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1. Motivacio

A maléria a vilag egyik legelterjedtebb fert6zo betegsége, és bar eléforduldsa korunkban
a tropusi ovezetekre korlatozodik, egészen a XX. szazad elso feléig minden égévben meg-
talalhaté volt. Gyakorisaga ellenére a fertézés diagnosztikdjara még napjainkban sincsen
automatizalt, ugyanakkor megfelelGen olcsé és hatékony eljards, ami megneheziti a fertozés
visszaszoritasat az érintett, jellemzoen elmaradottabb tertileteken. Egy tovabbi, a malari-
ara kifejezetten jellemzo probléma a hatéanyagokkal szembeni rezisztencia gyors megjele-
nése. Emiatt a parazitakon beliil lejatsz6déd bioldgiai folyamatok, illetve a malariaellenes
gyogyszerek pontos mechanizmusa intenziven kutatott tertilet.

A BME Fizika Tanszékének Magneto-Optikai Spektroszképia kutatocsoportja 2012 6ta
egy diagnosztikai eszkozt fejleszt, ami a a malaria pigment kristalyok fizikai tulajdonsa-
gainak révén mutatja ki a fejlédést. A parazitak altal termelt kristalyok a néhany szaz
nanométeres tartomanyba esnek, paraméagnesesek és optikai anizotropiat mutatnak. Az
vérmintaban. 2017-ben csoportunk az MTA TTK Enzimolégiai Kutatdcsoportjaval egyiitt-
miikodésben kialakitott egy laboratériumot, amely alkalmas az egyik malariat okozo faj,
a Plasmodium falciparum, parazitakultirainak fenntartasara. A laboratériumban jelenleg
ilyen sejtkulturakon folytatnak gyodgyszerteszteket kollégaink.

Munkamat az ezen kisérletek soran felmeriilé kérdések motivaltak. Egyik célom annak
vizsgélata, hogy a gyogyszeres kezelés hogyan befolyasolja a kristalyok méreteloszlasat és
cié-csokkenés milyen folyamatok kovetkezménye. A parazitdk gyogyszeres és gyogyszer-
mentes kozeghen torténd novekedését egy altalanosan hasznalt fénymikroszképos eljarassal
kévettem nyomon, a metabolitikus folyamataik altal termelt kristalyok osszmennyiségérol
pedig a csoportban fejlesztett diagnosztikai eszkoz segitségével kaptam informéciot. Az
eddigi hatoanyagtesztek tapasztalata, hogy ennek a két médszernek az alkalmazasaval a
gatld hatas kimutathatd, vizsgalataimban a modszert tobb ponton kiegészitettem: egy-
részt a kulturabdl kivont kristalyok méretstatisztikait készitettem el elektronmikroszképos
felvételek alapjan, ezen kiviil azt is vizsgalom, hogy a diagnosztikai eszkoz segitségével
nyerheto-e informacié a kristalyok méreteloszlasarol. Ezzel egy mélyebb betekintést nyer-
hetek a kristalyképzodés folyamataba, igy megtudhatd, hogy a gyogyszer blokkolja-e a

kristalyképzodést és ez az életciklus mely folyamataban kovetkezik be.



2. Bevezetés

2.1. A malariafertozés

A malaria a vilagon az egyik legelterjedtebb fert6z6 betegség, a WHO 2017-ben a fert6zott
esetek szamat 216 millidra, a haldlesetek szamat pedig 445 000-re becsiilte [1]. A betegség
el6forduldsa az afrikai, dél- és kozép amerikai, illetve dél- és délkelet-azsiai térségekben,
ezen kiviil egyes tropusi szigetorszagokban a leggyakoribb. A fertozést a Plasmodium nem-
zetségbe tartozd egysejtli parazitak okozzak, ezen beliil is négy kiilonbozo6 faj, amelyeknek
foldrajzi elterjedtsége nagyrészt elhatarolhato, néhany esetben atfeds. Koziilik a P. vivaz,
a P. ovale és a P. malariae altali fertézések enyhébb kimeneteliiek, altalaban nem halalo-
sak. A P. falciparum a legveszélyesebb, a legtobb haldlesetért felelds maldriat okozo faj [2].
Részben ez altal motivalva, részben specifikus tulajdonsagainak koszonhetoen a négy faj
kozil ez utobbit sikeriilt laboratoriumi koriilmények kozotti, hossziutavia sejtkultarakban
torténd fenntartdsra adaptalni [3].

A természetben a fertézés terjeszt6i az Anopheles nemzetségbe tartozé nostény szi-
nyogok. A szinyog csipése utdn az emberi testbe keriilo parazitdk eloszor a majsejteket
tamadjak meg, majd a majban gyors szaporodédsba kezdenek. Ennek eredményeként fiatal,
un. merozoita formak keriilnek a véraramba, amelyek a vorosvértesteket tamadjak meg.
A vorosvértestek belsejében a parazitdk fajtol fiiggden 24-48 éranként ciklikusan szapo-
rodnak, mikozben novekedésiikhéz a sejtek hemoglobinjanak aminosavait hasznositjak. A
merozoitak kitorése a majbol kozel azonos idoben torténik, ezaltal a parazitdk a vérben
szinkronizaltan élnek, azaz fejlodési stadiumuk egy tetszoleges idépillanatban hasonlé lesz.
A parazitak kora vérkenet készitése és megfestése utan mikroszkop alatt azonosithatd. Az
életciklus els6 harmadat ring fazisnak nevezik, ebben az éllapotban a gytiriiszerti alakjukrol
ismerhetOek fel, mivel a megfestés leginkabb a sejthartyan hatékony. Az életciklus mésodik
harmada a trophozoita fazis, ekkor a sejten beliili egyéb szervek is lathatova valnak. Ebben
az allapotban a legintenzivebb a hemoglobin emésztésének folyamata. Az életszakasz utol-
sO fazisa a schizont allapot, amikor a parazita osztodni kezd és 5-15 11j merozoita formava
alakul at. A ciklus végén a merozoitak kitornek a fert6zott vorosvértestbol és tijabbakat

tamadnak meg. Az 1. dbran lathato a fejlodési ciklus sematikusan [2].



A betegség tlinetei is a vérfazis soran lépnek fel, amelyek fejfdajas, izileti fajdalmak,
ciklikusan el6tor6 magas laz. A fert6zés nem megfelel6 kezelés mellett komahoz vagy

halélhoz vezethet [2].
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1. abra. Balra a malaria fertézési ciklusa a vérbeli novekedés egyes fejlodési stadiumaban
készitett fénymikroszkopos felvételekkel egyiitt. Jobbra egy shizontrdl készitett transz-

misszios elektronmikroszkopos felvétel.

A betegség diagnosztizaldsa a leggyakoribb maédszer a betegtél vett vér kenetének fény-
mikroszképos elemzése. Ez a legnagyobb érzékenységii terepen is hasznalt eljaras. Emellett
léteznek antigéneken alapuld gyors diagnosztikai tesztek, melyek kereskedelmi forgalomban
kaphatoak, viszont a betegség elérehaladottsagarol nem adnak informéaciot és érzékenysé-
giik is alacsonyabb [4]. Ezen kiviil léteznek egyéb, kutatdsban hasznilt vagy fejlesztés
alatt all6 diagnosztikai médszerek, mint példdul automatizalt kenetfeldolgozas [5], dram-
l4si citometria [?], mikrofluidikai rendszerek [7], és olyan molekulédris biokémiai mddszerek
terepi koriilményekhez valé adaptalasa mint a PCR (polymerase chain reaction) [8] vagy a
LAMP (loop-mediated isothermal amplification) [9]. A maldridhoz kapcsol6dé alkalmazott
kutatési tertiletek aktualis helyzetérél és kérdéseirdl részletes osszefoglalé talalhaté a [10]
hivatkozas alatt.

Azokon a teriileteken, ahol megfelel6 eréforrasok allnak rendelkezésre és biztositott a
kozegészségligyi ellatas valamilyen formaja, az idealis esetben vérkenetek vagy gyors diag-

nosztikai tesztek alapjan megerdsitett diagnézist kovetden a betegeket a WHO részletes,



maldria kezelésére vonatkozo irdnyelvei alapjan latjak el [11]. Ez napjainkban tdlnyomd-
részt ACT-t, vagyis artemizinin kombinéciés terapiat jelent, ami egy artemizininszarmazék
és egy kiegészito, eltéré hatasmechanizmusu gyogyszer parhuzamos, elére meghatarozott
adagolasban torténo alkalmazasa. Az artemizinin felfedezése egy nagy volumenti, az 1960-
as évek végén inditott kinai kutatasi program eredménye, mely célja egy 14j, nagy effek-
tivitasu malariaellenes hatéanyag megalkotasa volt, eleinte a hadsereg szamara. Ehhez,
kinai kutatok a hagyomanyos gyogyaszatban alkalmazott novényi eredetii kivonatok ezreit
tesztelték, mig végil Tu Youyou az Egynyari iirém (Artemisia annua) leveleibél izolalta
a rendkiviil hatékony artemizinin molekulat. Az emberiség szamara globalis jelentOségt
felfedezéséért 2005-ben orvosi Nobel-dijjal jutalmaztdak. Az artemizninin nagy elénye a
korabbi hatéanyagokkal szemben (pl. kinin és szarmazékai, klorokin, piperaquine, stb.),
hogy hatasat mar kis koncentraciéban is gyorsan képes kifejteni, jol tolerdlhato, és a szu-
nyogok altal felvett, vér stadiumu szexualis formakra is fejt ki gatlé hatast, lassitva ezzel

a fertozés tovabb terjedését.

2.2. A hemozoin kristalyok

A malaria pigmentnek is nevezett hemozoin kristdlyok a parazitak vérben torténé noveke-
dése soran keletkeznek. A vorosvértestek fehérjetartalmanak emésztése soran hatramarad
az un. haem csoport (Fel-protoporphyrin), ami lényegében a 2.a dbrdn is ldthaté por-
firingytiri néhany oldallanccal. A molekula reaktivitasa, oxidativ folyamatokban kata-
lizatorként vald viselkedése folytan, mérgezé a parazitdkra nézve, igy a hemoglobin me-
tabolitikus felhasznaldsdhoz ki kellett alakitaniuk egy olyan folyamatot, mellyel a haem
csoportok artalmatlannd teheték. A molekula kozpontjaban egy Fe?t ion taldlhatd, ami
elsé lépésben Fe3' ionnd oxidalodik, a teljes molekuldt ebben az dllapotban a-hematinnak
(Fel'l-protoporphyrin) nevezik. A kdzponti vasatom, és egy mésik haem oldalldncdban
talalhaté karboxilcsoport oxigénatomja kozti kovalens kotés kialakitasaval f-hematin di-
merek alakulnak ki, amelyek a kristdlyok elemi celljat alkotjak (14sd: 2.b dbra). A dimerek
kozott hidrogénkotések segitségével indul meg a kristalyképzodés, melynek eredményei a
hemozoin kristalyok (lasd: 2.c abra). Ezek a kristalyok a parazitdk emészté vakudlumaban
felhalmozddnak, sem itt, sem pedig a vérben nem oldédnak [12].

A kristaly elemi celldja triklinikus szerkezeti, jellemz6 paraméterei: a = 1,22nm,

b= 1,468 nm, ¢ = 0,804nm, a = 90,22°, B = 96,80°, v = 97,92°, térfogata V,. = 1,3 nm3



[12]. A kristélyok tiiszer(i alakkal rendelkeznek, ami annak a kovetkezménye, hogy a kii-
16nb6z6 racssikok mentén 1étrejovo rétegekben tarolt energia eltérd, a kristalyok noveke-
désének mértékét az egyes sikok irdnyaban pedig ez a paraméter befolyasolja. Elméleti
szamitasok alapjan a novekedés iranya a kristalytani ¢ tengely mentén a dominéans, az igy
megjosolt szerkezet egyezést mutat a kristalyok megfigyelt alakjaval [13], atlagos mére-
tiik pedig 100 x 100 x 500nm3. A kristalyok szerkezetiiknél fogva optikai és mégneses
anizotrépiaval rendelkeznek, a kozponti vasatom magas spinti allapotanak koészonhetéen
pedig paramagnesesek. Ezeket a tulajdonsagokat a kovetkezo alfejezetben részletesebben

is ismertetem.

2. dbra. a) A kristalyok elemi celldjaban taldlhaté porfirin gytiri a kozponti vasatommal,
a négyfogasu szimmetriatengely jelolésével. b) A kristaly két elemi celldja, S-hematin di-
merek. Mellettiik a kristalytani tengelyek jel6lése [14]. ¢) Hemozoin kristalyokrél készitett

pésztazé elektronmikroszkopos kép [15].

Bar a hemozoin kristalyok szerkezete és fizikai tulajdonségai elég jol ismertek, a bioldgi-
ai kristalyosodas folyamata maig kutatott teriilet. A legvaldsziniibb feltételezések szerint a
hematin molekulak kozotti kristalyképzodés meginditasahoz hidrofob kézegre van sziikség,
melyet specifikus membranok hoznak létre, és a viz eltavolitasaval jarulnak hozza a vas-
oxigén kotés kialakuldsahoz. A hidrogénkotések 1étrejottét pedig lipidek segithetik elé [16].
Kriogén rontgentomografiai felvételek alapjan a kristalyok a parazitak emésztoszervének
belso feliilletén talalhatéak meg, fejlodésiik soran a dominans kristalytani tengelyeik egy-
massal parhuzamosak. Az emésztoszerv névekedése soran a nagyobb kristalyok levalnak
az emésztoszerv falarol, és annak belsejében csoportosulnak, ezt kovetoen tjabb kristdlyok
képzbédése indul meg a membranfalon. A kristalyok (100) kristalysikja érintkezik a memb-
ran falan taldlhaté lipidekkel. A dimerek létrejottének helye és modja még nem ismert:
egyelore kérdéses, hogy csak az emésztoszervben, vagy mar a hemoglobin transzportjaért

felel6s vezikulum belsejében torténik a dimerizalédéas [17].



