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“The point of a scientific method is that it considers the problems as problems, thus looking
for a solution without prejudices and chauvinism. We do not ask who is right but what is the

truth.”

A. Szent-Gyorgyi
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ROVIDITESEK JEGYZEKE

BAP1: a BRCALI protein-1 deubikvitinaz enzimet koédolo gén
CCD: Charge-Coupled Device, toltés csatolt eszkoz

CCL 209: szarvasmarha pulmonalis endothel sejtek

CDC: US Centers for Disease Control and Prevention (USA Betegség Kontrol ¢s Megel6zési
Kozpontok)

CHO: kinai horcsdg ovarium sejt

CNT: carbon nanotubes, szén nanocsévek

CTAB: cetil - trimetil - ammonium — bromid

DAPI: 4,6-diamidino-2-phenylindole

DMEM: Dulbecco altal modositott Eagle tapfolyadék

DMEM-Ham’s F12: Dulbecco altal mddositott Eagle tapfolyadék, és Ham-féle tapfolyadék

1:1 ardnyu keveréke

ECM: extracellularis matrix

EMEM: Eagle fé¢le minimum esszencialis tapfolyadék
FBS: magzati (foetalis) borju szérum.

HaCaT: immortalizalt human keratinocyta sejtvonal
HeLa: humén cervix carcinoma sejtvonal

HOB: human osteoblast-szerii sejtek

HuLi: huméan limbalis sejtvonal

IM: indiai muntyakszarvas fibroblast sejtek

K-562: human erythroleukemia sejtek

LDH: laktat dehidrogenaz



LED: Light Emitting Diode, fényt kibocsajté divda

MWCNT: multi walled carbon nanotubes, tobbfalu szén nanocsdvek
NIH: National Institute of Health (USA, Nemzeti Egészségiligyi Szolgalat)
OCM-1:

OD: optikai denzitas

PBS: fosztat-pufferes sdoldat

PSN: penicillin streptomycin neomycin antibiotikum oldat

RPMI 1640: Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 tapfolyadék
ROS: reaktiv oxigén gyokok

SEM: Scanning Electron Microscopy, pasztazé elektronmikroszkopia
SWCNT: single walled carbon nanotubes, egyfalil szén nanocsdvek
USP: az Egyesiilt Allamok Gyogyszerkonyve

UV: ultraibolya



1. BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

Az ¢l6 rendszerek vizsgélatdban altalanosan elterjedt modszerek soran az élettani folyamatok
dinamikai vizsgalata pillanatfelvételek diszkrét adatpontjai alapjan torténik. Az adatfelvétel
idobeli felbontasanak egyik jelentds korlatozo tényezdje a vizsgalat invaziv jellegébdl adodo
miutermék képzOodés. A mintavételi gyakorisag novekedésével a mintavételi eljaras fokozodo
mértékben torzitja a kapott eredményeket, kompromisszumokra kényszeritve a kutatot.
Sziikebb iddintervallumban lejatszodo sejtélettani események tanulmanyozasa sordn igy a

sziikséges idobeli felbontas csak rovid ideig biztosithato.

A nagy id6beli felbontassal rendelkez6, nem invaziv time-lapse vided mikroszkopos rendszer
felhasznalhatd olyan tenyésztett sejtpopulaciok vizsgalatara is, melyekben egy vagy néhany
sejt jelentdsége novekszik meg a tenyésztési ciklus alatt. Ilyen folyamatok példaul a tumor
képzddés vizsgalata, a sebgyogyulds, és annak farmakoldgiai vizsgdlata, illetve az in vitro

sejtszelekcio megfigyelése.

A hosszt tava vide6 mikroszkopos vizsgalatok segitségével az egyes sejttani folyamatok
valos idOben és hosszl iddtartamban vizsgalhatok a miivelet befejez0déséig. A megfigyelés
alatt 4ll6 mechanizmus a teljes id6tartam alatt végig kovethetové valik és ez éltal
Osszefliggéseiben lesz vizsgalhatd. A vided mikroszképos rendszer altal készitett felvételek
feldolgozasa soran, az egyes vizsgalatokra specifikusan adaptalt dinamikus képanalizist

alkalmazva, a vizsgalat és a modszer egyre pontosabban modellezhetévé valik.

A képanalizis soran kvantitativ és kvalitativ szempontok szerint is tanulmanyozhatjuk a
vizsgéaland6 folyamatot. A vided mikroszkdpia egy olyan, hosszi tavon is alkalmazhat6
monitoring-rendszer, melyben a célszertien kivalasztott digitalis képelemzési algoritmusokkal
¢s adatfeldolgozassal egy kombinalt kisérleti elrendezéshez jutunk. Ennek {6 eldnye, hogy a
kapott adatok, valtozasok iddbeli lefutdsa dinamikusan vizsgalhatova, illetve modellezhetdvé

valik, igy hivebben tiikr6zi az in vivo végbemend folyamatokat.



1.2. IRODALMI ATTEKINTES

1.2.1 Uvealis traktus, uvealis melanomak

Az uvedlis traktus kifejezés, roviden uvea a szemgolyo kiilsd, rostos burka, valamint az
ideghartya kozott talalhatd tunica vasculosa bulbi masik elnevezése. Dus érhdlozattal
rendelkezd, slirlin pigmentalt rétege a bulbusnak (Barsky 1990). Az uvea magéban foglalja az

irist, a corpus ciliarist (sugartest) és a chorioideat (érhartyat) (1. abra).

A szem anatatomiai felépitése

Choroidea

Vakfolt g, Lencse

Pupilla
Iris

1. abra: A szem anatomidja (https://en.wikipedia.org/wiki/Choroid)

Az iris vagy szivarvanyhartya az uvedlis traktus eliilsé része, er0sen pigmentalt gytrd,
melynek kozépsd nyilasa a pupilla. Az iris funkcidja a szemlencsébe belépd fény
diafragmaként torténd szabalyozéasa, ami a paraszimpatikus beidegzésii pupillasziikité izom
(musculus sphincter pupillae) és a szimpatikus beidegzésli pupillatagitd izom (musculus

dilatator pupillae) miikodésével valdsul meg.

A corpus ciliarea korkords elhelyezkedésti cilidris izmot foglalja magédban, mely a
lencsefliggesztd rostokon keresztiil a szemlencse fénytord képességét szabalyozza A sugartest
a supraciliaris réteggel kapcsolddik a sclerahoz. Alapjat a radialis, hosszanti €s korkoros

lefutdsu simaizom sejtek adjak.

