, hogy a migracio egy-két nagysagrenddel érzékenyebb végpont lehet, mint
példaul a sejtek letalitdsa. E kiemelkedd érzékenység kiilondsen eldnyds, mivel az
emlitett Szennyez6 anyagok a kornyezetben igen alacsony (pl nanomolos)

koncentracioban lehetnek jelen.

Fentieket figyelembe véve munkam célja a kornyezeti szennyezd anyagok egy
viszonylag 1j csoportjanak, a gyogyszerhatdbanyagoknak a filogenezis kiilonb6zo
szintjein talalhaté modellsejtek migraciojara kifejtett hatasainak a vizsgalata volt. A
csillos egysejti modell és a humdn sejtvonalak érzékenységének Osszevetésén
talmenden tovabbi célom volt az 6kotoxikoldgia teriiletén jnak szdmitd impedimetrias
modszerek ilyen iranya alkalmazhatosaganak vizsgalata is. Emellett a Cambridge-i
Egyetem Cavendish Laboratoriumdaban tett tanulmanyutam soran végzett durotaxis
kisérleteink sordn elsoként vizsgaltuk, hogy kornyezetet szennyezd anyagok
befolyasoljak-e a sejtek mechanotaxisanak egy specialis formajat, a kdrnyezet rigiditasa
altal iranyitott durotaxist.

Munkam els6é szakaszaban kisérleteimet a Tetrahymena pyriformis GL édesvizi
eukaridta csillos egysejtiin végeztem. Els6 1épésben a kozmetikai- és élelmiszeriparban

illatanyagként alkalmazott egyszerli szerves kis molekuldk sejtbiologiai hatésait

tanulmanyoztam. Vizsgalataim az alabbi kérdések megvalaszolasara iranyultak:

o Kiilonboznek-e a nagy szerkezeti hasonlosagot mutato (konstitiicios izomer)

kis molekulak daltal kivaltott kemotaktikus valaszok?
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e Van-e hasonlosdag egy adott anyag és a szintézise soran alkalmazott reagensek
— mint az anyagokban esetlegesen felfedezheté maradék molekulik —,

kemotaktikus profilja kozot?

e Részt vesz-e a kemotaktikus szignalizdacio két csomoponti komponense, a
foszfolipaz-C és a foszfatidil-inzitol-3-kindz (PLC és PI3K) az anyagok dltal

kivaltott kemoattraktans valaszok medidlasaban?

Ezt kovetéen 14, a vizi kornyezetben igen gyakran eléforduld gyogyszerhatoanyag
proliferaciora ¢és migraciora gyakorolt hatasat tanulmanyoztam. A  vizsgalt
hatéanyagcsaladok (nemszteroid gyulladascsokkentOk, antibiotikumok, [-adrenerg
antagonistak és jodozott kontrasztanyagok) relevanciajahoz az is hozzajarul, hogy e
csoportok a human- és az allatgyogyaszatban a leggyakoribb és legnagyobb tomegben
felhasznalt szerek kozé tartoznak. Munkdm e szakaszaban célom az aldbbi kérdések

megvalaszolasa volt:

e Gatoljak-e a vigsgalt hatoanyagok a T. pyriformis proliferacidjat és
kemotaxisdt a kornyezeti szempontbol relevans koncentrdcio tartomdanyokban

(<10°M )?

e Prediktilhato-e a gyogyszerhatoanyag keverékek proliferdaciot gatlo hatisa a

mas tesztorganizmusokon validalt koncentrdcio addiciés modellel?

A csillos egysejtiivel végzett kisérleteim lezarasaként a fenti kisérletek soran
kidolgozott, proliferacié gatldas és kemotaxismérésekbdl 4llo, Gjonnan bevezetett
tesztrendszert egy gyakorlati probléma megoldasa soran alkalmaztam. Ekkor a
diklofendak nagy hatékonysagi oxidacidos bontdsa soran keletkezd bomlastermék-

keverékek biologiai aktivitasat vizsgaltam. Feltett kérdéseim az alabbiak voltak:

o A diklofeniak vakuum-UV (VUV) fotolizise sordn a besugdrzdsi ido

elorehaladtaval hogyan valtozik a keletkezd termékelegy biologiai aktivitasa?

e Van-e kiilonbség az oxigéntelitett és az oxigén kizarasaval végzett bontdasbol

nyert mintdk bioldgiai aktivitisa kozott?

Munkdm zar6 szakaszaban vizsgalataimat 3 human sejtvonalon végeztem (HaCaT
spontan transzformalddott keratinocita, HepG2 hepatocelluléris karcinoma és MCF7

emlokarcindma sejtvonalak), amelyek a toxikologidban madas-mas szervek/funkciok
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specifikus €s validalt modelljének szamitanak. A fent emlitett kornyezeti szennyezd
hatéanyagok sejtviabilitdsra gyakorolt hatdsat kutaté kisérleteim célja az aldbbi

kérdések megvalaszolasa volt:

e Hogyan hat a 14 gyogyszermolekula a sejtek viabilitisara? Fiigg-e a
citotoxicitdsi assay érzékenysége az alkalmazott sejtvonaltol és expozicios
idotol?

o A mitokondridlis dehidrogendz aktivitason alapulo (MTT) assay-ben

leghatdsosabbnak taldlt anyagok impedimetriai mdodszerrel mért toxicitdsa

hogyan korrelal az MTT mddszerrel kapott eredményekkel?

Ezutan a citotoxicitasi assayben leghatdsosabbnak talalt két molekulacsalad, a
nemszteroid alapt gyulladascsokkenték és a [B-blokkolok szelektalt tagjainak
sejtmigraciora kifejtett hatdsat vizsgaltam. Ennek soran két az okotoxikologidban 1j,
innovativ technika (az impedimetria alapu sebgydgyulasi/migracios assay ill. durotaxis
assay) alkalmazhatdsaganak kérdésével is foglalkoztam. Kisérleteim az alabbi kérdések

megvalaszolasara iranyultak:

o Alkalmas-e az dltalam haszndlt 3 sejtvonal az impedimetria alapi migrdcios

assay-kben folytatott vizsgalatokra?

e Befolyasolja-e az MTT modszerrel leghatisosabbnak  talalt 3
gyogyszermolekula a sejtek migrdciojat a kornyezeti szempontbol relevins

koncentrdacioban alkalmazva?

o Megfigyelheto-e az altalam alkalmazott sejtvonalak durotaxisa az erre a célra

specidlisan kialakitott, rigiditas lépcsoket tartalmazo hidrogél felszineken?

o Képesek-e a kivdlasztort gyulladascsokkentd és f-adrenerg antagonista
molekulak a HaCaT és a durotaxis vizsgalatokban referencidanak tekintett 3T3

(egér fibroblaszt) sejtek durotaxisdt befolydsolni/gdtolni?

Az értekezésemben targyalt legfObb vizsgalatokat a 4. abra foglalja Ossze.
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4. dbra: A kutatomunkam alapjaul szolgalo modell-organizmusok és vizsgadlati

modszerek attekintése
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Felhasznalt anyagok

3.1.1. lllatanyagok

A Tetrahymena kemotaxisa szempontjabol vizsgalt, az ¢lelmiszer- és kozmetikai ipar
altal iz-, ill. illatanyagként hasznalt révid szénlancu észterek eldallitdsara az MTA-
ELTE Peptidkémiai Kutatocsoportjaban keriilt sor. A 7 vizsgalt észter (izobutil-
propionat (IBP), propil-izobutirat (PIB), metil-butirat (MB), metil-izobutirat (MIB),
pentil-butirat (PB), izoamil-acetat (IAA) és benzil-acetat(BA)) szintézisét a klasszikus
Fischer-féle észteresitési reakcioval végeztiik (131). A reakcid hatasfokanak javitasa
kiilonb6zé modszerekkel tortént: 1) a keletkezo viz heteroazeotrop desztillacioval vald
eltavolitasaval, amelynek soran az azeotrop elegy masik tagja benzol (IPB, PIB), vagy
tolulol (PB) volt; ii) az alkohol nagy feleslegben torténd alkalmazasaval (IAA, MB és
MIB); iii) acetil-klorid és piridin szerves olddszert, ill. bazist hasznalva a naszcens
hidrogénklorid semlegesitésére (BA). Az észterek szaritdsa és tisztitdsa vizmentes
MgSOgs-on, ill. desztillacioval tortént. A keletkezd termékeket gazkromatografiaval,
valamint a forraspontjuk (T) alapjan azonositottuk. Az egyes észterek szintézisekor
felhasznalt reagenseket, valamint az észterek forraspontjat és megoszlasi hanyadosat a
8. tablazat foglalja Gssze. Mivel az észterek szintézise soran alkalmazott reagensek
nyomnyi mennyiségben valo jelenléte, a tisztitds ellenére sem zarhato ki, igy a
kemotaxis szempontjabol kordbban nem vizsgalt oldoszerek (8. tablazatban *-gal

jeloltek) ilyen irdnyu aktivitasat is meghataroztuk.

A fent emlitett szerves molekulak mellett, tovabbi 4 aromas aldehid a furfuril-
merkaptan, furfuril-tioacetat, furfuril-pirrol és metil-furfuril diszulfid (Sigma-Adrich,
St. Louis MO, USA) kemotaktikus aktivitasat vizsgaltuk. Jellemzd fizikai-kémiai
paramétereiket a 8. tablazat tilinteti fel.

Az anyagok (aldehidek, észterek) higitasara egységesen abszolut etanolban (Molar
Chemicals, Budapest) keriilt sor, majd az igy kapott 10° M koncentracidja
torzsoldatokat tapfolyadékban higitottuk tovabb a 10*2-10° M-o0s koncentracié

tartomanyban.
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8. tablazat: A vizsgalt észterek kiinduldsi anyagai és fizikai-kémiai jellemzoi, valamint a

4 aromas aldehid azonos fizikai-kémiai paraméterei

M

Anyag Szerkezet (g/mol) logP;" | T (°C) Reagens
metil-butirat S g vajsav’
MB 0 102 1,2 91 metanol
(MB) CsH100; etano
metil- _JJ\(CHE izova'sav*
izobutirat i 102 1,3 102-103 J |
(M |B) CH;  CHg metano
CsH100,
izobutil- we L N propionsav
propionat H, , 1zobutano
ions T 130 2,2 136 | izobutanol
p(rlsri? C7H1402”“ :)zeonvzz:jlsav*
izobutirat S 130 2,1 134 | propanol
(PIB) C/H10, benzol
H,C H,
izoamil-acetat TVQTC ecetsav
(IAA) v 130 2 132 1izoamilalkohol
C7H1407 .
e o, vajsav ]
pe”tE'PE‘)mmt Y 159 27 | 186 | amil-alkohol
CgH180, toluol
< 2 benzil-
benzil-acetat }:O 150 5 206 alkohol”
(BA) Hy acetil-klorid
CoH100, piridin
til-furfuril HSC\E
metil-furfuril-
diszulfid Dé 160 15 | na -
CeHsOS:
furfuril- @\\ 114 13 na
, SH ) . -
merkaptan CsHeOS
furfuril-pirrol | 147 1,4 n.a. -
0
CyHgNO
furfuril‘ g\fo 156 1 3 n.a -
tioacetat Hy ’ h
C;Hs0,S

*logPs: szimulacidval szamolt oktanol/viz megoszlasi hanyados; www.pubchem.gov
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3.1.2. Gydgyszerhatdanyagok

A munkam sordn vizsgalt 14 kdrnyezeti szennyezd gydgyszerhatdéanyagot a Sigma-
Aldrich-t6] (St. Louis MO, USA) szereztiik be analitikai tisztasagi formaban. Ezek
kozil a 8 szobahémérsékleten vizoldékony anyag (diklofenak-Na, ibuprofén-Na,
naproxén-Na, linkomicin-hidroklorid, metoprolol-tartarat, propranolol-hidroklorid,
timolol-maleat és Na-diatrizoat) oldasat és higitasat mindig az adott sejtnek megfeleld
tapfolyadékban végeztiik. A tobbi 6 anyag (acetilszalicilsav, fenoprofén-Ca,
paracetamol,  eritromicin,  szulfametoxazol, trimetoprim) oldasa  el6szor
dimetilszulfoxidban (DMSO) (Reanal, Budapest) tortént, majd a torzsoldatokat
(103-10% M) a megfelels tapfolyadékban higitottuk tovabb. Ezeknél a szereknél minden
vizsgélattipusban a megfeleld6 DMSO tartalma tapfolyadékot hasznaltuk negativ
kontroll gyanant. A hatdéanyagokra jellemzd, a kdrnyezeti és az in vivo megoszlasuk
szempontjabol legfobb fizikai-kémiai paramétereket a 9. tablazat foglalja 6ssze.

A durotaxis vizsgalatok soran referenciaként vizsgalt, citoszkeletonra hat6 blebbistatin,
kalikulin-A, citokalazin-B, citokalazin-D, kolhicin, nokodazol és falloidin beszerzése a
Sigma-Adrichtol (St. Louis MO, USA) tortént. Mivel e szerek egyike sem oldodik
vizben, a kolhicin kivételével mindegyikb6l DMSO-ban (Sigma-Adrich, St. Louis MO,
USA) készitettiink 10 - 3-10™ M-os torzsoldatot, majd azt a megfeleld tapfolyadékban
higitottuk tovabb. A kolhicinnel hasonldan jartunk el, avval a kiilonbséggel, hogy a
torzsoldatot (2-10'3 M) abszolut etanolban (Sigma-Adrich, St. Louis MO,) készitettiik.
Vizsgalataink soran, amennyiben valamelyik olddszer aranya meghaladta az 1 v/v %-ot,

ugy azonos szolvens aranyu tapfolyadékot hasznaltunk negativ kontroll gyanant.

3.1.3. Gyogyszerhatoanyag kombindciok

A Tetrahymena proliferacio gatlasi vizsgéalatban az egyéni komponensek toxicitasa
mellett a 4 leghatdsosabbnak talalt, vizoldhatdé szer kétkomponensii keverékeit is
vizsgaltuk. Az ezekbdl képezhetd 6 lehetséges elegy mindegyikét eldallitottuk, majd 24
faktorialis kisérleti elrendezés alapjan vizsgaltuk. A 2 vizsgalt faktor a kétkomponensii
elegy Osszetevinek felelt meg. A 4 kiilonbozd faktor szint pedig a komponensek egyedi
koncentraciojabol adodott, amelyeket az 1.2.6.1. pontban ismertetett Toxikus Egység
(TE) koncepci6 alapjan hatdroztuk meg az egyedi koncentracio-hatds gorbék

ismeretében. Az egyéni koncentraciok igy 0,25, 0,5, 0,75 és 1 TE-nek feleltek meg.
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9. tablazat: A vizsgalt szennyezé hatoanyagok szerkezete és fizikai-kémiai paraméterei
. * M pKa | LogP | Oldhatésag
Hatoéanyag Szerkezet (@/mol) |~ ¥ (mg/ml),
acetilszalicilsav ;:To\fo 180 3,5 1,2 1,0
~ CHa
diklofenék-Na @6 318 |42 4,4 50
fenoprofén-Ca G e 522 | 45 | 33 0,08
— (o]
Hac?orwa
ibuprofén-Na \:E 228 4,9 3,5 100
_-CHs
CHs
CHs
naproxén-Na O‘ DONa 252 4.2 3,3 > 1000
paracetamol nye 151 | 94 | 05 12,8
eritromicin 734 | 89 | 27 10
linkomicin o Bl 443 | 76 | 02 | >1000
hidroklorid o &
T 16
?—NH f
szulfametoxazol - s N)’;MHS 253 57 0,9 0,6
trimetoprim e 200 | 7.1 | 09 0,4
metoprolol- PP A O
tartarat H,co«/Ql b 159 684 96 19 >0
CH;
propranolol- 07y N oty
hidroklorid oYy e 296 1 95 | 3 S0
OONWOVOQWSR
timolol-maleat e 432 | 92 | 18 > 1000
. HO)l::HHLOH
Na-diatrizodt i'K} 5 636 | 10 | 18 | >1000
a-aldrich.com

* , .
forras: www.sigm

*
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3.1.4. Diklofendk vakuum-UV (VUV) fotolizisébdl szarmazo mintik

A diklofenak nagy hatékonysagu oxidacios bontasat és kémiai analizisét a Szegedi
Tudomany Egyetem Miiszaki és Anyagtudomanyi Intézetében, valamint a Szervetlen és
Analitikai Kémiai Tanszék Kornyezetkémiai Kutatocsoportjanal végezték. A 10 M
kiindulasi koncentracioju, PBS-ben (pH = 7,4; 1,1 mM NaH,PO, (Spektrum 3D,
Debrecen)) oldott diklofenak bontasara az 5. abran bemutatott vakuum-UV reaktorban
keriilt sor Oy-telitett, vagy O,-mentes kornyezetben.

A fotolizis kozben megadott idépontokban levett mintdk pH-jat, teljes szerves
feltételezett szerkezetét és mennyiségét szintén a Szegedi Tudomany Egyetem fent

emlitett két intézetében hataroztdk meg.
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5. dbra: A diklofendk fotoliziséhez hasznalt viakuum-UV reaktor sémdja (132). Részek:

—

1. aramforras, 2. tomitogyuiri, 3. xenon gerjesztéses UV lampa, 4. reaktor; 5. pumpa,

6. tartaly; 7. magneses keverd,; 8. aramlasmeéro; 9. O,, vagy N tartaly, 10. termosztat

A kiilénboz6 idépontokban (0, 10, 20, 40, 90, 150, 300, 600, 900, 1200, 1500, 1800,
2400, 3000 és 3600 s) levett és felhasznalasig -4 °C-on tarolt mintdkat a proliferaciod

gatlas méréséhez 1, 5, 25 v/v% aranyban higitottuk a T. pyriformis tenyésztéséhez
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hasznalt tapfolyadékban. A kemotaxisméréshez a mintdkat 10-szeres higitasi 1épéseket

alkalmazva a 0,00001 és 1 v/v% koz6tti tartomanyban vizsgaltuk.
3.2. Modell sejtek és fenntartasuk

3.2.1. Tetrahymena pyriformis eukariota csillos egysejtii

Kisérleteinkhez exponencialis novekedési fazisban levd, 24 oras Tetrahymena
pyriformis GL csillos tenyészeteket alkalmaztunk, amelyeket 0,1 % ¢élesztokivonatot
(Oxoid, Basingstoke, UK) és 1% Bacto tryptone-t (Difco, Detroit, MI, USA) tartalmaz6
tapoldatban (pH = 7,4) tenyésztettiink 28°C-on, 1égkori O, és CO, tartalom mellett.

3.2.2. HaCaT humadan keratinocita sejtvonal

A HaCaT keratinocitak tenyésztése 10% hdinaktivalt borjusavoval (Lonza, Bazel,
Svijc) kiegészitett 4,5 g/l glikoz tartalmi DMEM tapfolyadékban tortént, amihez a
kovetkezd kiegészitdket adtuk: 1% nem esszencidlis aminosav oldat, 1 nM piruvat,
2mM L-glutamin, 100 IU/ml penicillin és 100 pg/ml sztreptomicin. A tapfolyadék
valamennyi 0Osszetevojét a Sigma-Aldrichtol vasaroltuk (St. Louis, MO, USA). A
sejttenyészeteket 37°C-on, 5% CO, tartalom mellett tartottuk fent. A médiumot 2-3
naponta cseréltiik, ill. a 80-90 %-os konfluencia elérésekor a sejteket tripszin-EDTA
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) oldattal passzaltuk és kb. 1:10 aranyban uj
tenyészt6flaskaban (Orange Scientific, Braine-I'Alleud, Belgium) vittiik tovabb.

3.2.3. HepG2 humadan hepatocellularis karcinoma sejtvonal

A HepG2 sejtvonalat (ATCC HB-8065) 10 % hdéinaktivalt borjisavoval, 2 mM L-
glutaminnal, 100 1U/ml penicillinnel, valamint 100 pg/ml sztreptomicinnel kiegészitett
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA) médiumban tenyésztettiik 37 °C-on,
5%-0s CO, tartalom mellett. A sejtek passzalasat a 3.2.2 pontban leirtak szerint

végeztik.

3.2.4. MCF7 humdn emldékarcinoma sejtvonal

Az MCF7 (ATCC: HTB-22) sejtvonalat 10% hdinaktivalt borjusavoval, 1% nem
esszencialis aminosav oldattal, 2 mM L-glutaminnal, 100 IU/ml penicillinnel és 100

ug/ml sztreptomicinnel kiegészitett DMEM tapfolyadékban (Sigma-Aldrich, St. Louis,
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MO, USA) tartottuk fent 37°C-on, 5% CO; tartalom mellett. A sejtek passzalasata 3.2.2

pontban leirtak szerint végeztiik.

3.2.5. 3T3 egér fibroblaszt sejtvonal

A durotaxis vizsgalatok soran referenciaként alkalmazott egér embrionalis fibroblaszt
sejtvonalat (ATCC: CCL-92) 10% hdinaktivalt borjusavoval, 2 mM L-glutaminnal, 100
[U/ml penicillinnel és 100 mg/ml sztreptomicinnel kiegészitett DMEM tapfolyadékban
tenyésztettik 37°C-on, 5% CO, tartalom mellett. A tapfolyadék valamennyi
komponensét a Life Technologies-tol vasaroltuk (Carlsbad, CA, USA). A sejtek

passzalasat a 3.2.2 pontban leirtakhoz hasonldan végeztiik.
3.3. Csillos egysejtii modellen végzett vizsgalatok

3.3.1. Tetrahymena pyriformis proliferdcio gatlas vizsgalat

A kornyezeti szennyezd gyogyszerhatoanyagok, ill. az AOP mintak toxikus hatdsanak
elemzéséhez 96 kamraju tenyésztdlemezekbe (Sarstedt, Niimbrecht, Németorszag) 100
ul/kamra 10* sejt/ml denzitasu sejtszuszpenziot helyeztiink. Ezutan a sejteket 28°C-on
5 parhuzamos mérést végezve. Negativ kontrollként minden esetben vagy tiszta
tapfolyadékot alkalmaztunk, vagy a mintdk higitdsdra hasznalt oldoszert adekvéat
térfogat ardnyban tartalmazo tapfolyadékot. Az expozicios id0 elteltével a sejteket 4%
formaldehidet (Reanal, Budapest) tartalmazo PBS-sel (0,05 M foszfat-puffer, pH 7,2,
0,9 M NaCl) fixaltuk 3:1 térfogat aranyban, majd 15 perc elteltével az assay
végpontjaként CASY TT (Innovatis—Roche, Bazel, Svajc) sejtszamlalo késziilekkel (1d.
3.3.3), mintanként 3 mérést végezve, meghataroztuk a sejtszdmot. A mintaknal mért
sejtszamokat a negativ kontroll értékére normalizaltuk és proliferacid gatlasi szazalékot

(Prolif. Inh. (%)) szdmoltunk:

X

x 100

Prolif.Inh.(%) = 100 —
Ktrl

Ahol Ny és N a mintaban, ill. a negativ kontrollban mért atlagos sejtszamot jelentik.
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3.3.2. Kapillaris kemotaxis assay

A kapillaris kemotaxis modszer lényege, hogy a sejtek egy kiilsé kamraban
helyezkednek el, ami egy szlik kapillaris révén all Osszekottetésben a tesztoldatot
tartalmazo belsé kamraval. A munkacsoportunk altal kidolgozott elrendezésben (133) a
belsé kamrat egy 8 csatornds pipetta steril, cserélheté hegyei jelentették, amelyekbe
oldataibdl (6. abra). Kiilsé kamraként egy 96 kamraju steril tenyésztélemez (Sarstedt,
Niimbrecht, Németorszdg) mélyedései szolgaltak, amelyekbe 420 pl sejtszuszpenziot
helyeztiink. Mintanként legalabb 4 parhuzamos mérést végeztiink. A kemotaxis assay
inkubacids ideje, a Munkacsoportunk korabbi szimulaciés eredményei alapjan
optimalisnak talalt 20 perc volt (134). Ez alatt a 28°C-on torténé inkubacio alatt a
pozitiv kemotaktikus valaszt add sejtek a bels6 kamraban akkumuldlodtak. Ezeket
azutan 4% formalint tartalmazd PBS oldattal fixaltuk 1:1 térfogataranyban és 15 perc

elteltével CASY TT késziilek segitségével hataroztuk meg a sejtek szamat.