A kinin és a kininbdl szarmaztatott malariaellenes gyogyszerek hatasarol koztudott,
hogy a hemozoin kristalyok keletkezését befolyasoljak. A pontos mechanizmus egyelére
nem ismert, a hatas kifejtése az emésztési és kristalyosodasi folyamat tébb pontjan is
megtorténhet: 1. A hematin-monomerhez vagy dimerhez torténé direkt kotodés, 2. a
kristalyképzddésben részt vevo enzimek gatldsa a monomerhez vagy dimerhez hasonlé mo-
lekuldkkal, 3. a mar novekvo kristalyok feliiletéhez valé kotodés, ezzel megakadalyozva
azok tovabbi novekedését [12]. Ez ut6bbi esetben a lehetséges kémiai kotési modra 1étezik
megalkotott elmélet [13], illetve kisérletileg is igazolték, hogy valéban torténik feltiletre vald
k6t6dés in vitro korillmények kozott [18]. Ezt a tulajdonsagot megvizsgaltak elméletileg az
artemizinin szarmazékokra is, a gyogyszer képes lenne a kristaly felilletéhez valo kétodésre,
de a gyogyszer molekulai nem tudnak olyan erésen abszorbalni a kristdly feliiletre, hogy
gatoljdk annak novekedését [18]. Igy a legutébbi eredmények alapjan ezek a gyégyszerek

feltehet6leg nem a hemoglobin emésztésen keresztiil hatnak [?].

2.2.1. A hemozoin kristalyok magneses és optikai tulajdonsagai

A kristalyok alacsony szimmetriajanak egy kévetkezménye, hogy méagneses és optikai ani-
zotrépiaval rendelkeznek, triklinikus strukturajuk alapjan a magneses és optikai szuszcep-
tibilitasuk kiillonb6zo lehetne a harom kristdlytani tengely mentén. Azonban a magneses-
ségért és a lathato tartoméanyban fellépo optikai abszorpcidért felelés vasatom a porfirin
gytrtk kozéppontjaban helyezkedik el, ez lokalisan lokalisan egy magasabb, C}, szimmetri-
aval rendelkez6 pont. Mérések alapjan a vasatom spinje a vas-oxigén kotés kialakitasaval a
hemozoinban S = 5/2 lesz, ennek kovetkezménye a kristaly él6 szervezetekben egyediiléllo
paramagnesessége [20]. A mégneses viselkedést leir6 Hamilton-operator

S(S+1)

H=D|5-
[#75

)+ B(52 - 52 + unaBS. )

ahol S a vasatomok spinje, S, a Cy, szimmetria forgastengelyébe es6 komponens, B a kiilso
magneses tér, D és E pedig az anizotrop magneses szuszceptibilitast jellemzo paraméterek.
ESR és Mossbauer-spektroszkopiai mérések alapjan a D paraméter pozitiv. Egy ilyen
rendszer egy konny siki viselkedést ir le, azaz a porfirin gytirtik sikjaval egybeeso tengelyek
magneses szuszceptibilitdsa magasabb, mint a rdjuk meréleges irdnyba es tengelyé [21].

A maéagneses energidban anizotropia jelenlétében egy szogfiiggé tag is megjelenik:

1 B2
U=—-—-— COSQ(Q>(XZ - Xz)va (2)
2 o



ahol x, a nehéz tengely, x, pedig a konny sik iranyaban 1évé magneses szuszceptibilitasok,
B a kiils6 magneses tér nagysaga, V egy kristaly térfogata, 6 pedig a nehéz tengely és a
kiilsé mégneses tér altal bezart szog [14]. Konnyi sik elrendezésben (x. — x.) negativ,
fgy a képlet elsd kifejezése pozitiv. Az energia akkor lesz minimalis, ha cos?(f) = 0, azaz
0 = £7, vagyis a nehéz tengely a magneses tér irdnydra merdlegesen 4ll.

Az abszorpciés spektrumban, az abszorpcids gerjesztések azonositasaval megallapitot-
tak, hogy a kristalyok optikai anizotropidja is a magneses téréhez hasonld szimmetriat
kovet [22].

Egy, a fenti tulajdonsagokkal rendelkezd kristalysokasag esetén mérhetd, eredd linedris
dikroizmus az alabbi képlettel irhato fel:

AT T, —T,
=c
T 7.+ T,

/ - £(0)(3 cos(6) — 1) sin(8)dd (3)

ahol AT a két merdleges, linedris polarizaciéju fénykomponens atlagos transzmittalt in-
tenzitasainak kiilonbsége, T ezek atlaga, T, és T, a konny sik és a nehéz tengely iranyara
jellemzo transzmisszios egyiitthatd, ¢ a minta koncentraciéja, 6 a kiils6 magneses tér és a
nehéz tengely altal bezart szog egy tetszéleges egykristély esetén, f(0) pedig a Boltzmann-
[14].

Ez a mennyiség 500 mT nagysidgi magneses térben felvett abszorpciés mérések alap-
jan karakterisztikus hullamhosszfiiggéssel rendelkezik, a magnesesen indukélt linaris di-
kroizmus spektrum alakja a 3. abra grafikonjan lathat6. A spektrumnak a lathaté voros
tartomanyban van maximuma [14].

Ezen tulajdonsagok ismeretében felmeriilt annak a lehetésége, hogy mégnesesen in-
dukalt linearis dikroizmus jelenségén keresztiil a hemozoin kristalyok, és ezen keresztiil
a malaria fert6zés specifikusan detektalhat6 [23]. A BME Fizika Tanszékének Magneto-
Optikai Kutatocsoportja egy olyan miiszer fejlesztésébe kezdett néhany éve, ami akar terepi
koriilmények kozott is alkalmas lehet a fertozés kimutatasara. A csoporthoz csatlakozva
kutatomunkam soran azt vizsgalom, hogyan alkalmazhaté a miiszer egyéb modszerekkel
kiegészitve parazitakulturak altal termelt hemozoin kristalyok morfoldgidjanak jellemzésé-

re.
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3. Célkitiizés

A kisérleteim célja annak vizsgalata, hogy gyogyszeres kozegben termelt hemozoin krista-
lyok hogyan véaltoznak a gyégyszermentes kozegben fejlodo parazitakultirakéhoz képest.
Vérkenetek optikai mikroszképos elemzésével a parazitakultirak koreloszlasa a sejtek mor-
folégiaja alapjan bizonyos korlatok kozott beazonosithato, igy fejlédésiik nyomon kovet-
het6. Ezen optikai mikroszkopos megfigyeléseket elektronmikroszképos felvételekkel egé-
szitem ki, amelyekben statisztikus analizisnek vetem ala a parazitakultirakbol kivont és
megtisztitott hemozoin kristdlyokat. Azt is elemzem tovabba, hogy magneto-optikai mé-
rések soran a kristdlyok alakja befolyassal van-e forgd magneses tér fordulatszamanak val-

toztatasaval felvett gorbe alakjara.

4. Kisérleti modszerek

Ebben a fejezetben egy altalanosabb betekintést nyujtok a kutatasom soran alkalmazott
mobdszerek technikai hatterérol. A fejezetet a P. falciparum kulturdk gondozasaval kezdem,
majd a kristalyextrakcios protokollt mutatom be. Ezt kovetoen a magneto-optikai mérések

menetérol és az elekronmikroszkopos képek kiértékelési modjarol irok.

4.1. A P. falciparum kultirak gondozasa

A kisérleteim soran a parazitakulturakkal val6 munkat a Magyar Tudomanyos Akadé-
mia Természettudomanyi Kutatéintézetében miikodé BME-MTA Malariakutaté Labora-
toriuméaban végzetem. A 2017 tavaszan alakult laboratériumot kollégaim kifejezetten P.
falciparum sejtkultirak fenntartasara alakitottak ki, igy idealis kornyezetet biztosit a to-
vabbiakban ismertetett fenntartasi protokollok végrehajtasdhoz, melyeket kutatomunkam
els6 szakaszaban sajatitottam el.

Itt szeretném megjegyezni, hogy a fejezetben bemutatott mdédszerek, protokollok rész-
letes leirdsa a [24] kézikonyv-jellegii protokollgytijtemanyben megtaldlhaté, igy ebben a
fejezetben tovabbi referenciak feltiintetésétol eltekintek.

In wvitro korilmények kozott a P. falciparum parazitdak vér stadiumu formai tarthatok
fenn egy vorosvértesteket és a szamukra tapanyagul szolgalé oldatot tartalmazéd folya-
dékszuszpenzioban. A szuszpenzi6 térfogatanak 5%-at alkotjak 0+ vagy A+ vércsoporti

vorosvértestek, a fennmaradé 95% pedig egy MCM-nek (malaria culture medium) nevezett



tapoldat, amely aminosavakat, cukrokat, antibiotikumot és kiilonféle sékat tartalmaz. A
parazitak fennmaradasahoz tovabba a vérkeringésbeli kornyezethez hasonld koriilmények
megteremtése szitkséges. Ez 37°C-on, 5%-o0s oxigén és 5% CO, koncentracié mellett tor-
téno inkubalast, és a vorosvértestek idoszakos cseréjét jelenti.

A kulturak tapoldatat naponta kell cserélni. Ennek soran alacsony, 1500-3000 percen-
kénti fordulatszamon a kulturat centrifugalni kell, a feliilliszét leszivni, és 4j tapoldattal
feltolteni. Ezen kiviil minden nap vérkenetet kell késziteni roluk, ez alapjan pedig az
aktudlis korukat azonositani és a parazitémiat leszdmolni. Ha a parazitémia az 1-2%-ot
meghaladja, akkor a kultura higitasa sziikséges friss, fertozetlen vorosvértestekkel.

Vérkenet készitése soran 2 ul mintat vesziink a kultirdbol, melyet egy targylemezre
cseppentiink fol. Egy masik targylemez segitségével a vérminta feliileti fesziiltségen ala-
puld Osszegytijtését és gyors végighuizasat kovetéen egy vékony folyadékfilm marad hétra,
amiben megfeleld elkészités esetén egy réteg vordsvértest marad. Szaradds utdn metano-
los 6blitéssel fixaljuk a sejteket, majd Giemsa-festést alkalmazunk, mely lilas arnyalatiava
szinezi a parazitak kromatinjat és citoplazmajat, mig a vorosvértestek csak egy sokkal hal-
vanyabb, rozsaszines drnyalatot kapnak. A festést koveto szaradas utan a mintak transz-
misszios optikai mikroszkép alatt figyelhetéek meg.

A parazitémia becslésekor 10-30 latémezdben (egy latémezd atlagosan 150-200 voros-
vértestet tartalmaz) hatarozzuk meg a parazitdk szamat. Az eredményeimet tartalmazé
5. fejezetben ismertetett koreloszlas hisztogramokhoz pedig legalabb 100 parazitat szé-
moltam le, melyek korat a Fliggelék A’ részében megtalalhaté referenciaképek alapjan
osztalyoztam. Fz, az egy vérfazisu parazita fejlodési folyamatat bemutaté abra, 25 pontra
osztja a teljes életciklust, melyeket a sajat statisztikdimhoz 5 nagyobb kategoriara egysze-
risitettem le.

Ahhoz, hogy jol definialt koreloszlassal rendelkezé kulturaval dolgozzak, a kulttra szink-
ronizalasa sziikséges, mert amig in vivo kortilmények kozott a parazitdk szinkronizaltan fej-
16dnek, addig in vitro elveszitik ezt a jellemzojiiket és néhény ciklus elteltével mindenféle
koru egyed el6fordul a sejtkulturakban. A koreloszlas sziikitése tobbféleképpen is lehetsé-
ges, a méréseimhez felhasznalt kultirdkon a szorbit-kezeléses (sorbitol treatment) mddszert
alkalmaztam. A protokollt egy 1j fejlodési ciklus kezdetén kell elvégezni, 1ényege ugyanis
az id0s parazitakat tartalmazo vorosvértestek célzott elpusztitasa. Utdbbiak ugyanis lénye-

gesen gyorsabban abszorbaljak a cukoralkoholt tartalmazé oldatot mint fiatal tarsaik, és a
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tal gyors diffizié miatt kipukkadnak. Els6 1épésként centrifugalast kdvetden a tapoldaton
kiviil a halott sejtek és a sejten kiviili hemozointartalom eltavolitasa sziikséges, melyek a
kitilepitett minta felszinén 1év6 feketés rétegben taldlhatoak. A tapoldattal egytitt ezt is
eltdavolitom. Ezt kovetden 5%-os, steril fizioldgids sdoldatban feloldott szorbitol oldatot
kell a kultirdhoz adni, majd 10 percen keresztiil 37 °C-on inkubalni. A kulttira ismételt
centrifugdlasat kévetden a halott vértestek hatdsara a feliiliszé vorossé valik. Ennek le-
szivasa utan a fejlédéshez hasznalt tapoldat hozzdadasaval egy, mar csak fiatal sejteket
tartalmazé kultira marad meg.

Az 'Eredmények’ fejezetben ismertetett hemozoin kivonési kisérleteimnél a sztenderd
gybgyszertesztekhez nagyon hasonlé mérési protokollt kdvettem. A kultirat szinkronizélas
utdn annyi részre osztottam, amennyi mérési pontot a késébbiekben felvenni terveztem.
A jelen munkédban ismertetett két fiiggetlen kisérletsorozatban ez 2-2, tehat 6sszesen négy
mintat jelentett. Ezek kozil kettot gydgyszermentes tapoldatban inkubaltam, mig kettot
50nM klorokint tartalmazo6 tapoldattal. Mind a kontroll, mind a hatéanyagot tartalmazo
kulturak egyikét 24 éra elteltével hemolizaltam és megkezdtem a hemozoin kivonasi folya-
matot, mig a maradék két kultura-egységet tovabbi 24 éran keresztiil hagytam noévekedni
és utana hasznaltam fel ¢ket. A kultirakbdl a kezdeti és mindkét mintavételi idépontban
vérkeneteket készitettem, melyeket a parazitak koreloszlasa szerint analizaltam. Mindkét
kisérlet-sorozatban a parazitémia a tesztek megkezdésekor a sztenderd 2% korili volt.
A miésodik kisérletsorozatban ezen tul minden sejtlkultirabdl elkiilonitettem 2 magneto-
optikai méréshez elegend¢ térfogatot a kivonas megkezdése elott, melyeken tisztitdas nélkil,
a diagnosztikai koriilményekhez hasonld protokoll szerint megmértem a hemozoin krista-
lyok magneto-optikai jelét. Az egyelore nem tul stirii mintavételezés oka az volt, hogy a
kontroll és a gyogyszeres mintakat egy sejtkultira 4-felé osztasaval szerettem volna eléké-
sziteni, és igy nem aprozhattam el a kulturak térfogatat tulsagosan, mert félo volt, hogy
a kivonasi protokoll hatékonysdga nem til magas és kevés kristaly marad az elektronmik-

roszképos képanalizishez.