Az érhartya vagy choroidea az ora serrata és a nervus opticus kozott hizodik, a retina és a
sclera kozott. Vékony, szivacsos, erdsen erezett réteg, elsddleges funkcidja a retina sejtjeinek
taplalasa, de az erek fesziilése révén szerepe van a szem belsé nyomasanak szabalyozasaban

¢s hoelvezetoként védi a receptor sejteket.

10



Uvedlis melanomak

A leggyakoribb malignus intraocularis daganat. A National Cancer Institue adatai alapjan az
eléfordulasi gyakorisaga 3-4 0j eset/millio f6 az Egyesiilt Allamokban. Az intézet Feliigyeleti,
Epidemiologiai és Végeredményei, SEER program (Surveillance Epidemiology and End
Results) adatbazisa alapjan 1973 ¢és 2013 kozott az incidencia (4tlagosan 5,2/milli6 f6) nem
mutatott szignifikans valtozast (Aronow et al., 2018). A melanoma a ndknél ritkdbban
jelentkezik, férfiaknal 1,29%-kal gyakoribb (Jovanovic et al., 2013), illetve idésebb korban
(70 év koriil) a legelterjedtebb. Az ocularis melanomak 85%-a uvedlis eredetii.
Elhelyezkedésiik szerint lehetnek anterior (iris, sugartest), vagy gyakoribb esetben (80-90%-
ban) posterior (choroidea) lokalizaciojuak (Zografos 2005).

A primer tumor viszonylag egyszeriien kezelhetd, a kezelések kis részénél mutathato ki attét,
azonban a betegek 50%-anal késobb metasztazisok jelennek (Yang et al 2018) meg. Az
uvealis melanomdak attétképzése altaldban nem érinti a nyirokrendszert és a helyi
nyirokcsomoékat. Az elsddleges attét a vérkeringési rendszeren keresztiill (McLean 1993,
Folberg 1993). leggyakrabban a majban alakul ki (Bedikian et al., 1995). A hosszl tava
tulélési arany 5-10 év, mar kialakult mdj attét jelenlétében 4-6 honap. A maj metasztazis
esetén kisebb a tulélési esély, mint a test mas szervében kialakult 4ttét esetében (Bakalian et
al., 2008). Ennek az oka az er0s metastatisalo képességii epithelidlis illetve kevert sejttipusu
tumorok sejtjeinek kromoszéma rendellenességével magyarazhaté. Az uvedlis melanéma
citologiai tekintetben heterogén megjelenést mutat. A Callender-féle beosztas (1931) hatféle
sejttipust kiillonboztetett meg: 1) orsoszerii naevus, 2) orsosejtes A (kismagva sejtek); 3)
orsdsejtes B (nagyobb magvu sejtek); 4) nagy magvu B tipusu orsosejtes, 5) kis epitheloid és
6) nagy epitheloid tipusu sejtes (McLean et al., 1982). Napjainkban a citologiai osztalyozas
mar egyszerlisodott, orsosejtes A, B, epitheloid sejtes és kevert sejtes melanomékat
kiilonitiink el (Albert et al., 1984, Kiveld 2009). Az epitheloid sejtes tipusndl a daganatok
jelentds szazalékdban a 3. kromoszoma monoszémidja (Scholes et al 2003, Shields et al.,
2007, Young et al., 2008); illetve a 3., és ritkdbban a 9., 13. és 17. kromoszomanal a
heterozigotasag elvesztése (LOH loss of heterozigosity) is megfigyelhetd, de ez utobbi
leginkabb az epitheloid és kevert sejtes daganatokra jellemzd (Scholes et al 2001). A legtobb
uvealis melanoma altalaban diploid (~2N), azonban az esetek 11,4% -anal poliploid (>2N)
karyotypust figyeltek, ami egyiitt jart a nagyobb tumor mérettel és gyakran a 3. kromoszdéma
heterozigbasaganak elvesztésével.

A legjelentdsebb fiiggetlen faktor a poliploid uveélis melandma prognoézisban a BAPI
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expresszio hianya, ami 16x-os kockazatot jelent (Yavuzyigitoglu et al., 2016). A BAPI
a BRCAI1 protein-1 deubikvitinaz enzimet kodolé gén, mutacidja a csiravonalban
(a késObbiekben cutan és uvedlis melanéma) zajlik; mesothelioma illetve egyéb malignus

elvaltozasok kialakulasat okozhatja (Carbone et al., 2013).

Az uvealis melanomak attétképzése erdsen fiigg a tumorsejtek vaszkularizaciot utanzéd
hajlamatol, ami a daganaton beliili érszerii csatornak 1étrehozasanak képessége, a vaszkularis
mimikri (Folberg et al 2000), mely soran a melandéma sejtek fenotipusosan az endothel
sejtekhez valnak hasonlova (Hendrix et al., 2003, Onken et al., 2006, Bakalian et al., 2008), és
capillarisokra emlékeztetd csatorndkat hoznak Iétre. Az uvedlis melandéma daganatok
progndzisaban fontos szerepe van citologiai tipusokon til a daganat mikroerezettségének ¢és a
fibrovascularis csatornak altal kialakitott formécioknak, a Folberg-féle érrajzolatoknak (Foss

et al., 1996).

OCM-1 (humén choroidea melandoma-1 sejtvonal) sejtek aneuploid, kozel tetraploid
sejtvonalként irtadk le (Kemeny-Beke et al., 2006), ¢s ezt a 6. kromoszéma hidnyaval hoztak
Osszefiiggésbe (Luyten et al., 1996). Az OCM-1 sejtvonalat egy uvedlis melanomaval
diagnosztizalt n6i paciens choroidea melanoma daganatabdl hoztak 1étre 1985-ben. Az OCM-
1 sejtek morfologidjukat tekintve a Callender-féle besorolds szerint domindnsan az orsdsejtes
B, és kis részben epithelidlis tipusnak feleltetheték meg (Kan-Mitchell et al., 1989). Ez a
sejttipus a gyenge invaziv képessége miatt kevésbé tekintendd agresszivnak (Hendrix et al.,
1998; Maniotis et al., 1999; Hendrix et al., 2001), amit bizonyit, hogy in vitro koriilmények
kozott vizsgalva a 3D kulturdkban nem alakult ki a sejtek kozotti, a sejtek altal kialakitott,
perjodsav-Schiff (PAS) festéssel detektalhatdo perfizids halozati rendszer (Maniotis et al.,
1999).
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1.2.2. Limbus és a cornea anatomiai leirasa, cornea felszini regeneracioja