6. abra: A modositott kétkamras kapillaris kemotaxis assay kisérleti elrendezése (133)

A mintakban mért sejtszamot Osszevetettiik a tiszta tapfolyadékban (vagy megfeleld
térfogat aranyt oldoszert tartalmaz6 tapfolyadékban) mért értékkel. A kapott szazalékos
arany a Kemotaxis Index (Ktx. Ind. (%)):

X

Ktx.Ind. = x 100

Ktrl

Ahol Ny és Ny @ mintaban, ill. a negativ kontrollban mért atlagos sejtszamot jelentik. A

Ktx. Ind. értéke kemoattraktans anyag esetében > 100%, repellens hatastinal < 100%.
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3.3.3. CASY TT sejtszamlalo és analizalo késziilék

A mérés lényege, hogy a berendezés az izoozmotikus és izotonids pufferben (CASY
ton, Innovatis-Roche, Bazel, Svajc) szuszpendalt sejteket tartalmazé mintat egy
elektromos térben taldlhatd mérd kapillarison aramoltatja keresztiil (7. abra). Az
elektrodok kozé érkezd sejtek, elektromosan szigeteld foszfolipid kettds
membranjuknak koszonhetéen a puffer folyadékhoz képest nagyobb elektromos
ellenallast jelentenek. Az alkalmazott erdsitési ¢és jelfeldolgozasi 1épéseknek
koszonhetden a detektalt ellenallas novekedés aranyos a sejt méretével, igy a késziilék a
sejtek méret szerinti eloszlasat is képes meghatarozni. Az elpusztult vagy sériilt
plazmamembrannal rendelkezd sejtek altal kivaltott ellendllds ndvekedés kisebb
mérték{i, mint az intakt sejtek altal okozott, igy az elpusztult valamint az él16 sejtek
eltéré méretlinek ,,latszanak™. Ezaltal a késziilék képes ezek elkiilonitésiikre, szazalékos

aranyuk meghatarozasara, valamint a sejtaggregatumok figyelembevételére is (7. abra).

Beie tetrahymena
elektrod 700 4
O |
® 60,0 - I
% Lol
50,0 - |
@® o |
mérd £ 400+ :
kapillaris 3 [ Foi
© 3004 |
e I ' |
mérdé 20,0 | I
porus / | Il
" ' o © 10,0 ; | \
kiils6 0t ! Mo o " " ; :
.G . slekirod 000 1000 2000 3000 4000 5000 60,00 70,00 80,00 90,00 100,00
minta / © ® Diameter (pm)

/

sejt Y
tormelék elpusztult és élo sejtek, ill. sejt aggregatumok

7 abra: A CASY TT mérdkapillarisanak sémaja (bal oldal), ill. a Tetrahymena sejtek

jellemzo méreteloszlasa (jobb oldal)

3.3.4. Foszfatidil-inozitol-3-kindz (PI3K) gdtlds

A PI3K szerepét a szerves észterek altal kivaltott kemotaxis szignalizacidjdban két
specifikus gatldszer a wortmannin (Sigma—Aldrich, St. Louis MO, USA) és a LY29004
(2-(4-morfolinil)-8-fenil-4H-1-benzopiran-4-on) (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA)
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alkalmazasaval, indirekt moédon vizsgaltuk. Az eldbbi egy a Penicillium funiculosum
gomba altal termelt természetes specifikus PI3K inhibitor (135), az utobbi viszont egy
széles korben alkalmazott szintetikus szer (136). Mindkét molekula az enzim ATP-
kotohelyéhez kapcsolodik, azonban eltérd helyekre (137).

A PI3K kemotaxisban betoltott szerepének méréséhez a Tetrahymena sejteket 5 percig
inkubaltuk 10° M wortmanninal vagy 10° M LY29004-gyel. Ezutdn egy a
tapfolyadékban torténd mosasi 1épést kovetden az igy eldkezelt sejtekkel, a korabban
erOs attraktansnak talalt észterek megfeleld koncentracioit alkalmazva megismételtiik a
kemotaxismérést. Mivel mind a két gatlészer olddsa DMSO-ban tortént, kontrollként
azonos DMSO-aranyu tapfolyadékot hasznaltunk. A PI3K gatlds mértékét az alabbi

képlet alapjan kiszamitott Gdtldasi Index (Inh. Ind.) értékével jellemeztiik:

Ng X

Ng,Ktrl

Inh.Ind. (%) = x 100

X
NKtrl

ahol Ngx és Ng,kiri a PI3K gatloszeres el6kezelésben részesiilt pozitiv valaszado sejtek
atlagos szama az X tesztanyag, ill. a kontroll tapfolyadék esetében; Ny és Nk pedig az
elékezelést nem kapo pozitiv valaszado sejtek atlagos szdma a tesztanyagra és a kontroll

tapfolyadékra nézve.

3.3.5. Foszfolipaz-C aktivaciojanak vizsgalata

Az észterek hatasat a foszfolipaz-C (PLC) aktivacidjara dramlési citometrias modszerrel
vizsgaltuk. Ehhez a sejteket 3, 5, 10 vagy 15 percig stimulaltuk a kemotaxismérésben
formalin tartalmu PBS-sel fixaltuk 1:1 térfogataranyban. Ezt kovetden a sejteket kétszer
mostuk PBS-sel, majd 30 percig permeabilizaltuk a plazmamembrant 0,1 w/v%
szaponin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) tartalmu PBS oldattal. Ezutan a sejteket
30 percig inkubaltuk sotétben a PLC aktivalt formajat felismerd Alexa Fluor® 647
jelolést tartalmazéd monoklondlis antitesttel (BD Biosciences Pharmingen, San Jose,
USA), amely a 783-as helyzetli foszfotirozinhoz kotodik. A jellést kovetden a sejteket
kétszer mostuk PBS-sel, majd 4%-os formalin tartalmtt PBS-ben reszuszpendaltuk. Az
intracellularis fluoreszcencia intenzitast FACS késziilékben (FACS-Calibur, Beckton-

Dickinson, Franklin Lakes, NY, USA) hatidroztuk meg. A fluoreszcencia intenzitasok
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geometriai kozepét a késziilék CellQuest Pro szoftverével szamitottuk ki, majd a kapott
értékeket a kezeletlen, de jelolt negativ kontroll sejtek fluoreszcencia intenzitdsahoz

viszonyitottuk (Normalizalt Fluoreszcencia Intenzitas, NFI (%)).

3.4. Sejtvonalakon végzett vizsgalatok
3.4.1. Mitokondridlis szukcindat-dehidrogenaz alapu (MTT) viabilitas assay

Az MTT kolorimetrias viabilitds assay alapja, hogy az ¢l6 sejtekben miikodo
mitokondrialis szukcinat-dehirogenaz enzim a sarga szinit MTT (3-(4,5-dimetil-tiazol-2-
il)-2,5-difenil-tetrazolium bromid) reagenst a tetrazolium gytrl felnyilasa mellett lila
formazan vegyiiletté¢ redukalja (138). A sejten beliil keletkezé kristalyok detergenssel
(pl. DMSO) torténé szolubilizalasat kovetéen a 620 nm-es referencia hullamhossz
mellett 540 nm-en mért optikai denzitas (OD) jele aranyos az élGsejtek szamaval (a 10%-
10° sejt/kamra tartoméanyban).

A gyogyszerhatoanyagok citotoxikus hatdsanak meghatarozasahoz egy 96 kamraju steril
tenyésztélemezre iltettiink ki kamranként 10 sejtet. Ezeket 37°C-on CO; bevezetése
mellett 24 6rdn keresztiil eldinkubaltuk, idét hagyva evvel a sejtek kitapaddsara és
adaptalodasara. Ezt kovetden a kornyezetszennyezO gyogyszerhatoanyagok megfeleld
toménységli oldataival tovabbi 24, 48 vagy 72 6ran keresztiil inkubaltuk a kitapadt
sejteket. A durotaxist gatlo, citoszkeletonra hat6é referencia anyagok esetében 1 oras
expozicios id6t alkalmaztunk. Anyagonként legalabb 5 koncentraciot vizsgaltunk
(gyogyszerhatdéanyagok: 10°-10° M; citoszkeletalis inhibitorok: 10'9-10'5M) €s
koncentracionként legalabb 5 parhuzamos mérést végeztiink. Az expoziciot kovetden a
sejtekrél részben eltavolitottuk a tapfolyadékot, sziikség esetén a sejteket friss
tapfolyadékkal mostuk. Ezt kovetden a megmaradt térfogat 10%-anak megfeleld
mennyiségli 5 mg/ml MTT reagenst (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA) tartalmaz6
PBS-t adtunk a sejtekhez. A gyart6 ajanlésait kovetve 4 6ras sotétben torténd inkubacio
utan a képz6dott formazan kristalyokat DMSO-val oldottuk fel 20 perces, 350 rpm-en
torténd razatas mellett. Végiil minden kamraban leolvastuk az 540 nm-en, ill. a 620 nm-
es referencia hulldimhosszon mérhetd optikai denzitast (Thermo/Labsystem Multiskan
MS microplate reader, Thermo, Franklin, MA, USA). Valamennyi mérési eredménybdl
kivontuk a sejtmentes tapfolyadékra meghatarozott referencia értékeket, majd a mintak

eredményeit a negativ kontrollok atlag értékére vonatkoztattuk.
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3.4.2. AlamarBlue® viabilitds assay

A modszer alapja, hogy a reszazurin, egy kék szinii nemfluoreszcens reagens az él6
sejtekbe jutva — azok (a metabolikus aktivitassal Gsszefiiggd) redukald kapacitasanak
eredményeképpen —, vorosen fluoreszkaldo rezorufinna alakul. A keletkez6 termék
mennyisége 544 nm-es gerjesztd hullamhossz mellett 590 nm-en detektalhatd és a
kapott fluoreszcencia intenzitas ardnyos az ¢€lo sejtek szdmaval (az inkubécios 1d6tol
fliggden kb. a 5-10°-5-10° sejt/kamra tartomanyban) (139).

Az AlamarBlue® (Promega, Madison, WI, USA) assayt a durotaxis inhibicidt kivalto
gyogyszerek esetleges citotoxikus hatdsdnak vizsgélata céljabol alkalmaztuk. A teszt
elvégzéshez kamranként 10* sejtet iiltettiink ki 96 kamraju milanyag tenyésztélemezekre
(Greiner BioOne, Frickenhausen, Németorszag), majd az MTT assaynél (Id. 3.4.1.)
leirtakkal megegyezden eldinkubaltuk és kezeltiik a sejteket. Ezt kdvetden a sejteket
sziikség esetén friss tapfolyadékkal mostuk, majd 10 v/v%-nyi AlamarBlue® oldatot
adtunk hozzajuk. A 4 6ra inkubaciot (37°C, 5% CO,) kovetden, 590 nm-es gerjesztd
fényt hasznalva fluoreszcencia intenzitast mértiink 544 nm-en (FLUOstar Omega, BMG
Labtech, Ortenberg, Németorszdg). Az MTT modszernél (I1d. 3.4.1.) leirtakhoz
hasonldéan a mintdkra kapott intenzitdsokbol kivontuk a sejtmentes médium értékét,

majd a negativ kontrollra normalizaltuk.

3.4.3. Impedancia alapu technikak

Az impedimetria elvi alapja, hogy a sejtek az elektromos térben ellenallasként
viselkednek, ezért valtdaramu térben a sejtek elektrod felszinre torténd kitapadasa valds
idében impedancia novekedés formdjdban mérhetd. Ezen impedancia-novekedés
egyrészt a foszfolipd plazmamembran szigeteld jellegének koszonhetd, masrészt a
kitapadt sejtek kozott kialakulo sejt-sejt kapcsolatoknak.

Jollehet ma mar tobb impedimetrids miiszercsalad is elérhetd, mindegyik miikddése
azonos elven és modellen alapul, amelyet Giaever és Keese dolgozott ki (140). Eszerint
az impedancia (Z) alapvetéen 3 paramétertdl fiigg: i) a membran kapacitastol (Cr); i) a
sejtek kozotti ellendllastol (Rp); iii) a sejtek és az elektrdd felszin kapcsolatat jellemzd
kiilonbozé  frekvencidju  4ramot alkalmazva mdés-mds sejtfizioldgiai  jelenségek

detektalhatdéak: pl. magas frekvencian (= 10 kHz) a sejtek kitapadasat/kiteriilését
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mérhetjiilk, mig alacsony frekvencian (= 100 Hz) a sejt-sejt kapcsolatok barrier

c sy

Sejt kol Sejten keresztil Sejt koril

alacsony frekvencia magas frekvencia alacsony frekvencia

membréan barrier funkeio _
kapacitas / ACu o R
YW W/ - %=
e 2§ 'h\'\" )\ /‘, e Wy R [ o tos bl 1 i
| Au elektrod

8. abra: A sejtek elektrodra torténd kitapadasanak kévetkezménye az aram haladasara
(baloldal) és az impedanciat befolyasolo tényezok (jobb oldal): membran kapacitas

(Cn), sejtek kozotti ellendllas (Ry) és a sejt/elektrod kapcesolatot jellemzé ,, &' (140)

Meéréseinket két miiszercsalad tagjainak segitségével végeztik: egyrészt az
XCELLigence SP (Roche, Bazel, Svajc) késziilékben, masrészt az ECIS 1600 és ECIS
Z0 (Applied Biophysics, Troy, NY, USA) miszerekben. Az azonos miikodési elv
ellenére gyakorlati szempontbol jelentds kiilonbség van a két miiszertipus

(XCELLigence vs. ECIS) kozott az érzékenység és a mérhetd paraméterek tekintetében
(10. tablazat).

10. tablazat: Az alkalmazott impedimetrids miiszerek osszehasonlitasa

xCELLigence ECIS Z6
Frekvencia 10 kHz 400 Hz — 40 kHz
Parhuzamosok 96 2X8
Sejt Index (SI) Z,R,C
Z(t) — Z(0) 1 0,5
— — [ p2
o F Z= (R * 47t2f262>

Mert fizikai Z(t): impedancia a tidépontban | 7. jmnedancia
PATAMELET 5| 7(0): impedancia a0. R: valos ellenallds
annak képlete | jq500ntban f: frekvencia

F: frekvenciafiiggd allando
(F1okHz=15)

C: kapacitas
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10. tablazat folytatasa

XCELLigence ECIS Z6
o adhézid/kitertilés o adhézid/kitertilés
Detektalhato6 o o
o e viabilitas e viabilitas
sejtszintll o
) ) e sejt-sejt kapcsolatok
jelenség
® migracid
Elektrodok:
referencia és
mérdelektrod
felszin (A)
aranya Aret = Amers Avret >> Amers
e viabilitas e viabilitas
Vizsgalataink e migracio

e sebgybdgyulds

3.4.3.1. Citotoxicitds vizsgdlat

Az MTT modszer eredményei alapjan szelektdlt 3 hatéanyag citotoxikus hatdsanak
valds idejli mérését az xCELLigence SP (Acea Biosciences Inc., San Diego, CA, USA)
rendszerben végeztikk (1d. 10. tablazat). A sejtmentes médium (100 pl/kamra)
rogzitését kovetéen, a 96 kamraji specialis tenyésztélemez (96 E-plate, Acea
Biosciences Inc., San Diego, CA, USA) minden kamrajaba 100 pl 10°sejt/ml denzitasa
sejtszuszpenziot helyeztiink. Ezutan a sejteket kb. 24 o6raig 37°C-on CO; bevezetése
mellett eldinkubaltuk, majd kamranként 100 pl médiumot eltdvolitva ugyanekkora
12107 M). A mérés végeztével a késziilék RTCA 2.1. szoftverével meghataroztuk a 24
h, 48 h ill. 72 h kezeléshez tartoz6 ECs értékeket (9.4bra). A program a koncentracid
fliggvényében abrazolt mért Sejt Index értékekre a négyparaméteres logisztikus

egyenlet alapjan (3.5.1) illesztett szigmoid lefutast koncentracio - hatas gorbét.
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9. abra: Az xCELLigence rendszerben végzett valosidejii citotoxicitds mérés és az

adatok kiertékelesének menete

3.4.3.2. Migrdaciomérések

Az ECIS-késziilékben megvaldsithatd impedimetria alaptit migraciomérések nagy
elénye a korabbi, széles korben alkalmazott karcolasos modszerrel, un. ,,scratch-assay”-
vel szemben, hogy az elektromos impulzus révén kialakitott seb a karcolashoz képest
sokkal reprodukalhatobb méretli és geometridju. Tovabba a sebgyogyulas folyamata
valds idoben kovethetd. Az ECIS-késziilékek altalunk alkalmazott két tipusaban (ECIS
1600 és ECIS Z0) a sejtek migracidjanak mérésére két megoldas érhet6 el. Egyrészt a
mar kiépiilt konfluens sejtrétegben hozhatunk 1étre folytonossag hianyt a mérdelektrod
felszinén megfeleld erdsségli impulzust alkalmazva (,,sebgyogyulas”, ,,wound-healing”)
az ECIS 1600 késziilékben. Mésrészt az Gijabb, Z0 tipus az ,electric fence” (,,elektromos
kerités”) funkcidé révén lehetdséget teremt arra, hogy a sejtek bemérését kovetden
folytonos impulzusokkal megakadalyozzuk azok mérdelektrodon torténd megtapadasat
¢s osztodasat. Ezaltal a megfeleld inkubacios 1d6 elteltével a csupasz mérdelektrod
koriil konfluens sejtréteg alakulhat ki, amelynek sejtjei az ,,electric fence” kikapcsolasat

kovetden a mérd elektrodra migralnak és ezaltal impedancia novekedést okoznak.

A wound-healing assayhez elsé 1épésben a 8 kamraju array (8WI1E array, Applied
Byophysics, Troy, NY, USA) elektrodjait 200 pl/kamra FBS-mentes sejttenyészto
folyadékot hasznalva stabilizaltuk. Majd ez utobbit 200 ul/kamra teljes médiumra
cserélve felvettilk a mérés alapvonalat (kb. 60 percen keresztiil). Ezt kdvetéen minden
kamraba 200-200 pl sejtszuszpenziot adtunk, amelynek denzitasa 5-10° sejt/ml volt a
3T3 fibroblasztoknal, ill. 9-10° sejt/ml a HaCaT keratinocitdk esetében. Kb. 24 h
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inkubdaciot kovetden (eddigre az impedimetrids gorbe elérte a platd fazisat) a sejtekrdl
200-200 ul folyadékot eltavolitottunk és azonos térfogatt tesztoldattal kezeltiik 6ket. A
citoszkeleton inhibitoroknal 1 h, a gyulladascsokkentd €s a B-blokkold hatéanyagoknal
12 h kezelési id6t alkalmaztunk. A kezelés utan a sejteket 3-szor 400 ul friss
médiummal mostuk, majd 30 perc ekvilibralodds utan a 11. tablazatban bemutatott,
részben a gyarto ajanlasai (impulzus ideje), részben eldkisérletek alapjan meghatarozott
(fesziiltség, frekvencia) paramétereket alkalmazva létrehoztuk a folytonossag hianyt.
Minden kezelésbol 4 parhuzamos mérést végeztiink, amelyekbdl kettében elvégeztiik a

sebzést, kettot pedig kezelt, de nem sebzett kontrollként meghagytunk.

11. tablazat: Az ECIS 1600 kesziilék beallitasai a seb létrehozasahoz

3T3 HaCaT
Fesziiltség 4V 6V
Frekvencia 45 kHz 60 kHz
Impulzus ideje 60 s 60 s

A molekuldk hatdsat 2 szempontbol értékeltiik ki. Egyrészt a kezelés ideje alatt az
impedancia értékre (adhézidra/kiteriiltségre) gyakorolt hatdst elemeztiik, masrészt a
kezelést kovetd sebgyodgyulas kinetikdjat vizsgaltuk. Elébbi hatést a kezelés kozben
mért atlagos impedancia kezeletlen kontrollhoz viszonyitott értékével jellemeztiik
(NOrmM.Zsag, %) A sebgyogyulas jellemzésére a kialakuld impedancia csokkenés 50%-0s
helyreallasdhoz sziikséges 1d6 kezeletlen kontrollhoz viszonyitott %-os értékét

(norm.tAZ;, %), hasznaltuk. A két index meghatarozasat a 10. abra mutatja.

Az ,electric fence” funkcié alkalmazhatésaganak vizsgalata soran a fentiekben
leirtakhoz hasonldan elsdként az elektrodok stabilizalasat és az alapvonal felvételét
veégeztiik el. Ezt kovetden 40 kHz frekvencigju, 1 mA aramerdsségii, 4,5nF kapacitast
¢s 200 ms id6tartalmu impulzusok formdjaban aktivéltuk az ,.electric fence” funkciot.
Kamranként 200 pl 10° sejt/ml denzitast sejtszuszpenzidt mértiink be, majd a platd

fazis elérését kovetden (kb. 24 h) a sejtekrél 200 ml médiumot eltavolitottunk, amit

crc
crer

crer

55



DOI:10.14753/SE.2014.1912

impedancia 50%-anak eléréséhez sziikséges iddvel jellemeztiink (11. abra). A kezelt

sejtek ezen értékeit a nem kezeltek %-os aranyaban fejeztiik ki (norm.tAZ;,, %).

y kezelés
|

(2) Ohm

alapvonal  g4hezie, platé \ sebgyogyulas t(h)

spreading
sebzés

Z jtiag . tAZ,, meghatdrozdsa
| kezelés |
| |
- | Z,
E | |
of ! E, (2,+2,)/2
N | |
| [N z,
t t,
Ziin < Zyeserrr fOkozott adhézio tAZ,,= tyrt,

Ziin> Zyeser -CSOkkent adhézid
10. abra: A sebgyogyuladsi assay fazisai és a meghatarozott paraméterek

Az értekezésben bemutatott, az elektrédok felszinérdl késziilt fotokat Zeiss AxioVision

kutatomikroszkop segitségével készitettiik 10X vagy 40X nagyitast alkalmazva.

sejtek
. bemérése . t4Z,, meghatdrozasa
| | :
l —— z, —
I I 1
| | !
| | |
E ! | (2,+Z,)12 |
) : dhézié : ——) i
@ : adhezio : migracio i
| ‘ . _
; ! Z, = i tAZ,,= tty
alapvonal ,electric fence” t(h) t, t, t (h)

aktiv

11. abra: A migracio méreés fazisai az ,,elecric fence” haszndlata esetén és a migrdciot

jellemzo paraméter meghatarozasa
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3.4.4. Durotaxis assay

A rigiditas (stiffness) ugrasokat tartalmazo hidrogél matrixok kialakitasanak alapelve,
hogy, ha a sejteket egy kvazi végteleniil rigid (Young-modulus >50 GPa) iiveglemezre
rétegzett rugalmas hidrogélre iiltetjiik, a gél sejtek altal érzékelt latszolagos rigiditasa
forditottan aranyos lesz a gél vastagsagaval (12. abra), amennyiben ez utobbi a gél
alkalmazott poliakrilamid (PAA) gélek elkészitése ezen Osszefiiggés felhasznalasaval, a

Kuo és munkatarsai altal kidolgozott méodszer alapjan tortént (142).

A topografiailag megmunkalt iiveg targylemezeket az UQG Optics (Cambridge,
Egyesiil Kiralysag) allitotta eld rendelésre gyémantkés segitségével. Az igy kialakitott
tiveg felszinen egymastdl 2 mm tavolsagra 200 um széles, 200 um mély és 2 cm hosszu

barazdak helyezkedtek el (12. bra).

10 15 20 25 30 35 40
H (um)

12. abra: A durotaxis assay alapjat képezé topologiailag megmunkalt tiveglemez (balra
fent) és az azon kialakitott hidrogél (balra lent); a rétegvastagsag (H) és a latszolagos
rigiditas (Kapp) kapcsolata (kozépen);a CellTrackerOrange narancsszinii citoplazma és
syto59-es kék magfestéssel jelolt fibroblasztok preferencidja a sekély, ezaltal nagyobb
latszolagos rigiditasu teriilet irant oldalnézetbdl (fent) és feliilnézetbdl (alul) (142)

A hidrogél {liveghez valé tapadéasat eldsegitendd az iivegek felszinét kémiailag
modositottuk NaOH-0s (0,1 M, 1 min), (3-aminopropil) trimetoxiszilanos (97 v/v%, 3
min) és glutaraldehides (0,5 w/w%, 30 min) elokezelések révén. Komprimalt levegdvel
torténd szaritast kovetden, a targylemezek felszinén 1 v/v% ammonium-perszulfat
iniciator (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ¢és 0,3 v/v% N,N,N',N'-
tetrametiletiléndiamin (Acros Organics, Geel, Belgium) akcelerator jelenlétében

polimerizaltattuk a 30 v/v % akrilamid monomert (40 w/v%, BDH, Radnor, PA, USA)
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és 10 v/v% N,N’—metilén-bisz(akrilamid) keresztkotd agenst (2 w/v% Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) tartalmazé PBS (Bioclear, Gallatin, TN, USA) alapt
g¢l premixet. A kicseppentett oldatokat a gélesedés idejére elézetesen hidrofobba tett
iivegfeddlemezekkel takartuk le. A gél rétegvastagsagat a kimért térfogat hatarozta meg.
Elokisérleteink soran két féle rétegvastagsagot (<15 um és >50 um) teszteltiink. A gélek
teljes megszilardulasat kovetden a fedélemezeket desztillalt vizben vald dztatds utan
lehuiztuk. A géleket elébb 3 6ran at hidrazinhidratban (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), majd 1 6ran keresztiil 5%-0s ecetsavas (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)
fiirdében aztattuk. Haromszori PBS-es mosas utan a géleket 100 pg/ml poli-D-lizinben
(PDL) (Millipore, Billerica, MA, USA) inkubaltuk 37°C-on, eldsegitendé a sejtek
kitapadasat a gél felszinére. Haromszori PBS-ben torténd mosast kovetden a gélek
felszinére 500 pl 2-10° sejt/ml denzitdst sejtszuszpenziot helyeztiink, amelyeket
elézetesen 1 oraig inkubaltunk a citoszkeletonra hato szerek valamelyikével, vagy 12
oraig a diklofendk, ibuprofen, metoprolol és propranolol valamelyikével. A géleket 30
perc elteltével friss tapfolyadékba helyeztiikk és 24 6raig 37°C-on inkubaltuk oket. A
sejteket a mikroszkopos kiértékelést megeldzéen Hoechst 33342 (H3570, Life
Technologies) festékkel jeloltiik meg.