4.2. Magneto-optikai mérések

A hemozoin kristalyok anizotrop méagneses és optikai tulajdonsagai lehetéséget adnak arra,
hogy a maldriafertézés jelenlétét fizikai titon is ki lehessen mutatni [23]. 2012 éta a BME

Fizika Tanszéken miikkodé Magneto-Optikai Spektroszkopia Kutatdocsoport egy ezeken a
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tulajdonsagokon alapulé diagnosztikai eszkozt fejlesztett, ami nagy érzékenységgel képes

A médszer alapja a forgd mégneses tér altal indukalt linedris dikroizmus (MLD) je-
lensége. Folyadék kozegben magneses tér hatdsara a kristalyok tgy fordulnak el, hogy a
nehéz tengelyiik a mégneses tér iranyara merdlegesen alljon, ezaltal csokkentve méagneses
energidjukat (lasd: 4.b. dbra). Megfeleléen nagy méagneses tér a szuszpenziot képes ugy
rendezni, hogy az egyedi kristdlyok magneses nehéz tengelyei parhuzamos sikokba rende-
z6dnek (4.c. dbra). A mdagneses tér irdnyanak lassu forgatasa esetén a kristdlyok kévetni
tudjak a forgasirdnyt (4.d. dbra). Nagyobb szogsebességli magneses térben viszont a rajuk
haté kozegellendllas is novekszik, a két hatas egytittesen pedig gy rendezi a kristalyokat,
hogy a nehéz tengely meréleges legyen a forgési sikra is (4.e. abra). Ezaltal a magneses tér
vektora mindig a konnyi magnesezési sikjukban marad, nem kényszertilnek tovabb fordulni
a magneses tér szogének valtozasa esetén sem, magneses energiajuk anizotropia jaruléka
allando6 lesz.

Az anizotrop paramagneses szuszceptibilitds mellett a diagnosztikai médszer a krista-
lyok egy tovabbi irdnyfiiggd tulajdonsdgat, nevezetesen linedris kettOstorésiiket (dikroiz-
must) hasznédlja ki. Mivel a magneses és a lathaté hullimhossz-tartomanyban jellemz6
optikai tulajdonsagokat egyarant az elemi cella kozponti vasatomja hatarozza meg, igy a
kristalyok magneses nehéz tengelye és a mésik kett6tol eltérd transzmisszios egytitthatoval
rendelkez6 tengely egybeesik. Ennek koszonhetden egy magnesesen rendezett kristalysoka-
sag makroszkopikus linearis kettGstorést képes indukélni, vagyis elforgatja egy, az optikai
tengellyel nem nulla szoget bezard linearisan polarizalt fénynyalab polarizaciés sikjat. For-
g6 magneses térben a szuszpenzié a magneses tér forgasi sikjara merdlegesen atvilagitva
periodikusan fogja modulalni az atmend fény polarizaciés iranyat, amely egy analizator
kozbeiktatasaval konnyen detektalhatod intenzitasvaltozassa alakithaté. Az dtmend inten-
zitds a varakozasoknak megfeleloen a magneses tér szogének hamronikus fiiggvénye lesz.
A peridédus hossza ugyanakkor nem kozvetlentil a magneses tér forgasanak peridodusidejé-
vel egyezik meg, hanem egy forgasi peridodus alatt az egyik polarizaciés komponensre két
ponton ad maximumot, ugyanis itt csak az befolyasolja a fényelnyelést, hogy az optikai
tengely parhuzamos vagy meréleges-e a fény polarizacidjanak irdnyara. Emiatt a kétszeres

forgasi frekvencidban jelenik meg a linedris dikroizmus altal indukalt jel [14].
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4. abra. A kristalyok rendezettsége kiilsé magneses tér jelenlétében. A hengerek forgés-
tengelye a nehéz tengelyt, az erre meroleges, korlapjukkal parhuzamos sik a kénnyt sikot
modellezi. (a) A szuszpenzié magneses tér nélkil. (b) Kis méagneses térben részleges
magneses rendezédés. (c) Megfeleléen nagy mégneses térben a kristalyok nehéz tengelye
merdlegessé valik a mégneses tér irdnyara. (d) Lassan forgd mégneses térben a kristalyok
kovetik a magneses tér mozgasat. (e) Nagyobb szogsebességgel forgd magneses térben a
kristalyok nem tudjiak kovetni a magneses tér forgasat a kozegellenallasi er6 megnévekedé-
sének hatasara, ennek eredménye egy olyan rendez6dés, ahol a nehéz tengelyek merolegesek
a magneses tér forgasi sikjara és parhuzamossa valnak, ezzel a kristalyok forgasa megsziinik

14].

A mérésekhez egy erre az alkalmazasra fejlesztett, két végén tivegablakkal ellatott min-
tatartot hasznalunk, amelybe a kristalyokat tartalmazé szuszpenzidt toltjik. FEzt egy
piros, A = 650 nm hulldmhosszi 1ézerdidodaval vilagitjuk at, ugyanis a 2.2.1. fejezetben be-
mutatott spektrum alapjan itt a legjelentésebb a hemozoin transzmisszios anizotropiaja.
Miel6tt a fénysugdr a mintatartét eléri, egy polarizator és egy A/4-es lemez segitségével
linearisan, majd cirkularisan polarizaljuk. A cirkularis polarizacié hasznalatanak elénye,
hogy kikiiszobolhetok a mintatarté ablakai és a mintaban jelen 1év6 egyéb komponensek
Faraday-effektusabol szarmazoé optikai jelek jarulékai. A mintatarté koril egy Halbach-
magneses elrendezés [25] van kialakitva, ami a szuszpenzi6 helyén homogén magneses teret
hoz létre. Ez a struktira egy vezérelheto egyenaramu 1éptetémotor segitségével forgatha-
t0, ami a ra kapcsolt fesziiltséggel ardanyos frekvencian miikodik. A magneses elrendezést
tartalmazé henger kiilso palastjan egy fekete-fehér csikozas talalhatd, melyet egy kozvetle-
nil a henger mellett elhelyezett optikai kapuként hasznalt fotodidda érzékel. Ebbdl egy, a

magneses tér forgasi frekvencidjara jellemzd négyszogjelet kapunk, melyet a késébbi jelfel-
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dolgozasban a referenciajel el6allitasahoz hasznalunk fel. A mintatartobdl kilép6 l1ézerfény
egy Rochon-prizmara esik, ami a az egymasra meroleges fénykomponenseket 10°-ban tériti
el. Az igy kettéosztott fénysugarat egy-egy detektorra fokuszaljuk. A két jel kiilonbségét
a referenciajellel 6sszeszorozva digitalis lock-in technikaval hatarozzuk meg az intenzitas-
valtozas azon komponensét, mely a minta magnesesen indukalt linearis dikroizmusabol
szarmazik. Ennek az amplitidéjat a teljes atmend fényintenzitassal normaljuk, az igy
kapott jel nagysdga pedig egyenesen aranyos a mintaban taldlhaté hemozoin kristalyok

Egy optikai mérés soran egy parazitakultirabdl szarmazé mintat el0szor hemolizalni
kell, ez a vorosvértestek ozmotikus effektusok révén torténd roncsolasat jelenti. Erre tobb
ok miatt van sziikség: (i) a sejtmembranokba zart hemozoint szabadda kell tenni, (ii) az
ép vorosvértestek altal szort fény miatt jelentésen lecsokkentené az dtmend fényintenzitast.
Ezt 13 mmol/ml koncentraci6ju NaOH és 0,03%-os Triton oldat segitségével végezzik. A
mintatarté behelyezése utén a polarizdtort és a \/4-es lemezt minden mérés elétt tgy kell
beéllitani, hogy a fotodiéda-hidat tartalmazo csatolt detektorparra esé jel DC komponense
a két diodan azonos legyen - ekkor a bejovo fénynyalab polarizaciés iranya éppen 45°-ot zar
be az analizator (a Rochon-prizma) optikai tengelyével. A DC motor vezérlése és az optikai
kapu jelének digitalizalasa egy analog-digitalis mérokartyan keresztiil torténik. Egy optikai
mérés soran 1V vezérlofesziiltség beallitasaval a motor koriilbeliil 13 Hz-es fordulatszamon
forgatja a méagneses gytriit, mikdzben mintat atvilagito lézer jelét érzékeld detektorpar és
a mérokartya folyamatos adatfelvételt végez. A méréprogram koriilbeliill 10 masodpercnyi
ido eltelte utan dolgozza fel a jeleket és hataroz meg ebbdl egy MLD értéket, azaz mérési
pontot. Egy adott optikai minta esetén egy mérés alatt 7-8 pontot vesziink fel, majd ezek

atlagabol kapjuk meg az adott mintara jellemz6 atlagos jelnagysagot.
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5. dbra. A hasznalt magneto-optikai mér6eszkoz sematikus abraja. (1) Lézerdioda. (2) Po-
larizator és \/4-es lemez. (3) Motorral forgatott Halbach-magneses elrendezés. (4) Atvila-
githaté mintatarté. (5) Referenciajel felvétele. (6) Rochon-prizma, a kétféle polarizacidju
fény kettéosztasara. (7) Két diodabol allo detektor, atlag és kiilonbségi jel kivezetése. (8)
Digitélis lock-in technika alkalmazéasa a két detektor kiillonbségi jelére a felvett referencia
kétszeresét referenciaként haszndlva. (9) A mésodik harmonikus norméldsa az dtlagjellel

[14].

A magnest forgaté motor fordulatszamanak valtoztatasaval tanulményozhaté a krista-
lyok folyadékbeli dinamikaja optikai valaszukon keresztiil. A névekvo fordulatszam mellet
felvett méréssorozatok alapjan az MLD jel karakterisztikus frekvencia-fliggéssel rendelke-
zik, és koncentraciotél, illetve a kristalyokat tartalmazo kozegtdl fiiggetlentl a jel csokke-
nése tapasztalhat6. Ezen gorbék tipikus alakja a 6. dbran lathato.

A gorbék pontos matematikai modelljét még nem alkottuk meg, ugyanakkor szemlé-
letesen a 4. abra alapjan a kovetkezOképp magyardzhatok: statikus magneses térben a
kristalyok gy rendezddnek, hogy konnyl magnesezési sikjuk tartalmazza a méagneses tér
vektorat, ugyanakkor ezen vektor koriil tetszoleges szogben elfordulva magneses energi-
4juk nem valtozik. Igy statikus térben a kristdlysokasig csak részben rendezett, és egy
vertikalis sikban polarizalt fénynyaldb polarizaciéjat megvaltoztatja, ami mérhet6 MLD
jelet eredményez. Nagy forgasi frekvencian ugyanakkor, a kristalyok a folyadék altal kifej-
tett kozegellenallas miatt faziscstiszasba keriilhetnek a mégneses tér iranyahoz képest, igy
feltehetoleg olyan helyzetbe rendezddnek, amelyben a B vektor nem fordul ki a kénnyt
sikbél (4.e dbra). Ebben az esetben a sokasig teljes rendez6dése megtorténik, a konnyti

sikbeli kozel izotrop torésmutaté miatt pedig a szuszpenzié linedaris dikroizmusa megszi-
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nik. Amennyiben a fenti kvalitativ elemzés helyes, azt varjuk, hogy a fordulatszam-MLD
gorbék alakja figg (i) az alkalmazott B tér nagysigatol, (ii) a kozeg viszkozitdsatol, (iii)
a kristalyméret-eloszlastol és természetesen a hémérséklettdl [14]. Csoportunk kordbban
vizsgalta a kozeg viszkozitdsdnak hatdsat (l1asd:6. dbra), {gy munkam sordn én a méretel-
oszlas okozta valtozasokra fokuszaltam. Feltételezésem szerint, a kisméretli kristalyok a
tér forgasat még nagyobb fordulatszamon is kovetni tudjak, mig a nagyobb kristalyokra
haté nagyobb kozegellenallasi eré miatt hamarabb torténik meg, hogy a nehéz tengely a
magnes forgasi tengelyének iranyaba all be, igy ezek jaruléka megsziinik, a gorbék lefutasa

ekkor meredekebbé valik.
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6. abra. A magneto-optikai jel a magneses tér frekvencidjanak fiiggvényében, kiilonb6zo
kozegekben. A szinek jelentése: kék: propanol, fekete: viz, z6ld: metanol, piros: aceton

[14].

4.3. A kristalyok kivonasi protokollja

A kutatasom egyik célja, hogy elektronmikroszkopos felvételek alapjan kultirakbol kivont
kristalyok méretstatisztikajat vizsgaljam. Mivel a hemozoin kristdlyok a vorosvértestek
belsejében 1é6v0 parazita emésztészervében taldlhatoak, igy az Ot koriilvevé membranok
és egyéb szerves anyagok bontasa sziikséges, hogy olyan kristalyszuszpenziot nyerjek ki,
amelyben felcseppentést kovetoen jol lathatoak lesznek az 6nalld kristalyok.