A szemiink eliilsO atlatszo része a szaruhartya, a cornea. Felépitését tekintve hat réteget
kiilonithetiink el. Eliilsé a hamréteg (epithelium anterius corneae), az epithel sejtek rétege,
amit 2-7 el nem szarusod6 lapham sejtsor alkot. A cornea kiilsd sejtrétegeinek folytonos
nedvesen tartasarol, felszinének védelmérdl a konny termelése és a pislogas gondoskodik. Az
epithel sejtrétegek alatt helyezkedik el a Bowman-hartya (lamina limitans anterior)
sejtmentes rétege, az epithel-réteg bazalis membranja, melyben szaruhartya idegei haladnak.
Ez alatt helyezkedik el a cornea legvastagabb része a stroma (substantia propria corneae),
ami a szaruhdartya vastagsaganak 90%-at alkotja. A stroma és a Descemet membran (lamina
limitans posterior) kozott helyezkedik el a 15 um vastagsagi Dua-réteg (Dua et al., 2013)
vagy pre-Descement réteg (McKee et al., 2014). A legbelsd réteg, a cornealis endothel

(endothelium camerae anterioris) egyrétegli, hexagonalis laphamrétegbdl all.

A limbus az 4tlatszo cornea és az atlatszatlan inhartya kozott elhelyezkedd, atmeneti szoveti
zoOna (2. abra). Funkcioi: taplalja és fenntartja a periférialis cornea képzddését, szerepe van a
csarnokviz elfolydsaban, illetve ezen a teriileten keresztiil torténnek a sebészeti bemetszések
az eliilsé csarnok beavatkozésai soran, pl.: cataracta (sziirke halyog) és glaucoma-ellenes
miitétek esetén (Ahmad et al., 2012). A limbusbol alakul ki a cornedlis- és a conjunctivalis
ham. Ezen hamok megkiilonbdztetésére szolgald technikdk alapjan elmondhatd, hogy ezt a
régiot multipotens cornealis limbalis sejtek alkotjak. A limbalis zéna a periférialis kiterjedést
Descemet-membran €s a cornealis endothelium kapcsolodasanal kezdddik. A trabecularis
halozat eliilsé kiterjedése - ugyanigy, mint a Schwalbe-vonal -, gonioszkdppal (specidlis

ddlésszogli lencse) azonosithato és jol vizsgalhatd (Van Buskirk et al., 1989) (2. abra).

A limbus elhelyezkedése és sejtjei

a Eliilsd csarnok
csarnokvizzel Cornea

oncse Sclera

2. ébra: A limbus elhelyezkedése a szemben (Secker and Daniels, 2015).

a) A limbus lokalizacidja a kdrnyez6 szovetekhez viszonyitva. b) A limbus kinagyitva. CEC = cornedlis epithel
sejt, LSC = limbalis dssejt, MC= melanocyta, LFB = limbalis fibroblast.

13



Limbust felépito sejtek

A limbalis régid a szOvettani felépitését tekintve nem sejtgazdag, a felépitésében inkdbb a
kollagénes kotdszoveti szerkezet dominal. A limbus érrendszere taplalja a periférialis corneat,
a sclerat, az episcleralis teriiletet és a periféridlis uveat. Az artérids utanpo6tlés az eliilso ciliaris
artériabol vezethetd le (Mitchell et al., 1989). A limbusnak két fontos feladata van a cornealis
epithel egészséges mitkodésének biztositasaban. Az elsd a cornedlis epithel Ossejtek
limbusban tartézkoddsanak biztositdsa. A masodik, hogy a limbus barrierként vélasztja el az
atlatsz6 avascularis cornedlis epithelt az azt koriilvevd erezett kdtdszovetes inhartyatol (Osei-
Bempong et al., 2013). Ha ezek a funkciok nem teljesiilnek, az latdsromlassal jar6é limbalis
Ossejt elégtelenséget okozhat. Ez az éallapot magédban hordozza a cornedlis epithel
regeneracids zavaranak lehetdségét, mivel a limbalis dssejtek nem képesek podtolni a cornea

felszin epithel sejtjeinek hidnyat (Ahmad et.al., 2012).

A limbus leginkabb sejtgazdag régidi a conjunctiva és a cornedlis epithelium hataran,
a trabecularis halozatnal, a limbus conjunctivalis részénél talalhatok (3. abra). A limbalis
multipotens 0Ossejt niche-k a Vogt-palisadok barazdaiban helyezkednek el. Ez a teriilet a
melanocytdk jelenléte miatt er6sen pigmentalt; illetve antigén termeld Langerhans-sejtek és
T-lymphocytak infiltraljak. A corneatdl eltérden a bazdlis membran itt hullamzé lefutasu, és a
limbélis stroma kitliiremkedései miatt szemdlcsds megjelenésii, fenestralt szerkezetii.
A felsorolt anatémiai sajatossagok alapjan feltételezhetd, hogy a limbalis Ossejtek szoros

kapcsolatban allnak az erdsen erezett limbalis alapallomannyal (Li et al., 2007).

A limbust felépito sejtek

CONJUNCTIVA LIMBUS CORNEA
s

S

E/ BM MC «” TOC.Termindlisan differenciilt sejtek
P— | => PMC:Poszt mitotikus sejtek
i M: melanoeytik # (TAC:Kései tranzit-itmeneti sejtek
« LC: Langerhans sejtek <TAC; Korai tranzit-itmeneti sejtek
— BM: Bazilis membrin SC: (")sriejlck
@ I: Ideg -~ MC:Mezenchymailis sejtek
® E:Er BO: Bowman hirtya

PMID: 17211449

3. abra: A limbus sejtjei (Li et al., 2007)
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A cornedlis epithelium 6ssejtpopulacidja a limbalis zondban a cornea €s a conjuctiva kozotti
gytriiben helyezkedik el (Secker, Daniels 2015). A limbalis 6ssejtek nagy coloniaiban
talalhatok a felndtt szovet legkisebb méretii sejtjei, melyek a bazalis régioban helyezkednek el
(Romano et al., 2003). Sériiléskor, - de az dregedés soran is -, a limbus aljarol felfelé mozgo
sejtek jol lathatova valnak és a limbus felszinét hulldmossé teszik. A bazéalis membran
hullamz6 mozgésa bizonyitja, hogy léteznek mélyebb epithelidlis bendvések is a limbalis

stromaban, melyeket limbalis epithelialis kriptadknak neveziink (Ahmad et.al., 2012).