A sejtekr6l Zeiss LSM-510 konfokalis 1ézer scanning mikroszkop segitségével
készitettiink gélenként 30-80 felvételt, amelyeket a Zeiss LSM Image Browser 4.2.0
programban értékeltiink ki. Ehhez a gél rigidebb, azaz alacsonyabb rétegvastagsagl

régidiban elhelyezked? sejtek %-os aranyat (®s) az alabbi képlettel hataroztuk meg:

=
3

Ahol N és N, a rigidebb, ill. a kevésbé rigid teriileteken talalhato sejtek szama (1d. 12.
abra), As és A; pedig a rigidebb, ill. a kevésbé rigid tertiltek nagysaga.
3.5. Statisztikai kiértékelés

Valamennyi mérési eredmény statisztikai kiértékelése OriginPro8® szoftverrel tortént.
Az eredmények negativ kontrollhoz viszonyitott eltérésének szignifikans voltat egyutas

ANOVA modszerrel értékeltiik ki. Az adatok normalitasarol a Shapiro-Wilkinson-teszt
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segitségével, mig a varianciak homogenitasardl a Levene-proba és a Brown-Forsythe-

teszt segitségével gy6zodtiink meg (143).

3.5.1. Gyogyszerhatoanyagok koncentrdacio-hatas gorbéinek meghatdrozdsa

A gyogyszerhatdéanyagok koncentracio-hatas gorbéinek felvétele anyagonként 8 mérési
pont alapjan tortént, a gorbeillesztést pedig az aldbbi 4 paraméteres logisztikus egyenlet
szerint végeztiik:

E — En
E(C) — max ~ min + Emln

Ahol E(c) a ¢ koncentraciohoz tartozé proliferacio gatld hatas eréssége (%), Emax €s Emin
a lehetséges maximalis (100%), ill. minimalis (0%) proliferacio gatld hatas eréssége, p a
gorbe meredeksége, az ECsy pedig az 50%-os gatld hatashoz tartozo koncentraci6. Az
ilyen médon meghatarozott koncentracid-hatas gorbék alapjan szamitottuk ki a 0,25,
0,5, 0,75 és 1 TE-nek megfeleld hatdanyag koncentraciokat. Emellett az EC; értékeket

szintén e gorbékbdol allapitottuk meg regresszid értékek szamitasa segitségével (110).

3.5.2. Kolcsonhatasok kiértékelése a kétkomponensii hatéoanyag keverékekben

A koncentracié addicios modell helytallosagat a gydgyszerhatdanyagok egyiittes
proliferacid gatld hatdsanak leirdsara kétkomponensti, valtozéd dsszetételii keverékekben
vizsgaltuk. A keverék mért toxikus hatdsat, az azonos koncentrdcidban megfigyelt
egyéni hatdsok Osszegével hasonlitottuk Ossze. Az eltérés szignifikancidjat egyutas
ANVOVA-val hatdroztuk meg. Amennyiben nem tapasztalhatd szignifikans eltérés, az
anyagok additivan hatnak egyiitt. Ha a keverék toxikus hatdsa meghaladja az egyéni
komponensek toxicitasanak Osszegét, a kolcsonhatas szinergista. Ha a keverék toxikus
hatdsa elmarad az egyedi anyagok hatasanak 0sszegétdl az interakci6 antagonista tipusu

(113).
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4. Eredmények

4.1. Csillos egysejtii modellen végzett vizsgalatok

4.1.1. Iz-és illatanyagok sejtélettani hatdsai

Lang, J., Rakdsz, V., Magyar, A., Pallinger, E., Kéhidai, L. (2011) Chemotactic effect of
odorants and tastants on the ciliate Tetrahymena pyriformis. J. Recept. Sig. Transd
31(6): 423-433

Munkam bevezetd szakaszaban olyan egyszerli szerkezetli szerves kis molekulak (1d.
3.1.1) kemotaktikus hatasat és ehhez kapcsolodo szignalizacidjat vizsgaltam, amelyeket
a mindennapokban elsésorban iz- és illatanyagként gyart, ill. hasznal az ¢élelmiszeripar,
valamint a kozmetikai ipar. Meglepé modon, barmilyen alacsony mennyiségben
legyenek is jelen ezen illatanyagok a kozmetikumokban, mégis sikeriilt tobb mint 40
félét (pl. mentolt, fenil-etil-alkoholt, eugenolt) szamottevé mennyiségben kimutatni az
u.n. sziirkeszennyvizben (144). Ez utdbbi kifejezés a vizoblitéses WC hasznalatabol
szarmazo fekalids szennyvizet nem tartalmazo, viszonylag kevéssé szennyezett
haztartasi vizekre utal. Rdadasul az altalunk vizsgalt illatanyagok koziil némelyek (pl.
izoamil-acetat) nagyobb mennyiségben is felhasznalasra keriilnek oldoszerekben,
faanyagok lakkozasahoz, vagy fényezéséhez hasznalt bevonatokban (145) igy egyéb
uton is bekeriilhetnek a kornyezetbe.

Az illatanyagok elsddleges biologiai rendeletetése a beporzast végzd rovarok
csalogatasa, ill. a kartevok tavoltartasa (146). Ebb6l adoddan a filogenezis kiilonb6zo
szintjein allo élélények széles korében sikeriilt eddig igazolni a mozgasi viselkedést
befolyasold képességiiket (pl. izoamil-actat: D. melanogaster (147) és C. elegans (148)).
Az illatanyagok kemoszenzoros érzékelésében résztvevd jelatviteli titvonalak nagyfokt
evolucios konzervaltsagot mutatnak, tovabba az eukaridta egysejtlick kemotaxisdban a
magasabb rendii szervezetek szagld receptoraival jelentés homoldgiat mutatdé G-protein
kapcsolt receptorok (GPCR) (149) és jelatviteli komponensek vesznek részt (150).
Ugyanakkor az illatanyagok szignalizacidjaban a kiillonb6z6 masodlagos hirvivék (pl. c-
AMP; inozitol-1,4,5-trifoszfat (IP3)) szerepe egyelére nem tisztazott (151).

Az alabbiakban ismeretett eredméneyikent Tetrahymena modellen mértiik, ami egyrészt
képes érzékenyen reagalni akar 102-10"° M koncentracidban jelenlevé illatanyagokra

(pl. eugenol, karvakrol, mentol) (152; 153); masrészt kemoszenzoros jelatviteli
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utvonalai az emlGsokkel nagyfoki homoldgiat mutatnak (153). Ezaltal alkalmas modell

az illatanyagok biokémiai és viselkedés befolyasold hatdsdnak tanulmanyozasara.

4.1.1.1. Iz- és illatanyagok kemotaktikus hatdsa

A 7 észter, valamint a szintézisiikhoz hasznalt 3 sav és 2 alkohol, tovabba a 4 aromas
aldehid vizsgalataval elsGsorban a kismértékii szerkezeti eltérést mutaté molekulak altal
kivaltott migracids valaszok azonos, vagy eltérd voltat kivantuk elemezni. Emellett az
illatanyagok szintéziséhez hasznalt reagensek ¢és maguk az észterek altal kivaltott

valaszok esetleges atfedéseit szerettiik volna tanulmanyozni.

A mérési eredménvyek Osszegzése:

A 3 szerkezeti izomer (C7H140, 6sszegképletit) izoamil-acetdt (IAA), izobutil-propionat
(IBP) és propil-izobutirat (PIB) kemotaktikus karaktere kozott hasonld és eltérd
vonasokat is tapasztaltunk (13 Abra). Hasonldsag volt, hogy az IAA és az IBP egyarant
erbteljes attraktans jelleget mutattak 10® M koncentracioban (IAA: Ktx. Ind. = 252%;
IBP Ktx. Ind. = 262%) és valamivel gyengébbet 10 ° M-on (IAA: Ktx. Ind. = 212%;
IBP Ktx. Ind. = 152%). A 3. izomer, a PIB szintén attraktansként viselkedett (140,0%
<Ktx. Ind.< 171,7%), hatasos koncentraciétartomanya (10™°, 10, 107 M) az IBP-éval
részben 4t is fedett (10°-10° M). A csoporton beliil a legszembetlindbb eltérés a 3 anyag
kozott a kizardlag az IBP-re jellemz6 repellens jelleg volt (102 M, Ktx. Ind. = 47,4%).
Az anyagok szintézise soran felhasznalt reagensek kemotaktikus profiljat az
¢észterekével Osszevetve, a legjelentésebb hasonlosdgot az IBP és a propionsav kozott
tapasztaltuk. Mind a sav, mind az észter kettds viselkedést mutatott, amelyeknek
hatésos koncentracioi nagymértékben atfedtek (attraktans: 107 és 10 M; repellens:
10™ M). Az IAA és az izoamilakohol, valamint a PIB és az izovasjav kozott is atfedést
talaltunk a kemoattraktins koncentraciok tekintetében (10° M, ill. 10 M). Ugyanakkor
mindkét parban lényeges kiilonbség volt, hogy a reagensek, az észterekkel ellentétben,

repellens viselkedést is mutattak (10, 107 M, ill. 107 M).
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13. dbra: A C7H140; Osszegképletii szerkezeti izomer illatanyagok és a

szintezistikhoz hasznalt reagensek kemotaktikus profilja. Szignifikancia szintek: x:

p<0,05; y: p<0,01; z:p<0,001.

A CsH100; 6sszegképletli két izomer metil-butirat (MB) és metil-izobutirat (MIB)
hasonlé kemotaktikus aktivitassal rendelkezett: mindkét anyag attraktans volt 10° M-
ban (MB: Ktx. Ind. = 138,5%; MIB: Ktx. Ind. = 154,9%) és repellens 10™° M-ban (MB:
Ktx. Ind. = 83,3%; MIB: Ktx. Ind. = 77,2%). A MB esetében e repellens hatas 10712 M-
ban is jelentkezett. A MIB esetében viszont az attraktans hats érvényestilt a 10°M-hoz
kozeli 10M-os koncentracioin is. A vajsav €s az izovajsav kemotaktikus karakterével
Osszevetve a MB és MIB profiljat hasonlosag, hogy a savak szintén kettds viselkedést
mutattak, volt attraktans és repellens hatdsuk is. Ugyanakkor a hatdsos koncentraciok
tekintetében egyezés a MB-vajsav parban a 10" M-os attraktans cstcs, a MIB-izovajsav

parban pedig a 10® M-ban tapasztalt attraktans jelleg.

Az utolsé vajsav észter a pentil-butirat (PB) 102 M-os koncentracion mutatott egyediil
szignifikans kemotaktikus hatast, amelynek jellege attraktans volt (Ktx. Ind. = 147,9%).

Ezaltal nem mutatott atfedést a vajsav kemotaktikus viselkedésével (14. dbra).

Az aromds gytrlit tartalmazo benzil-acetdt (BA) alacsony, 10" M-os koncentracion
attraktans (Ktx.Ind. = 139,6%) kozepes koncentracion (10°-107 M) repellens volt
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(44,4% < Kitx. Ind. < 83,3%). A benzil-alkoholra, szintén jellemzé volt a kettds

viselkedés, azonban a hatésos koncentraciok tekintetében csak a 10° M-os repellens

cstcsban tapasztaltunk hasonlosagot a BA-hoz (14. abra).
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14. abra: A szerkezeti izomer metil-butirdt és metil-izobutirdt, valamint a pentil-butirdt

és a benzilacetat kemtoaktikus profilja, ill. a szintézishez hasznalt reagensek

kemotaktikus aktivitasa

Az aromas aldehidek kozil a furfuril-merkaptanra azonos erdsségii repellens viselkedés

volt jellemz6 a legalacsonyabb (10'12 M; Ktx.Ind. = 74,4%) és a legmagasabb vizsgalt
koncentracioban (10° M; Ktx.Ind. = 74,6%) (15. 4bra). Ezzel szemben a furfuril-pirrol

enyhe attraktans jelleget mutatott 10™ és 10”° M-os koncentracioban (Ktx. Ind. = 130%).

A metil-furfuril-diszulfidnal és a furfuril-tioacetatnal mind attraktans, mind repellens

viselkedést tapasztaltunk. El6bbinél a repellens jelleg dominalt, ami 102,10 &5 10°

M-ban is megfigyelheté volt (Ktx.Ind. ~ 65%), mig attraktans hatast csak 10”° M-ban

kaptunk (Ktx. Ind. = 158,9%). A furfuril-tioacetatnal az attraktans jelleg 10 és 10 M-

os koncentracidoban jelentkezett (Ktx.Ind. 137,4% ¢és 153,9%), a repellens hatas pedig

102 M-ban (Ktx.Ind. = 53,1%).
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15. abra: A 4 aromas aldehid kemotaktikus profilja

Osszegezve elmondhatd, hogy a kis molekulaszerkezetbeli kiilonbségeket tartalmazo
anyagcsoportok tagjaira adott kemotaktikus valaszok, jol lehet mutattak hasonlésdgokat,
nem egyeztek meg teljes mértékben. Ugyancsak, az észterek és az azok szintéziséhez
hasznalt alkoholok ¢s savak kemotaktikus jellege kozott 1-1 csticsban volt

megfigyelhetd hasonlosag, &m a hatasos koncentraciok nem teljesen egyeztek meg.

4.1.1.2. A foszfolipaz-C és a foszfatidil-inozitol-3-kinaz aktivdcidja a kemoattraktins

észterek szignalizdcidja sordn

A foszfolipaz-C (PLC) és a foszfatidil-inozitol-3-kinaz (PI3K) a kemoattraktans valasz
¢és az annak kovetkeztében kialakuld sejtélettani reakciok szempontjabol igen jelentds
enzimek (154; 155), amelyek az foszfo-inozitol masodlagos hirvivok szintézisében
kulcsszerepet jatszanak. Ezutdbbinak szerepe a szaglasban a szagingerek kémiai
percepcidjaban azonban egyeldre nem tisztazott.

Munkéank soran éppen ezért vizsgalni kivantuk a PLC ¢és a PI3K aktivacigjat a
kemoattraktans észterek altal beinditott szignalizacios folyamatokban. Ehhez mindkét
enzim esetében a sejteket az 4.1.1.1.-ben ismertetett, legszignifikdnsabb hatast kivalto
észterek megfelelé koncentricioival stimulaltuk (IAA, IBP, MB, MIB: 10° M; PIB: 10°®
M és PB: 10°M).
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A mérési eredménvyek Osszegzése:

A foszfolipaz-C enyhe aktivaciojat 2 észternél tapasztaltuk: a MB-nal 10 perces

stimuléciot kdvetden és a PIB-nal 15 perces stimulaciot kovetden (12. tablazat).

12. tablazat: A kemoattraktians észterekkel torténd eltéré idejii stimulacio hatdsara

bekovetkezo PLC aktivadcio (a kezeletlen kontroll %-aban kifejezve)

Normalizalt fluroeszcencia intenzitas (%)

3 min. 5 min. 10 min. 15 min.
IAA 96,5 1145 104,9 103,6
IBP 88,3 81,0 106,2 97,9
MB 86,0 81,6 128,0 111,8
MIB 101,3 93,9 110,7 99,2
PIB 88,1 108,1 95,4 126,5"
PB 96,5 1145 104,9 103,6

A foszfatidil-inozitol-3-kindz gatlasa a kemoattraktans észterekre adott migracios valasz
kialakuldsat nem befolyasolta jelentésen. A wortmanninos inhibicio egyik észter
esetében sem gatolta a kemotaktikus valasz 1étrejottét, mig a LY294002 alkalmazéasakor
enyhe gatlast tapasztaltunk az IAA és az IBP esetében (IAA: Inh. Ind. = 84%; IBP: Inh.
Ind. = 77%).

4.1.2. Gyakori vizi szennyezd gyogyszerhatoanyagok sejtélettani hatdasai

Lang, J., Kéhidai, L. (2012) Effects of the aquatic contaminant human pharmaceuticals
and their mixtures on the proliferation and migratory responses of the bioindicator
freshwater ciliate Tetrahymena. Chemosphere 89 (5): 592-601

A vizi szennyezd gyogyszerhatoanyagok esetleges Okotoxikus hatidsanak redlis
megitéléséhez jelenleg nem all elég adat rendelkezésre az irodalomban. Altalaban az
akut toxicitas assayben tapasztalt effektiv koncentraciok nagysagrendekkel meghaladjak
a kornyezeti koncentraciokat (pl. trimetoprim, eritromicin ECioiemna > 1 mg/ml (156);
metoprolol ECsgremna > 320 mg/l (157); acetilszalicilsav > 10 mg/l (158)). Ugyanakkor
leirtak olyan eredményeket is (pl. ibuprofén, szulfametoxazol (72) és propranolol (159)
esetében), amelyek szerint a korabban detektalt kornyezeti koncentraciokkal azonos
nagysagrendii (100-1000 ng/l) kronikus expozicid mellett kialakulhatnak szignifikans

bioldgiai hatasok pl. bioakkumulacid, viselkedési valtozasok stb.
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Munkank soran éppen ezért az 1.2.2. fejezetben ismertetett leggyakoribb vizi szennyez6
gyogyszerhatoanyagok sejtélettani hatdsait kivantuk vizsgalni két sejtfiziologiai
valaszra, a klasszikusnak szamitod proliferaciora €s a ritkdbban vizsgalt kemotaxisra

fokuszalva.

4.1.2.1. Gyogyszerhatoanyagok proliferdcio gatlo hatdasa

A gydgyszerhatdanyagok a proliferaciora gyakorolt hatdsdnak mérését a 3.3.1.-es
pontban ismertetett rendszerben végeztiink el. Kisérleteink célja annak megitélése volt,
hogy van-e a hatéanyagoknak 24 oras expozicido mellett toxikus hatasa a kornyezeti
szempontbol relevans koncentracidtartomanyban (< 1078 M), ill. hol kezdddik a toxikus
koncentraci6 tartomany az egyes molekuldk esetében. Ehhez kisérleteinkben a 10107
M koncentracid tartomanyt vizsgaltuk (13. tablazat). A 24 6rds expozicids idObol és a
Tetrahymena 2,5 6ras generacios idejéb6l adodoan a teszt soran kb. a 10. generaciot

vizsgaltunk, ezaltal a modszer kronikus 6kotoxicitasi assayként foghato fel.

A mérési eredménvek rovid 0sszefoglalasa:

Az NSAID-k az egyik leghatasosabb proliferacio gatlé molekulacsaladnak bizonyultak,
mivel mind az 5 képviseldjiiknél megfigyelheté volt szignifikans toxikus hatds. A
hatasos koncentraciok tekintetében azonban jelentds kiilonbségek voltak az egyes
molekuldk kozott. A legalacsonyabb hatdsos koncentracion mért proliferacio gatlas
erbssége alapjan az anyagok toxicitasanak sorrendje: naproxén (Nap) (107 M; 48,8%) <
fenoprofén (Fen) (10*M; 21,6%) < ibuprofén (Ibu) (10 M; 40,0%) < diklofenak (Dik)
(10 M; 35,6%) < acetil szalicilsav (AcSzal) (107" M; 17,2%).

crer

M tartomanyban szignifikansan fokozta (20,6 —42,0%-kal).

Az antibiotikumok kozott 3 eltérd toxicitds profil volt megfigyelhetd. Az eritromicin
(Eri) alacsony koncentracion (10" - 10* M) enyhén novelte a proliferaciot (13,4 — 25,4
%). A trimetoprim (Tri) és a szulfametoxazol (Szul) magasabb koncentraciokban
csokkentették a proliferaciot (trimetoprim: > 107 M 11,6 - 69,0%-kal; szulfametoxazol:
10° M koncentracioban 21,8%-kal). A linkomicin (Lin) pedig semelyik vizsgalt

koncentracion sem befolyasolta szignifikédnsan a sejtproliferaciot.
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13. Tablazat: A kérnyezeti szennyezé gyogyszerhatoanyagok hatasa a proliferaciora

Molekula Proliferdcié viltozds (%)

cm) | 10t | 10% | 10° | 10® | 107 | 10° | 10° | 10* | 107
AcSz |-17,2| -16,6 | -25,0” | -26,1* | -132 | -7.6 | -11,6 | +1,0 | +1,2
Dik | +24,6 | +4,4 | +144 | +26,5 | +30,0 | +8,8 | +0,5 | -35,6* | -76,4°
Fen |+10,8 | +150 | +3,0 | -120 | -62 | -1,0 | -48 |-21,6" | -82,6°
Ibu +32,0 | +356 | +16,0 | +19,8 | +146 | -40 | +50 | -40,0" | -71,4"
Nap 54 | -46 | -21,3 | +04 | -7.8 | -1,0 | +22 | +6,8 | -48,8
Par +0,8 | +10,7 | +2,6 | +54 | +18,2 | +10,8 | +20,6* | +28,8* | +42,0*
Eri +11,2 | +25,4 | +19,6” (+134*| +7,4 | +2,6 | +104 | +0,6 | -0,1
Lin |+139| +116 | +0,3 | -103 | -14 | -01 | -53 | -52 | -71
Szul 34 | +188 | +42 | -68 | -126 | 68 | -122 | +0,2 | 21,8
Tri 86 | +88 | -08 | -0,75 |-24,6 | -20,0" | -11,6* | -15,0° | -69,0"
Met | +31 | +9,7 | +27 | 04 | +34 | +17,1 | -12,4 | -41,3 | -82,0°
Pro 10,2 | +270 | -06 | -88 | +2,6 |-135" [ -39, | -91,1% | -94,2°
Tim 41 | +47 | +7,7 | +36 | +3,1 | -50 | -20,5* | -29,9" | -75,9°
Na-dia | +13,6 | +15,1 | +7,3 | +7,1 | +154 | +10,1 | +1,3 | -12,0 [+16,0*

* M . r 4 .. r e M 14 4 .. r
»~ eldjel: proliferaci6 csokkentés; ,,+” eldjel: proliferaciéo ndovekedeés;

™ bordé: szignifikans proliferacio fokozas; kék: szignifikans proliferacio gatlas

A p-adrenerg antagonistak az NSAID-k mellett a masik legtoxikusabb csoportot

jelentették, mivel 10° M —os, vagy toményebb koncentracioban mind a 3 molekula

szignifikansan csokkentette a sejtproliferaciot. Az anyagok relativ toxicitdsi sorrendje
metoprolol (Met) (10 M; 12,4%) = timolol (Tim) (10™* M; 20,5% ) < propranolol (Pro)
(10° M; 13,5%) volt.

A kontrasztanyag Na-diatrizoat (Na-dia) a legmagasabb koncentracioban (10° M)

crer

Osszegezve, eredményeink azt mutattik, hogy a 14 hatéanyag koziil a kornyezeti

szempontbol relevans <10®M koncentraci6 tartomanyban egyediil az acetilszalicilsav

mutatott enyhe proliferacié gatldo hatast, ill.

proliferaciot.
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4.1.2.2. Gyogyszerhatoanyag keverékek proliferacio gatlo hatdsa

A szennyezOanyag keverékek vizsgalatanak jelentdségét az adja, hogy ezekben az
egyéni hatasokhoz képest akar fokozott biologiai aktivitas is létrejohet (szinergizmus);
ill. additiv egylittes hatas mellett az 6nmagukban szignifikdns hatast nem eredményezo
koncentracioban jelenlevé komponensek keveréke is kivalthat jelentds hatast (160).