A kivonast egy, az irodalomban talalt, hemozoinextrakcids protokoll médositott val-

tozata alapjan végeztem el [26]. Elsé 1épésben a kultirat centrifugdlom, majd a sejtek
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folotti tapoldatot leszivom. Ezt kdvetGen hemolizdlom a sejteket egy higabb (1 mM NaOH
és 0,03,V /V% Triton koncentraciéji) oldattal, mint amit a magneto-optikai méréshez is
haszndlunk. Ezt kovetéen tobb vizzel, és 2%-o0s SDS (natrium-dodecil-szulfat) oldattal va-
16 mosast végzek. Egy mosasi 1épés az Gjabb mososzert hozzaadasat, a minta ultrahangos
keverésével és vortexelésével val6 homogenizalasat, ezt koveto centrifugalasat és a feliiliszo
leszivasat jelenti (sematikusan ldsd: 7. dbra) Kovetkez6 1épés az egy éjszakan keresztiili
proteinaz K enzimmel torténd 37 °C-on valé inkubalds, amit azonban néhanyszor kisérleti
jelleggel elhagytam, azt vizsgdlva sziikség van-e erre a lépésre, remélve, hogy a kivona-
si protokoll koltsége ezaltal — a minta mindségének romlasa nélkiill — csokkentheto. Az
inkubalast kovetoen kétszeri SDS-sel torténé mosas utan a kristalyokat tartalmazé min-
tat harom 6ran at UREA oldattal kell inkubalni folyamatos keverés mellett. Az UREA
és a proteindz a mintaban 1évé membranok és fehérjék bontdsaban jatszik szerepet. Az
inkubalast kovetoen tijabb SDS-sel, majd vizzel torténdé mosasi lépések kovetkeznek. A
kivont pellet desztillalt vizben, hiitve tarolhatd. Elektronmikroszkopos vizsgéalat elott egy
oxidrétegétol megtisztitott sziliciumlapra cseppentem ol a végsé szuszpenziét. A protokoll

pontos lépései megtalalhatoak a Fiiggelék B részében.

Mosdszer Homogenizalas Centrifugalas Fellltszd
hozzaadasa leszivasa

7. abra. Egy mosasi 1épés sematikusan.

4.4. Elektronmikroszképos felvételek és a képek kiértékelése

Az elektronmikroszképos felvételek a Kozponti Fizikai Kutatéintézet Miszaki Fizikai és
Anyagtudomanyi Intézetének Mikrotechnolégiai osztalyan késziiltek, a mérések kivitelezé-
sében az intézet munkatarsa, Illés Levente segitett. A képek egy Thermo Scientific Scios 2
tipusu pésztazo elektronmikroszképpal késziiltek, Everhart—Thornley detektor alkalmaza-
saval, amelyet szekunder elektron detektor médban hasznaltunk. A hemozoin kristalyok
vastartalma, a vas nagy rendszama révén, a felvételeken fehér kontrasztot ad, igy konnyen

azonosithatoak nem csak szemmel, hanem szoftveresen is.
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Az elektronmikroszképpal készitett képek automatizalt kiértékelését az ImageJ nevi
nyilt forraskédu szoftver segitségével végeztem [27]. A képanalizis elsé 1épésként a kép
valédi méretét méretét allitom be az Analyze/Set scale parancs segitségével, ehhez a felvé-
telek aljan talalhat6 paraméterlista HFW (horizontal field width) pontjat hasznaltam fel.
Kovetkezo 1épésként egy kiiszobszintet allitok be, ezzel a hattérhez képest vilagosabb terti-
leteket jelolom ki, koéztiikk a hemozoin kristalyokat (Image/Adjust/Threshold). A kiiszob-
szint beallitasa egy binaris fajlt hoz létre a képbol. Amennyiben a kiiszobszint beallitasa
nem miikodik megfeleléen, a teljes felvétel fényerdsségen és kontrasztjan is valtoztatok.
Ezt kovetden a binaris fajlt 6sszehasonlitva az eredeti képpel kitorlom azokat a részecské-
ket, melyek nem feleltethetéek meg egyértelmiien egyedi hemozoin kristalyoknak, példaul
kristalycsoportosulasokbdl, sokristalyokbol vagy egyéb objektumokbdl szarmaznak. Erre
néhany példa talalhat6 a 8. abran. A program automatikus részecskeazonosito és részecs-
kéket elemz6 funkcidja segitségével (Analyze/Analyze particles parancs) egy statisztikét

kaphatok a képen 1év6 kristalyokrol. A kiértékelés folyamata a 9. abran is végigkovetheto.

AEEE

8. dbra. Példak olyan kristalycsoportosulasokra, vagy nem egyértelmiien hemozoinbdl szar-

mazo felvételrészletekre, amelyeket a torlok a létrehozott binaris fajlrol az automatikus ré-
szecskeanalizis el6tt. Az utolsé képen egy olyan hemozoin kristdly lathaté, amit sététebb

szine révén a program nem azonosit megfelelGen.

A statisztikdkban 20 négyzetpixel folotti azonositott objektumokat tekintek kristély-
nak, ezzel kizarom az esetleges hattérzajt, illetve a kis méretit objektumokat, amik szem-
mel sem azonosithatéak legtobb esetben. A statisztikabdl azzal az adatponttal jellemzem
a kristalyokat, ami egy azonositott objektum korvonalanak két legtavolabbi pontjat koti
ossze (a programban Feret diameter).

A tényleges statisztikdk elkészitéséhez még efolott az azonositasi hatar folott is defini-
altam egy kiiszobszintet a kristdlyok minimalis hosszéra, ami 10-20%-kal nagyobb, mint

a 20 négyzetpixel altal azonositott legkisebb részecske hossza. Ezzel ki lehet zarni az also6
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hatar koriil a gdmbszeriibb részecskéket, és csak a hosszikas kristalyok hosszat meghagyni,

melyek nagy valdszintiséggel hemozointél szarmaznak.
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4 SetScale X

Distance in pixels: |1536
Known distance: |50800
Pixel aspect ratio: |1_0

Unit of length: Inm

~

i

HFW use case FlO V0 —

50.8 pym OptiTilt Scios 2

2. Kuszébszint beéllitasa a
kristalyok kijelolésére

4 Threshold X

1.79%

< > [1a7

< > |255
RenyiEntropy V| ‘Red V]

3. A nem megfelel6en azonositott,
kristalycsoportosuldasokbdl

szarmazo vagy nem egyértelmien
hemozoin altal adott jelek torlése.

Peéldak torolt jelekre:

> - » LY LA C__ak
-- b - L 3- - ’
vl -
& - - : Lt -
S S : - a # - | 4. Az azonositott részecskék
T (1 . S s automatikus elemzése.
@ L' T U
.ﬂ‘; = - . @,
“ & P - 4 Analyze Particles X
a “m 2" a n -
o ® i Size (nm*2): [20-Infinity
CEy o - ) n -
o o - £ [v Pixel units
DA - - Circularity: |0.00-1.00
A - P e ~
- . ‘ show
Sl - .
L , o - - [V Displayresults ¥ Exclude on edges
S, . " . ) & s C . .
» - : " - 4 arz [v Clear results [¥ Include holes

9. dbra. Az elektronmikroszképos képek kiértékelésének menete egy tipikus hemozoin kris-

talyokrol késziilt képen.
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5. Eredmények

A dolgozat kovetkezo fejezetében ismertetem azon kisérletsorozataim eredményeit, melye-
ket P. falciparum sejtkultirakon végeztem azzal a céllal, hogy tanulmanyozzam, hogyan
valtozik a parazitdk novekedése soran termelt hemozoin kristalyok méreteloszlasa, és ezt
befolyasolja-e malariaellenes hatéanyag alkalmazasa. A sejtkultirdkon végzett éles mé-
rési sorozatok el6tt metodikai teszteket is végeztem szintetikus hemozoin kristalyok se-
gitségével, hogy megvizsgaljam, alkalmas-e a SEM-képanalizis, illetve a magneto-optikai
dinamikai mérés a kristalyméret-eloszlas jellemzésére. Ezen méréseimet az 5.1. alfejezben
ismertetem.

A gybgyszeres és gyogyszermentes kozeghben novekedo kulturakon két mérést mutatok
be. Ezek koziil az egyik egy elotanulméany, az elsé probalkozasom a kiilonb6zé moédon novo
parazitak altal termelt kristalyok Osszehasonlitasara. A maéasodik vizsgalat sordn az elso
mérés tanulsagai alapjan tobb ponton is kiegészitettem a mérési protokollt.

A kulturdk, amelyekkel dolgoztam, a mérés megkezdése elott két-harom novekedési
ciklus lefolyasat kovetoen szinkronizalva voltak. Ezzel egyrészt elérhetd, hogy a tesztek
kezdetekor viszonylag szlik koreloszlastu kulturabdl indulhassak ki, masrészt eltavolithato
a korabbi ciklusokbdl szarmazo, a sejtek kozotti folyadéktérbe kilokédott hemozointarta-
lom, melyek a sejttenyészté flaska feltiletén gytilhettek Ossze. Az utolsé szinkronizalast
kovetden a kulturat két részre osztottam. Ezek koziil az egyikiik tapoldatahoz klorokin
maldriaellenes gyogyszert kevertem, cc = 50nM koncentracioban, mely értéket gy va-
lasztottam meg, hogy megfeleljen a kutatécsoport altal korabban megallapitott 1C50-es
értéknek. Ez az érték azt a hatdéanyag-koncentraciét adja meg, mely egy adott parazita-
ez milyen modon torténik — a populacio érzékenyebb felének gyors eliminalasaval, az 0sszes
parazita novekedésének lassitasaval vagy a két hatas egytittes jelenlétével — még kutatott
teriilet és jovébeni vizsgalataink targya. Mindkét azonos forrasbdl szarmazé, de imméron
kiilon fejlodo parazitakulturabol két mintavételt végeztem, az egyik mérést a trophozoita
fazis, a masikat a schizont fazis idejére probaltam idoziteni. Egy mintavétel alatt mindkét
kultira (kontroll és kezelt) térfogatdnak felét-felét készitettem el az elektronmikroszké-

pos vizsgdlatokhoz. A kivonas sordn a kivonasi protokoll egyes 1épéseinek hatékonysagat

« sz
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val kapcsolatos méréseket, ezek kapcsolatat a koreloszlassal és a gyogyszer jelenlétével az
5.3. alfejezet alatt fejtem ki.

A kultirakon valé mérések soran az alabbi jeloléseket alkalmaztam:

e DF (drug free) és CQ (chloroquine) névvel jelzem a gybgyszermentes, illetve gyogy-

szeres kozeghen felnovo kultiurdkon végzett éréseket a fejezet grafikonjain.

e Fiatal és id6s kulturdanak nevezem a két kiilonbo6z6 idejii mintavételt a konnyebb
megkiilonboztetés érdekében, bar a kulturak kora nem feltétleniil titkrozi ezen &l-
lapotokat, ugyanis mindkét kivonast a noévekedési ciklusuk periodusanak masodik

felére iddzitettem.

5.1. A magneses tér forgasi frekvencidjanak hatasa szintetikus he-

mozoin kristalyokon

A magneto-optikai miiszerrel valo mérések tapasztalata, hogy a forgd magneses tér fordu-
latszamanak novekedésével a hemozoinszuszpenziok linearis dikroizmus jele egyre kisebb
lesz. A 4.2 fejezetben leirt szemléletes kép alapjan a kristalyok a nagyobb forgasi sebességiik
folytan novekvo kozegellenallasi eré hatasara fokozatosan befordulnak kénnyt magnesezé-
si és egyben optikailag izotrop sikjukkal a magneses tér forgasi sikjaba, elveszitve ezaltal
polarizaciés hatasukat a lézerfény megvilagitasi iranyabdl. A jelenlegi feltételezés, hogy a
kisebb kristalyok, mivel kisebb mértékii kozegellenallas hat rajuk, tovabb tudjak faziskésés
nélkil kovetni a magneses tér forgasat. Emiatt nagy fordulatszamon egy kisebb kristé-
lyokat tartalmazo szuszpenzié nagyobb magneto-optikai jelet fog adni mint egy azonos
koncentracioji, de atlagosan hosszabb vagy nagyobb méretii krisztallitokat tartalmazé.
Ezt a feltételezést a kovetkezd modon vizsgaltam: szintetikus hemozoin kristalyokbdl vizes
szuszpenziot készitettem, majd kiilonbozé fordulatszamon vald centrifugdlast kovetéen a
feliiliszéban maradé kristalyokon dinamikai méréseket végeztem. Egyszerti mechanikai
megfontolasok alapjan feltehetjiik, hogy kiilonb6z6 fordulatszamu, rovid ideji centrifu-
galas soran a nagyobb kristdlyok gyorsabban kiiilepithetoek, a felsé rétegekben pedig a
kisebb méretiiek maradnak hatra. A legfelso réteghdl egy magneto-optikai méréshez sziik-
séges feliiluszot leszivok, majd egyrészt vizsgalom a frekvenciafiiggo jelalakot, masrészt a

c sz

Osszehasonlitasaval centrifugdlas hatékonysagarol is informaciét kaptam. A feliiltszéban

22



megmarado kristalyok méreteloszlast pedig sziliciumlapra torténd felcseppentést kdvetéen
elektronmikroszkopos felvételek alapjan elemeztem.

A méréssorozat soran hasznalt szintetikus hemozoin kristalyok a Jaramillo és tarsai altal
fejlesztett szintézis alapjan késziiltek [28]. A kristalyok szerkezete, mégneses és optikai tu-
lajdonsagai a parazitak altal termelt kristalyokéval megegyezik. A szintézis soran nagyobb
mennyiségl kristaly készitheto, ami lehetové teszi olyan kisérletek elvégzését, amelyekhez
nagy koncentraciéju vagy térfogatu kristalyszuszpenziok sziikségesek.