A bazalis rétegben iil6 limbalis 6ssejtek szoros kapcsolatot tartanak fenn mas sejtekkel is: A
limbalis stromalis fibroblast sejtek modositjak az dssejtek viselkedését a felszin felé torténd
migraciéban és a mikrokdrnyezet kialakitdsaban is szerephez jutnak (Ahmad et al 2012). A
limbusban megtaldlhatod sejtek kozé tartoznak a mar emlitett melanocytdk is. A szerepiik a
melaninszemcsék termelése, melyek az epithelium mikroreddiben talalhatok (Higa et al.,

2005).

Cornea felszini sériiléseinek reepithelizacioja

crer

.....

a cornea felszinén bekovetkez6 hamhianyt.

A limbalis 6ssejtek a felndtt szomatikus Ossejtekhez hasonld sajatossagokkal rendelkeznek,
kisméretiieck és magas a sejtmag/citoplazma aranyuk. Ezeknek a sejteknek ugyan lassi a
sejtciklusuk, de a felszini corneédlis hamhidny esetén gyors proliferaciora képesek.
Megujulasuk soran képesek sejtjeik anyagat utddsejtjeikben egyenldtlen aranyban elosztani.
Az egyenlOtlen osztodas szolgalhatja mind az Ossejt allapot aktivaladsat, mind annak
gyengitését. A limbalis sejtek aszimmetrikus DNS szegregaciojuk soran megtartjak eredeti
genetikai tulajdonsagaikat (Cotsarelis et al.,1989, Potten, Lajtha 1989, Daniels et al., 2001). A
cornedlis epithelium sejtjei a limbus miitkddésekor az epithelidlis dssejtek kiegészitd, atmeneti
al., 1981, Sun et al., 2010). A gyogyulasi folyamat soran a sejtek a corneoscleralis régio
keriiletén, centripetalis utvonalon, hullimszerlien mozognak a megmaradt intakt cornedlis
epithelium fel6l a (Dua, Forrester 1990; Dua, Azura-Blanco 2000). Az epithel sejtek
proliferald bazalis epithel sejtek X, és a centripetalisan migral6 sejtek Y 0sszegével (Thoft et

al., 1983).
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A limbalis sejtek izolalasaban a transzplantalt cornea életképességének eldsegitése azonban a
donor cornea korlatozott megujulési képessége miatt nagy kihivast jelent (Majo et al., 2008,
Albert et al., 2012), tovabba fontos szerepe van a sejtek koldnia-formdlod potencidljanak
kialakitdsaban. A limbalis sejtek kolonia-formald képességét fokozza a szérum hozzdadasa
(Kruse ¢s Tseng 1993); viszont emellett novelheti az allati eredetli virusok atvitelének
veszElyét, tovabba antigén anyagok sejtmembranba torténd beépiilését is a sejttenyésztés
soran. (Baylis et al., 2011; Shortt et al., 2007). Ezek a veszélyek azonban kikiiszobdlhetdk az
allati 0sszetevoktdl mentes tenyésztokozeg hasznalataval (Albert et al., 2012). A szaruhartya
gyogyulési folyamata soran a beiiltetett szovet vagy a limbus sejtek kilokddési veszélye miatt
iigyelni kell a fertdzési veszély kockdzatanak csokkentésére. Ez normal esetben sajat szérum
hasznalatat, profilaktikus helyi antibiotikum, steroid vagy nem steroid szemcsepp
alkalmazasat (Dua et al., 2010), oralis steroid, €s cyclosporin alkalmazasat jelenti az athatolo
keratoplasztika utdn. (Frucht-Pery, 1998). A cornedlis sériilések helyredllitasdra a human
amnionmembran megfeleld kozegnek bizonyult a limbalis dssejtek in vitro felszaporitashoz a
limbalis epithel sejtek analog transzplantacidja eldtt (Tsai et al. 2000). Alternativ kezelésként
a limbalis Ossejt terdpia a hosszu tava cornea regeneracidé hasznos modszerének bizonyult a

cornealis sériilések kezelésében (Rama et al., 2010).
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1.2.3. Karcmodell a cornea feszini sériilések reepthelizaciojanak cellularis
dinamikai vizsgalatara

A modell el6zménye a HaCaT (human keratinocyta sejtvonal) migraciés modell 1étrehozasa

crer

crcr

nyomon. Limbadlis eredetli sejteken Ilétrehozott karcmodellt fejlesztettiink ki, melyet a

cornedlis regeneralddas folyamatanak tanulméanyozasara hasznaltunk.
Szaruhartya felszini regenerdciojanak modellezése a limbalis karcmodell segitségével

Az in vitro karcmodell egyszerii, gyors, olcsd €s jol hasznalhaté a sejtmigracié mérésére,
segitségével kvantifikdlhatd tobbek kozott a migraciés rata is. Mas tanulméanyokkal
Osszehasonlitva a konfluens sejttenyészetek in vitro karcmodellje alkalmas a sejt-matrix, a
sejt-sejt interakcidk és a sejtmigracio tanulmanyozasara az in vitro sebgydgyulas vizsgalatara.
Ezeket a folyamatokat az ¢l6 sejtekrol készitett képek segitségével értékelhetjiik ki (Liang et
al., 2007). Sajat vizsgélataink soran Liang és mtsai. modelljét vettiik kiindulasi alapul, melyet

a kisérleti céljainkhoz igazitva alkalmaztuk.

1.2.3.1 A regenerdciot befolydsolo anyagok tesztelése a karcmodellben

Szemészetben alkalmazott antibiotikumok

A cornea regeneralodasi folyamata a sériilés okatol és mértékétdl fiiggéen akar két-hdrom
honapos idOtartamu is lehet. Ebben az iddszakban kiemelkedd fontossagu a bakteridlis
fertézések megakadalyozéasa széles spektrumu antimikrobés terapias kezeléssel, vallalva a
gyogyulési folyamat idétartaméanak hosszabbodésat és az egyéb mellékhatasok kialakulasanak

kockazatat.