Munkénk soran a gyogyszerhatoanyagok keverékekben kifejtett hatdsdnak additivitasat
elemeztiilk kétkomponensii elegyekben. A kétkomponensi elegyek vizsgalatit a
praktikus megfontolasok mellett az is indokolta, hogy sokkomponensii szerves
szennyezd elegyek vizsgalata sordn a bindris kdlcsonhatdsokat jelentésebbnek talaltak,
mint a tercier és kvaterner interakciokat (161). A  keverékeket alkoto
gyogyszerhatbanyagokat a proliferacié gatlasi assay eredményei alapjan (4.1.2.1.) 3
szempontot figyelembe véve valasztottuk ki: 1) hatds erdssége; ii) vizoldhatosag; iii)
hatasmechanizmus. Ezek alapjan a legtoxikusabbnak talalt NSAID és [-adrenerg
antagonista csoportbol valasztottunk 2-2 vizoldhaté anyagot: a diklofenakot és az
ibuprofént, ill. a propranololt és a metoprololot. Ezéltal azonos ¢és kiilonboz6
hatasmechanizmust komponensekbdl allo keverékeket is ki tudtunk alakitani. E16szor e
4 hatéanyag egyéni koncentracio-hatas gorbéjét vettik fel, majd 2° faktorialis

elrendezést alkalmazva hatéanyag-paronként 16 keveréket vizsgaltunk (3.1.4.).

A mérési eredménvek rovid dsszefoglalasa:

EC; érték alapjan egyforman Met<Ibu<Dik<Pro -nak adddott (14. tdblazat). A tapsztalt
EC, értékek a kornyezeti koncentraciokat legalabb 2-3 nagysagrenddel meghaladtak.

A Dik + Ibu keverékeknél additiv egyiittes hatast csak a legalacsonyabb

crer

tapasztaltunk, minden més esetben antagonizmus volt megfigyelhetd (15. tablazat). A
Toxikus Egységben kifejezett koncentraciokat a tovébbiakban a TE roviditéssel

jelezziik.

68



DOI:10.14753/SE.2014.1912

14. tablazat: A keverékek elkészitéséhez hasznalt 4 hatoanyag egyedi koncentracio -

hatas gorbéje, ECs értéke, valamint regresszioval meghatarozott EC; értéke

Illesztett koncentracié-hatas gorbe ECsg EC,
120 Dik
100 I
—~ 80
£ 5 6
E- 60- 8,4-10° M 2,6:10° M
g 404 <5
E ol i e 120mgl | 08mgl
o 1 redChi®=0,34
10° 10" 10”
co
120 Tbu
1004
g
< g0
§ o 2,110*M | 1,110°M
£ 0] 1 R
] ECISOZ‘:”‘) RIS, 29,7 mg/I 2,6 mg/l
p=1.5
04 redChi2=0:29
10° 10" 10° 10”
con
i Met
100 i
€ »l
g = 4510*M 1,6 10°M
& wj _EC50=4=5-10_4:2=3-10'5 M
», e 181,0 mg/I 11,0 mg/I
0] redChiZ=138
16‘ 16‘ 16‘ uln*
con
120 Pm
€,
E. 60 . -5 . -7
| 1,6-:10° M 8,910 M
& “ EC50=1:6-10-5:9:5~10"7_\{
) p=158 4,8 mg/l 0,3 mg/l
0+ redChi™=0.50
10 10 C(M)l(l 10

69

p: az illesztett gorbe meredeksége; redChi’: az illesztést jellemzé statisztikai paraméter




DOI:10.14753/SE.2014.1912

15. tablazat: A Dik + Ibu hatoanyag-par keverékeiben megfigyelt egyiittes hatasok

C (TE) Prolif. Inh. (%) Egyiittes hatas
Keverék Dik Ibu Meért Prediktalt
0,50 0,25 0,25 18,7 + 7,3 24 additiv
0,75 0,25 0,5 279 + 44 39 antagonizmus
0,75 0,5 0,25 246 + 29 39 antagonizmus
1 0,25 0,75 39,1 £+ 55 50 antagonizmus
1 0,5 0,5 324 + 3,6 50 antagonizmus
1 0,75 0,25 399 + 1.8 50 antagonizmus
1,25 0,25 1 48,1 + 4,4 64 antagonizmus
1,25 0,5 0,75 48,4 + 6,8 68 antagonizmus
1,25 0,75 0,5 42,7 £ 11,2 66 antagonizmus
1,25 1 0,25 495 + 7,3 60 antagonizmus
1,50 0,5 1 56,3 + 5,9 79 antagonizmus
1,50 0,75 0,75 51,8 + 4,1 79 antagonizmus
1,50 1 0,5 57,0 £ 6,9 75 antagonizmus
1,75 0,75 1 595 + 3,6 91 antagonizmus
1,75 1 0,75 66,0 £ 52 89 antagonizmus
2 1 1 73,1 + 3,6 100 antagonizmus

A Dik + Met keverékékek felénél az additivitas érvényesiilt (0,5 TE, 0,75 TE, 1,25 TE

és 1,75 TE 06sszkoncentraciokon). Antagonizmust viszont egyediill a legtdoményebb

Osszkoncentracioju oldatban (1 TE Dik + 1 TE Met) tapasztaltunk. Emellett a 6

hatéanyag par koziil egyediil itt figyeltink meg szinergista kolcsonhatast, ami

valamennyi 1 TE ¢és 1,5 TE 6sszkoncentracidju keverékben, ill. az 1 TE Dik + 0,25 TE

Met oldatban jelentkezett. (16. tablazat).

16. tablazat: A Dik+Met hatoanyag-par keverékeiben megfigyelt egyiittes hatdsok

C (TE) Prolif. Inh. (%) Egyiittes hatas
Keverék Dik Met Mért Prediktalt
0,5 0,25 0,25 28,8 + 5,0 34 additiv
0,75 0,25 0,5 51,1 + 8,9 47 additiv
0,75 0,5 0,25 456 + 3,6 49 additiv
1 0,25 0,75 60,9 + 45 50 szinergizmus
1 0,5 0,5 62,3 + 5,6 50 szinergizmus
1 0,75 0,25 60,4 + 4,2 50 szinergizmus
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16. tablazat folytatasa

C (TE) Prolif. Inh. (%) Egyiittes hatas
Keverék Dik Met Meért Prediktalt
1,25 0,25 1 67,3 £ 2,3 64 additiv
1,25 0,5 0,75 74,7 £ 9,1 72 additiv
1,25 0,75 0,5 76,9 + 45 74 additiv
1,25 1 0,25 78,0 £ 3,3 70 szinergizmus
1,5 0,5 1 845 + 2,4 79 szinergizmus
1,5 0,75 0,75 88,5 + 2,0 84 szinergizmus
15 1 0,5 91,1 £+ 15 83 szinergizmus
1,75 0,75 1 92,1 + 1,3 91 additiv
1,75 1 0,75 92,0 £ 3,0 93 additiv
2 1 1 934 + 1,4 100 antagonizmus

A Dik + Pro keverékeknél az addtivitas és az antagonizmus valtakozva fordult el6 (17.
tablazat). A két leghigabb 0Osszkoncentracion (0,5 TE, 0,75 TE) az addtivitas, a
legtoményebbeken (1,75 TE ¢és 2 TE) az antagonizmus érvényesiilt. A kozepes

0sszkoncentracioknal (1 TE, 1,25 TE, 1,5 TE) mindketto el6fordult.

17. tablazat: A Dik + Pro hatoanyag-par keverékeiben megfigyelt egyiittes hatasok

C(TE) Prolif. Inh. (%) Egyiittes hatas
Keverék Dik Pro Meért Prediktalt
0,5 0,25 0,25 10,4 + 14,3 24 additiv
0,75 0,25 0,5 32,0 £ 149 39 additiv
0,75 0,5 0,25 225 + 19,0 39 additiv
1 0,25 0,75 50,1 + 15,2 50 additiv
1 0,5 0,5 424 + 8,6 50 additiv
1 0,75 0,25 228 + 99 50 antagonizmus
1,25 0,25 1 65,1 + 14,0 64 additiv
1,25 0,5 0,75 59,0 + 16,0 68 additiv
1,25 0,75 0,5 523 + 29 66 antagonizmus
1,25 1 0,25 473 + 8,8 60 antagonizmus
15 0,5 1 67,1 + 8,1 79 antagonizmus
15 0,75 0,75 64,6 + 3,2 79 antagonizmus
1,5 1 0,5 62,2 + 14,9 75 additiv
1,75 0,75 1 726 + 4.1 91 antagonizmus
1,75 1 0,75 69,2 + 1,8 89 antagonizmus
2 1 1 735 + 124 100 antagonizmus
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Az Ibu + Met kombindciokban hasonldan az eldbbiekhez, alacsony oOsszkoncent-
racidkon (0,5 TE, 0,75 TE) teljesiilt az additivitas, a magas 0sszekoncentracioknal (1,5
TE, 1,75 TE, 2 TE) pedig antagonizmust tapasztaltunk. A koztes koncentracioknal a két

tipus egyarant el6fordult, de az antagonizmus volt gyakoribb (18. tablazat).

18. tablazat: A Ibu + Met hatoanyag-par keverékeiben megfigyelt egyiittes hatdasok

C (TE) Prolif. Inh. (%) Egyiittes hatas
Keverék Ibu Met Mért Prediktalt
0,5 0,25 0,25 26,0 £ 3,1 30 additiv
0,75 0,25 0,5 415 + 10,9 43 additiv
0,75 0,5 0,25 495 + 9,9 45 additiv
1 0,25 0,75 478 + 2,8 50 antagonizmus
1 0,5 0,5 476 + 34 50 antagonizmus
1 0,75 0,25 475 + 12,0 50 additiv
1,25 0,25 1 52,4 + 4,7 60 antagonizmus
1,25 0,5 0,75 62,3 + 7,5 68 additiv
1,25 0,75 0,5 59,3 + 7,2 72 antagonizmus
1,25 1 0,25 62,6 + 52 70 antagonizmus
1,5 0,5 1 629 + 6,4 75 antagonizmus
1,5 0,75 0,75 71,2 + 8,2 82 antagonizmus
1,5 1 0,5 68,8 £ 7,9 83 antagonizmus
1,75 0,75 1 742 + 40 89 antagonizmus
1,75 1 0,75 766 + 59 93 antagonizmus
2 1 1 834 + 27 100 antagonizmus

Az Ibu + Pro keverékekben az elobbihez hasonld kolcsonhatas profilt tapasztaltunk,

crer

az Ibu + Met oldatokhoz képest gyakoribb volt az additivitds. Tovabba alacsony
0sszkoncentraciokon (0,5 TE, 0,75 TE) is el6fordult antagonizmus (19. tablazat).

19. tablazat: A Ibu + Pro hatoanyag-par keverékeiben megfigyelt egyiittes hatdsok

C (TE) Prolif. Inh. (%) Egyiittes hatas
Keverék Ibu Pro Mért Prediktalt
0,5 0,25 0,25 10,4 + 5,6 20 antagonizmus
0,75 0,25 0,5 217 + 1,7 35 additiv
0,75 0,5 0,25 256 £ 35 35 antagonizmus
1 0,25 0,75 46,0 + 10,0 50 additiv
1 0,5 0,5 424 + 42 50 antagonizmus
1 0,75 0,25 358 + 11,5 50 additiv
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19. tablazat folytatasa

C (TE) Prolif. Inh. (%) Egyiittes hatas
Keverék Ibu Pro Meért Prediktalt
1,25 0,25 1 55,7 = 12,0 60 additiv
1,25 0,5 0,75 53,8 £ 94 64 additiv
1,25 0,75 0,5 54,1 + 10,8 64 additiv
1,25 1 0,25 440 + 16,3 60 additiv
1,5 0,5 1 56,4 + 8,9 75 antagonizmus
1,5 0,75 0,75 58,8 + 7,4 78 antagonizmus
1,5 1 0,5 58,6 + 3,8 75 antagonizmus
1,75 0,75 1 66,7 + 12,2 89 antagonizmus
1,75 1 0,75 64,9 £ 8,0 89 antagonizmus
2 1 1 775 + 6,5 100 antagonizmus

Végiil a Met + Pro kombinacionadl a 16 vizsgalt keverékbdl mindenhol antagonizmust
tapasztaltunk, kivéve 3 elegyet (0,25 TE Met + 0,25 TE Pro; 0,5 TE Met + 0,25 TE Pro;
0,5 TE Met + 0,5 TE Pro), ahol viszont additiv volt az egyiittes hatas (20. tablazat).

20. tablazat: A Met + Pro hatoanyag-par keverékeiben megfigyelt egyiittes hatasok

C (TE) Prolif. Inh. (%) Egyiittes hatas
Keverék Met Pro Meért Prediktalt
0,5 0,25 0,25 143 + 15,2 30 additiv
0,75 0,25 0,5 339 + 7,1 45 antagonizmus
0,75 0,5 0,25 25,0 = 20,9 43 additiv
1 0,25 0,75 27,7 + 13,7 50 antagonizmus
1 0,5 0,5 39,6 = 19,0 50 additiv
1 0,75 0,25 19,1 + 6,8 50 antagonizmus
1,25 0,25 1 492 + 17,0 70 antagonizmus
1,25 0,5 0,75 39,6 + 135 72 antagonizmus
1,25 0,75 0,5 32,7 £ 10,0 65 antagonizmus
1,25 1 0,25 33,8 +£ 18,7 60 antagonizmus
1,5 0,5 1 447 + 15,9 83 antagonizmus
15 0,75 0,75 459 + 16,9 79 antagonizmus
1,5 1 0,5 545 + 14,5 75 antagonizmus
1,75 0,75 1 545 + 7,5 90 antagonizmus
1,75 1 0,75 473 +£ 9,7 89 antagonizmus
2 1 1 58,4 + 11,8 100 antagonizmus
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Osszegezve a koncentracié addiciés modellhez képest negativ és pozitiv iranyu
eltéréseket is megfigyeltiink, bar szinergizmus egyediil a Dik + Met kombinacioban
figyeltiink meg. Mind az additivitds, mind az antagonizmus megfigyelhetd volt azonos

¢s eltéré hatasmechanizmust hatéanyagokbol allo keverékekben is.

4.1.2.3. Gyogyszerhatoanyagok kemotaktikus hatdasa

Az értekezésben targyalt gyogyszermolekuldk migraciora kifejtett  hatasat
Okotoxikologiai kontextusban tudomasunk szerint korabban nem vizsgéltdk. A
szakirodalomban leirt migraciés eredmények elsGsorban az in vivo gyogyszerhatas
alatdmasztasaként szerepelnek. Ebbdl adodoan a vizsgalt koncentracid tartomanyok a
kérnyezetinél joval magasabb, terapias koncentracioknak (10°-10* M) felelnek meg.
Legtobb esetben a hatdéanyagok in vivo gyulladasos reakcidban betoltott szerepét
vizsgaltak, valamilyen professzionalis kemoattraktans vegyiiletet in vitro alkalmazva (pl.
fMLF bakterialis tripeptid, C5a, lipopoliszacharid, P-anyag stb.).

A 14 hatéanyag kemotaktikus hatdsat a munkacsoportunk 4altal kidolgozott ¢és
optimalizalt kétkamras kapillaris kemotaxis assay segitségével mértiik (Id. 3.3.2.). a 10

1°_10° M koncentrécio tartoméanyban.

A mérési eredménvek rovid 0sszefoglalasa:

Az 5 vizsgalt NSAID koziil a naproxén attraktans jellegétdl (103, 10™2 M) eltekintve
mindegyik molekula repellens volt (16. abra). Az ibuprofén és a fenoprofén repellens
hatasa er6sebb volt (ibuprofén: Ktx. Ind. = 70,5%; fenoprofén: Ktx. Ind. = 66,3%),
ugyanakkor csak 1-1 koncentracidban volt megfigyelhets (107 M; 10 M). Ezzel
szemben az acetil-szalicilsav és a diklofenak enyhébb valaszt valtottak ki (Ktx. Ind. =
74-88%), viszont szélesebb koncentracio tartomanyban hatottak (dilofenakk: 10%-10°
M:; acetilaszalicilsav: 107, 10°-10° M). Ezzel szemben a molekulacsaldbol
egyediiliként a naproxén enyhe attrtaktans karaktert (Kt. Ind. = 125%) mutatott 1013 ¢s

1012 M koncentraciéban.

A fajdalom- és lazcesillapito paracetamol az NSAID-k tobbségéhez hasonloan repellens
karaktert (77,2% < Ktx. Ind. < 87,5%) mutatott viszonylag széles koncentracio-
tartoményban (10-10° m).
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16. abra: Az NSAID-k és a laz-és fajdalomcsillapito paracetamol kemotaktikus profilja

Az antibiotikumoknal az eritromicin €s a linkomicin hasonlé kemotaktikus profilt
mutatott. Mindkét anyag koncentracion kozepesen erds repellensként viselkedett: az
eritromicin 10™ M koncentracioban (Ktx.Ind.=72,0%), a linkomicin pedig 102 M és
10° M -on (Ktx. Ind. = 75%); ugyanakkor mindkét molekula enyhe attraktans karaktert
is mutatott: az eritromicin 10™ M koncentracioban (Ktx. Ind. = 145,8%), mig a
linkomicin 10", 10° és 10”7 M koncentracidkon ( 133,2 % < Ktx. Ind. < 170,2%). A
szulfametoxazol tobb koncentracion (10'12, 10'11, 10'9, 10 M) enyhe attraktans volt
(125,1% < Kitx. Ind. < 145,0%). A trimetoprim pedig a teljes koncentraciotartomanyban

neutralisan viselkedett (17. abra).

A p-adrenerg antagonistak koziil a metoprolol és a propranolol erds repellens
karakterrel birtak (62,7% < Ktx. Ind. < 82,2%) viszonylag széles koncentracio
tartomanyban (10™°, 10, 107, 10° M, ill. 10%, 10, 10" M). Ezzel szemben a
timolol alacsony koncentracion (10" M és 107 M) repellens (Ktx. Ind. = 70%), magas
koncentraciéon (107 M és 10° M) attraktans viselkedést mutatott (Ktx. Ind. = 120,2%)
(18. abra).
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17. abra: Az antibiotikumok kemotaktikus aktivitasa

A Na-Diatrizoadt kontraszt anyag szintén kettds kemotaktikus jelleget mutatott, 102 M
és 10® M-nal er8s repellens ( 64,0% < Ktx. Ind. < 83,6%), 10, 107, 10°® M-nal viszont
attraktans hatast valtott ki (137,5 <Ktx. Ind. <209,2) (18. abra).

Osszegezve elmondhatd, hogy a kemotaxis a prolifericid géatlasnal érzékenyebb
valasznak bizonyult, mivel eldbbi esetében 1, utdobbinal 13 hatdéanyag volt képes
szignifikans hatast kivaltani a kérnyezeti szempontbél relevans <10®M koncentracio
tartomanyban. Ugyanakkor az eredmények kvantitativ elemzése egyértelmiibb a
proliferacid gatlasi assay esetében, mivel ott a kapott koncentracio-hatds gorbék
monoton novekedettek. Ezzel szemben a kemotaxis mérés soran tapasztalt
koncentracio-valasz goérbék nem monotonak, tobb minimumot ¢€s maximumot

tartalmazhatnak.

76



DOI:10.14753/SE.2014.1912

200+ 200
Metoprolol Propranolol
1754 1751
150 150
S 1251 1254
2 * I /i\ y I
2 100 — {/ 100 T i —t
£ a .
< 75{ % 1 \;’\/. 75 z z
< R L —
50 4 50

254 25
o , , , , , , . . , o , , , , , , , . ,
-15 -14 -13 -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6 -15 -14  -13 -12 -11  -10 -9 -8 -7 -6
logC (M) logC (M)
200+ Timolol 225 Na-diatrizoat
175 X
200
150 175 X «
< z Yy
< 100 L : h 125 | 1
k= I_/I/ I Il \%/ 1001 \l/d | %
¢ 754
X
e ‘ SRV
504
50 - 1
y
254 25 |
01— , , , , , , , . , 01— , , , , , , , . ,
-15 -14 -13 -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6 -15 -14 -13 -12 -11 -10 9 -8 -7 -6

logC (M) logC (M)
18. dbra: A f-adrenerg antagonistak és a Na-daitrizoat kemotaktikus profilja

4.1.3. Diklofendk AOP bontdsabdl szarmazo mintdk vizsgalata

Arany, E., Ldng, J., Somogyvari, D., Lang, O., Alapi T., llisz, 1., Gajda-Schrantz, K.,
Dombi, A., Kéhidai, L., Hernadi, K. (2014) Vacuum-ultraviolet photolysis of diklofendk
and the effect of the treated aqueous solutions on the proliferation and migratory
responses of Tetrahymena pyriformis. Sci. Tot. Environ. 468-469: 996-1006

A diklofendkra a kdrnyezeti szennyezd gydgyszereken beliil is kitiintetett tudomanyos
figyelem irdnyul. Ennek oka egyrészt, hogy a karbamazepin mellett a vizekben
leggyakrabban detektalt hatdéanyag (162); masrészt a gyogyszerek koziil els6ként
ismerték fel 6kotoxikus hatasat (56). Az 1990-es években az indiai szubkontinensen
6shonos bengal keselyiik (Gyps bengalensis) 95%-a, valamint tovabbi két faj (Gyps
indicus, Gyps tenuirostris) allomanyanak >25%-a veseelégtelenség, ill. koszvény
kovetkeztében kipusztult. Ennek oka egyértelmiien diklofenak mérgezés volt, amit az
evvel kezelt allatok tetemeinek elfogyasztasa idézett el6 a keselyiikben (163; 164).

A diklofenak kb. 15%- a valtozatlan, 15%-a hidrolizalhatd metabolit, a fennmarado
70%-a pedig inaktiv forméaban valasztodik ki a vizelettel. Ezaltal jelentds mennyiségben

keriil a szennyvizekbe (60). A hagyomanyos eleveniszapos kezelés soran az eliminacio
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hatasfoka a miiszaki jellemzokt6l fiiggden 70-80% (165), ami kiegészitd technologiak
(pl. nagyhatékonysagu oxidasios eljarasok (AOP-k) alkalmazasaval javithato (166).

Az AOP-k szennyvizek ¢és ivovizek el6/utdkezelésként torténd alkalmazasaval
kapcsolatban a legjelentdsebb kérdések, hogy 1) toxikusak-e a keletkez6 fotodegradacios
termékek, ill. ii) biologiai uton lebonthatoak-e (89). E szempontok — a kezelt viz
rendeletetése szempontjabol relevans modell organizmuson valo — folyamatos
monitorozasa nélkiilozhetetlen a gyakorlati alkalmazas megvalositasdhoz. Tovabba a
korabbi fejezetekben targyalt, jelenleg elérhetd bioassay-k mellett sziikség van, olyan
uj, érzékeny biotesztek kidolgozasara, amelyekkel az alacsony koncentracioban
jelenlévé bomlastermékek bioldgiai aktivitasa is detektalhato (89).

Ennek jegyében a Szegedi Tudomanyegyetem Miiszaki és Anyagtudomanyi Intézetével
egylttmilkodésben a diklofendk egy igéretes AOP-val, a vakuum-UV (VUV)
fotolizissel torténd bontasat végeztiik el. A kezelt mintak bioldgiai aktivitasat pedig két
szempontbol karakterizaltuk: i) a matematikai szempontbdl egyszerlibb, monton
koncentracio-hatas Osszefiiggést eredményezd, de kevésbé érzékeny proliferacio gatlas

szempontjabol; ii) az érzékenyebb, de hormézist mutatd kemotaxis szempontjabol.

4.1.3.1. A diklofendk VUV fotolizisébdl szarmazo mintik kémiai elemzése

A 10 M (PBS-ben) kiindulasi koncentracioju diklofendk bontasa kdzben két miikodési
koriilményt (O,-telitett vs. Oz-mentes kornyezet) hasonlitottunk 6ssze (3.1.5.). A mintik
kémiai karakterizaldsa a Szegedi Tudomanyegyetem Miszaki €s Anyagtudomanyi
Intézetében zajlott. Ennek keretében a diklofendk bomlasat és a teljes szerves
széntartalom (TOC) mineralizacidjat kovettik (19. &bra). Tovabba a keletkezd
bomlastermékek feltételezhetd szerkezetét ¢s mennyiségét (20. abra) is meghataroztuk.

Ezen kémiai analizis eredményeit azutan osszevetettiik a biologiai aktivitas alakulasaval.

Az eredménvek rovid Osszegzése:

A diklofendk bomlasi sebességében, ami pszeudoelsérendli reakciokinetikdval irhat6 le,
nem jelentkezett szamottevd kiilonbség az O,-telitett (,,02”) €s az Oz-mentes (,,N2”)
korilmény kozott (19. abra). Mar 600 s kezelési 1d6 utdn mindkét kondicié mellett

100 %-os volt a diklofenak eltavolitasanak hatasfoka.