Centrifugélas soran egy folyadékban 1év6 részecske mozgésat befolyasold harom legfon-
tosabb er6é a homérsékleti mozgast elhanyagolva a gravitacios ero, a centrifugélis eré és a

kozegellenallasi er6. Ez alapjan felirhaté a mozgasegyenlete:
2

mw’r + mg + kniz = mflt;’ (4)
ahol m a részecske tomege, k a részecskékre jellemzo alaktényezd, n a folyadék viszkozité-
sa, w a centrifugalas forgasi frekvencidja, r a részecske helykoordinataja. A gravitacios ero
nagy fordulatszamon elhanyagolhaté. A centrifugalis er6 a térfogattal aranyos, a kozegel-
lenallasi er6 az aramlas paramétereitol fliggden a karakterisztikus hosszal vagy a feliilettel.
A kisebb kristalyoknak nagyobb a feliilet térfogathoz viszonyitott aranya, igy a kozegellen-
allasi er6 aranyaiban nagyobb hatast képes kifejteni. A nagyobb kristalyok esetén éppen
ellenkezéleg, a centrifugdlis er6é hatarozza meg az elmozduldsukat nagyobb mértékben, azaz
feltételezhetoen gyorsabban kitilepithetéek.
melybol egy méréshez 1 ml-t toltottem egy 1,5 ml-es Eppendorf cs6be. A kitoltott szusz-
penziot kiillonbozo fordulatszamokon centrifugaltam rovidebb idétartamokig egy Eppendorf
MiniSpin 1,5 ml-es Eppendorf cséveknek kialakitott centrifugaban. Ezt kovetden a szusz-
penzié felsébb részébol leszivtam egy magneto-optikai méréshez sziikséges mennyiséget,
melyen megvizsgaltam a linearis dikroizmus jelét a magneses tér forgasi frekvencidjanak
fliggvényében. Az egyes mérések idotartama, percenkénti fordulatszama és a centrifugalt
mintdk szama az 1. tdblazatban talalhatoak meg.

A felvett pontok alapjan linearis interpolaciéval meghataroztam a 20 Hz-es mégneses
fordulatszamnak megfelel6 magneto-optikai jel nagysagat, mellyel a centrifugalas haté-
konysaga jellemezhets. Ezek az értékek a 10. abran lathatéak. A centrifugalds hatasa a
3000-es fordulatszamtol kezdett latszani, 3 perc alatt 5000-es fordulatszamnal a koncent-

racié mar a felére csokkent. A hemozoin kivonasi protokollnal ugyanezzel a centrifugaval
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a maximalis, 13400-as fordulatszamon dolgoztam, melyen itt mar 3 perc centrifugalast
kovetéen is azt tapasztaltam, hogy kortlbeliil 5%-ra csokkenti le a kristalymennyiséget
az Eppendorf csében talalhaté folyadékoszlop legfelsébb tartoméanyabdl. Ebbdl kiindulva
a hemozoin kristalyok kivonasi protokolljanak 1épéseinél a maximalis forgasi frekvencian

torténo centrifugaldsok alatt a hasznélt 10-15 perces id6tartamnak megfelelének kell lennie

a kristalyok kiiilepitéséhez.

Fordulatszam | Centrifugalas idotartama | Mintak szama
1000 rpm 2 perc 3
3000 rpm 3 perc
5000 rpm 3 perc 3
7000 rpm 3 perc 2
10000 rpm 3 perc 2
13400 rpm 3 perc 3

1. tablazat. A centrifugalasok percenkénti fordulatszdama és idGtartama, és az egyes pon-

tokban centrifugalt mintak szama.

14x10°

12

10

MLD [mV/V]

Eredeti 1000rpm

3000rpm

5000rpm

7000rpm

10000rpm

13400rpm

10. abra. A feliiliszokon mért magneto-optikai jel nagysaga a forgd méagneses tér 20 Hz-es

frekvencidjui pontjara normalva, a kiillénbo6zo6 fordulatszamon torténo centrifugalasok utan.
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A magneses tér forgasi frekvencidjanak léptetésével felvett jelek a 11. abran lathatoak,
20 Hz-re interpolalt értékiikkel normalva. A 20 Hz-esn valénormalast az indokolja, hogy eb-
ben a tartomanyban a legjobb a jel-zaj viszony a korabbi vizsgalatok tapasztalatai szerint.
Alacsonyabb frekvencian a digitdlis lock-in technika kevésbé megbizhatd, mig magasabb
frekvencian az elrendezés mechanikai instabilitasai vihetnek zajt a mérésbe. Az 1. tab-
lazatban listdzott mintdkon mért gorbéket eldszor normaltam, majd vettem az azonos
paraméterekhez tartozé mintdk atlagat és szérasat. Az igy kapott adatsorban az adott
pontokban a mar normalt jelen vettem a kiillonb6z6 mérések atlagat és szorasat.

A mérések alapjan 3000 percenkénti fordulatszamig a gorbék hibahataron beliill meg-
egyeznek, az 5000-es fordulatszamon felvett gorbe sem kiiloniil el teljesen. Az efolotti
fordulatszamon mért jelek kisfrekvencias jele ugyanakkor alacsonyabbéa, nagyfrekvencias
jele pedig magasabba valik, azaz a jel kisebb ardnyd csokkenése torténik a magneses tér
forgasanak novekvd frekvenciaja esetén. Ez annak a feltételezésnek megfelel, hogy a ki-
sebb kristalyok nagyobb forgasi frekvencian tovabb kovetik a magneses tér valtozasat, és igy
jarulékuk megmarad a magasabb forgasi frekvencidkon. A tovabbiakban ezt kdzvetlen mo-
don, elektronmikroszkopos képek elemzése alapjan is vizsgaltam, hogy valéban eltolédott-e
a kristalyok hosszanak eloszlasa a kisebb értékek felé a magneto-optikai mérésekhez fel-

hasznalt szuszpenzidkbdl felcsoppentett mintakban.
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11. abra. A kilonboz6 fordulatszamon centrifugalt mintak feliiliszojan mért magneto-

optikai jelek a magneses tér forgatéasi frekvencidjanak fliggvényében.

Az elektronmikroszkopos felvételekhez az egyes feliiliszokbdl sziliciumlapra cseppen-
tettem ol egy-egy cseppet a mintakbol. Az egyes mintakra jellemz6 tipikus kristalyok lat-
hatdak a 12. abran. A szaradas soran a minta kiils6bb részein keletkeztek olyan teriiletek,
ahol a kristalyok egyenletesen vannak szétszérddva (ldsd: 12.a-e. dbra), a bels6bb terii-
leteken viszont gyakori, hogy nagy mennyiségii kristalyok taldlhatdak osszeragadva (lasd:
12.f. dbra). A felvételek nagyobb részét ezeken a kiils6 teriileteken készitettem, viszont
egyes belso tartomanyok felvételeit is felhaszndltam a statisztikdhoz, csak az Osszeragadt
részek kozotti, egyenletesebb eloszlasu régidk felhasznalasaval.

A képek felhasznalasiaval az azonositott kristdlyok méretstatisztikajat elkészitettem.
A hisztogramok a készitésiikhoz hasznalt részecskék szamaval vannak normélva, az egyes
oszlopok szélessége 120nm. A leggyakoribb nagyitasi képeken egy pixel szélessége 33 nm,
a kristaly két végén +1 pixelnyi hibaval szamolva a hisztogram szélessége a kristaly mé-
retének hibaja. A vizsgalt als6 hatart a felhasznalt képek nagyitasa alapjan hataroztam
meg, ezeket a 2. tablazatban 6sszegeztem a képek alapjan azonositott kristalyok szamaval

egyltt. A normélt hisztogramok a 13. abran lathatéak.
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Minta Azonositott kristalyok szama | Als6é hosszisdghatar

Eredeti 125 240 nm
1000 rpm 198 240 nm
3000 rpm 177 360 nm
5000 rpm 162 360 nm
7000 rpm 709 240 nm
10000 rpm 453 240 nm
13400 rpm 99 240 nm

2. tablazat. Az adott mintakon a méretstatisztika elkészitéséhez felhasznalt kristalyok szé-

ma és a definialt also kiiszobszint a kristalyméretre.

A méretstatisztika alapjan az eredeti, és a kisebb frekvencian centrifugélt jelekben
1400 nm-ig, folyamatosan talalhatéak kristalyok. A magneto-optikai mérések szerint a
7000 rpm-en centrifugalt mintan lehet a jel eltolodasat kimutatni, a statisztika szerint itt
az 1000 nm f6lotti kristalyok mennyisége jelentésen lecsokken. Hasonld csokkenés lathato a
10000 rpm-es centrifugdlas esetében is, a 13400 rpm-es esetben pedig mar a 800— 1000 nm-es
tartomanyban is alig taldlhato kristaly. Ez utolsé harom esetben az is megfigyelheto, hogy
aranyaiban a kisfrekvencids cstics egyre magasabb, mig a kisebb frekvencias centrifugalédsok
soran 1000 rpm alatt az oszlopok magassaga hasonl6é nagysagrendbe esik.

Osszességében a mérés eredménye, hogy a magneses tér kiilonbozé forgasi frekvencidjan
felvett jelek nagysdgaban van kimutathaté alakfiiggés, a kisebb méretii kristalyokat tartal-
maz6 gorbék laposabb, a nagyobb kristalyokat is tartalmazé mintak meredekebb lefutasu
gorbéket eredményeznek. Az elektronmikroszképos felvételek alapjan pedig a hemozoin-
szuszpenziokrol lehetséges méretstatisztikat késziteni, a felvételek elemzése alatamasztotta
a gorbék lefutasaval kapcsolatos feltételezéseket. Ez alapjan tigy gondolom, hogy a mé-
rési elvnek miikodnie kell a kultarakon is, ott viszont a szintetikus kristalyokon kozvetlen
méréssel szemben egy tjabb kérdést vet fel, hogy a kivonasi protokoll befolydsolja-e a

kristalyok méreteloszlasat.
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12. abra. Tipikus kristalyok a péasztazé elektronmikroszkopos képeken a kiilonbo6z6 cent-

rifugdlasi paraméterek mellett készitett mintédkrél. a) Eredeti szuszpenzié. b) 1000 rpm.

¢) 3000 rpm. d) 5000 rpm. e) 7000 rpm. f) 10000 rpm. g) 13400 rpm. h) Tipikus példa a

szaradas belso teriiletein Osszetapadé kristalyokra.

28




0.5 0.5 0.5
@ 1000 rpm O 3000 rpm
E 04 - E o4 - E  o04f -
N N N
(%] (%] (%]
Q Q [}
x x X
% 03 — % 03 — 2 03 —
(5 (7 [}
N N N
) 1% 1%
o ‘o o
= 0.2 - = 0.2 - = 02 -
© © ©
E E E
S 01 — 2 01| — 2 01| —
0.0 0.0 0.0 b .
0 480 960 1440 1920 2400 0 480 960 1440 1920 2400 0 480 960 1440 1920 2400
Kristalyméret [nm] Kristalyméret [nm] Kristalyméret [nm]
0.5 0.5 0.5
@ 5000 rpm = 7000 rpm @ 10000 rpm
E  o04r - E  o04F - £ o04r —
N N N
1% 1% 1%
£ g <
a 03 — q 031 — g 031 —
(5 Q [}
N N N
1% [%] [%]
@D D o
S 02 - S 02F - = 02
‘g ‘g ‘©
£ £ £
S o1l - S o1 - S o1
0.0 0.0 METETE AT 0.0
0 480 960 1440 1920 2400 0 480 960 1440 1920 2400 0 480 960 1440 1920 2400
Kristalyméret [nm] Kristalyméret [nm] Kristalyméret [nm]
0.5
@ 13400 rpm
0.4 -

Normalt részecskeszam

0 480 960 1440 1920 2400

Kristalyméret [nm]

13. abra. A kiilonb6z6 centrifugalasi paraméterekkel készitett mintak méretstatisztikak, a

centrifuga fordulatszamanak jelolésével a jobb fols6 sarokban.

5.2. A kivonasi protokoll hatékonysaga

A szintetikus kristalyokon valé mérések megmutattak, hogy az elektronmikroszkopos felvé-
telek statisztikai analizise és a dinamikai magneto-optikai mérések eredményei 6sszhangban
vannak, és alkalmasak a hemozoin méreteloszldsdnak vizsgalatara. Igy hasonld elven vé-
geztem méréseket a parazitak altal természetes titon termelt hemozoin kristalyokon is. A
kulturabol valé kinyerés soran viszont lényegesen kisebb mintamennyiséggel kell dolgoz-
nom, a felvételek elkészitése el6tt pedig a mar a 4.3. alfejezetben bemutatott kivonasi
protokollt is végig kell csindlni a méretstatisztikak elkészitése el6tt. Kiilonbozo kutato-
csoportok végeztek mar korabban hemozoin extrakciét kiilonféle Plasmodium fajokbél, de

a kivonasi protokoll hatékonysigat nem vizsgaltak. Emiatt a kristalymorfologiat vizsgald
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toségeinek vizsgalata is a kutatémunkam része volt. Minderre a magneto-optikai miiszer
ad lehetdséget, hiszen a vele végzett mérések utjan az egyes mosasi lépések utan eltavolitott
feliiliszokban megmarado, a kivonasbol elveszo kristalyok mennyisége nagy pontossaggal
megallapithato.

A protokoll hatékonysagat Ana Strinic 2018 majusdban kezdte vizsgalni. Mar az 6 BSc
szakdolgozataban ismertetett eredményei alapjan is tobb ponton megvaltoztattuk az elja-
rast: (i) a teljes sejtkulturat NaOH-t és Tritont tartalmaz6 oldattal hemolizaljuk, illetve
(ii) az elsé desztilldlt vizes centrifugdlds utan egy fél éras varakozas, mialatt a minta ald
egy erés magnest helyeziink, hogy a paramégneses részecskéket a centrifugacso aljan tart-
suk. A mérések alapjan a legnagyobb veszteség az elsé 1épésekben torténik, amikor még
egy nagyobb méretii, de kisebb, 4000 percenkénti fordulatszamra képes centrifugat hasz-
naltunk. A tapasztalatok szerint a centrifugalas fordulatszama szignifikdnsan befolyasolja
a hatékonysagot, kiindulasi nagyobb mintatérfogatot kisebb egységekre valé felosztasat
kovetoen a kisebb rotor-atméroji, de lényegesen nagyobb fordulatszamra képes MiniSpin
centrifugat kezdtiik haszndlni. Ez egy egyszerii valtoztatas, viszont lényegesen eltér attol,
amit az eredeti protokoll alkotdi haszndltak, akik a sejtekkel valé munkdk soran gyakori,

3000-4000 vagy ez alatti percenkénti fordulatszdmot alkalmaztak [29].