A helyi antibiotikum terdpia in vivo sikeressége attdl is fiigg, hogy annak protektiv hatdsa
mellett a hamsejtek novekedésének folyamatossaga is fenntarthaté maradjon (Wingard et al.,
2011). A helyileg alkalmazott antibiotikumok jotékony hatdsuk mellett karos, a proliferaciot
gatlo, akar pusztito hatast is kifejtenek a sejtekre. Helyileg, magas dozisban alkalmazva, pl.: a
mitomycin-C viszonylag sokszor dssejt deficienciat okozott (Lichtinger et al., 2010). Klinikai
alkalmazasban a chloramphenicol és a gentamicin gyakran hasznalt széles spektrumu

antibiotikumok.
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Chloramphenicol

A chloramphenicol, a Streptomyces venezualae filtraltombol 1947-ben izolalt viszonylag
egyszerl szerkezetli vegylilet az egyik elsdként felfedezett széles spektrumu antibiotikum
(Martindale, 1989). A chloramphenicol a prokaryota szervezetek novekedését gatlo toxikus
anyag. A chloramphenicol egyrészt bakteriosztatikus hatast a  Gram-negativ
Enterobacteriaceae és a Gram-pozitiv Staphylococcaceae csaladra nézve. Klinikai hasznalatat
a Haemophilus influenzae, a Streptococcus pneumoniae €s a Neisseria meningitidis fajokkal
szemben mutatott baktericid hatdsanak is kdszonheti, illetve fontos szerepe van a bakterialis
meningitis gyogyitasdban is (Rahal, Simberkoff 1979). A chloramphenicol gatolja a Gram-
negativ Alcaligenes eutrophus novekedését - melyet napjainkban Ralstonia metalliduranskent
ismeriink. Hatasat a prokaryota fehérjeszintézis és a peptidil-transzferdz aktivitdsanak

blokkolasaval fejti ki, amely fligg az expozicids id6tél (Edwards et al., 1983).

Széles korben alkalmazott antibiotikumként, szdmos tanulmény sziiletett a chloramphenicol
humén sejtekre gyakorolt hatasarol. K-562 human erythroleukemia sejtek esetében a
mitokondrium funkcidvesztését okozta és jelentésen csokkentette a citokrom-c oxidaz
aktivitast, az ATP szintézist és a ferritin szintézist, ezzel megakadalyozva a sejtek osztddasat.
Sejtciklus analizis soran kimutattdk azt is, hogy a chloramphenicol hatdsidra a sejtek
mennyisége nétt a Gl fazisban és csokkent az S fazisban (Leiter et al., 1999). A
chloramphenicol jelenlétében a kolonia-forméald csontveldi sejtcsoportok szamukban és
méretiikben redukalddtak, viszont ez a hatas reverzibilisnek bizonyult (Ratzan et al., 1974). A
nem jart egyiitt fokozott LDH (laktat-dehidrogendz) felszabaduléssal, vagyis a sejtmembran
integritasra nem volt hatassal a kezelés, és nem jart a sejt nekrotikus elhalasaval. A megnovelt
expozicid magas kaszpaz aktivitast €s nagyszamu apoptozist eredményezett. A vizsgalat
ramutatott arra, hogy az antibiotikum fehérjeszintézis gatlé hatdsa nemcsak a korokozd

mikrobédkra, hanem az eukaryota sejtekre is érvényes (Popadic et al., 2006).

Rifampicin

A rifampicin az Amycolatopsis rifamycinicabol nyert, félszintetikus antibiotikum. Hivatalos
neve a VIII. Magyar Gybégyszerkdnyvben Rifampicinum. Vorosesbarna, kristalyos szerkezeti
anyag, vizben kevésbé, metanolban jol oldodik. A rifampicin altalanos szerkezetét tekintve
heterocikulsos vegyiilet, egy nafto-hidrokinon magbol all, amelyet alifds ansa lanc fed le

(Tomiyama et al., 1996). A rifampicin baktericid hatasa a DNS-fliggd RNS polimerazok
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blokkolasaval torténd RNS-polimerizalas gatlasan alapszik, a transzkripcio inicializalasnak
megakadalyozdsan keresztiil (Wehrili et al.,, 1968, Di Mauro et al., 1969). A rifampicin
Thermus aquaticus-on kifejtett hatdsmechanizmusa: blokkolja a bakteridlis RNS polimeraz 3
algységét, amivel kozvetleniil gatolja az RNS elongaci6 folyamatat a transzkripcié 2-3

nukleotid hosszusaganal (Campbell et al., 2001).

A humadan alkalmazéasban antituberculoticumként hasznaljadk. A Mycobacterium tuberculosis
kezelésére szolgdld antibiotikumok hatasat in vitro vizsgaltdk. Ezek az ofloxacin
(fluorokinolon), antibiotikumok sulbactammal (B-lactamase inhibitor) kombinalhatok, pl.
ampicillin/sulbactam, de 6nmagukban vagy rifampicinnel €s isoniaziddal is adhatok. A
mikroba kiilonb6zd novekedési fazisaiban, a betegség korai szakaszdban az ofloxacin ¢és a
sulbactam-ampicillin bizonyult a leghatékonyabbnak, késébbi fazisokban azonban a
rifampicin magaban, illetve az isoniaziddal kombinalva mar kisebb do6zisban effektivebbnek
bizonyult (Herbert et al., 1996). A tiid6 tuberculosis azon eseteiben, mikor a kopet kenetébdl
kimutathaté a koérokozo, a rifampicin korai baktericid aktivitdsa az els6 két napban linearis
novekedést mutatott, kozel megduplazddott a standard dozis hasznalata mellett. A kezelés
iddtartamanak lerdviditéséhez a rifampicin magasabb doézisban torténd alkalmazhatdsagara

tovabbi vizsgalatok sziikségesek (Diacon et al., 2007).

A rifampicin hasznosnak bizonyult tovabbéa a csontgyogyuldsnal, mivel gatolta a bakterialis
fertdzést; de bizonyos szisztémasan elérhetd koncentraciondl a sejt differencidlodasra karos
lehet, mivel in vitro gatolta a HOB (humén osteoblast szer(i) sejtek (Isefultu et al., 2001) és a
koncentracioban is érzékenyebbek voltak a rifampicin jelenlétre. Eltérd szovetekbdl szarmazo
normal és a tumoros sejtvonalaknal 1d6fiiggd kumulativ expoziciot, €s tumor sejtek esetében a
korlatozott expozicio mellett is megallapithatd érzékenységet mutattak ki. Ezeken feliil
megfigyelték, hogy a toxicitast befolyasolja a sejtciklus, az érzékenységet pedig a mitotikus
szakasz (Winters et al., 1974). Tido epithel sejtek (A459) esetében a rifampicin jelenléte
csOkkentette az oxidativ stresszt és a proinflammacids citokinek kibocséjtasat az Ossz-
gyogyszer rezisztencia miatt kialakuld karosodads soran (Smani et al., 2011). Az egészséges
m4j epithel sejtekben vizsgdlva azonban azt tapasztaltak, hogy megemeli az interleukin-8 és a
gamma interferon altal indukalt protein-10 termelését, ami a rifampicin gyulladast keltd

hatasat igazolta (Yuhas et al., 2011).
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Kimondottan hiperendémias, a Chlamydia trachomatis baktérium altal okozott trachoma
kezelésére hathetes 1%-0s rifampicin hatdanyagi szemkendcsos terapiat alkalmaztak

sikeresen (Dawson et al., 1975).