A mineralizacio tekintetében jelentds kiilonbség mutatkozott a két bontasi koriilmény

eredményeiben, kiilondsen a 600 s-nal hosszabb kezelési idoknél. A ,,N,” mintaknal a
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mineralizacio értéke 600 s utan 30 % koriil stagnalt, ezzel szemben az ,,0,” mintdknal

tovabb csokkent ¢s 3600 s alatt elérte a kb. 70%-ot (19. abra).
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19. abra: A diklofendak bomlasi kinetikaja a kiinduldsi Dik koncentrdacio %-aban
kifejezve (Cpik/Cpiko, %) (bal oldal); a szerves széntartalom mineralizdaciojanak
(TOCITOC,) fiiggése a kezelési id6tél (jobb oldal). O,-telitett kornyezet: ,,Op”; Oo-

mentes kornyezet: ,,Np”

A keletkezé bomlastermékek szerkezeti azonositasa HPLC modszerrel UV-DAD (Diode
Array Detektor) vagy tomegspektrometrids detektalds alapjan tortént. A diklofendk
bomlasa soran mindkét esetben 3 f6 aromas koztitermék keletkezett (A, B és C),
azonban az A és B termék koncentracioja az Op-telitett kornyezetben magasabb volt,
mig a C terméké megegyezett az O,-telitett és Op-mentes miliében (20. abra).

Az A termék - tomegébdl és UV spektrumabol adoddan valdsziniileg a diklofendk
hirdoxil szarmazéka, legvaloszinlibb szerkezete az 5-hidroxi-diklofenak (11. abra). A B
molekula egy HCI eliminacidjaval jon létre, legvaldsziniibb szerkezete 1-(8-kloro-
karbazolil)-ecetsav (20. abra). A C-termék a B-koztitermék Cl atomjanak
szubsztituciojaval keletkezé 1-(8-hidroxi-karbazolil)-ecetsav (20. abra). E harom
aromas koztiterméken tul, az O,-telitett kornyezetben, kis mennyiségben alifas savak (pl.

malonsav, oxalsav) is keletkeztek.
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20. abra. a képzodo A, B és C aromas koztitermékek képzodeési kinetikaja Oo-telitett
(,,O2”) és Or-mentes (,,N2”) kornyezetben. Az y-tengelyen a koncentracioval aranyos
gorbe alatti teriilet (T) szerepel. A termékek feltételezett szerkezetét az inzertek

mutatjak.

4.1.3.2. A diklofendk VUV fotolizisébdl szarmazo mintdk sejtbiolégiai hatdsai

crer

részletes bemutatdsa mindkét esetben a legtdményebb vizsgalt koncentracidra

vonatkozik.

Mérési eredmények rovid Osszegzése:

A proliferacio inhibicios assayben a kezeletlen minta enyhe gatlohatast (kb. 13%)
valtott ki. Az O-telitett és Oz-mentes kornyezetben végzett bontas kdzben vett mintdk
toxicitasa a kezelési 1d6tdl fiiggden eltérden alakult (21. dbra). A kezelési id6-toxicitas

gorbeék lefutasa alapjan 3 szakaszt kiilonboztethettiink meg:
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i) A 10-300 s ,,0,” mintak proliferaci6 gatld hatasa a kezeletlen mintaéhoz képest
er6sodott (kb. 25%-1g); ezzel szemben az ,,N,” mintdké eldszor gyakorlatilag 0%ra

csokkent (90 s-os minta), majd visszatért a kiindulasi 15%-0s szintre.

i) A 600-1800 s mintak proliferacié gatlo hatasa minkét kondicid esetén kb. 25-30%

kortl stagnalt, az ,,0,” mintdk értéke némileg meghaladta az ,,N,” mintakét.

1) A 2400-3600 s intervallumban az ,,0,” mintak proliferacio gatlo hatasa egyértelmii
csOkkenést mutatott (3600 s-nal értéke mar csak 8% volt); a ,,N2” mintdk proliferacio

gatl6 hatasa ellenben nem valtozott szdmottevden.

100 -
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21. abra: Az Oy-telitett (,,O27) és O-mentes (,, N2 ") kornyezetben végzett VUV fotolizis

kézben vett mintak proliferacio gatlo hatdasa a kezelési ido fiiggvényében

A porilferacio gatlas koncentrdcio fiiggésével kapcsolatban elmondhat6, hogy a mintak
5 vIv%-os higitasainal a fentiekhez hasonl6 trendet figyelhettiink meg, am a tapasztalt
hatasok gyengébbek voltak. Az 1 v/v%-os higitads mellett az ,,0,” és ,,N,” sorozatban

mar csak 2 (1200 és 1500 s), ill. 3 minta (1200, 3000 és 3600 s) hatasa bizonyult
szignifikansnak (21. Téblazat).
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21. tablazat: Az Ox-telitett és Ojr-mentes kornyezetben végzett fotolizisbol szarmazo

mintak proliferdciora gyakorolt hatasanak koncentraciofiiggése

»02” »N2”
£(s) 1 viv% 5viv% 25vIv% 1 viv% 5viv% 25vIiv%
Prolif. valt. | Prolif. valt. | Prolif. valt. | Prolif. valt. | Prolif. valt. | Prolif. valt.
(%)* (%) (%) (%) (%) (%)
0 +6,7 -10,0% -12,4% +6,7 -10,7% -12,4%
10 +7,2 -11,2% -15,3% -8,5 -10,1% -10,5%
20 +1,1 -11,1% -17,5% -7,2 -10,5% -11,1%
40 +5,5 -14,4% -22,0¥ -3,5 -12,8% -12,0%
90 -1,9 -17,1Y -24.2° -3,7 -3,9 -4,1
150 +0,8 -14,8% -18,0Y +0,4 -9,9 -6,7
300 -2,0 -13,0% -14,0% -2,0 -1,1 -10,8"
600 -2,9 -8,5 -24,0° -8,8 -19,3¥ -19,4Y
900 -4,0 -11,8% -17,1% -6,0 -9,3 -14,9%
1200 -10,1% -17,0¥ -26,5° -15,6" -22,0° -22,8°
1500 -12,8% -16,4" -32,1° -5,0 -18,3¥ -25,4°
1800 -3,9 -6,7 -19,47 -3,9 -12,0% -19,1Y
2400 -2,6 -13,4% -17,1% -9,1 -16,1% -21,4°
3000 -5,0 -7,4 -94 -12,9% -13,1% -21,7°
3600 -3,7 -5,8 -7,6 -13,5% -16,1% -22,8°

* M . r 4 r r ”e M 14 7 .. r
»~ eldjel: proliferaci6 gatlas; ,,+” eldjel: proliferacid novelés

A kemotaxis szempontjabol a kezeletlen minta (1 v/v %) erbteljes repellens hatasunak
bizonyult (Ktx. Ind. = 50,0%) (22. abra). Ez a repellens jelleg a teljes vizsgalt
koncentraci6 tartomanyban tapasztalhat6 volt (47,6% < Chtx. Ind. < 79,0%) (Fiiggelék
1. és 2. tablazat). A kiindulési vegyiilet repellens karakterét a bomlas soran keletkezd
termékek a kezelt mintakban meg0rizték, amelyek 1 v/v%-os higitasban mind az O,-
telitett, mind az O,-mentes kondici6 esetében valtozo erdsségli repellens hatdst mutattak
(48.0% < Kitx. Ind. < 84.0%). Ez aldl kivételt jelentett néhany neutralis hatasi minta (az
O,-telitett mintak koziil a 150 s-os és 2400 s-0S, az O,-mentesek koziil az 1500 s—0s).
Bar a kezeletlen minta kezdeti erdteljes repellens hatdsa a kezelési idovel csokkent, az
3600 s—os mintak szintén szignifikans repellens valaszt valtottak ki mind a két vizsgalt

kondicid esetében (,,0,”: Ktx. Ind. = 55,3%; ,,N,”: Ktx. Ind. = 69,1%,).
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22. abra: Az Op-telitett (,,0,”) és Opr-mentes (,, N, ") kornyezetben végzett fotolizis

kozben vett mintak kemotaktikus hatasa a kezelési ido fiiggvényében

Osszegezve elmondhatd, hogy a mind kémiai, mind a bioldgiai aktivitads szempontjabol
szamottevd kiilonbség mutatkozott az O-telitett és Or-mentes kornyezetben végzett
bontasbol szdrmazod mintdk kozott. Az Oo-telitett milidben végzett bontas 3600 s
kezelési 1d0 mellett hatékonyabb volt a diklofendk és aromas bomléastermékeinek
konverzidjaban semleges molekuldkka, amit a proliferacidé gatlas assay eredményei is
tiikroznek. Ugyanakkor, még 3600 s besugarzast kdvetden is, a kiindulasi vegyiileté¢hez
hasonld, szignifikdns kemorepellens hatast tapasztaltunk (a legtoményebb, 1 v/v%

higitas mellett) mind a két vizsgalt koriilmény esetében.

4.2. Sejtvonalakon végzett vizsgalatok

Munkank maésodik szakaszdban a gydgyszerhatdanyagok sejtviabilitasra és migraciora
kifejtett hatasat a 3.2.2.-3.2.4. pontban ismertetett harom eltérd eredetli human sejtvonal
(HaCaT, HepG2, MCF7) alkalmazasaval vizsgaltuk. Emellett a durotaxis kisérletek
eredményeinél bemutatdsra kerlilnek az ilyen irdnyt vizsgalatokban referencianak

szamito 3T3 egér fibroblaszt sejtvonalon mért eredmények is.
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4.2.1. Vizi szennyezd gyogyszermolekulak hatdsa a sejtviabilitisra

A leggyakoribb vizi szennyez6 gyogyszerhatdoanyagok sejtvonalakra gyakorolt in vitro
citotoxikus hatdsat jellemzd ECsy értékek tipikus nagysagrendje az irodalomban a
kornyezeti koncentraciot tobb nagysagrenddel meghaladd 0,1-1 mM. E tartomany
fliggetlen a vizsgalt sejtek valtozatos eredetétdl (pl. hal (167; 168), ragesald (169; 170),
human (106; 170)), vagy akar az alkalmazott viabilitasi assay tipusatol (pl. MTT,
neutral voros felvétel, AlamarBlue, stb.). Ebb6l addéddan az irodalomban egységes
allaspont, hogy a kornyezeti szennyezd gyogyszerek citotoxikus hatasa kevéssé fiigg az
alkalmazott modellsejt tipusatdl (,,baseline toxicity concept™), valamint, hogy akut
toxikus hatasuk a gerinces €l6lényekre a vizi kornyezetben kizarhato. Ugyanakkor az
irodalomban felelheté eredmények ellentmondasosak pl. az assay expozicios idejének és
érzékenységének kapcsolatat illetéen, tovabba a sejtvonal alapu citotoxikcitasi assay
protozoonokkal valo 0Osszevetésben is. Kisérleteinkkel tobbek kozott e kérdések

vizsgalatat céloztuk.

4.2.1.1. A modell sejt és az expozicios ido kihatisa a mitokondridlis szukcindt-

dehidrogendz (MTT) assay érzékenységére

A sejtviabailitds vizsgélataban klasszikusnak szamitd6 MTT assayt a 3.4.1. fejezetben
leirt modon végeztiik el a 3 human sejtvonalon 24 h, 48 h vagy 72 h kezelési 1dot
alkalmazva. A sejtvonalak kb. 24 h generacids idejét figyelembe véve elmondhato, hogy
mig a 24 6ras kezelés eredményei inkabb az akut citotoxikus hatast tiikrozik, addig a 48
Orés €s 72 oras expozicio mellett inkabb a proliferacio befolyasolasaban megnyilvanuld

kumulativ sejtbiologiai hatasokrol kapunk képet.

Mérési eredmények rovid Gsszegzése:

Az NSAID-k koziil a Tetrahymendhoz hasonléan a HaCaT és az MCF7 sejtvonalndl is a
diklofenak bizonyult a legtoxikusabbnak, mig a HepG2 sejtvonalon a fenoprofén (22.
tablazat). A kapott ECsy értékek alapjan a csoportban talalhaté 5 molekuldbol 4-re a
HepG2 m4j eredetli sejtvonal volt a legérzékenyebb. A diklofendkra pedig a HaCaT
keratinocita adta a legérzékenyebb vélaszt. Ugyanakkor a 3 sejtvonal ECsp értékeinek
Osszehasonlitasabol kitlinik, hogy ezek kozott nincsenek nagysagrendi kiilonbségek.

Legjelent6sebb eltérés az ibuprofén és a naproxén 48 oras €s 72 oras ECsp értékei kozott
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tapasztalhatd, ahol a legérzékenyebb, a HepG2 sejtvonal ECsg értéke kb. 4-szerese a
legkevésbeé érzékeny sejtének. Emellett az ECsg értékek a kezelési id6 ndvekedésével
parhuzamosan enyhén csokkentek. Ez aldl csak a naproxén volt kivétel a HaCaT

sejteknél, tovabba az acetilsavnal az oldhatoésag 4altal megszabott legtoményebb

c sy

A laz- és fajdalomcsillapito paracetamolnal az ECsy értékek idObeni alakulasa eltérd
volt a 3 sejtvonalnal. Erdekes modon a 72 h expozicios idd melett az MCF7 sejtek
bizonyultak e szer hatasara a legérzékenyebbnek; ezt semelyik masik molekuldnal nem

tapasztaltuk.

22. tablazat: A 14 vizsgalt hatoanyag MTT assay-vel meghatarozott ECsy értéke a 3

human sejtvonalon 24, 48 vagy 72 h expozicios idot alkalmazva

ECs (MM)
HaCaT HepG2 MCF7
24 h | 48h 72h 24 h 48h 72h 24 h 48h 72h
AcSz >15 >1,5 >1,5

Dik 090 | 081 | 050 || 0,95 | 0,95 | 0,95 1,0 0,95 | 0,87
Fen 1,5 1,3 11 0,73 | 0,64 | 0,69 2,0 1,2 1,0
lbu 4,3 3,7 33 1,2 1,6 1,1 >5,0 2,0 2,0
Nap 4.9 4,9 4,9 >2,0 1,5 1,1 >50
Par >6,0| 15 2,8 >4,0 4,0 2,0 >4,0 1,8 1,6
Eri 0,67 | 0,67 | 0,60 1,0 1,0 1,0 1,6 1,0 1,0
Lin >5,0 >2,0 >2,0
Szul >2.0 >1,5 >1,5
Trim 1,3 1,3 1,1 2,0 1,5 1,0 >3,0 3,0 2,0
Met >1,0 | >1,0 1,0 0,97 0,97 0,97 | >2,0 1,7 1,3
Prop 0,1 0,1 0,1 0,15 | 0,45 | 0,15 | 0,27 | 0,21 | 0,21
Tim >1,0 | >1,0 [>1,0 >2,0 1,2 1,2 >20 1| >20 2,0

Na-dia >50 >2,0 >2,0

*Sziirke szin: az anyag az oldhatosdga altal megszabott legtoményebb oldatban sem

okozott 50%-os gatlast

Az antibiotikumok koziil az eritromicin és a trimetoprim valtott ki szignifikans
citotoxikus hatast a vizsgalt koncentraciotartomanyban. Mindkét szerre a HaCaT
keratinocitak bizonyultak a legérzékenyebbnek. Az ECsy érték a kezelési 1d6 eldre

haladtaval vagy stagnalt (pl. HepG2: eritromicin), vagy enyhén csokkent (pl. HaCaT:

85



DOI:10.14753/SE.2014.1912

trimetorpim). Esetleg a két eset kombinacidban fordult elé (pl. HaCaT, MCF7:

eritromicin).

A [-adrenerg antagonistakra a propranolol kivételével a HepG2 sejtek reagaltak
legérzékenyebben. Hasonldan a csillos modellen mért eredményekhez (4.1.2), mind a 3
sejtvonalon a propranolol bizonyult a leghatdsosabbnak a 14 vizsgalt molekula koziil,
amelynek ECs értéke atlagosan 1 nagysagrenddel kisebb a tobbi komponenséhez képest.
A [-blokkoloknal az assay érzékenysége altaldban nem nodvekedett az expozicids 1d6
novelésével, bar az MCF7 sejteknél a metoprolol és a propranolol esetében

tapasztaltunk némi csokkend tendenciat ez ECsp értékekben.

A Na-diatrizoat kontrasztanyag az egysejtii modellen mért eredményekhez hasonléan
egyik sejtvonalon sem valtott ki szignifikdns toxikus hatdst a vizsgalt koncentracid

tartomédnyban, még a leghosszabb kezelési 1d6 alatt sem.

Osszegezve elmondhatd, hogy a legtobb pontban a HepG2 sejtvonal bizonyult a
legérzékenyebbnek, a fennmaradé esetekben pedig a HaCaT keratinocita. Ugyanakkor a
tapasztalt ECsy értékek kozott egyik esetben sem mutatkozott nagysagrendi eltérés.
Tovabba altaldban az adott molekula csalddon beliil a toxicitas relativ sorrendje mind a
3 sejtvonalon megegyezett. Kevés kivételtdl eltekintve az ECso értékek altalaban az

expozicids idével nem, vagy csak kis mértékben csokkentek.

4.2.1.2. Impedimetria alapu, valos idejii sejtviabailitis mérés alkalmazhatosaganak

vizsgalata szelektalt hatoanyagokkal

Az MTT assay eredményei alapjan a legérzékenyebb HepG2 sejtvonalon legtoxikusabb
3 vizoldhatdo hatéanyagot valasztottuk ki az xCELLigence rendszerben végzett
impedimetria alapu viabilitds vizsgélatainkhoz. Fokozott érzékenysége mellett e
modszerenek a klasszikus végpont assay-khez képest jelentds eldnye, hog a viabilitas
valds idében torténd kovetése értékes plusz informaciokkal szolgalhat pl. a toxikus
hatds reverzibilis voltarol, vagy kinetikdjarol. Kisérleteink célja 1) egyrészt a
koncentracio-hatas gorbék felallitasa volt az MTT modszer alapjan meghatarozott,
viszonlyag témény (10° — 107 M) gyodgyszer oldatokat alakalmazva; ii) masrészt a
kérnyezeti szempontbol relevans (1072 - 10® M) koncentraciéji oldatok esetleges

adhézio6 befolyasold hatasat is tesztelni kivantuk.
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Mérési eredménvyek rovid sszegzése:

A 107 - 10° M alkalmazott hatéanyagok mind a harom sejtvonalon egyértelmiien

azonnali toxikus hatast eredményeztek, amelyet a 23. dbra a propranolol példajan mutat

crer

e ey

valtozas allt be. A 10 M és 1,7-10* M toménységii oldatoknal e hatés reverzibilisnek

bizonyult, tehat feltehetben morfoldgia valtozasbol adodétt. Ugyanakkor a 2,9-107 M és

c ey

alatt haladtak, jelezve, hogy irreverzibilis citotoxikus hatas alakult ki.
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23. abra. A haaatéanyagok koncentrdciofiiggd azonnali citotxikus hatdsat jellemzo

tipikus impedancia gorbék — a propranolol és HaCaT sejtek példajan bemutatva

Bar az impedimetrids gorbékbdl kinyert adatokra nem minden esetben lehetett
megfelelé pontossaggal (R > 0,98) koncentracio-hatis gorbét illeszteni, mindhdrom
sejtvonalon, mindhdrom anyag esetében az MTT modszerrel meghatarozott ECs
értékeknél 1ényegesen alacsonyabb, kb. fele akkora értékeket kaptunk (23. tablazat).

Az anygaok relativ toxicitdsa, azaz az anyagok toxicitasi sorrendje mind a harom sejt
esettben az MTT modszerrel kapott eredménnyel megegyez6. Az ECsy) adat

idofliggésével kapcsolatban elmondhatd, hogy az egyes idOpontok kozotti kiilonbségek,
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ahol ez meghatarozhat6, a 20%-ot nem haladjdk meg. Tehat az altalanossagban az ECsg

az expozicids iddvel nem valtozott jelentdsen.

23. tablazat: A kivalasztott 3 hatoanyag xCELLigence impedimetrias modszerrel

meghatarozott ECsg értékei 24 h, 48 h vagy 72 h expozicios idot kévetoen
ECso (mM)

HaCaT HepG2 MCF7

24h | 48h | 72h | 24h 48h | 72h | 24h 48 h 72 h

Dik 0,28 | 0,22 0,23 0,46 n.m. n.m n.m n.m 0,38

Met n.m n.m 0,78 0,46 0,42 0,41 n.m n.m 0,80

Pro 025 | 028 | 0,34 | 0,064 | 0,061 |0,066| 0,13 0,15 0,17

n.m.: A mért adatokra nem lehetett szigmoid koncentracio-hatas gorbét illeszteni a

megfeleld pontossaggal (R*>0,98)

Ugynakkor a kérnyezeti szempontbol relevans koncentracié tartomanyban (1072 M -10°

¥ M) alkalmazott gyogyszerek egyik sejtvonalon sem fejtettek ki szamottevé hatast (24.

sy

24. tablazat: A 3 hatoanyag hatasa a sejtek impedancidajara a 24h, 48h és 72 h

inkubacios idé allat, a kezeletlen kontroll %-aban kifejezve

norm.Slay (%) £ SD

C HaCaT HepG2 MCF7
(nM) | 24h | 48h | 72h | 24h | 48h | 72h | 24h | 48h | 72h
100,4 | 101,4 | 101,6 | 102, | 104,9 | 108,5 | 114,9 | 116,6 | 110,5
0,004 | 7,1 7.9 7.3 1,6 1,9 33 | 130 | 110 | 81
X 979 | 989 | 99,4 | 101,8 | 103,83 | 106,6 | 103,7 | 109,6 | 108,0
00,2 10,2 | 136 | 12,8 | 11 2,1 35 | 20,0 | 14,9 | 11,8
98,8 | 101,9 | 103,2 | 98,9 | 100,1 | 102, | 109,1 | 111,1 | 106,2
10 1,2 1,8 2,6 1,5 1,9 35 4.4 3,6 2,8
100,0 | 102,8 | 103,6 | 100,6 | 104,7 | 109,5 | 109,5 | 113 | 107,8
0,004| 14 2,9 4,7 4,9 6,9 6,2 1,4 1,3 1,2
2 102,5 | 105,5 | 106,6 | 100,0 | 103,6 | 107,8 | 100,0 | 105,5 | 104,6
= 0,2 7,2 8,0 7,0 1,2 2,8 24 | 174 | 115 | 99
95,6 | 97,2 | 100,2 | 99,1 | 100,9 | 104,2 | 90,0 | 92,5 | 95,5
10 1,1 0,9 0,9 1,8 2,5 1,9 | 20,0 | 20,0 | 154
92,2 | 91,1 | 92,2 | 100,1 | 103,3 | 106,3 | 89,9 | 93,2 | 95,6
0,004| 7,6 | 100 | 136 | 3,3 2,8 31 | 17,7 | 8,6 5,8
o 105,3 | 108 | 108,3 | 101,8 | 102,0 | 101,3 | 104,8 | 105,9 | 105,6
a |0,2 11,3 | 153 | 14,3 | 3,7 89 | 156 | 18,8 | 156 | 16,1
945 | 94,6 | 957 | 100,7 | 100,1 | 984 | 96,4 | 99,5 | 101
10 10,4 | 14,0 | 13,0 | 41 91 | 14,7 | 196 | 155 | 13,7
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Osszegezve elmondhatjuk, hogy a 3 hatdanyag a kdrnyezeti szempontbdl relevans
azonban a toményebb oldatok azonnali citotoxikus hatdst valtottak ki. Az impedimetria
alapt viabilitds mérés eredményei az MTT moddszerrel j6 egyezést mutattak a relativ

toxicitas tekintetében, az érzékenység szempontjabol pedig a meg is haladtak az utobbit.

4.2.2. Szelektalt gyulladdscsokkentik és [-blokkolok hatdsa a migrdciora

Ahogyan a 4.1.2.3. fejezetben szerepelt, a Tetrahymenanal a kemotaxis a proliferacional
érzékenyebb sejtélettani valasznak bizonyult. igy a gyogyszerek tulnyomo tobbségénél
még az igen alacsony, kornyezeti szempontbdl relevans koncentracid tartomanyban is
sikeriilt szignifikans kemotaktikus vélaszt detektalni. Ez felvetette a human sejtvonalak
hasonlo irdnyu vizsgalatdnak lehetdségét, amelynek soran egyben két 10j, innovativ
technika (ECIS ,electric fence”, 1ill. durotaxis assay) alkalmazhatésagat is

tanulmanyoztuk.