Az altalam végzett kivondsok sordn is minden 1épést kdvetoen eltaroltam a feliiliszokat,
majd megmértem az altaluk adott magneto-optikai jeleket. Ez az adott mintaban talalhato
jelet megszoroztam az egyes feltiliszok térfogataval, hogy igy a kristalyok mennyiségével
aranyos adatokkal dolgozzak. A kés6bbi grafikonokon mar ezeket, a teljes kristalymennyi-
séget jellemzo értékeket abrazoltam.

Az el6zetes méréssorozat soran az egyes mosasi lépéseken mért jelek a 14. abran 1at-
hatdak. A gybdgyszermentesen fejlodd kultiran valé kivonas esetében lathatd, hogy van
olyan pont, ahol az elvesztett kristalyok mennyisége Osszemérheto a végso, kinyert kris-
talymennyiséggel. A gyogyszeres kozegben nové kulturanal pedig akar egy nagysagrenddel
tobb kristalyt is elveszitettem tobb mosasi 1épés soran is. Bar itt a kiindulasi kulttiran
nem végeztem magneto-optikai mérést, az egyértelmii, hogy ebben a sorozatban a modszer

elég rossz hatasfokkal miikodott.
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14. dbra. Az elézetes kivonas feliiliisz6in mért magneto-optikai jelek. A kiilénb6zo szint
savok az egyes mosasi lépések soran haszndlt anyagokat, a szuszpenziok kozegét jelzik:
sarga - tapoldat, barna - hemolizal6 NaOH és Triton oldat, kék - desztillalt viz, zold -
SDS, rézsaszin - proteindz K, lila - UREA.

A folyamatos magneto-optikai nyomon kovetés egy masik kovetkezménye, hogy hogy
azonosithatoak azok a pontok, ahol a legnagyobb veszteség torténik, mivel az egyes mosasi
lépések egymashoz képesti aranya hasonld tendenciat kovet a gyogyszeres és gyogyszer-
mentes esetben. Ez alapjan megallapithatd, hogy a protokoll mely miiveleteiben sziikséges
valtoztatasokat végezni. Jelen esetben a harmadik mosasi 1épés soran torténik meg a kris-
talyok kiszabaditasa a sejtekbdl, itt és az ezt kdvetd 1épések adjak a legnagyobb veszteséget.
Ebben az elézetes méréssorozatban még a nagyobb centrifugat hasznaltam az els6 néhany
mosas soran a nagy mintatérfogat miatt. A szintetikus kristalyokon mar azt lattam, hogy
3 perc utan a kis centrifugdban a maximalis fordulatszam a kristalyok elég nagy mennyi-
ségét kitilepiti a folyadék felso rétegébdl. Emiatt a természetes kristalyok esetén is hasonld
viselkedésre szamitottam, igy attértem a kisebb, nagyobb fordulatszamra képes centrifuga
hasznalatara. Tovabba az is az els6 méréssorozat tanulsdga, hogy mar a kivonas megkez-
dése el6tt, a sejtkultura egészébol érdemes mintat venni és magneto-optikai méréseknek
alavetni, hogy a parazitak altal termelt teljes kristdlymennyiség a kontroll és a gyégysze-

resen kezelt esetben kozvetleniil, még a mosasi veszteségek elott is kovethetd legyen.
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A masodik méréssorozatban a kivonas minden lépésben a nagyobb fordulatszamra képes,
kisebb méreti centrifugaval dolgoztam, ezen kiviil az NaOH-t ér Tritont kis koncentracio-
ban tartalmazo6 oldattal valé hemolizaldsi 1épést is kétszer végeztem el. Itt a kivonas alatt
egy Ujabb pontban is megvizsgaltam a protokollt, az idésebb kultiranal a kivont kristalyo-
kat a proteinaz hozzdadasa el6tt kettévalasztottam, és csak az egyik feléhez adtam hozza
a meglehetésen koltséges és idGigényes 1épést jelenté enzimet. A masodik kivonas soran
felvett mérések a fiatal kultiran a 15., az id6s kultiran pedig a 16. dbran lathatoak.

A gybgyszermentes kulturabdl torténo kivonasban immaron minden feliilliszéban kisebb
jelet mértem, mint amit a végsé kivont minta adott, bar az elsé néhany lépésben, a kris-
talyok felszabaditasat kovetéen még mindig elég nagy a veszteség. Itt megjegyzem, hogy
az elso 1épés alacsony jelének magyarazata, hogy a taptalaj kozegében a vorosvértestek és
a parazitdk még épségben vannak, melyek nagyobb méretiik révén szinte maradéktalanul
kiiilepednek a centrifugalas soran.

A gybgyszeres kulturabdl valé kivonasnal viszont még mindig nagy probléma, hogy a
lépések soran elvesztett kristalyok mennyisége nagyobb a kivont mintaban 1évoével, felte-

hetoleg az eleve alacsony kiindulasi koncentraciok miatt.
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15. abra. A masodik mérés fiatal kultirain végzett kivonasakor keletkezo feliiliszokon mért
magneto-optikai jelek nagysaga. A kiilonboz6 szinii savok az egyes moséasi 1épésekben
haszndlt anyagokat jelzik: sarga - tapoldat, barna - hemolizdl6 NaOH és Triton oldat, kék
- desztillalt viz, zold - SDS, rézsaszin - proteinaz K, lila - UREA.
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16. dbra. A masodik mérés id6s kulturain végzett kivonasakor keletkezd feliiliiszékon mért
magneto-optikai jelek nagysdga. A mérés felénél a mintat kettéosztottam, és a proteinazzal
vald inkubalast csak az egyik esetben végeztem el. A kiillonbo6zo6 szinti savok az egyes mosasi
lépésekben haszndlt anyagokat jelzik: sarga - tapoldat, barna - hemolizal6 NaOH és Triton

oldat, kék - desztillalt viz, zold - SDS, rézsaszin - proteinaz K, lila - UREA.

A masodik kivonas megkezdése el6tt a kulturabol két magneto-optikai méréshez ele-
gendd mintat vettem ki. Hemolizdlas utdn megmértem az altaluk adott jel nagysagat,
melyek a 17. grafikonon lathatéak. Ezek a jelek a kulturak fennmaradd részébol kivont
pelletek jeleivel egyiitt az optikai mérésekhez hasznalt higitasok korrekcidja a mintatér-
fogattal valo szorzas utan a 3. dbran lathatéak, ebben a formaban a mintdban talalhato
kristalymennyiséggel aranyosak. A végso és a kiindulasi mennyiség hanyadosa megadja a
modszer hatdsfokat (itt a mérés kozben kettéosztott mintdkon mért jeleket Gsszeadtam).
Ez a hatésfok egy széles tartomanyban 4,2% és 17,1% kozott valtozik, a gydgyszermentesen
fejlédo kulturakra a kivonas jelentésen jobb eredményt mutat. Ennek oka lehet a nagyobb
kiindulasi koncentracio, illetve az, hogy a nagyobb kristdlyok a gydgyszermentes minta-
ban jelent6sen gyakoribbak, ezt a kovetkezd fejezetben fogom bemutatni. Erre a fontos

megallapitasra utalé eredményeimet az a kovetkezo fejezetben mutatom be.
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17. dbra. A kiilonb6z6 mintavételeknél a kivonas megkezdése elott a parazitakultirdkon

mért, a kiindulasi kristalykoncentraciokkal aranyos magneto-optikai jelek nagysaga.

Kultara | Kivont | Hatésfok

DF fiatal 7491 698 9,3%
DF id8s 839

9425 17.1%
DF id6s prot 773
CQ fiatal 2259 95 4,2%
CQ idos 66

1839 10,1%
CQ idos prot 120

3. tablazat. A kivonas el6tt a kulturan, illetve a kivonast kévetéen a kapott mintan a — hi-
gitasok és térfogatok figyelembe vétele utan meghatarozott — kristalymennyiséggel aranyos

magneto-optikai jelek, illetve az egyes kivondsokra szamitott hatasfok.
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5.3. Sejtkultiirak hemozoin-termelésének analizise

5.3.1. Az els6 kisérletsorozat: fénymikroszképos és pasztazoé elektronmikrosz-

képos mérések

Ebben a fejezetben a gyogyszeres és gydgyszermentes kultirabol valdo hemozoin-kivonas
legels6 eredményeit mutatom be. A kisérlet soran a kettéosztott kultira névekedését vér-
kenetek készitésével kovettem nyomon, a kivondasi protokoll végrehajtasa utan pedig a
hatdéanyag jelenlétében és anélkiil termelt kristalyok méreteloszlasat elektronmikroszképos
felvételek alapjan vizsgaltam.

A parazitdk vérkenetek alapjan meghatarozott koreloszlasa és néhany tipikus kép az
egyes idopontokra jellemz6 fejlodési stadiumokrol a 18. abran 1athatd. A szétvalasztas pil-
lanataban egy fiatal, legnagyobb részben idésebb ringeket tartalmazoé kultirabol indultam
ki. 24 ora elteltével, az els6 kivonds idopontjaig a gyégyszermentes kultura a varakoza-
soknak megfeleloen novekedett, a parazitak tobbsége idésebb trophozoita allapotban volt,
viszont egy jelentOs résziitk mar a fejlodési ciklus végéhez kozelebb, schizont fazisba keriilt.
A gybgyszeres kozegben novo kultiuranal a vérkenetek elemzése a parazitak lassabb fejlo-
désére utal, egy résziik pedig el is pusztult. Utébbi folyamatra a kenetekben megjeleno
sotétlila, pontszerl foltok egyre gyakoribb megjelenése utal (pl. 18.d. dbra jobb oldali
mikroszkopos felvétele). Ezeket ugyanakkor sokszor nehéz az egyszerii festékrészecskék-
t0l megkiilonboztetni, igy a mar nem életképes parazitak kvantifikdlasa ezzel a modszerrel
nehézkes. Feltehetoleg hasonléan nem életképesek azok a parazitak sem, melyek sejtmemb-
ranja toredezettnek tlinik, apr6 pontok lathatok mellettiik a vorosvértesten beliil, amik va-
16sziniileg a citoplazmajukbdl szarmaznak (pl. 18.e. abra mindkét mikroszképos felvétele).
A korok statisztikajaba ugyanakkor ezeket a parazitdakat is belevettem, hiszen a kivonas
soran az altaluk termelt kristalyokat is egyarant Osszegyijtom. A masodik idépontban,
ujabb 24 ora elteltével vizsgalt, idésebb kulturanal még erdteljesebben latszik a novekedés
elmaradésa a kezeletlen kulttirdhoz képest. Osszességében a kenetek alapjan egyértelmiien

megallapithato, hogy a gyogyszer valamilyen mértékben fejtett ki gatlé hatast.
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18. abra. Bal oldalon a kulturak leszamlalasa alapjan meghatarozott koreloszlas. Az x
tengely pontjainak jelentése: fR - fiatal ring, iR - id&s ring, fT - fiatal trophozoita, iT - id6s
trophozoita, S - schizont. Jobb oldalon az egyes felvételekre jellemzo tipikus parazitakrol

lathatoak transzmisszios optikai mikroszkoppal készitett felvételek.

A mikroszkdpos képek vizsgdlataval csak a parazitak koreloszlasa kévetheté nyomon né-
vekedéstik soran. Kvantitativ modon a kultira altal megtermelt kristalyok 6sszmennyiségét
a magneto-optikai mérések alapjan hatarozhatom meg, amivel a kristalykoncentraciorol
kapok informaciét. A kivonasi protokoll végrehajtasa utan a kinyert kristdlyszuszpenzié-
kon mért magneto-optikai jelek nagysaga a 19. dbran lathaté. A mérések azt mutatjak,
hogy a gybgyszeres és gyogyszermentes kulturakbdl kinyert kristdlyok kozott tobb, mint
egy nagysagrendi kiillonbség 1ép fel, gyogyszeres esetben ez az elsé és masodik mintavételt
kovetd mérésekre is igaz. Az el6z6 fejezetben végigkovettem az elsé mintavétel sejtkul-

turdinak tisztitdsa soran eltavolitott feluliszéban elveszitett kristdlyok mennyiségét (lasd.
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12. abra), viszont mivel a kivonas megkezdése el6tt nem végeztem méréseket a teljes sejt-
kultiran, igy nem tudom, hogy ezek az értékek hogyan viszonyulnak az eredetileg termelt
hemozoin mennyiségéhez. A rossz hatasfok lehet az egyik oka ezen kiilonbségnek, de mar
a kiindulaskor is nagy valoszintiséggel jelentosen kevesebb a gyégyszeres kozegben termelt
kristalyok mennyisége. Ebbdl a bizonytalansdgbdl kiindulva a kovetkezdé méréssorozat
elvégzésekor mar kozvetleniil a sejtkultirabdl vett mintan is végeztem magneto-optikai
méréseket, melyek a protokoll hatasfokanak kvantitativ jellemzését is lehetévé teszik. A
jelen kisérletsorozat soran viszont ettdl a hianyossagtol eltekintve megvizsgalhattam, hogy
milyen minoségii elektronmikroszképos felvételek készithetéek, és hogyan lehet beldliik a

mintdkat jellemz6 méretstatisztikakat elkésziteni.
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magneto-optikai jelek. Gyogyszeres esetben tobb, mint egy nagysagrendi kiilonbség oka
a kezdetben megtermelt kristalyok kisebb mennyisége, illetve a kivonési protokoll rossz

hatasfoka is.

A kivont kristalyszuszpenziokban még mindig sok szerves maradék volt a felcseppentés
utan, viszont talalhatéak olyan tertiletek, ahol egyenletesen vannak jelen az egyedi kris-
talyok. Ezeken a pontokon tobb felvételt készitettem, az egyes mintak tipikus kristalyait
tartalmazé latomezékrél a 20. abran lathaté egy-egy példa. A tapasztalatok alapjan az
egyedi kristalyok megfelel6 mennyiségben és mindségben azonosithatoak, kivéve a fiatal
gyogyszeresen novo kulturdbol kinyert mintat, ahol a rendelkezésre all6 miiszeridé alatt
nem talaltunk a kiértékeléshez elegendé mennyiségii kristalyt.