Nanorészecskék bioldgiai alkalmazdsai, sejttani hatdsai

A kiilonb6z6 tipusti nanorészecskék gyartasa a 1990-es évek elején kezdddott, napjainkban
pedig egyre nagyobb mérteteket olt (Alivisatos 1996; Tervonen et al., 2009). Az UNESCO
Science Report: towards 2030. (UNESCO SCIENCE REPORT: Towards 2030, Edition:
paper and electronic, Publisher: UNESCO Publishing) szerint a nanorészecskék ndvekvd
részét képezik a mindennapi életiinknek, ezaltal a nanorészecskékkel kapcsolatos vizsgalatok

napjainkban az egyik legdinamikusabban fejlodé kutatasi teriiletet képezik.

A nanorészecskék biomedikai kutatasokban vald népszertiségiiket az ultra-kis méretiiknek,
extrém nagy felszin és térfogat aranyuknak, hangolhatdé optikai emissziojuknak, sokrétii
mechanikai tulajdonsagaiknak, szupermégneses viselkedésiiknek, biokompatibilitdsuknak és
viszonylag egyszerli szintetizalhatosaguknak koszonhetik (Das et al 2013). Az orvosbiologiai
felhasznalasban rejld potencidl ellenére kevés adat 4ll rendelkezésre a kiilonb6zo
nanorészecskék alkalmazasanak rovid- és hosszatavi hatdsairol. A nanopartikulumok
méretiikkb6l adédoan a szervezetbe keriilve sejt szinten végbemend, az egész szervezetre
szempontjai azok, hogy fizikai-kémiai, az in vitro €s in vivo vizsgalatokban citotoxicitast ne
okozzanak (Oberdorster et al. 2005). Ezek a stratégidk megegyeznek a nanorészecskék nagy
valtozatossagabol adodo kutatdsi feladatokkal. A kiillonb6zé méretiik, alakjuk, felszini
modositasaik ¢és felszin teriilet/egységnyi tomeg aranyuk melyek mind befolyasoljak a
toxicitast. Ezen valtozok nagy szdma 0sztonozte az Gtletet, ami a koltséges és iddigényes
allatkisérletek toxikologiai vizsgalatairdl egyre inkabb az in vitro tesztelés iranyaba tereli a
hangstlyt (Donaldson et al. 2009). Az in vitro toxikologiai tesztek sordn megbizhatd
kiindulési pontnak bizonyult a nanorészecskék altal kivaltott, oxidativ stressz indukalta

reaktiv oxigéngyokok mérése (Nel et al. 2006).

Szén nanocsovek és biomedikai alkalmazasuk

A szén nanocs6 (CNT) a szén specialis form4ja, melyben a szénatomok kémiai kotéseik révén
csOszerl strukturat formalnak. Két csoportjat kiilonboztethetjiik meg: az egyfalu (SWCNT) és
a koncentrikusan elhelyezkedd rétegekbdl felépiild, tobbfalu (MWCNT) nanoszén csoveket.
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Hosszsaguk széles skalan mozog: altaldnossagban tobb tiz mikron, az egyfaltiak 0,7 és 3, a

tobbfaluak 10 és 200 um kozotti hosszisaguak (Terjal et al., 2009).

A specialis tulajdonsaguk tehetik a szén nanocsdveket a modern gydgyaszat hatékony
eszkozévé, igy felhasznalhatdsagukat széles korben vizsgaljak (Dey, Das 2013; Eatemadi et al
2014). A felhasznalasi lehetéségek kutatasa mellett szamos csoport azzal foglalkozik, hogy
meghatarozzak a szén nanocsovek (cito-) toxikus hatdsat kivaltd tényezoket in vivo és in vitro
koriilmények kozott (Jaurand et al., 2009; Madani et al. 2013). Az 0Osszehasonlithato,
reprodukalhaté ¢€s pontos eredmények elérése érdekében szabvanyok és megbizhatd

kimutatasi modszerek kidolgozasa sziikséges. (Liu Y, et al. 2012; Madani et al. 2013).

A szén nanocsdvek hosszusag/szélesség aranyltl (High Aspect Ratio Nanomaterials, HARN)
ezaltal feltételezhetd, patogenitasuk az un. szal paradigmat kovetheti (Donaldson et al. 2006),
ami szerint ezen anyagok toxikussaga Osszefiigg a hosszukkal, a bio-perzisztencidjukkal és a
dozisukkal (Donaldson et al., 2010). A szén nanocsdvek toxicitdsa tehat hasonld pl.:
azbesztéhez (Service 1998): genotoxikus (Lam et al., 2006; Di Giorgio et al. 2011) és
karcinogén (Zhu et al., 2007) ezaltal tumor ¢és mesothelioma indukalo tulajdonsaggal
rendelkeznek (Tejral et al., 2009; Donaldson et al. 2010 Fukushima et al., 2017). Ezen feliil
hossz-fliggd patologias hatasuak (Poland et al., 2008), a macrophagok ,,frusztralt” fagocitozis
jelenségét valtjak ki (Madani et al., 2013).

A karbon nanocsovek eldallitdsa soran fémszennyezok maradhatnak vissza. A nanocsdvek
fém szennyezettsége €és bioldgiai hatdsuk -toxicitdsuk- kozott nem talaltak Osszefiiggést
(Pulskamp et al., 2007; Kagan et al., 2006; Worle-Knirsch et al., 2006 Simon-Deckers et al.,
2008). A tiszta szén nanocsovek karos hatasokrol viszont tobb szerzd is beszamolt (Tamura et
al., 2004; Monteiro-Riviere et al., 2005). A szintézissel 1étrehozott szén nanocsovek kémiailag
inertek a biologiai jelentdségiik is csekély, tisztitasuk soran, és oldhatdosaguk novelése
érdekében oxidaljak, funkcionalizaljadk, ami az eredetité]l magasabb toxicitasukat
eredményezte (Magrez et al, 2006). A CNT-k sejtekbe torténd internalizaciojanak
sz¢leskorlien elfogadott mechanizmusai: endo/fagocitézis (Kam et al., 2004; Kam, Dai 2005;
Firme, Bandaru 2010), illetve a passziv nanopenertacio (Kostarelos et al. 2007) tovabbi
lehetdségek pl.: a fagocitodzis, macro-pinocitozis, clathrin-medialt endocitézis, stb. (Yu et
al.,2008). Az intracellularis felvételiik és a subcellularis lokacidjuk fiigg a fizikai méretiiktol.