4.2.2.1. A7 ECIS , electric fence” technika alkalmazhatosaganak vizsgdlata

Az ECIS késziilék ,.electric fence” (EF) opciojaval (Id. 3.4.3.2.) végzett kisérleteink
elsddleges célja a 3 humdan sejtvonal adhéziés és migracios viselkedésének
karakterizalasa volt. Emellett a mddszer beallitdsdhoz a 4.2.1.2. pontban vizsgalt 3
kivalasztott hatoanyagot alkalmaztuk, amelyeknek migraciot befolydsold hatasat a

kornyezeti szempontbol relevans legmagasabb, 10® M-os koncentracioban vizsgaltuk.

Mérési eredmények rovid Gsszegzése:

A kapott impedimetrias gorbék, valamint a mikroszkopban az elektrod felszinekr6l
készitett felvételek alapjan a 3 sejtvonal koziil kettd, a HaCaT ¢és az MCF7 alkalmas
alanyoknak tlintek az EF funkcioval végzett migracios vizsgalatokhoz (24. 4bra). A
HepG2 sejteknél viszont az EF kikapcsolasat kovetd néhany ordban elmaradt a vart
ellenallas emelkedés, amit sejtek tobbrétegli szigetekben vald elhelyezkedésével

magyarazhatunk (24. abra).
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Ebbdl adéddan a 4.2.1.2. pontban is vizsgalt 3 hatéanyag migracidt befolydsold hatasat
a HaCaT ¢és az MCF7 sejteken vizsgaltuk. Mig az MCF7 esetében egyik hatéanyag sem
modositotta szignifikdnsan a migracio kinetikajat, a HaCaT sejteken a propranolol
enyhén novelte az elektréd bendvéséhez sziikséges idot, tehat a migracid kinetikajat

lassitotta (25. abra).
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24. abra: A 3 sejtvonal migrdcioja az ,, electric fence” (EF) funkcio alkalmazdsdval. A

fotok az elektrod felszineket a kontroll gérbék maximumanal mutatjak.

Osszegezve elmondhatjuk, hogy a HaCaT és MCF7 sejtek alkalmasak az EF modszer
alkalmazasara, azonban a koOrnyezeti szennyezd gyogyszerhatdoanyagok az
okotoxikologiai szempontbol relevans koncentracidtartomanyban - a propranolol
HaCaT sejtekre kifejtett enyhe lassitd hatasatdl eltekintve - nem modositottak

szamottevoen a sejtek migracigjat.
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25. abra: A 3 kivdlasztott hatoanyag, a diklofendk (Dik), metoprolol (Met) és proranolol

(Pro) hatasa a sejtmigracio sebességére (a kontroll szazalékaban kifejezve)

4.2.2.2. Durotaxis vizsgalatok

Kuo, C.HR., Ldng, J., Kobhidai, L., Sivaniah, E. Substrate micropatterning:
Micropatterning gradients of stiffness. in Methods in cell biology, ed. M. Piel and M.

Théry, Elsevier Inc. — megjelenés alatt

Az utobbi idében, elsdsorban a tumor terdpiak fejlesztésére irdnyuld kutatasok kapcsan,
ismertté valt, hogy a sejtek gydgyszerek iranti érzékenysége fligg a sejttenyésztd felszin
rigiditasatol (pl. MCF7 emldkarcinoma sejtek ciszplatin-érzékenysége a szubsztrat
rigiditdsaval parhuzamosan nétt) (171; 172). Tovabba szamtalan patologias allapot
esetében (pl. miokardialis infarktus, tumorképzddés, kronikus iziileti gyulladés, stb.)
ismert a sejtek mikrokornyezetének mechanikai szempontbdl torténd megvaltozasa
(173-175). E két tény megalapozta a kiilonb6zd hatéanyagok sejtélettani hatasainak és a
mechanikai mikrokdrnyezet szerepének szimultan vizsgalata iranti igényt.

Eppen ezért aldbbi vizsgalatainkkal a durotaxis szempontjabol kivantuk jellemezni az
altalunk hasznalt HaCaT és MCF7 sejtvonalakat. A HepG2 sejteket az ECIS migracios
kisérletekben mutatott kedvezdtlen novekedési morfologidjuk miatt e kisérleteinkben
nem vizsgaltuk. A keratinocita ¢€s az emldkarcindma vonal esetében a gél
rétegvastagsdganak (H) ¢és felszini eldkezelésének (poli-D-lizin, (PDL) vagy
fibronektin) szerepét vizsgaltuk (3.4.4.). Tovabba vizsgaltuk 4 a human gydgyaszatban

gyakran alkalmazott, ugyanakkor gyakori vizi szennyezd hatdéanyag (diklofenak,
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ibuprofén, metoprolol, prorpanolol) durotaxisra gyakorolt hatdsit a referencia 3T3
sejtvonalon, valamint az eldbb emlitett eldkisérletek soran pozitiv durotaxist mutatod
HaCaT sejteken. Emellett az elobbi két sejten a citoszkeletalis elemek durotaxisban
betoltott szerepét azok specifikus gatloszereinek (3.1.3.) alkalmazasaval, indirekt

modon vizsgaltuk.

Mérési eredmények révid Osszegzése:

A 2 human sejtvonal (HaCaT ¢s MCF7) gélvastagsag-fliggd durotaxisat a 3T3 egér
referencia sejtvonaléval Gsszevetve azt tapasztaltuk, hogy a gél felszinén alkalmazott
kezelés maodjatol fiiggetleniil a HaCaT sejtek a 3T3-hez hasonldan a vékonyabb gélen
képesek a latszolagos rigidités ,,stiffness” kiillonbség érzékelésére és a 24 h inkubécio
elteltével a gél rigidebb teriiletein akkumulalodnak (26. abra). Ezzel szemben az MCF7
emldkarcindma sejtek a felszini kezelés modjatol fiiggetleniil mind a vastagabb, mind a

vékonyabb gélen véletlenszertien helyezkedtek el (26. abra).

3T3 HaCaT MCF7
100 4 100+ 100 -
B H <15 ,m
80 I H > 50 um

60

¢, (%)

40-

20

i 0-
PDL PDL Fibronektin PDL Fibronektin

26. abra: Az gél felszini elokezelésének (poli-D-lizin (PDL), vagy fibronektin) hatdsa a
HaCaT és az MCF7 sejtek rigiditas-fiiggé megoszlasara H<15 pm és H>50 um
vastagsagu géleken, a rigidebb teriileteken talalhato sektek %-os aranyaban (¢)

kifejezve (jobb oldal). Bal oldal: referencia: a 3T3 sejtek eloszlasa PDL kezelés mellett.

A citoszkeletalis inhibitorok citotoxicitas eredményei alapjan a 3T3 fibroblasztok a
HaCaT keratinocitdknal valamivel érzékenyebbek, mivel az AlamarBlue assayben 4
molekulanal (citokalazin-B és D, falloidin, ill. kalikulin-A), az MTT assay-ben 3
molekulanal (citokalazin-B, falloidin, kalikulin-A) alacsonyabb koncentracioban

jelentkezett a szignifikans toxikus hatas a 3T3 fibroblasztokon (25. tablazat).
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25. tablazat: A citoszkeletdlis inhibitorok toxikus hatasa (Inh., %) a vizsgalt

koncentrdaciotartomanyon beliili legalacsonyabb hatasos koncentrdcion

3T3 fibroblaszt HaCaT keratinocita
AlamarBlue MTT AlamarBlue MTT
C Inh. C Inh. C Inh. C Inh.

M) | %) | M) | %) | M) | (%) | (uM) | (%)

Citokalazin-B 5 52,6° 5 25,5 10 59,7° 10 59,9°

Citokalazin-D 1 21,0 10 28,1 | >10 10 28,8"
Falloidin 5 49,8° 1 20,0 10 53,2 | >10
Kolhicin >10 >10 >10 > 10
Nokodazol >10 >10 >10 > 10
Blebbistatin >10 >10 > 10 > 10

Kalikulin-A 0,005 | 56,3 | 0,005 | 30,6 | 0,005 | 22,9° | 0,01 | 71,5°

*Sziirke hattér: a vizsgalt legmagasabb koncentracion (altaldban 10 puM) sem

tapasztaltunk szignifikéns hatést.

Mindkét sejtvonalon a legtoxikusabb agensnek a kalikulin-A bizonyult, amely mar 5
nM koncentracioban jelentdsen csokkentette a sejtek viabilitasat. Kozepesen toxikusak
voltak az aktinra hat6 inhibitorok, amelyeknek legalacsonyabb toxikus koncentracioja
az 1-10 puM tartoményba esett. A legkevésbé toxikus szerek a mikrotubulusokra hato
kolhicin és nokodazol, valamint a miozin inhibitor blebbistatin voltak, amelyek még 10
uM-os koncentracioban sem okoztak szignifikans toxicitast. Az anyagok toxikus

hatasat a teljes vizsgalt koncentracio tartomanyban a Fiiggelék 1 —7. abrdja mutatja.

A durotaxis gatlasdara valamennyi citoszkeleton inhibitor képes volt (26. tablazat), s a
toxicitdsi eredményekhez hasonléan itt is a 3T3 fibroblasztok bizonyultak az
érzekenyebb sejtnek (kivéve a citokalazin-B-t). Az anyagok relativ inhibicios képessége
szintén Osszhangban volt a viabilitds mérés eredményeivel: legerdteljesebb hatast a
kalikulin-A volt, ezt kovették az aktin inhibitorok, majd a miozin II. inhibitor
blebbistatin és a mikrotubulus méreg kolhicin. A nokodazol a toxicitasi eredményektdl
eltérden a durotaxis gatlasa szempontjabol az aktin inhibitorokkal megegyez6 potencialt
mutatott. A teljes durotaxis inhibicidt el6idéz6 koncentracidé mind a 3T3, mind a HaCaT
sejteken minden molekuldnal alacsonyabb volt, mint a legalacsonyabb toxikus

koncentracid.
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26. tablazat: A 3T3 fibroblaszt, ill. a HaCaT keratinocta durotaxisanak teljes gatlasat

eloideézo legalacsonyabb citoszkeletalis inhibitorok koncentraciok (Cin. inn)

Minimalis durotaxis gatlé koncentracié (Cnmin.inn) (LM)
3T3 fibroblaszt HaCaT keratinocita
Citokalazin-B 0,5 0,25
Citokalazin-D 25 7
Falloidin 0,75 1
Kolhicin 12 5
Nokodazol 0,75 10
Blebbistatin 4 8
Kalikulin-A 0,001 0,002

A kivalasztott 4 gyakori vizi szennyezd hatéanyag koziil a B-blokkold metoprolol és

propranolol mind a két sejtvonalon képes volt a durotaxis gatldsara (27. abra).
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27. abra: a metoprolol (Met) és propranolol (Pro) [(-adrenerg antagonistak dltal

kivaltott durotaxis gatlas koncentracio fiiggése HaCaT és 3T3 sejteken

Mindkét sejtvonalon a propranolol minimalis, teljes gatlast el6idézé koncentracidja egy
nagysagrenddel kisebb volt, mint a metoprololé. Emellett a két sejtvonal érzékenysége
kozott is kb. egy nagysagrend eltérés adodott a 3T3 fibroblasztok javara (Cpin.inh. 373, Pro
= 1 pM, Chininh 313, Met = 10 UM; Chin.inh HacaT, pro = 10 UM, Chin.inh. HacaT, met = 100 pM).
Ezzel szemben a diklofendk és az ibuprofén gyulladascsokkentok egyik sejtvonal

durotaxisat sem gatoltak a vizsgalt 10-200 uM koncentracid tartomanyban.
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Osszefoglalva elmondhatd, hogy a citoszkeleton inhibitorok hatdsat vizsgalva a
durotaxis mérése a kolorimetrids viabailitasi assaykhez viszonyitva érzékenyebb volt..
Mindkét vizsgalatban a 3T3 sejtvonal érzékenysége meghaladta a HaCaT keratinocitaét.
A 4 kivalasztott gyakori gyogyszerhatdanyag koziil pedig az NSAID-k nem, viszont a
B-blokkolok képesek voltak a durotaxist gatolni.

4.2.2.3. Durotaxis gatlo szerek hatdsa a sejtadhéziora és migrdciora

Mivel a durotaxis komplex sejtélettani valasz, amely egyszerre fiigg a sejt mechanikai
ingerek iranti érzékenységétdl (mechanoszenzitivitasatol) és migracios képességétol,
vizsgalni kivantuk a durotaxis gatldsa soran tanulméanyozott szerek izolalt,
lehetOséget  biztositott a  kezelés sordn  bekdvetkez6  impedanciavaltozas
nyomonkovetésére is, amely egyrészt a sejtek kiteriiltségének mértékével (az altaluk
lefedett elektrod felszin nagysagéval), masrészt az adhézid erdsségével fiigg Ossze
(3.4.3)). A gyogyszerek okozta adhézidbeli valtozast a kezelés sordn mért atlagos
impedancidnak a kezeletlen kontroll gorbék atlagos impedanciajahoz viszonyitva (norm.
Zayt, %) fejeztiik ki. A migraciot pedig az 50%-os sebgyogyulas eléréséhez sziikséges
id6 kezeletlen kontrollhoz viszonyitott aranyaval (norm. tAZi, %) jellemeztik. Az

index kiszamitasanak menetét 1d. 3.4.3.2.

Mérési eredmények rovid Gsszegzése:

A 3T3 sejteken valamennyi citoszkeleton inhibitor szignifikdnsan csokkentette a
sejtadhézio mértékét a kezelés soran, ill. szignifikansan fokozta a sebgyogyulds idejét a
kezelés utdn végzett sebgydgyulasi assay-ben (27. tdblazat). A 4.2.2.2.-ben leirtakkal
megegyezden a leghatdsosabb molekula ebben az esetben is a kalikulin-A volt, amely
mar a sejtadhéziot is irreverzibilisen gatolta, igy a sebgyogyulasi assay-ben a sejtek
migracioja egyaltalan nem volt megfigyelhetd. Bar a tobbi molekulanél a kezelés alatti
csokkent impedancia érték az anyagok eltavolitasa utan részben helyredllt, a falloidin, a
kolhicin és a nokodazol esetében sem jott 1étre az 50%-0s sebgydgyulds a sebzést
kovetd 24 h-ban. Mig a masik 3 szer esetében a kontrollhoz képest szignifikansan
megnovekedett a sebgyogyulds ideje. Hasonld eredményeket tapasztaltunk a HaCaT
sejteken is, két jelentds kiilonbségtdl eltekintve. Az elsd, hogy a kolhicin és a nokodazol

mikrotubulus mérgek az adhéziot kis mértékben, de szignifikansan novelték (28. dbra)
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A masik kiilonbség, hogy a HaCaT sejteken a citokalazin-B és a blebbistatin kezelés

nem eredményezett jelentds valtozast a sebgyogyulas sebességében (27. Tablazat).

27. tablazat: A citoszkeletdlis elemek miikodését gatlo szerek hatasa a 3T3 és HaCaT

rrrrrrrr

3T3 fibroblaszt HaCaT keratinocia

Adhézio Migracio Adhézio Migracio

norm. Z norm. tAZy norm. Z norm. tAZy

(% +SD) (%) (% +SD) (%)
Citokalazin-B 43,5+22,3° 250,2 94,2+0,3 102,1£32,0
Citokalazin-D 29,5+15,07 330,1° 42,1453 216,3+44,0Y
Falloidin 50,1+11,7 nm’ 71,442,0Y 261,1°
Kolhicin 48,8+16,7 n.m. 114,6+0,3 3834
Nokodazol 44 3+192° n.m. 121,0+6,4* 468,2"
Blebbistatin 87,2+3,0° 150,1 77,2+3,5 95,1+28.0
Kalikulin-A 27,8+18,0° n.m. 12,9+7,8° n.m.

* Az ismételt mérések egyikében a sebgyogyulas nem érte el az 50%-ot

**A sebgyogyulds egyik mérés soran sem érte el az 50%-os értéket.

A kivalasztott 4 gyakori vizi szennyezd hatéanyaggal torténd kezelés a sejtadhéziot
egyik sejttipusndl sem befolyasolta jelentésen (28. tablazat). Ugyanakkor a

sejtmigraciot a diklofenak a 3T3 sejteknél jelentésen lassitotta, a HaCaT
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keratinocitaknal viszont enyhén fokozta. A masik hidrom hatéanyag esetében nem

tapasztaltunk szignifikans hatast.

28. Tablazat: a gyakori vizi szemnyezo gyogyszerek hatisa a 3T3 és a HaCaT

........

3T3 fibroblaszt HaCaT keratinocia

Adhézio Migracio Adhézio Migracio

norm. Zsy norm. tAZy, norm. Z norm. tAZy,

(% £SD) (% +SD) (% £SD) (% £SD)
Diklofenak 118,5+26,9 242.8+58.,7Y 93,4+6,1 78,7+0,7"
Ibuprofén 105,1+28,1 73,4428 4 98,4+3 4 111,1+0,7
Metoprolol 129,8+20,7 71,2+£27,0 99,3+0,1 109,1+0,1
Propranolol 102,0+5,0 137,1+£34,0 99,4+3,47 109,8+26,3

Osszegezve azt tapasztaltuk, hogy a citoszkeleton inhibitorok talnyomo tdbbsége a

rrrrrrrr

szignifikansan csokkentette. Ezen hatasaikra a 3T3 fibroblasztok a HaCaT

keratinocitaknal =~ érzékenyebben  reagaltak. A gyakori  vizi  szennyezO

crer

migracio tekintetében a diklofendk mindkét sejtvonalon szignifikans hatast mutatott.
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5. Megbeszélés

Az el6z6 fejezetekben ismertetett eredmények azon kisérleti munkdink Osszegzését
adjak, amelyek a vizi kdrnyezetben megtalalhatd antropogén szerves szennyezéanyagok
egy viszonylag 0j, am jelentds csoportjdnak a gyogyszer hatoanyagoknak, ill. a
kozmetikai termékekben megtalalhato illatanyagoknak a sejtszintli hatasait vizsgaltak.
Kisérleteink elsddleges célja, a fent emlitett anyagok sejtproliferaciora, viabilitasra,
migraciora, valamint az utoébbival szorosan 0sszefliiggd sejtadhézidra és szignalizacios
utakra kifejtett hatasainak 1j, korabban nem vagy kevéssé vizsgalt aspektusokbol
torténd felderitése volt. E teriilet jelentdsége abbol fakad, hogy bar az irodalom
szamtalan biokémiai, sejtbiologia, vagy akar molekularis biologia dkotoxicitasi tesztrol
tesz emlitést, tovabbra is limitalt azon assay-k kore, amelyek a fenti szennyezéanyagok
rendkiviill alacsony (pl. ng/l-ug/l) kdrnyezeti koncentracidinak érzékelésére képesek.
Mivel a sejtmigracio, ill. kemotaxis alapt assay-k érzékenységét az irodalom a
viabilitasi és proliferacios tesztekénél sok esetben lényegesen magasabbnak irja 1e(99;
100), munkank hosszabb tavu célja e paraméterek Okotoxikoldgiai végpontként vald
alkalmazhatdsaganak feltardsa volt, a vizi kornyezeti szennyezdanyagok e specialis
csoportjara fokuszalva. A migracidban ¢és az annak bevezetdlépéseként 1étrejovo
sejtadhézioban rejld lehetdség kiaknazasara a letapadd sejtek esetében igéretes
megoldast jelentenek az impedancia alapt technikak (93; 95; 140; 176), amelyeket tehat
ilyen szempontbol igyekeztiink karakterizalni. Tovabba a sejtek mozgasjelenségeinek
nemrégiben a figyelem kozéppontjaba keriilt formajat, a durotaxist is megkiséreltiik a
toxikologia 0j, innovativ eszkozeként vizsgalni.

Emellett figyelembe véve az Okoszisztémak komplex, szamtalan fajbol és trofikus
szintbél feléplildé rendszerét, valamint a gyogyszerhatoanyagok potencidlis
okotoxikologiai kockazatanak human vonatkozasait, kisérleteinkbe a filogenezis
kiilonb6zd, egymastol tavoli szintjein allo6 modelleket vontunk be. Az eukaridta csillos
egysejti Tetrahymena pyriformis-t, mint a protozoon trofikus szint reprezentativ
képviseldjét, a 3 eltérd szoveti eredetli human sejtvonalat, pedig a magasabb rendd,
elsdsorban human modellként vizsgaltuk.

Az aldbbiakban az eddig bemutatott eredményeink atfogd, az irodalmi hattér tiikkrében
értelmezett Osszefliggései keriilnek bemutatdsra a Célkitlizések fejezetben feltett

kérdésekre reflektalva.
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1. Az illatanyagok kemotaktikus profilja a molekulaszerkezeti kiilonbségek féenyében

Az illatanyagok 4ltal kivaltott migraciés valaszok Osszehasonlitdé vizsgalata
alatdmasztotta a csillds modell kemotaxisanak érzékenységét az igen csekély
molekulaszerkezetbeli eltérések iranyaban. Hiszen jollehet mind a CsHip0,, mind a
C7H140; 6sszegképletii izomerek kozott talaltunk hasonlosagokat (pl. izoamil-acetat és
az izobutil-propionat attraktans jellege 10 és 10° M koncentracioban, vagy a metil-
butirat és a metil-izobutirat attraktans karaktere 10° M koncentracioban), azért az
izomerek kemotaktikus profiljai k6zott szamottevo kiilonbségek is el6fordultak. Példaul
ilyen kiilonbség volt az izobutil-propionat repellens hatasa szemben az izoamil-acetat és
a propil-izobutirat kizardlag attraktans természetével. Hasonld, a kismértéki
szerkezetbeli eltérések altal okozott molekula-specifikus kemotaktikus valaszokat
Munkacsoportunk a T. pyriformis modellen korabban is leirt, pl. a 20 fehérje alkotd
aminosav esetében, ahol a kivaltott kemotaktikus valasz az aminosavak egyik fizikai-
kémiai jellemzojével, az oldoszernek kitett feliilettel (solvent exposed area, SEA) is
Osszefliggésbe hozhatd volt (177). Bar a kemotaxis vizsgalatok kapcsan a citotoxicitasi
mérésekhez viszonyitva joval kevesebb kvantativ szerkezet-hatds 0Osszefliggés
felallitasar6l szamol be az irodalom, ugy tinik a kemotaxis szempontjabdl is
meghataroz6 a molekulak szerves/vizes fazis kozotti megoszlasi hanyadosa (logKow).
Tobb tanulmany is azt taldlta, hogy egy adott molekulacsalddon beliil, a magasabb
megoszlasi hanyadosi komponensek a jobb membranoldhatéosiguk révén, avval
kolcsonhatva, hatékonyabban gatoljak akar a Tetrahymena, akar az emlés spermiumok
mozgékonysagat (178; 179). Az itt bemutatott eredmények esetében nem allithato fel
ilyen egyértelmii Osszefiiggés, pl. a logP; = 2 megoszlasi hanyadosu izoamil-acetat a
legmagasabb logP; = 2,7 pentil-butiratnal er6sebb attraktans valaszt valtott Ki.
Ugyanakkor az ellentmondas feloldhat6 lehet, ha figyelembe vessziik a pl. Wu és mtsai
altal alkalmazott lényegesen magasabb koncentraciokat (10'6 -10° M) és tagabb logP
tartomanyokat (1,3-57) (179). A kemotaxis-szerkezet hatas Osszefliggés felallitasa
egyébként a kemotaktkius vélasz kettds természete (attraktdns vagy repellens) és a
koncentracidval nem monoton 9sszefliggést mutato jellege miatt igen nehéz.

A kisérleteinkben legerételjesebb pozitiv kemotaktikus valaszt kivalto izoamil-acetat és
izobutil-propionat attraktans karakterét mas tanulmanyok is meger6sitik (pl. izoamil-

acetat: D. melanogaster (147), P. marginata (180), C. elegans (148), G. gallus
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domesticus (181)) azonban a fajok érzékenységének Osszevetését és a pozitiv migracios
valasz koncentraciofiiggésének vizsgalatat lehetetlenné teszi, hogy e munkdkban az
anyagokat gazfazisban alkalmaztak. Az emlitett két €szter estében tovabbi feromonszertii
hatasokrol (pl. taplalkozasi és parzasi szokasok befolyadsoldsardl) is beszamol az
irodalom, ezért, mint a rovarcsapdak uj lehetséges anyagait tartja 6ket szamon (180;
182). Az aromas aldehidek kemotaktikus hatasardl az észterekével ellentétben nem all
rendelkezésre irodalmi adat.