Tobb, egymastol tavolabb készitett kép felhasznédlasaval, a felvételeket 4.4. fejezetben

leirt médon kiértékelve meghataroztam a kristalyok méreteloszlasat. A hisztogramhoz fel-
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hasznalt kristalyok szama a 4. tablazatban van feltiintetve, a hisztogramok pedig a 21. ab-
ran lathatéak. A hisztogramok alsé hatarat megadd 240 nm-es értékben is nagy aranyu
kristalykezdemény taldlhato, a jellemz6 nagyobb kristalyok az 1200 nm-es tartomanyig ter-
jednek, ennél nagyobbak csak elvétve fordulnak el6. A két kiillonb6z6 idopontban extraktalt
gyogyszermentes kultira hisztogramjait 0sszevetve azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy
nem szignifikdnsan ugyan, de az idosebb kultirdban megné a kis méretli kristalyok aré-
nya. A 18. dbran bemutatott koreloszlas alapjan ez a latszolag varatlan esemény azzal
magyarazhato, hogy a kultira a kovetkezo fejlodési ciklusba atlépett, az Gj generacio fiatal
parazitai pedig mar megkezdhették a kristalyok termelését.

A gybgyszeres esetben a fiatal kultiran nem vizsgéltam méreteloszlast, ugyanis a kis
koncentracié miatt nehezen és kevés kristalyt lehetett megtalalni. A késobbi idépontban
extraktalt kultira hisztogramjan ugyanakkor az lathato, hogy a 700nm-es hosszt csak né-
hany kristaly mérete haladja meg. Ez kiilonbozik a gyogyszermentes esethez képest, azaz
a gyogyszer a kristalyok novekedését egy adott hataron tul gatolni latszik. A gydgyszeres
id0s, és a gyogyszermentes fiatal kultaran beliili koreloszlas hasonlé, mindkettoben az id6s
trophozoita parazitak a leggyakoribbak, igy a hisztogramok alapjan arra az 1j megalla-
pitésra juthatunk, hogy a parazitak képesek voltak tovabb fejlodni, viszont az emésztési
folyamatuk megvaltozhatott a gyogyszer hatasara, ez pedig kihathatott a termelt kristalyok
méretének eloszlasara is. A kenetekkel 0sszevetve viszont a koreloszlast csak a morfolégia
alapjan lehet behatarolni, igy nehéz megkiilonboztetni a mar elpusztult, alakjukat veszto
fiatal trophozoitakat az idésebb stadiumba atlépo, fejlodé tarsaiktol, ami a gydgyszeres

kultura koranak feliilbecsiilését eredményezheti.

Minta | Azonositott kristalyok szama | Alsé hosszisaghatar
DF fiatal 415 240 nm
DF idé6s 322 240 nm
CQ idés 306 240 nm

4. tablazat. Az adott mintakon a méretstatisztika elkészitéséhez felhasznalt kristdlyok sza-

ma és a kristalyméretre definialt als6 kiiszobszint.
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20. abra. Tipikus pasztazé elektronmikroszkopos képek a kettéosztott kultura kiilonbozo

kort mintavételeinél. a) DF fiatal. b) DF idés. ¢) CQ fiatal. d) CQ idés.
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21. abra. Az els6 sejtkulturakon végzett kivonasi protokoll utan megmaradt hemozoin
kristalyok méretstatisztikai elektronmikroszképos felvételek alapjan. A fiatal gyégyszeres
kulturarél, alacsony koncentracidja miatt nem tudtam annyi kristdlyt azonositani, ami

alapjan egy ilyen hisztogram elkészithet6 lenne.

A fejezetben ismertetett elozetes eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottam
kutatomunkam ezen pontjan, hogy a kisérlet felépitése miikodoképes, a kivonasi protokoll
elvégzése utdn valéban lehet a kristalyokrol méretstatisztikat késziteni, a termelt kristalyok
eloszlasa nincs ellentmondasban a kulturan készitett optikai mikroszkopos felvételekkel.
Ennek ellenére tobb pontban sziikséges valtoztatas: egyrészt a kivonasi protokoll haté-
konysagat egyes, beazonosithatd 1épések jelentésen rontjak, illetve egy felmeriilo kérdés,
hogy a kinyerés elvégzését kovetoen kapott szuszpenziéo mennyire jellemzi jol a kultira al-
tal termelt kristalyok eloszlasat. Emiatt a kovetkezo kisérletsorozatban mar az extrakcios
protokoll megkezdése el6tt, a sejtkultiira kozvetlen hemolizaldsa utan nyert optikai mintan
de a dinamikai mérések utjan a hisztogramoktol fliggetlen informéaciot probaltam nyerni

azok méreteloszlasardl is.
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5.3.2. A masodik kisérletsorozat: fénymikroszkopos, pasztazé elektronmikrosz-

képos és magneto-optikait mérések

Az tjabb kivonas alkalmaval az el6z6 fejezetben leirt mérés menetét kovettem azzal a ki-
egészitéssel, hogy a kivonas megkezdése el6tt a kulturabdl vett mintan is megvizsgaltam a
magneto-optikai jeleket. Ennek koszonhetden az extrakcié elétti és utani kristalymennyisé-
gét Ossze tudtam hasonlitani, és az 5.2. alfejezetben ismertetett modon szamszertisiteni az
immaron moédositott kivonasi protokoll hatékonysagat. Tovabba, a szintetikus kristalyokon
végzett mérés tapasztalatai alapjan azt is megvizsgalom, hogy a kultira koranak statiszti-
kaja hogyan tiikrozédik a frekvenciafligg6 magneto-optikai gorbékben. A mérés soran arra
torekedtem, hogy az el6z6 tanulmanyhoz hasonlé idépontokban végezzem a mintavételeket
a kivonasi protokollhoz.

A kulturakat jellemz6 koreloszlasok a 22. abran lathatok, kiilon-kiilén panelen feltiin-
tetve a szétvalasztas elotti, illetve a két-két mintavételi idopontban a gyogyszer hozzaada-
saval és anélkiil inkubalt populacidkat. A hisztogramok alapjan a parazitdk fejlodése az
el6z6 kisérletsorozatban megfigyelthez hasonld viselkedést mutat. Ahogyan korabban is, a
kiindulési kultira most is tébbségében késoi ringeket tartalmazott. A parazitdk morfold-
gidja alapjan a klorokinnel kezelt kultira itt is szignifikansan lassabban fejlodott mindkét

mintavételi idopontig, mint a hatéanyag nélkiili.
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22. abra. A parazitdk koreloszlasa a kilonbo6z6 mintavételi idépontokban a vérkenetekbdl
vald leszamlalas alapjan. Az egyes stadiumok: fR - fiatal ring, iR - id6s ring, fT - fiatal

trophozoita, iT - id6s trophozoita, S - schizont.

A kultarakon mért magneto-optikai jelek nagysagat Osszevetettem kollégdm, Molnar
Petra egy kordabbi gyogyszertesztjének azon eredményeivel, melyeket a sorozathoz tartozo
kontroll (gydgyszermentes) kultiran mért. Ezaltal le tudtam ellendrizni, hogy a masodik
kivonasi teszt soran termelt kristalyok mennyisége megfelel-e egy tipikus fejlodési gorbe
értékeinek. A mikroszképos kenetek alapjan a szétvalasztas elétti minta egy korai stadiu-
mu kultira, az els6 mintavételezési idopont helye pedig az intenziven névé szakasz vége, a
trophozoita fazisban. A harmadik pontban mér egy tjabb fejlédési peridodus kezdetébe 1é-
pett at a parazitdk tobbsége. Ha a hatdéanyag nélkiili kultiran a harom vizsgélt idopontban
mért magneto-optikai jeleket egy kozos konstans faktorral elosztjuk, az igy kapott pontso-
rozat szinte tokéletesen fedésbe hozhato a korabbi gydgyszerteszt soran felvett névekedési
gorbével. A skalazasi faktor feltehetéleg a kulturak eltérd parazitémia-értékébol fakad, de
az, hogy ettol eltekintve a fiiggetlen kisérletek soran mért hemozoin koncentraciok aranya
megegyezik, arra enged kovetkeztetni, hogy az altalam vizsgélt kultura a sztenderdeknek
megfeleloen novekedett a kivondsi kisérlet soran. A gyodgyszeres esetben termelt kristaly-
mennyiség szignifikdnsan elmarad ehhez az értékhez képest, és mindkét mérési idépontban

hasonlé nagysagu. Tehat annak ellenére allandé marad a termelt kristalyok mennyisége,
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hogy a morfoldgia alapjan a parazitdk egy része még lassi novekedést mutat az elso és

masodik mintavételi pont kozott.
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23. abra. A magneto-optikai mérések a koreloszlas alapjan 6sszevetve Molnar Petra egy
korabbi gyogyszertesztjével. Folytonos vonallal egy idealis koncentracionovekedési gorbe

lathato.

A magnesesen indukalt linearis dikroizmus frekvenciafliggé gorbéi a 24. abran lathato-
ak. Minden gorbe négy mérés atlagabol szarmazik: a kulturdkbol két méréshez elegendo
mintat vettem ki, ezeket fliggetlentiil hemolizaltam, majd mindkét optikai mintan kétszer
mértem meg a jelet. Végiil a szintetikus kristalyos méréshez hasonléan 20 Hz-re normaltam
a gorbéket, hogy a nagysagrendi kiilonbségektdl fiiggetlentil a gorbék frekvenciafiiggését
lehessen Osszehasonlitani. A szétvalasztas el6tti jelek egy fiatal kulturabdl szarmaznak,
legnagyobb aranyban kisebb kristdlyokat tartalmazhatnak. Ezzel 6sszehasonlitva a késob-
bi idépontokban mért gorbéket, a gyogyszeres, illetve a fiatal gydgyszer nélkiili esetben
a kiindulasi jelhez képest csak kis mértékli eltolédas lathatd, azaz valdszintileg hasonld
méreteloszlassal rendelkeznek. Mind a kontroll, mind a kezelt esetben megfigyelheté az
id6sebb kultira meredekebbé valo jelalakja a fiatalabbéhoz képest, ez az eltolodas pedig
nagyobb mértékli a gydgyszermentes esetre, igy arra szamitok, hogy ez a szuszpenzié a

tobbi mintanal nagyobb kristalyokat tartalmaz.
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24. abra. A linearis dikroizmus jele a magneses tér kétszeres forgasi frekvenciajanak helyén,

20 Hz-re normélva, a hemolizalt kultirakon val6 mérés alapjan.

Ugyanezt a magneto-optikai mérést az egyes kultuirakbol kivont pelleteken is elvégez-
tem, hogy lassam, eltér-e a gorbe lefutasa a kiindulasként hasznalt kultirakbol kozvetlentil
mintavételezett, és csupan hemolizdlas utjan mért jelalakoktol. Ezek a vizsgalatok arrdl
arulkodhatnak, hogy az elektronmikroszképos vizsgalatokhoz hasznalt, tisztitasi folyama-
ton atesett kristalysokasdag mennyire tiikkrozi hiien az eredeti, sejtkultura altal termelt
méreteloszlast. Az 6sszehasonlitott gorbék lathatéak a a 25. Abran. A magas frekvencias
szakaszokat vizsgalva a gyogyszermentes esetben a gorbék jol egyeznek, a fiatal gydgyszeres
esetben is hasonldéak. Az id6s klorokines kozegben névekvé mintaban viszont a jel lapo-
sodasa latszik, ami arra utal a szintetikus kristalyok mérésébdl levont tanulsagok alapjan,
hogy a szuszpenzidoban 1évé kristalyok mérete csokkent. A tisztitasi folyamat soran a cent-
rifugalasi 1épések azok, melyek leginkabb befolyasolhatjak a méreteloszlast, ugyanakkor
centrifugalasnal éppen a kis kristalyok mennyisége csokkenhet, hiszen ezek hosszabb ido
alatt iilepednek ki. Itt viszont éppen ennek az ellenkezéje torténik, kiillonosen a polimeraz
hozzdadasaval végzett kivonaskor. Ezen tul a kivont szuszpenzidk gorbéi kis frekvencian,
vagyis a magneses tér nagyon lassi forgatdsa mellett ellaposodnak, ellentétben a hemoli-

zalt sejtkultiran mért jelalakokkal. Utébbi két jelenség oka egyeldre tovabbi vizsgalatokra
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szorul. Az alacsony frekvencias eltérésben szerepet jatszhat, hogy a kivonas utan a kris-
talyok vizes kozegben vannak, mig a sejtkultira kozvetlen hemolizaldsaval nyert optikai
mintdkban a kristdlyokon til benne van minden szerves maradvany, illetve a kiilonféle
sokat, cukrokat és aminosavakat tartalmazé sejttenyészté médium is.

Osszefoglalva tehdt az a 25. dbra eredményei arra utalnak, hogy mindkét gydégyszer-
mentes és a fiatal, gyogyszeres kozegben névekedett kulturakbol kivont kristalyok méret-
eloszlasa jol jellemezi a parazitdk altal termelt kristalyok eredeti eloszlasat, mig ugyan ez

a negyedik, idos, gyégyszeres kultira esetében egyelore kérdéses.
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25. abra. A hemolizalt kultiran és a kivont kristalyokon mért linearis dikroizmus nagysa-

ganak valtozasa a kiils6 magneses tér forgasi frekvenciajanak valtozasa fliggvényében.

A pelletek magneto-optikai méréseit kovetéen, az el6z6 kivonashoz hasonléan, elkészi-
tettem a felcseppentett szuszpenzidkat és ezek elektronmikroszkopos felvételei alapjan az
egyes mintak méretstatisztikajat. A felvételek elemzésekor az elsé fontos konklizid, hogy
a proteinazzal és anélkiil késziilt képeken nem volt észreveheto kiilonbség a szerves marad-

vanyok mennyiségében, eloszlasaban. Mivel a felvételek kiértékelést nem befolyasolta az
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enzim hidnya, igy ez a lépés a késObbiek soran is elhagyhato, jelentésen csokkentve ezaltal
a protokoll id6- és koltségigényét.