A tobbfalt nanocsdvek, melyek hossza 0,5-2 um, atméréje 10-30 nm felett van, mar nem
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jutnak be a sejtbe. Az egyfali szén nanocsovek koziil a 100-200 nm hossztak és 1-3 nm
atmérdjlieck internalizalddnak a citoplazmaba; az ettdl rovidebbek: 50-100 nm, egy része
bejuthat a sejtmagba is (Kang et al.,, 2010a; Mu et al., 2009). A mar sejtben 1év0
nanokarboncsévek a citoplazmaban egyesével vagy aggregaléodva endoszoma szeri
vezikulumokban (Simon-Deckers et al., 2008, Guo et al.,, 2011) a perinuklearis térbe
transzportalddnak (Kostarelos et al., 2007). A mag koriil akkumulalédva (Monteiro-Rivere et
al., 2005; Di Giorgio et al. 2011; Lamprecht et al., 2012) helyezkednek el, és morfoldgiai
valtozasokat is okozhatnak (Simon-Deckers et al., 2008; Guo et al., 2011).

Az egy- ¢s a tobbfalu tisztitott karboncsovek esetében egyarant citotoxikus, apoptozist €s
nekrozist indukald hatdsokat tapasztaltak (Manna et al., 2005; Bottini et al., 2006). Emellett
az egyfalu formak erdsebb (Jia et al., 2005), a tobbfalu formak gyengébb (Magrez et al., 2006;
Tian et al., 2006) toxicitasat mutattak ki (Khaliullin et al., 2015; Cveticanin et al., 2010; Tian
et al. 2006). A kiilonféle szerkezetli szén nanocsovek pathologids hatasait tekintve
megjegyzendd, hogy nemcsak a koncentracid (Bottini et al., 2006) és az expozicios 1d6
(Prylutska, et al., 2008), hanem tobb faktor egyiittesen befolyasolja az in vitro toxicitast. llyen
faktorok: a felszin struktiraja (Tian et al., 2006), geometridja (Jia et al., 2005); a hosszusag
(Liu D et al., 2012), a merevség (Francis, Devasena, 2018), a funkcionalizaltsag (Sayes et al.,
2006), ¢és aggregacio foka (Wick et al., 2007), illetve a sejt fajtaja (Liu Y, et al. 2012).
Tovabba feltételezhetd, hogy a kisebb atméréd €s a nagyobb hossz a nanocsd erdsebb
toxicitasaval fiigg Ossze (Hillegass et al., 2010). Kiilonféle kisérletek eredményei alapjan
apoptozis (Shvedova et al., 2004, Srivastava et al. 2010) lehetséges f6 oka a lizoszomas
karosodas (Andon, Fadeel 2012) mas csoportok a mitokondridlis karosodast jelolik meg
(Wang et al., 2012; Wang et al., 2011; Ravichandran et al., 2009), ami ugyancsak a lizoszéma
karosodasahoz is vezet (Madani et al., 2013). Osszefoglalva a kiilonbdzé egy és tobbfalt szén
nanocsovek citotoxicitdsi mechanizmusait és vizsgalatait (Francis, Devasena 2018): az
expozicid oxidativ stresszt (Shvedova et al., 2004, Porter et al., 2007), okozott, az
intracellularis reaktiv oxigéngyokok (ROS) szintjének novekedése (Poland et al, 2008;
Pacurari et al., 2008) mitokondridlis membranpotencial csokkenést (Pantarotto et al., 2004;
Pulskamp et al., 2007 Simon-Deckers et al., 2008), ami esetenként immunkozvetitett indirekt
citotoxicitast (Li et al 2005, Monteiro et al., 2005b; Monteiro-Riviere, Inman, 2006; Yang et
al., 2009), és a proinflammacids citokinek termelddését stimuldlta (Shvedova et al., 2005,
Muller et al. 2005; Hirano et al. 2008; Sun et al., 2011). Tovabbi vizsgalatokban DNS-
karosodast (Kisin et al., 2007; Pacurari et al. 2008), és nekrézist (Guo et al., 2011 Pulskamp et
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al., 2007) valtott ki gyulladasos vélaszreakcid okozasa nélkiil. Més esetben a toxikicitast a
hidroxil szabad gyokok jelenléte (Shvedova et al., 2004) és az antioxidansok kimeriilése
jelezte a sejtekben (Shvedova et al., 2005). A nanocsdvek ulrastruktaralis karokat is
indukaltak a membranon val6 bejutaskor (Pantarotto et al., 2004; Simon-Deckers et al., 2008),
melyek morfologiai valtozasokat, integritas csokkenést is okoztak (Shvedova et al., 2004);
illetve ezen feliil a sejtmaghartydhoz asszocialtak (Di Giorgio et al. 2011) felsértve,
atlyukasztva azt (Monteiro-Rivere et al., 2005). Jelenlétiik gétolta a sejtproliferaciot és az
adherencia csokkentését (Cui et al. 2005; Jia et al 2005) okozta. A citoskeletont karositva, a
motilitasi sebesség csOkkentését (Garcia-Hevia et al., 2015), az adhéziét megnovelve

(Septiadi et al., 2018) is antimigracios hatast valtott ki.

Nanoarany részecskék cellularis hatdsai

Az arany nanorészecskék bioldgiai-orvosi célu felhasznalasa sokoldald. A fizikai
tulajdonsagaik alapjan a képalkotasban (Stone et al., 2007), fototermalis terapidban (von
Maltzahn et al., 2009), kémiai detektalasra (Anker et al., 2008), optikai anyag-meghatarozasra

(Murphy et al., 2008) hasznalhatok az arany, egyes esetekben az eziist nanorészecskék is.

Az arany nanorészecskék felvétele altaldban receptor medialt endocitozis révén megy végbe
(Chithrani et al., 2006). A transferrinnel bevont nanorészecskék chlatrin medialt
endocitozissal (Chithrani, Chan 2007), illetve transferrin receptor medialt endocitdzis soran is
bejutottak a sejtbe (Yang et al., 2005). A bejutds mechanizmusanak fontos 1épése a ,,wrapping
hatas”, melynek soran a sejt citoplazmaja beboritja, becsomagolja a nanorészecskét (Gao et
al., 2005). A nanorészecskék felszini tulajdonsdgainak megvaltozasa kulcsfontossagu
szereppel birhat a sejtekbe torténd bejutasuk sikerességében. A ¢l szervezetbe jutva
kapcsolatba keriilnek biologiai folyadékokkal, ami befolyasolja a felszini toltésiiket, a
felszinhez kotott fehérjéket, melyek aggregalodasukat okozhatjak (Alkilany Murphy 2010). A
részecske felszini valtoztatdsai mar a penetracid kozben is karosithatjdk a sejtmembrant

(Goodman et al., 2004).