Az illatanyagok és az eléallitasuk soran felhasznalt reagensek kemotaktikus profiljanak
Osszevetése az izomerekrdl elmondottakhoz hasonléan azt mutatta, hogy a legtdbb
észter esetében 1-1 cstcsban tapasztaltunk hasonldsagot a megfelelé savval, vagy
alkohollal, azonban minden esetben kiilonbségek is megfigyelhetdek voltak a kivaltott
kemotaktikus valaszokban. Ez arra utal, hogy az illatanyagok eldallitidsa soran esetleges
nyomnyi mennyiségben jelenlevd ilyen tipusti szennyezddések az eldbbiek

kemotaktikus hatasat nem befolyasoljak szamottevoen.

2. A foszfolipaz-C (PLC) és foszfatidil-inozitol-3-kinaz  (PI3K) aktivacicja a

kemoattraktans észterek szignalizaciojaban

A kemoattraktans észterek altali stimulacié eredményeink szerint nem eredményezte a
PLC jelentés aktivacigjat, illetve a kivaltott kemoattraktans valaszban nem fiiggott a
PI3K enzim aktivitasatol. Ez 6sszhangban van azon irodalmi eredményekkel, amelyek
szerint a 10 — 10 M koncentracidban alkalmazott rovid szénlanct alifas észterek (pL
az izoamil-acetat), vagy az aromas aldehidek (pl. furfuril-merkaptan) az adenilat-ciklaz
kozremiikddésével c-AMP masodlagos hirvivon keresztiil valtottak ki intracellularis
Ca?* szignalt szamos gerinces modell szagloneuronjaiban (183-186). Ugyanakkor az
emlés szagloneuronokon végzett legujabb kisérletek mégis alatamasztottak a
foszfoinozitol masodlagos hirvivok illatanyagok szignalizacidjaban bet6ltott szerepét.
igazoltak (187). Az irodalom jelenleg két hipotézist ismer a foszfoinozitol masodlagos
hirvivék szerepét Ovezd ellentmondas felolddsdra. Az egyik hipotézis szerint a
szaganyagok eltéré receptorokon hatva és kiilonbozé affinitassal képesek a c-AMP,
vagy az IP3 szignalizacids Utvonal bekapcsoldsdra, ami a szagészlelés specifitdsat

novelheti. A masik hipotézis szerint viszont, a szagingerre adott azonnali vélasz
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kialakitasaért a c-AMP felelds, mig a késobbi, méasodlagos reakcidkban (pl. adaptacid)
az IPs-¢ a foszerep (188). Eredményeink az els6 hipotézist latszanak igazolni, aminek
értelmében az altalunk vizsgalt illatanyagok kemotaktikus szignalizacioja is a c-AMP

révén valosulhat meg.

3. A gyakori vizi szennyezo gyogyszerek kockazatelemzése az egysejtii modell
proliferacioja alapjan
A 14 gyakori vizi szennyezé hatoanyag proliferacid gatld hatasdnak koncentracid
fliggését figyelembe véve, a molekulak akut toxikus hatdsa a Tetrahymenara a vizi
kornyezetben nem valoszinti, hiszen az acetil-szalicilsav kivételével egyik sem mutatott
szignifikans proliferacié csokkentd képességet a kornyezeti szempontbdl relevans
koncentracié tartomanyban. A két legtoxikusabb csoporton az NSAID és a -adrenerg
molekulacsaladon beliil a molekuldk relativ toxicitasi sorrendje, ill. a meghatarozott
ECso értékek nagysagrendje (4,8-181,0 mg/l) az irodalomban megtalalhaté gyakori,
standardizalt modszerek (pl. V. fischeri lumineszcencia gatlas, Daphnia immobilizacio,
Pseudokirchenella, Scenedesmus és Lemna alga novekedés gatlasi teszt) eredményeivel
jo egyezést mutatott (103; 107; 157; 158; 189). Az emlitett tanulmanyok a
gyogyszermolekuldk  hatdsmodjat e  tesztekben  altaldban  nemspecifikus
mechanizmusként, G.n. ,narkézis”-ként irjdk le, amelynek erdssége az anyag lipid-
oldékonysagatol fiigg, azaz a megoszlasi hanyadossal parhuzamosan né (103; 189). Az
altalunk kapott eredményeket az anyagok megoszlasi hanyadosaval Osszevetve (29.
tablazat) kitlinik, hogy e szabdly esetiinkben nem mindig érvényesiil (pl. fenoprofén vs.
ibuprofén; eritromicin vs. trimetoprim). Ez felveti annak lehet6ségét, hogy a vizsgalt
molekuldk specifikus molekularis célpontokra is képesek lehetnek hatni a csillos
modellben. Emellett a Zhang és munkatarsai altal hidrofob molekulakkal folytatott fajok
kozotti 6sszehasonlitd tanulmanyban a T. pyrifromis-szal szembeni toxicitas a Daphnia
¢s alga alapt tesztek eredményeivel gyenge korrelaciot mutatott, jelezve, hogy az
anyagok felvétele €s hatasmodja az egyes fajok kozott molekulafiiggd modon valtozhat
(57). A gyogyszerhatoanyagok feltételezett specifikus hatasmodjat tamasztja ala példaul
az antibiotikumok viselkedése. A specifikusan a prokariota 50S RNS-re hat6 linkomicin
¢és eritromicin a vizsgalt koncentracié tartomanyban semmilyen hatdssal nem volt a

crcr

csillés egysejtli  proliferaciojara, jollehet az eritromicin megoszlasi hanyadosa
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viszonylag magas, 3-hoz kozeli érték. Ugyanakkor a joval alacsonyabb (logP3 = 0,9)
megoszlasi hanyadost, a bakterialis folsavszintézishez sziikséges két eltéré enzimet
(dihidropteroat-szintaz ¢s dihidrofolat-reduktaz) gatldé szulfametoxazol €s trimetoprim
Mindkét antibiotikum esetében ismeretes, hogy a prokaridta enzimformahoz képest
ugyan lényegesen kisebb (kb. 0,0001-szeres) affinitassal, de az eukariéta homoldg
enzimeket is képesek gatolni (70). Ugyanakkor a Tetrahymenaban mind funkcionalisan
(190), mind gén szinten (Tetrahymena Genome Database, génazonosito:
TTHERM_00312120) sikeriilt azonositani a fenti enzimekkel megegyezd feladatot
ellaté bifunkcioés dihidrofolat- reduktaz-timidilat-szintaz enzimet. Emellett az NSAID-k
molekularis célpontjat jelenté ciklooxigenaz (COX) enzimet (191), valamint a [3-
blokkolok tamadaspontjat képez6é B-adrenerg receptorok jelenlétét (192) szintén leirtak,

bar ezeket gén szinten egyeldre nem sikeriilt azonositani.

29. tablazat: A vizsgalt hatoanyag megoszlasi hanyadosanak, valamint toxikus és

kemotaktikus hatasanak osszehasonlitasa

logP3 Prolifericié Kemotaxis
Hatas C (M) Hatas C (M)
acetil-szalicilsav 1,2 - 101-10® - 10", 10° 1078, 10°
diklofenak 4,4 - >10" - 10", 10", 10"%-10°
fenoprofén 3,3 - > 10" - 10™
ibuprofén 3,5 - >107 - 107
naproxén 3,3 - 1073 + 1073, 1012
paracetamol 0,5 + 10 - 10™ 102, 10"
-9
eritromicin 2,7 + | 10™10°® + 11(?_15
: . + 10", 10°, 10"
linkomicin 0,2 0 - 102 10°
szulfametoxazol 0,9 - >10° + 102, 10", 10°, 10
trimetoprim 0,9 - > 107 - 10, 107
metoprolol 1,9 - >107 - 10", 104, 10710°
propranolol 3,0 - >107° - 10", 10?107
-6
timolol 18 : > 10 - 10_115?10_14
-14 -7, -6
Na-diatrizoat 1,8 0 T 10 11098 10

102




DOI:10.14753/SE.2014.1912

Osszegezve elmondhatjuk, a T. pyriformis mint protozoon modell organizmus
figyelembevétele a gyogyszerek oktoxikus hatdsanak megitélése soran lényeges, mivel
az ¢ sejten tapasztalt hatasmodok ¢és hatdsos koncentraciok nem extrapolalhatdak

egyszeriien a tobbi organizmuson megfigyelt eredmények alapjan.

gyogyszerekre adott migracios vailaszai

A 14 hatéanyagb6l 13 altal - a kornyezeti szempontbdl relevans koncentracid
tartomanyban - kivaltott szignifikans kemotaktikus valasz aldtdmasztja a migracios
assay-k kiemelkedd érzékenységérdl kordbban elmondottakat. Az altalunk megfigyelt
kemorepellens hatasok azonos irdnyba mutatnak azon irodalmi eredményekkel, amelyek
arr6l szamolnak be, hogy az NSAID-k (pl. acetilszalicilsav, diklofenak, ibuprofén
(193)), a B-blokkolok (pl. metoprolol (194)), egyes antibiotikumok (pl. eritromicin
(195)), de még a kontrasztanyag Na-diatrizoat (196) is csokkentette a human leukocitak
valamilyen referencia kemoattraktans szer (4ltalaban fMLF baktridlis tripeptid) altal
esetében altalunk tapasztalt kettOs repellens/attraktans hatasra az irodalomban szintén
talalunk utalast, bar kevesebbet. Ez valosziniileg avval is Osszefiigg, hogy a legtobb
tanulmanyban az itt bemutatottnal sziikebb koncentracié tartomanyt vizsgalnak (ld.
eritromicin ¢és timolol, ahol az ellentétes hatdsok optimalis koncentracioi koézott 6
nagysagrend az eltérés). Mindenesetre az itt emlitett kettds viselkedéshez hasonlot
leirtak mind gydgyszerhatdanyagok (pl. propranolol), mind egyéb kdornyezeti
szennyezOanyagok (pl. peszticid keverék) esetében is (197). A koncentraciofiiggd
egymassal ellentétes hatasokat, valamint a nem monoton, tehat tobb cslicsot tartalmazé
koncentracio-valasz Osszefiiggéseket a szakirodalom a ,,hormézissel” magyarazza. Ez
utdbbi altalanos jelenség a toxikoldgia és az Okotoxikoldgia teriiletén: a filogenezis
kiilonb6z6 szintjein all6 szamtalan modell és assay végpont esetében leirtak (198). Bar a
kialakitasaban résztvevd pontos sejtszinti mechanizmusok egyelére nem teljesen
ismertek, oka valosziniileg az adott molekula kotésére képes, de eltérd ligand affinitast
mutatd receptor populaciok jelenlétében keresendd. Ennek szép példaja a

vazokonstriktor endotelin-1 molekula, amelynek két eltéré optimalis kemoattraktans

crer
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megfeleltetni (199; 200). Ugyanakkor a kemotaxis kialakitasaban résztvevo receptorok
telitettségének szintén szerepe lehet a nem monoton koncentracid-vélasz gorbék
l1étrejottében, mivel a kevéssé vagy tultelitett receptorok csokkent kemotaktikus valaszt
eredményezhetnek (201). Mindent egybe vetve, az altalunk ismertetett T. pyriformis
kemtoaxis assay a gyogyszerhatdanyagok kockdzat elemzésekor hasznos és érzékeny

kvalitativ eszkoz lehet a szubletalis, viselkedés modositd hatasok megitélésére.

5. Hatoanyagparok keverékhatasai

A kétkomponensi hatoanyag keverékekben jelentkezd egylittes hatasok valamivel tobb,
mint fele (58,3 %-a) antagonista kolcsonhatas volt. Az antagonizmus megjelenési
gyakorisdga a keverékek Osszkoncentracidjanak ndvekedésével —egyértelmiien
fokozodott. Ezt jelzi az is, hogy a diklofendk+metoprolol molekulapér kivételével a
>1,5 Toxikus Egység (TE) Osszkoncentracioju elegyekben mindenhol antagonizmust
tapasztaltunk egy keveréket (1 TE Dik + 0,5 Pro) leszamitva. Tovabba az is jol lathatd
tendencia, hogy az azonos molekulacsaladbol kialakitott parokban az antagonizmus
gyakoribb volt, mint az eltéré hatdsmechanizmusi szerekbdl 1étrehozott parokban (29.
abra). E két tény felveti a kompetitiv inhibicio lehetdségét, mint az antagonizmus
lehetséges magyarazatdt, azonban ez az eltérd hatasmechanizmusu parokban
nehezebben értelmezhetd. A koncentracid addtivitas teljesiilését az Osszes keverék
34,4% -ban tapasztaltuk, mig szinergizmust egyediil az eltérd hatasmechanizmustu
diklofendk + metoprolol parban figyeltink meg. Hasonld szinergizmust az eltérd
hatdasmechanizmusti szerek kozott Schnell és mtsai. is leirtak hal sejtvonal alapu
citotoxicitasi assay-kben (168).

A gyogyszerek egyedi toxikus hatasanal korabban elmondottakhoz hasonldéan a
keverékek vizsgalata is bizonyitotta, hogy az ugyanezen szerekkel mas gyakori
modelleken (Daphnia, algak) tapasztalt additivitas (103; 157; 189) nem iltethetd at
teljes egészében a T. pyriformis-ra. Az azonos keverékek kiilonb6zé modell-
organizmusokon megfigyelhetd, eltérd egyiittes hatds tipusat az irodalomban mas
tanulmanyok is leirtdk (103; 202). Az altalunk kapott egyiittes hatas tipusok

koncentraci6 szerinti eloszlasat elemezve, a nehézfémek esetében a Tetrahymenéanal

leirt (113), az egyedi komponensek aranyaval korrelaldé mintazat nem volt
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megfigyelhetd; inkabb a Pomati és mtsai. altal is tapasztalt (203; 204) komplex egylittes
hatas tipus profilt kaptunk.

Dik + Ibu Dik + Met Dik + Pro
6.3

50 50

Bl additivitas

93,8

Bl antagonizmus
Tbu + Met TIbu + Pro Met + Pro B zinergizmus
18.75

43,75

56.25 62,5

81.25

29. abra: Az egyiittes hatas 3 tipusanak szdzalékos gyakorisaga a 6 vizsgalt

hatoanyagpar keverékeiben

Eredményeinket 6sszegezve elmondhatjuk, hogy a vizsgalt hatdéanyagparok esetében
additiv, st szinergista egyiittes hatast is tapasztaltunk. Ez jelzi, hogy e hatéanyagok
keverékeiben az Onmagukban nem vagy gyenge hatast kivaltd koncentracioban
jelenlevé molekuldk egymaés hatasat potencirozva szignifikdns toxikus hatést
eredményezhetnek. Ugyanakkor a megfigyelt antagonista és szinergista kdlcsonhatasok
azt is jelezték, hogy a T. pyriformis-on a vizsgalt 4 hatéoanyag keverékeiben a
koncentraci6 additiv modell nem prediktalta kielégitden a varhato globalis toxikus

hatast.

6. AT. pyriformis assay kombindcio gyakorlati alkalmazdsa

A fent emlitett profileracid gatlds és kemotaxis assay kombinaciot a csillos modellel
folyatott kisérleteink lezarasaként egy lehetséges gyakorlati alkalmazasi teriileten, a
szennyezd gyogyszerhatéanyagok lebontasanak nyomonkovetésére hasznaltuk. Jollehet
e teriileten jelenleg a standardizalt V. fisheri limuneszcencia gatlasi teszt a dominans
modszer, a Tetrahymena protozoon mint j modell egyidejii alkalmazasanak
hasznossagat aldtdmasztjadk a hasonld témaban sziiletett fajok kozotti sszehasonlitod
elemzések. Andreozzi és mtsai. pl. a diklofendk €s kinolon antibiotikumok keverékeinek
nagyhatékonysagu oxidacids bontasa soran azt tapasztaltak, hogy a mintak toxicitdsa a

kezelési id6 fiiggvényében az algaknal és a kerekesférgeknél eltéréen alakult (205).

105



DOI:10.14753/SE.2014.1912

Eredményeink alapjan az emlitett két modszer kombindlt alkalmazasanak
1étjogosultsdga megerdsitést nyert, hiszen mindkét moddszerrel kiilonbséget
tapasztaltunk mind az eltér6 kezelési 1d6 utan vett, mind az eltér6 bontasi
koriilményekbdl szarmazd mintak biologiai aktivitasa kozott. A proliferacio gatlas soran
tapasztalt eltérd lefutasu kezelési id6 — proliferacié inhibicid gorbék a kémiai analizis
eredményeivel is Osszefliggésbe hozhatonak bizonyultak. Ilyen moédon a 10 s - 900 s
kezelést kovetden vett mintaknal az O,-telitett kornyezetbdl szarmazé mintak fokozott
toxikus hatasat az O,-mentes mintakhoz képest a nagyobb mennyiségben képzddott 5-
hidroxi-diklofenak jelenlétével magyarazhatjuk. Hasonlo eredményekrdl szamoltak be a
diklofenak y-radiolizise kapcsan is, amelyben az oxidativ koriilmények kozott keletkezd
bomlastermékek toxicitasa a V. fischerin erdsebb volt, mint a reduktiv koriilmények
mellett keletkezok termékeké (206). A 2400 s — 3600 s kezelést kdvetden vett mintaknal
a két koriilmény esetében megfigyelhetd eltérd toxicitds profil hatterében a kiilonb6z6
mértékli mineralizdci6 (azaz a szerves bomlastermékek egyszeriibb szervetlen
vegyiiletekké alakuldsa) allhat. Az Op-telitett mintaknal a mineralizacié > 70%, mig az
O,-menteseknél 20-25 %. Ez okozhatja, hogy mig az eldbbiek toxikus hatdsa a kezelési
1d6 novelésével gyakorlatilag 0 %-ra csokken a 3600 s-0s mintaknal, addig az utobbiak
toxicitasa az id6 eldrehaladtdval nem valtozik. Emellett egyes irodalmi adatok szerint a
fotolizis ezen szakaszaban az alkalmazott analitikai modszerekkel nem detektalhato di-
¢és polimer bomlastermékek is keletkezhetnek, amelyek hozzdjarulhatnak a tapasztalt

toxikus hatashoz (207).

A kemotaxis vizsgalatok eredményei a fentieket kiegészitve arra utalnak, hogy a toxikus
hatast mar nem mutatd 3600 s-os bontasi 1d6 utan vett O,-telitett mintak is rendelkeznek
szubletalis, migraciot befolyasolo hatassal. Emellett az is kideriilt, hogy a fotolizis soran
keletkezé bomlastermékek a kiindulési vegyiilet kemorepellens jellegét megdrzik, bar a
kapott kemotaktikus valaszok pontosabb értelmezéséhez a keletkezd bomlastermékek
egyéni vizsgalata mindenképpen sziikséges. Ugyanakkor figyelembe véve az elérhetd
hasonldé témaji tanulmanyokat elmondhatd, hogy elsdként vizsgaltuk a kornyezeti
szennyezd  gyogyszerhatéanyagok  fotodegradacios  termékeinek  szubletilis,

sejtmigraciora kifejtett hatasat.
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7. A gyogyszerhatoanyagok citotoxicitasa a human sejtvonalakon

A 3 sejtvonalon a klasszikus, mitokondrialis dehidrogenaz alapa (MTT) citotoxicitas
mérési modszert alkalmazva azt tapasztaltuk, hogy a 14 kornyezeti szennyezd
gyogyszerhatbanyaggal szemben a human sejtvonalak a T. pyriformis-nal altalaban
kevésbé érzékenyek voltak. Kivételt jelentett ez alol az eritromicin €s a paracetamol,
aminél a HaCaT, ill. az MCF7 sejtek mutattdk a legnagyobb érzékenységet. Emellett a
diklofenak esetében a csillés modellen mért ECsq érték gyakorlatilag megegyezett a 3
sejtvonalon kapott eredményekkel. Tovabba a fenoprofén esetében a HepG2 sejtvonal
az egysejtit modellel kozel azonos viselkedést mutatott. A legnagyobb eltérést a két
modell rendszer érzékenysége kozott a propranolol esetében tapasztaltuk, ahol a csillos
modell érzékenységelO-szer nagyobb volt, bar valamennyi modellen e komponens
bizonyult a legtoxikusabbnak. A propranololnak a tobbi [-blokkolohoz, sot a
hatéanyagok szélesebb koréhez viszonyitott kiemelkedd toxicitasat az irodalom az erds
membranstabilizald hatasanak tulajdonitja (56). A human HepG2 sejtvonal
Tetrahymenahoz képest alacsonyabb érzékenységét irtdk le Rudzok és mitsai. is, akik
nem csak a peszticidekkel, de a diklofendkkal szemben is kb. 10-szer érzékenyebbnek
talaltak ez utobbit (106). A megfigyelést a letapadd, egymassal szorosan illeszkedd, s6t
adott esetben egymadsra is n6vé human sejtek, a szabadon mozgd Tetrahymenaé¢hoz
képest jelentésen kisebb fajlagos expozicids felilletével magyaraztak (106). A
sejtvonalakon mért ECsg értékek legtobbjének expozicios 1d6tdl fiiggetlen volta arra utal,
hogy az anyagok gyorsan metabolizdlodtak a sejtekben, ahol inaktiv termékek
keletkeztek bel6liik (170). Az ECsp két alkalommal csokkent jelentdsen (kb. a felére) az
expozicids 1d6 24 h-rol 72 h-ra valo novelésével, a diklofendk (HaCaT) és a fenoprofén
(MCF7) esetében. Ez utalhat arra, hogy ezen anyagokboél a sejtekben a metabolizacid
soran hatasosabb termék jott 1étre. Ugyanakkor az irodalomban egymasnak ellentmondé
adatok talalhatoak arra nézve, hogy az éaltalunk vizsgalt hatéanyagok (pl. naproxén,
ibuprofén, diklofenak) a transzformaciojukért elsésorban felelés CYP1A enzim (170)
aktivitasat indukaljak (170; 208), vagy gatoljak-e (209). A sejtvonalak tekintetében az
irodalmi adatok alapjan a HaCaT sejtvonal igen kismértékii citokrém-P450 aktivitassal
rendelkezik (210), mig a HepG2 és az MCF7 sejtekben ezen enzim alap aktivitasa

jelentdsebb (211). Mivel azonban az MTT modszerrel kisérleteink elsédleges célja
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referencia effektiv koncentracio értékek meghatarozasa volt, igy a fenti kérdés mélyebb

elemzésétdl a tovabbiakban eltekintiink.

8. A sejt adhézio és migracio impedancia alapu detektalasanak alkalmazhatosaga a

hatoanyagok okotoxikus hatasanak detektdlasara

Az impedancia alapi valds ideji viabilitds méréssel megallapitott ECsy értékek
alatdmasztottak az irodalomban a mddszer érzékenységére €s a hagyomanyos végpont
assay-kkel (pl. neutrdl vords felvétel) vald Osszevethetdségére vonatkozo
megallapitasokat (212), amelyeket pl. az ibuprofén és a propranolol esetében irtak le.
Ugyanakkor akar az adhézio, akar a migracié impedimetrias kovetésével sem lehetett a
kornyezeti szempontbol relevans koncentracidoban alkalmazott, kivalasztott hatéanyagok
szamottevd sejtbiologiai hatdsat kimutatni. Ez aldl a propranolol HaCaT keratinocitakon
megfigyelt igen enyhe migraciot lassitd hatasa volt kivétel, amiben valdsziniileg a
propranolol kordbban emlitett membranstabilizald képességének lehet szerepe.
Eredményeinket a korabbi, ECIS rendszerben megvalositott dkotoxikoldgiai mérések
pozitiv eredményeivel Gsszevetve, a kiillonbség valoszintlileg avval magyarazhatd (94;
95), hogy e korabbi munkakban szennyezdanyagként peszticideket és olyan
oldoszereket alkalmaztak, amelyeknek citotoxikus hatdsa az altalunk vizsgélt
gyogyszerekénél eleve jelentdsebb. Hiszen az itt bemutatott gyogyszerek az emberi
szervezet szempontjabol hatasos, terdpids koncentracioi is nagysagrendekkel (legalabb
2-3) meghaladjak a kornyezeti koncentraciokat, ahogyan ezt a korabbi migracioval

kapcsolatos irodalmi eredmények (193; 194) is alatamasztjak.