Az egyes kultirdk mintair6l késziilt tipikus felvételek a 26. abran lathatok. A sta-
tisztikdhoz felhasznalt kristalyok szdma az 5. tablazatban taldlhaté meg, a hisztogramok
pedig a 27. abran. Bar a kivonés hatésfoka javult az els6 kisérlethez viszonyitva, az idés,
gyogyszeres kozeghen novekvo kultira SEM mintdjan tovabbra is nehéz volt kristalyokat
tartalmazé latémez6t taldlni, kiilonoésen a proteindzzal végzett kivondst kovetéen. Igy
ennél a mintanal oOsszesitettem az enzim kivonasa mellett és anélkiil kinyert kristalyok
statisztikait.

A hisztogramokban a gyégyszermentes eset két kivonasat osszehasonlitva az lathato,
hogy a fiatalabb mintaban még nem jelennek meg az 1000 nm koriili, illetve afolotti kristéa-
lyok, amelyek az idésebb kultirdban mar jelen vannak. Osszevetve a parazitak eloszlasaval
és a magneto-optikai mérésekkel, mindez azzal magyarazhatd, hogy az 1j kristalygdcok
kialakuldsa a trophozoita fazisban a legjelentGsebb, igy ez okozza a magneto-optikai jel
nagysagrendi novekedését, mig a késobbi, schizont fazisban az emésztés soran a kristalyok
mérete novekszik, nem pedig a mennyiségiik. Ebben a szakaszban igy a koncentraciéval
aranyos jel nagysaga kisebb mértékben novekszik, viszont a felvételeken nagyobb mére-
tl kristalyok is megjelennek, ami a frekvenciafiigeé magneto-optikai jelalakban a gorbe
meredekebbé valasat eredményezi. A nagyobb méretii kristalyok hianya a fiatal gyogyszer-
mentes, illetve mindkét gyodgyszeres mintan lehet az oka annak, hogy a 24. abran lathato
magneto-optikai gorbékben nincs jelentés eltolédds nagy frekvencian a szétosztas el6tti
allapothoz képest.

A gybgyszeres mintakon a kis kristalyok jelenléte a leggyakoribb, éppen gy, mint az
els6 kivonas alkalmaval. A fiatal és idos kulturak kozott nincs jelentos eltérés, 700 nm
folott mindkét esetben csak kevés kristaly taldlhatd. A magneto-optikai jel nagysagabodl
kiindulva a kristalyok mennyisége szintén azonos marad. A SEM hisztogramok alapjan
az idosebb gybégyszeres kulturak kristalyai kevéshé térnek el a fiatalabbtol, ami latszoélag
ellentmond a koreloszldsukban tapasztalt killonbségeknek (lasd. 22. dbra). Ugyanakkor
a 25. abra jobb als6 grafikonjan lathaté, eltér6 magneto-optikai jelalakok arra utalnak,
hogy az id6s, gyogyszeres kultirabol kivont pelletek nem feltétlen jellemzik elég pontosan
a parazitak altal termelt kristalyok eredeti méreteloszlasat. Ahogyan kordbban emlitettem,

ennek a jelenségnek az okat nem ismerjiik, de a koreloszlasokat, a nyers kultirdkon mért
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magneto-optikai gorbéket és a SEM hisztogramokat Osszevetve az idos, gydgyszeres kulti-
ra esetén az tiinik az ellentmondés legkézenfekvobb feloldasanak, hogy a kivonasi protokoll
soran itt nagyobb aranyban veszitettiik el a hosszabb kristalyokat mint a mésik harom
esetben, melyeknél a kiillonb6z6 modszerek eredményei kovetkezetesek. Egy tovabbi, biold-
giai szempontbdl kevéshé valoszini, ugyanakkor rendkiviil érdekes magyarazata lehetne a
gyogyszeres kulturdk eredményeinek, hogy a parazitak képesek lehetnek egy adott pontig
olyan modon lassabban novekedni, hogy nem termelnek 1j kristdlyokat, vagy csak na-
gyon keveset. Ennek tisztazasahoz ugyanakkor tovabbi névekedési és kivonasi kisérletek

kivitelezése sziikséges.

Minta Azonositott kristalyok szama | Alsé hosszusaghatar
DF fiatal 336 240 nm
DF id6s 243 240 nm
DF idés, proteinase 256 240 nm
CQ fiatal 650 240 nm
CQ idos 94 240 nm
CQ idos, proteinase 13 240 nm

5. tablazat. A kiillonb6z6 mintakon a méretstatisztika elkészitéséhez felhasznalt kristalyok

szama és a definialt als6 kiiszobszint a kristalyméretre.
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26. abra. Tipikus pasztazé elektronmikroszkopos képek a kettéosztott kultura kiilonbozo

kort mintavételeinél. a) DF fiatal. b) CQ fiatal. ¢) DF idds. d) CQ id8s. e) DF id6s

(kivonds proteinase-zal). f) CQ idés (kivonas proteinase-zal).
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ganak valtozasa a kiils6 magneses tér forgasi frekvenciajanak valtozasa fliggvényében.

A hemozoin kivonas vizsgdlata soran a harom kiilonb6z6 mérési modszer, az optikai

mikroszképia, a magneto-optikai mérések és az elektronmikroszkopos felvételek elemzé-

se alapjan tobb informaciét is nyerhettem a kristalyosodési folyamatrol.

kristalyokon val6 mérések soran kimutattam, hogy a méreteloszlas valtozasa valoban ki-

mutathato valtozast okoz a jel lefutdsaban, a kultiran valé mérések is ennek megfelel6

jeleket adtak.
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6. Osszefoglalas, tervek a jovére

A kutatdsi munkam soran lehetéségem volt a BME-MTA Malariakutaté Laboratérium
munkalataiba bekapcsoldodni. Megtanultam, hogyan lehet a maldriaparazitak sejtkultura-
it gondozni, hogyan kovethetem nyomon optikai mikroszkép segitségével a koreloszlasu-
kat. Munkamban arr6l a mar régi felvetésrdl is készitettem el6tanulmanyt, hogy a forgd
magneses magneto-optikai miiszer magneses terének fordulatszama milyen mdédon hat a
kiillonb6z6 méreteloszlasi mintak jelének menetére. A vizsgalat kontrolljaként elektron-
mikroszképos képek alapjan készitettem el a leszaritott kristalyszuszpenziok automatizalt
méretanalizisét.

A kulturdk altal termelt kristalyok gyogyszer hatasa alatti novekedésének vizsgalata-
ra eloszor egy elozetes tesztet végeztem, melyben a moédszer mitkodoképességérdl meg-
bizonyosodtam. A hemozoinkivonasi protokoll hatékonysdganak javitasan a mérésekkel
parhuzamosan dolgoztam. Tapasztalataim alapjan a méréseimhez a proteinaz hasznala-
ta elhagyhatd, ami a protokoll idejét lényegesen leroviditi, emellett jelentosen olcsébba is
teszi.

A sejtkultura altal termelt kristalyokon végzett vizsgalataim alapjan az alabbi allitasok-
ra jutottam: a korabbi eredményekkel 6sszevetve 1étezik egy univerzalis hemozointermeld-
dési gorbe, amelyre a gyogyszermentesen noévekedo kultiran mért pontok jol illeszkednek.
A gyogyszerhatas esetében a termelt kristalyok 6sszmennyiségének csokkenése, illetve vér-
kenetek alapjan a gyégyszer hatékonysaga igazolhatd. A kivonast kdveto szuszpenzion mért
frekvenciafiiggé magneto-optikai gorbe 4-bol 3 esetben jé egyezést mutatott a kozvetleniil
a kulturabol vett mintaval, azaz a beloliik készitett statisztikak jol tiikrézhetik a parazitak
altal termelt kristalyok méreteloszlasat. Ennek eredményei megfeleltek a magneto-optikai
mérések utani feltételezéseimnek, a nagyfrekvencias tartomanyon fellépé jelcsokkenés ott
volt jelentOsebb, ahol a statisztikaban is tobb nagyobb méretli kristalyt lattam. A noveke-
dési fazis kozépso szakaszaban a koncentraciéval aranyos magneto-optikai jelben intenziv
novekedés tapasztalhato, viszont az itt mért frekvenciafiiged gorbe nem tér el jelentésen
a kulturak szétvalasztasa el6tti fiatal kultiran mérttol. Ez alapjan arra a kovetkeztetésre
jutottam, hogy a koncentracié novekedése az 1j kristalyok létrejottébol szarmazik. Ezzel
szemben a fejlodési fazis végén az emésztési folyamatok a kristalyok méretének noéveke-
déséhez jarul hozza inkabb, erre utalnak a statisztikdban megjelen6é nagyobb kristalyok,

mikozben a koncentracidval ardanyos jelben mar csak kisebb ardanyd novekedést lattam. A
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statisztikak alapjan egy maésik érdekes megfigyelés, hogy a gydgyszeres kozegben felnovo
kultaraban a hemozointermelés mind mennyiségben, mind a kristalyok méretében lema-
rad a gyégyszermentes kontroll mintdhoz képest, viszont a vérkenetek alapjan a parazitdk
lassabban, de képesek elérni a fejlédési ciklus késébbi szakaszait.

Osszefoglalva a metodolégia tisztazott és meghizhaté - féleg a szintetikus kristdlyokon
végzett mérési eredmények meggyozoek. A jovében a kultiran végzett méréseket tobbszor
is meg szeretném ismételni, hogy lassam, az eredmények mennyire reprodukalnak. A ki-
vonasi protokoll hatékonysagat részletesebben is megvizsgalnam, ezen kiviil nagyobb min-
tatérfogattal is dolgoznék, hogy a gydgyszeres esetben is tobb kristalyt tudjak kigytjteni.
Vizsgalnam azt is, hogy hogyan hat a kristalyfejlodésre egy 1ényegesen nagyobb gyogyszer-
koncentracio, ezen kiviil a médszert 6sszevetném valamilyen automatizalt eljarassal is (pl.
fluoreszcens eljarasok vagy aramlasi citometria), mellyel a kultira koreloszlasardl egy meg-
bizhatobb eloszlast kaphatok. Mas hatoanyagok alkalmazasaval is elvégezném a mérést,
példaul artemizinin (ami feltehetéleg nem a hemozoin termel6désénél fejti ki hatédsét),

illetve megvizsgalnam, hogy a gyoégyszer specifikusan hat-e egyes fejlodési stadiumokra.

7. Koszonetnyilvanitas

Els6sorban szeretném megkoszonni témavezetomnek, Dr. Kézsmarki Istvannak, hogy le-
hetoséget kaptam a kutatasi munka kivitelezésére, és koszonom az iranymutatasait az
eredmények feldolgozésdban. Szeretném tovéabba megkdszonni Orban Agnes a maldria-
fertézéssel, a parazitakkal és a kristalyokkal kapcsolatos ismeretek elsajatitasaban és a
kapcsol6dé irodalom feldolgozasaban nytujtott segitségét, illetve a mérések elvégzésében
adott tanacsait.

Szeretnék koszonetet mondani a Kézponti Fizikai Kutatéintézet munkatérsainak, Fiir-
jes Péternek és Illés Leventének az elektronmikroszkopos méréseim megszervezésében és a
képek elkészitésében nytjtott segitségiikért.

Megkoszonom tovabba a malaria laboratérium munkatarsainak, Molnar Petranak és
Marton Lividnak, hogy megtanulhattam a parazitakultirdk nevelését. Koszonettel tar-
tozok Katharina Preissingernek és Orban Agnesnek a kisérletek kivitelezésében nytjtott
segitségiikért. Végiil szeretném megkoszonni minden kolléganak, akik a felmertilé kérdése-

imben segitségemre voltak.
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Fiiggelék

Fiiggelék A - A parazitdk koranak azonositasahoz felhasznalt re-

ferencia koreloszlas tablazata
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28. abra. Az egyes parazitak koranak megallapitdsahoz alkalmazott refernciatabldzat. Az
osztddassal torténd szaporodast az 1. és 25. pont kozotti allapotok jellemzik. fiatal ring
fazis: 1-5; id6s ring fazis: 6-10; fiatal trophozoita fazis: 11-15; idGs trophozoita fazis: 16-18;

schizont fazis: 19-25.



Fiiggelék B - A hemozoin kivonasi protokolljanak 1épései

HEMOZOIN PURIFICATION PROTOCOL FOR SEM MEASUREMENT

(from culture samples)

1. Save for optical measurement. Centrifuge (CF) the whole culture in 15 ml Falcon,
big centrifuge, max RPM, 10 min

2. Remove and save Supernatant-1.

3. Dilute pellet with 5 ml Lysis (1 mM NaOH, 0.03,% Triton).

4. Mix and sonicate for 5 min, CF (max RPM, 10 min)

5. Remove and save Supernatant-2, Add 1 ml DW to the pellet, sonicate for 5 min, vortex
thoroughly, put over a magnet for 15 min or more, remove Supernatant-3

6. Wash with SDS 2% two times (CF, remove Supernatant-4; Supernatant-5, fill up,
sonicate, repeat)

7. Resuspend in 1 ml Proteinase K buffer (10 mM TrisHCI pH 8, 0.5% SDS, 1 mM
CaCly) with 2 mg/ml of Proteinase K overnight at 37°C, after incubation CF and save
Supernatant-6

8. Wash two times with SDS 2%; save Supernatant-7; Supernatant-8

9. Incubate it in 6 M urea for 3 h: first sonicate with UREA for 5 minutes and vortex
every 15 minutes, save Supernatant-9

10. wash with DW | save Supernatant-10

11. wash two times with SDS 2%;save Supernatant-10, Supernatant-11

12. wash three times with DW, save Supernatant-12, Supernatant-13, Supernatant-14
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