9. A HaCaT keratinocita és az MCF7 emlo karcinoma sejtvonal eltéeré

mechanoszenzitivitasanak karakterizalasa

Durotaxis vizsgalataink bevezetd szakaszaban azt tapasztaltuk, hogy a HaCaT
keratinocitak a vékonyabb (H < 15 um) vastagsagu géleken preferaltan a magasabb
latszolagos rigiditasu teriileteken helyezkedtek el, az MCF7 emld karcindma eredetii
sejtek lokalizacidja viszont fiiggetlen volt a latszolagos rigiditastol mindkét
gélvastagsag estében. E megfigyeléseinket az alkalmazott felszini kezelés (poli-D-lizin,
vagy fibronektin) nem befolydsolta. A keratinocitdk preferencidjat a rigidebb

szubsztratokkal szemben tobb irodalmi adat is megerdsiti, amelyek a ketainocitak
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(lagyabb szubsztratokhoz viszonyitott) fokozott kiteriiltségérdl, proliferacidjarol (213)
¢és migraciojarol (141) szamolnak be. Ugyanakkor az irodalmi adatokban 1 nagysagrend
eltérés mutatkozik avval kapcsolatban, hogy mi az a rétegvastagsag, amelyen keresztiil
a sejtek a rigiditast érzékelni képesek (1-2 um (214; 215) vs. 10 - 20 um (37)).
Eredményeink inkdbb az utobbi nagysagrend irdnyaba mutatnak, ugyanakkor irodalmi
adatok alapjan az érzékelheté mélység fiigg a sejt altal a gél felszinre kifejtett erd
nagysagatol, igy sejttipusonként is valtozhat (214).

Az MCF7 sejtek ,.stiffness” iranti érzéketlenségének legvaloszinliibb magyardzata a
sejtek tumoros eredete lehet. Irodalmi adatok alapjan ugyanis az onkogénekkel
transzformalt (216), vagy metasztatikus (217) sejteknél eltlinik az fiziologias
folyamatok (pl. proliferacio, migracio) ,,stiffness”-fiiggd jellege. Ez érthetd is, annak
tikrében, hogy a szervezetben a metasztazist képz6 malignus sejteknek szamtalan
kiilonb6z6, ezéltal eltérd mechanikai tulajdonsagli szoveten kell atjutnia. Tovabba az
irodalom arrol is beszamolt, hogy az alacsony metasztatikus potencialu egér emldé tumor
sejtek fibronektin fiiggd folyamat révén képesek voltak a szubsztrat rigidtiasat érzékelni,
viszont a nagy metasztatikus potencialu sejtek nem (218). Eredményeinkkel tehat egy 1,
korabban nem vizsgalt human emld karcindma sejtvonalon is megerdsiteniink, hogy a
tumoros sejtek elveszitik a kornyezet rigiditasa iranti érzéketlenségiiket, amely a
metasztatikus potencial és metasztazis képzés igen fontos Osszetevodje. Természetesen a
folyamat pontos molekularis hattere még tisztazasara szorul, e megfigyelés azonban
nagyban hozzéjarulhat mind a tumorok patomechanizmusinak megértéséhez, mind a
jelenlegieknél hatékonyabb tumorterapiak kifejlesztéséhez. A legjelentdsebb nyitott
kérdések tobbek kozott a kiilonbozd citoszkeletalis durotaxisban betoltott szerepét, ill. a
durotaxis gyogyszeres befolyasolasanak lehetdségét is érintik. Emellett érdekes tény,
hogy az MCF7 sejtekkel metasztatikus potencialjaval kapcsolatban az irodalom nem
egységes, bar inkabb az alacsony metasztatikus képesség felé hajlik (219; 220), jol lehet
e sejt immunhianyos egerekben képes in vivo metasztazisok kialakitasara (221). Ez
felveti annak a hossza tavu lehetdségét, hogy a mechanoszenzitivitast a metasztatikus
potencidl egy Uj markereként alkalmazzdk, akar a klinikai kutatdsok, vagy a

diagnosztika teriiletén.
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10. 4 citoszkeletdlis elemek szerepe a durotaxisban; a durotaxis, a sejtadhézio és a

migrdcio kapcsolata

A citoszkeletalis inhibitorok durotaxisra kifejtett hatasanak vizsgalata soran
bebizonyosodott, hogy valamennyi szer képes a durotaxis gatldsara az akut citotoxikus
hatas okozo6 koncentracional valamivel alacsonyabb koncentracioban. Ugyanakkor nem
kizarhato, hogy e komponensek a sejt alapvetd migracios képességére, motilitdsara
kifejtett hatdsuk révén befolyasoljdk a durotaxist. A kornyezet mechanikai
tulajdonsdgainak érzékelésében az integrinek (Bl-integrinek) jatszanak dontd szerepet
(30), a citoszkeleton (azon beliil is elsédlegesen az aktin mikrofilamentum rendszer) a
sejt mozgatdsat biztositja. Impedimetrids eredményeink (30. tablazat) alatamasztottak,
hogy a citoszkeletonra hatd inhibitorok a durotaxis gatlasara képes koncentraciokban a
sejtadhéziora és migraciora is kihatassal voltak. Ezen megfigyeléseink egybe vagnak
kifejtésének és durotaxisanak egymastol valo kolesonds fiiggését (21). Citoklazin-D-t és
blebbistatint alkalmazva melanoma sejteken azt talaltdk, hogy mig az eldbbi az
adhéziora képes sejtek szamat, a sejtek kiteriiltségét ¢és durotaxisat is jelentdsen
gatolta. Osszességében a citoszkeletalis elemek szerepével kapcsolatosan az irodalmi
adatok az altalunk tapasztalt eredményekkel egy iranyba mutatnak, nevezetesen, hogy
valamennyi komponens részt vesz a durotaxis létrehozasdban. Az aktin és a miozin II.
motorok inhibitoraival végzett vizsgalatok egyértelmiien arra utalnak, hogy e két
citoszkeletalis komponens miikodésének hianyaban a sejt képtelen erét kifejteni, ami
csokkent migracidhoz és durotaxishoz vezet (20; 22). A mikrotubulusok nokodazollal
vagy kolhicinnel végzett gatldsa soran a kiilonb6z6 tanulmanyok eredményei azonban
némileg egymasnak ellentmonddak, nem egyértelmii, hogy a mikrotubulusok altal
generalt er6 hozzajarul-e a szubsztratra gyakorolt erdkifejtéshez (19), vagy sem (22). Az
ellentmondas feloldasara az a hipotézis sziiletett, hogy a mikrotubulusok részvétele az
erdkifejtésben sejttipus és assay-fliggd lehet (222). Az altalunk rendkiviil drasztikus
hatdstnak talalt kalikulint az irodalom, mint a miozin II. indirekt aktivatorat tartja
szamon, de az itt megfigyelt negativ hatasokban kozrejatszhat az intermedier

filamentumok (pl. vimentin) lokalizaciojara kifejtett hatasa is (223), mivel ezek szintén
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........

mind a mechanikai jelek transzdukciojaban (226).

30. tablazat: A kiilonbozo citoszkeletalis inhibitorok adhéziora és migrdciora kifejtett

hatasanak osszegzése

3T3 HaCaT
N Adhézié | Migracid N Adhézié | Migracid
(uM) (M)

Citokalazin-B 0,5 N2\ N2\ 0,25 0 0
Citokalazin-D 2,5 N2\ 2% 7 % NS
Falloidin 0,75 2\ Z S22\ Z 1 2 Z 2\ Z
Kolhicin 12 2\ Z 2 2 Z 5 N 224
Nokodazol 0,75 2\ Z 2 2 Z 10 N 224
Blebbistatin 4 N% N2 8 % 0
Kalikulin-A 0,001 N2 2% Y | 0,002 N2 2% N2\ 2

A két sejtvonal érzékenységében megfigyelt kiillonbségekhez (szinte minden esetben a
3T3 sejtvonal bizonyult érzékenyebbnek) hozzéjarulhat a két sejtvonal eltérd eredete
(egér vs. human). Emellett, kiilonbség lehet a két sejttipusra jellemzo fajlagos
expozicios felilletben is, figyelembe véve a HaCaT sejtekre jellemzd, rendkiviil
szorosan rendezett konfluens ndvekedést, szemben a 3T3 fibroblasztokra jellemzd

lazabb elrendez6déssel.

11. Klinikai és kérnyezeti szempontbdl jelentds gyogyszerek hatasa a durotaxisra

A 4 nagy mennyiségben alkalmazott, ezaltal gyakori vizi szennyez6 gyogyszermolekula
durotaxisra kifejtett hatdsanak vizsgalata igen érdekes eredményeket hozott, mivel azt
tapasztaltuk, hogy a 2 NSAID nem, viszont a 2 B-blokkold gatolta a sejtek durotaxisat.
befolyésolta jelentdsen, a migraciot is csak a diklofenak, rdadasul két sejtben ellentétes
iranyba. A 3T3 sejtvonalon lassitotta a migracidt, a HaCaT keratinocitaknal enyhén
fokozta. A diklofenak sejttipus fliggd, ellentétes irdnyu hatasara talalunk egyéb példat is
az irodalomban. Mig a leukocitdk €s szamos tumor sejttipus attraktans indukalta

crer

(227) bar itt az eltérés a kiilonboz6 modszerek (transwell assay, scratch assay)
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alkalmazésabdl is fakadhat. Mivel egyik molekulacsalad szerepét sem vizsgaltak eddig
a sejtek rigiditas iranti érzékenységével, ill. durotaxisaval kapcsolatban, az eredmények
értelmezése igen nehéz és mindenképpen sziikségesek tovabbi vizsgalatok. A (-
folyamataira kifejtett hatasaival kapcsolatban azonban a téma klinikai relevanciajanak
koszonhetden van hozzaférheté irdalom. Ezek alapjan a sebgyodgyulasban résztvevo
valamennyi sejttipus expresszal B-adrenerg receptorokat (elsésorban a [, tipust) (228;
229), amelyeknek antagonizalasa a sejtek migraciojat a MEK-ERK szignalizacios
utvonalon keresztiil fokozta (229). A metoprolol és a propranolol hatasos koncentracioi
mindkét sejten egy nagysagrend eltérést mutattak, mindkét sejtvonalon a propranolol
bizonyult hatasosabbnak. Ez valosziniileg a kordbban tdbbszor emlitett
membranstabilizald hatasaval all 6sszefliggésben, de szerepet jatszhat benne a két szer
B-adrenerg receptorok iranti szelektivitasbeli kiilonbsége is. Hiszen a metoprolol
szelektiv B1-adrenerg receptor inhibitor, a propranolol azonban nemszelektiven gatolja
mind a B1-, mind a B2-adrenerg receptorok miikodését. A 71 kiilonb6z6é human szovet
génexpresszids mintazatat feldolgozo adatbazis (www.biogps.org) alapjan a bor sejtjei
mind a két receptor tipust expresszaljak, bar a B2 forma egész szervezethez viszonyitott
relativ expresszidja valamivel magasabb (8,55 %), mint a B1 tipusé (6,75 %). Ez szintén
magyarazhatja, miért alacsonyabb a propranolol hatidsos koncentracidja mind a két
sejtvonalon. Csak érdekességképpen jegyezziik meg, hogy mindkét molekula esetében
ismertek adrenerg-receptor fiiggetlen hatasok (108; 109).

Bar a durotaxis molekuléris hatterének részletei egyeldre tisztdzatlanok, a bemutatott
eredmények azt mutatjadk, hogy az alkalmazott durotaxis assay segitségével a
klintkumban is gyakran alkalmazott gyogyszerek hatdsa szempontjabdl értékes, Uj
informaciokat nyerhetiink, masrészt a kornyezeti szennyezdanyagok vizsgalata
szempontjabol is Uj aspektust jelenthet a mechanikai és kémiai ingerek sejtbiologiai

hat4sainak szimultan figyelembevétele.

Osszegezve eredményeinket megallapithatjuk, hogy bar munkank nyoman sok, a
Célkitiizések fejezetben megfogalmazott kérdésre valaszt kaptunk, az elért eredmények
— kiilonosképpen az irodalmi adatok tiikrében - szamtalan 0 kérdést vetnek fel. Az
eredményeink alapjan levonhatd legfébb kovetkeztetéseket, ill. munkank 0sszegzését a

kovetkezo fejezetekben mutatjuk be.
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. Kovetkeztetések

A kis szerkezeti eltéréseket tartalmazo illatanyagok vizsgélataval igazoltuk a T.

pyriformis kemotaxisanak csekély molekulaszerkezeti eltérések iranti érzékenységét.

Igazoltuk, hogy a leggyakoribb vizi szennyezd gyodgyszercsaladok tagjainak egyedi

proliferacié gatld hatasa a vizekben a T. pyriformis-ra nem varhato.

A hatéanyagparokban leirtuk a komponensek egyedi proliferacio gatlo hatdsanak
OsszegzOdését, so6t szinergista kolcsonhatasat, ami az anyagok egyénileg

megallapitott kdrnyezeti kockazatat fokozhatja.

Igazoltuk, hogy a kdrnyezeti szempontbol relevans koncentracioban a hatdéanyagok
képesek a mozgasi viselkedést befolyasolni, igy a kemotaxis hasznos kvalitativ

viselkedési valasz a szennyezOanyagok bioldgiai aktivitdsdnak megitélésére.

A diklofenak vakuum-UV fotolizisébdl szarmazdé mintak vizsgalataval gyakorlati
példat szolgaltattunk a T. pyriformis proliferacié gatlas és kemotaxis teszt-
kombinacid sikeres felhasznalasara; tovabba az el6bbi mddszer és a kémiai elemzés

eredményei parhuzamba allithatonak bizonyultak.

A human sejtvonalakon végzett viabilitasi vizsgalatokkal igazoltuk, hogy az
impedimetrids modszer €s a mitokondridlis dehidrogenaz modszer eredményei jol

korrelalnak, ugyanakkor az elébbi modszer érzékenyebb detektalast tesz lehetdve.

Megmutattuk, hogy az MCF7 emldkarcinoma és a HaCaT keratinocita sejtvonal
alkalmas modellek az impedancia alapii migracios assay-kben; valamint, hogy a
kivalasztott molekuldk koziil csak a propranolol képes a migraciot a kornyezeti

szempontbol relevans koncentracioban szignifikansan befolyasolni.
Az MCF7 és a HaCaT sejtvonal a durotaxis szempontjabol eltéréen viselkedtek.

A referencianak valasztott 3T3 fibroblaszt sejtvonalon és a HaCaT sejtvonalon
igazoltuk az F-aktin, a mikrotubulusok és a miozin II. motorok miikddésének

elengedhetetlen voltat az adhézid, a migracio és a durotaxis 1étrejottéhez.

Kimutattuk, hogy két klinikai és kornyezeti szempontbol egyarant fontos 3-adrenerg
antagonista képes a gyogyaszatban alkalmazott terapids koncentriciotartomanyban a

3T3 és a HaCaT sejtek durotaxisat gatolni.
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7. Osszefoglalas

A sejtmigracio egyfeldl az egysejtii és soksejtli élolények miikodése szempontjabol
kulcsfontossagu folyamat, masfeldl a kornyezet fizikai és kémiai ingerei altal kivaltott
igen érzékeny viselkedési valasz. Ez jo alapot teremt az antropogén kornyezetszennyezd

anyagok sejtélettani hatdsainak a filogenezis kiillonb6z6 szintjein torténd vizsgalatahoz.

Munkank elsé szakaszaban az édes vizi csillos egysejtii Tetrahymena pyriformis
proliferacios ¢és kemotaktikus valaszat vetettiik 0Ossze illatanyagokat, vagy a
leggyakoribb kornyezetszennyez6 gyogyszerhatdanyagokat alkalmazva. Bar a modell-
sejt kemotaxisa mind a molekulaszerkezet, mind a hatasos koncentracidk tekintetében
minden esetben igen érzékenynek bizonyult, a kemotaxisra jellemz6 hormézis jelensége
miatt a gyogyszerek proliferaci6 gatldo hatdsdnak kvantitativ és prediktiv ereje a
kemotaxisénal jobbnak bizonyult. Ezt kihasznalva igazoltuk a hatéanyag keverékek
additiv, olykor szinergista kolcsonhatasait, amik felhivjak a figyelmet arra, hogy a
keverékhatasok az egyedileg megallapitott kornyezeti kockazatot ndvelhetik. Ezt
kovetden a proliferacio gatlds mérésébdl és kemotaxismérésbdl allo tesztrendszeriinket
a diklofenak bontdséara hasznalt vakuum-UV fotolizis optimalis miiveleti paramétereink

beallitasahoz a gyakorlatban is alkalmaztuk.

Ezek alapjdn munkank masodik fazisdban human sejtvonalakon vizsgaltuk a
gyogyszerek citotoxikus hatdsat, Osszevetve a hagyomanyos MTT moddszert és az
impedancia alapu viabilitds mérést. Ez utobbit, mint innovativ valds idejli migracios
assay-t is teszteltiik. A vizsgalt hatdéanyagok koziil egyediil a propranololrol igazolodott,

hogy képes a kornyezeti szempontbol relevans koncentracidban bizonyos sejtvonalak

crer

Végezetiil egy 0j durotaxis mérésre alkalmas platformon karakterizaltuk a HaCaT
human keratinocita és az MCF7 huméan eml6 karcindma sejtvonal rigiditas iranti eltérd
érzékenységét. Tovabba e platformon kvantitativan jellemeztiik a citoszkeletalis
elemeket gatld szerek durotaxisra kifejtett hatasat. Emellett igazoltuk, hogy a vizsgalt
klinikai és kdrnyezeti szempontbol egyarant jelentés NSAID-k nem, a B-blokkolok

azonban képesek a terapias koncentracidtartomanyban a durotaxist befolyasolni.
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Summary

Cell migration is a crucial physiological process in unicellular as well as in multicellular
organisms and also a sensitive behavioral response elicited by external physical and
chemical cues. This allows to study the cell biological effects of anthropogenic
environmental pollutants in models from different levels of the phylogeny.

Firstly, we compared proliferation and chemotactic responses of the freshwater ciliate T.
pyriformis using odorants and frequently detected aquatic contaminant pharmaceuticals.
For each group of substances chemotaxis proved to be a highly sensitive response in
terms of both slight changes in the molecular structure and the low effective
concentrations. However, because chemotactic response curve showed hormesis,
proliferation inhibiting capacity could better quantify cellular effects of drugs and
showed better predictive power. Based on this later we studied combined effect of
pharmaceutical mixtures in which we described additive and synergistic interactions
underlying the importance of taking into consideration the eventual mixture effects
when assessing environmental risk of human pharmaceuticals. Then we applied our
methods in practice to find optimal operating parameters of vacuum-UV photolysis used
for the degradation of diclofenac.

In the next step we evaluated cytotoxic effect of drugs on human cell lines and
compared the sensitivity of the conventional mitochondrial dehydrogenase based MTT
assay with the impedimetric viability detection. We concluded that this later allowed for
a more sensitive detection and the relative toxicity of the tested drugs showed good
correlation between the two methods. We also used a new setup for the impedimetric
measurement of migration influencing effect of drugs and concluded that only

propranolol could alter cell migration significantly at environmental concentration.

Finally, using an innovative durotaxis measurement platform we characterized the
differing mechanosensitivity of the human keratinocyte and the mammary carcinoma
cell lines. We also performed quantitative description of the durotaxis inhibiting effect
of cytoskeleton inhibitors as well as the screening of clinically and environmentally
relevant NSAIDs and B-adrenergic antagonists. In the case of B-blockers we could first

demonstrate the durotaxis inhibiting capacity of environmental pollutants.
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Fl. tablazat: A diklofenak O>-telitett kornyezetben veégzett VUV  fotolizisébol szarmazo mintak kemotaktikus —aktivitasanak

koncentraciofiiggese.
0,0001 v/iv% 0,001 v/iv% 0,01 viv% 0,1 viv% 1,viv%

t Ktx. Ind. SE Ktx. Ind. SE Ktx. Ind. SE Ktx. Ind. SE Ktx. Ind. SE
(s) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 79,0¥ 6,0 54,0 2,6 70,2 6,3 47,6° 2,9 50,07 7,0
10 94,9 7,6 86,1 10,9 97,7 12,5 63,0 75 74,6" 3,5
20 88,1 6,4 80,6" 5,0 61,7 4,1 100,2 3,9 92,1 8,0
40 90,3 5,8 91,9 8,0 94,6 5,6 85,4* 8,3 63,7 4,2
90 135,2Y 7,7 91,4 2,4 92,3 7,8 746" 1,8 80,7 7,3
150 133,3" 13,4 121,1 10,1 79,2Y 2,6 75,77 2,1 97,1 16,6
300 107,5 6,1 122,6" 6,0 106,7 7,6 71,3 7,4 72,5 3,8
600 87,04 4,9 93,0 6,5 73,5 2,4 68,2Y 1,8 99,9 6,0
900 98,4 6,0 96,9 2,9 87,3 6,3 95,0 10,4 77,5 6,0
1200| 122,0* 8,3 136,0” 2,0 83,5 7,2 114,9 12,8 55,0° 55
1500 95,3 3,8 70,5 75 105,6 8,4 59,4* 34 89,3 10,9
1800 | 117, 7% 5,8 82,3 5,8 92,6 7,3 71,5 4.8 79,9" 8,5
2400 104,4 8,9 128,5 12,3 80,3 6,2 87,2 6,9 96,4 2,0
3000 87,6x 4,0 85,1 9,8 79,8 5,4 66,8” 8,9 75,57 5,6
3600 122,2 13,6 93,7 19,9 83,5 10,4 59,9" 5,0 55,3° 6,2

szignifikancia szintek: x<0.05; y<0.01; z<0.001
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F2. tablazat: A diklofendk Oj-mentes kornyezetben végzett VUV fotolizisébol szarmazo mintik kemotaktikus —aktivitasanak

koncentraciofiiggese.
0,0001 v/iv% 0,001 v/iv% 0,01 viv% 0,1 viv% 1,viv%

t Ktx. Ind. SE Ktx. Ind. SE Ktx. Ind. |t Ktx. Ind. SE Ktx. Ind. SE
(s) (%) (%) (%) (%) (%) (s) (%) (%) (%) (%)
0 79.0¥ 6.0 54.0° 2.6 70.2° 6.3 47.6° 2.9 50.0° 7.0
10 84.0" 55 85.0% 6.0 76.0° 5.0 96.0 6.5 76.0 3.5
20 138.0" 7.0 110.0 9.5 121.0% 25 99.0 13.0 69.0° 3.5
40 102.0 5.0 117.0 6.0 89.0 8.0 65.0° 4.0 84.0¥ 1.0
90 72.0° 5.0 69.0° 55 65.0 6.0 59.07 35 48.0° 3.0
150 90.0 75 100.0 5.0 77.0°7 25 81.0° 4.0 68.0 2.5
300 95.1 3.2 76.57 9.1 85.2 9.4 86.5 6.5 80.4" 5.5
600 107.1 6.5 102.9 3.8 92.4 10.7 89.3 11.2 61.8° 34
900 90.9 51 89.2 5.6 81.1% 3.9 79.4 6.1 74.8" 4.8
1200 82.4% 1.7 85.3 14.2 62.7° 6.9 93.8 55 72.8 4.3
1500 76.3Y 3.7 57.9° 14 84.7% 11.7 56.8° 7.4 104.4 10.4
1800 85.0% 4.4 100.2 35 102.2 6.3 82.5% 8.0 79.77 6.5
2400 | 1425y 13.1 136.7 10.7 149.7* 6.1 107.3 11.8 58.2° 1.5
3000 111.7 7.0 98.7 3.4 109.2 13.0 75.9 7.0 83.4" 8.0
3600 92.1 5.0 102.3 3.3 110.2 4.4 90.4 9.5 69.1° 7.0
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F1. dbra: A citokalazin-B hatasa a 3T3 fibroblasztok és a HaCaT keratinocitdk

viabilitasara MTT és AlamarBlue assay-vel vizsgalva

200 200

3T3

175 -+ 175

HaCaT

150 150

125 —
1 '
100

125

H-—
-

——

g
@ 100 L 1
5 ? - \ + &
T 751 75 4 L ¢
> ] ]
X
50 x 50
25 25
0- S
1E-9 1E-8 1E-7 1E-6 1E5 1E-9 1E-8 1E-7 1E-6 1E5

C (M) Cc M)

F2. abra: A citokalazin-D hatasa a 3T3 fibroblasztok és a HaCaT keratinocitdk

viabilitasara MTT és AlamarBlue assay-vel vizsgalva
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F3. dbra: A falloidin hatdsa a 3T3 fibroblasztok és a HaCaT keratinocitak viabilitasara
MTT és AlamarBlue assay-vel vizsgalva
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F4. abra: A kolhicin hatdasa a 3T3 fibroblasztok és a HaCaT keratinocitak viabilitasara

MTT és AlamarBlue assay-vel vizsgalva
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F5. dbra: A nokodazol hatasa a 313 fibroblasztok és a HaCaT keratinocitak

viabilitasara MTT és AlamarBlue assay-vel vizsgalva
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F6. abra: A blebbistatin hatasa a 3T3 fibroblasztok és a HaCaT keratinocitak

viabilitasara MTT és AlamarBlue assay-vel vizsgalva
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F7. abra: A kalikulin-A hatasa a 3T3 fibroblasztok és a HaCaT keratinocitdk

viabilitasara MTT és AlamarBlue assay-vel vizsgalva
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