A szakirodalmi adatok kozott azt talaljuk, hogy az arany nanorészecske nem, vagy csak
kismértékii toxikus hatassal bir még a felszini bevonattal ellatott részecskék esetében is
(Connor et al., 2005, Alkilany et al., 2009). Az Gjabb keletli tanulmanyok megkérddjelezik a
nanoméretli arany részecskék haszndlatanak biztonsadgat (Jenkins et al., 2013), a kedvezd

elektromos, kémiai, mechanikai, termalis és optikai tulajdonsagaik ellenére (Aillon et al.,
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2009; Bracamonte et al. 2011; Jenkins et al., 2013) is. Tobb tanulmanyban bizonyithat6 volt
az arany részecskék kdros hatdsa, ha valamilyen kémiai anyag volt kotve a részecske
felszinéhez, ami: citoszkeletdlis karosodéasokat, proliferacié csokkenést (Pernodet et al.,
2006), LDH felszabadulést (Uboldi et al., 2009), vagy oldatban 1év0 szabad kémiai anyagként
okozta a toxicitast (Alkilany et al., 2009).

A kritikus részecske méret a sejtmaghartya penetracidjakor 1,4 nm (Tsoli et al., 2005). Az
ettd] kisebb részecskék a magba jutds sordn nekrozist, illetve az 1,2 nm nagysagu részecskék
apoptozist okoztak. Megfeleld felszini moddositasokkal a nagyobb méretli nanoarany
részecskék is képesek lehetnek a magba bejutni (Nativo et al. 2008), ahol a specialis
bevonattal ellatott arany nanorészecskék a target tumor sejtek DNS-ének kettds szaltorését
okoztdk (Kang et al., 2010b). A leginkdbb tanulméanyozott arany nanorészecskék a 100 nm
alatti mérettartomanyba esnek, melyek a sejtekbe receptor medidlt endocitozis altal jutnak be,
ott pedig endosomékba (Shukla et al., 2005; Nativo et al., 2008), vagy vesiculdkba keriilnek
(Pernodet et al., 2005; Chithrani and Chan 2007; Mao et al., 2007).

A nagyméretli, 15 nm nagysagu nanorészecskék onmagukban mar nem voltak toxikus
hatasuak (Pan et al., 2007), liganddal kototten is csak enyhe hatést fejtettek ki (Pan et al.,
2009). Kolloid méretet elérd, 50-90 nm-es részecskéknél a proliferacié enyhe ndvekedését
tapasztaltdk a ROS csokkentésével egylitt (Malugin, Ghandehari 2010). A részecskék mérete
mellett format és a felszinen k6tott oldallancokat szintén szamitasba kell venni, ha az arany
nanorészecskék toxicitasat vizsgaljuk (Yah 2013). Az arany nanorészecske sejtekre kifejtett

crer

konnyebbnek bizonyult, mint oszlop vagy palca alakuaké (Chithrani et al., 2006).

Bér az in vitro eredmények nem teljesen egyértelmiiek az arany nanorészecskék toxicitasat
illetéen (Griffith and Schwartz, 2006), az elérhetd nanotoxikoldgiai adatok jelentds része
mégis in vitro kutatiasokbol szarmazik. Attekintésiiket zavarja a hasznalt metodikak és az
altaluk nyert eredmények széles spektrumt ingadozésa (Ostrowski et al., 2009). Tobb,
egymasnak ellentmonddé tanulmény ellenére az eredmények arra utalnak, hogy az arany
nanorészecskék intracellularis toxicitasat els6sorban a fizikokémiai tulajdonsagaik szabjak
meg (Yah 2013). Az in vivo toxicitasi adatok egységesek abban, hogy a nanoarany az egyes
szervekben példaul az agyban akkumulalédik (De Jong e al., 2008; Suosa et al., 2010),
viszont a sejtszintli toxicitds problémjdhoz hasonldan, a szervezetre gyakorolt toxicitasi

kockazatanak megértéséhez tovabbi, hosszutavu vizsgalatok sziikségesek (Yah 2013).
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Eziist nanorészecskek cellularis hatasai

A nanoméretli eziist részecskéket fogyasztoi viszonylatban leggyakrabban kolloid oldatként
lehet beszerezni, de kozmetikumokban, fertétlenitdszerekben, élelmiszerek csomagolasaban,
ruhazati termékekben is talalkozhatunk veliik. Sokrétii és elterjedt felhasznalasuk ellenére a
nanoaranyhoz hasonl6an a nanoeziist részecskék biztonsagat illetden is komoly kétségek
meriilnek fel. A sejtekbe bejutd eziist nanorészecske jelentds karokat okozhat a részecske
mitokondrialis karosodas ¢és a jellegzetes sejthalalformak (apoptdzis, nekrézis), megjelenését
figyelték meg az ezilist nanopartikulumok jelenlétében (Arora et al., 2008; Asharani et al.,
2008; 2009; Foldbjerg et al., 2011; Haussian et al., 2005; Kawata et al., 2009). Human
sejteken végzett vizsgalatok alapjan az eziist nanorészecskék egyenletes eloszlasban voltak
jelen intracelluldrisan és a sejtmagon belil. A dozis-, és 1dofiiggd jelenlétiik genotoxikus,
citotoxikus és antiproliferativ hatastinak bizonyult (Asharani et al., 2009). Egybehangz6
kovetkeztetéseket vontak le arra vonatkozoan, hogy a tumor sejtek érzékenyebbnek
bizonyultak az eziist nanorészecskék jelenlétére (Asharani et al., 2008, 2009, Moaddab et al.,
2011), kisebb antimikrobds koncentracidkban is (Arora et al., 2008). Genotoxicitasukat
tekintve az eziist nanorészecskék jelenléte abnormalis proliferaciot, DNS-karosodast (Kawata,
2009) ¢és magméret csokkenést okozhat (Kim et al., 2010). A csirasejtek differencialédasara
toxikus hatdsunak bizonyultak, jelenlétiik mitokondrialis karosodast és LDH felszabaduléast
indukalt (Braydich-Stolle et al., 2005). A zebrahal (Danio rerio) post-fertilitdsi vizsgalata
soran az aranyrészecskék csupan enyhe toxicitdst mutattak, mig az eziistrészecskék magas
mortalitast és sulyos fejlédési rendellenességeket provokaltak. A részecskék fizikai-kémiai
felszini hatasa mellett azok kémiai szerkezete is jelentdsen befolyasolta a karosodas mértékét

(Bar-Ilan et al., 2009).

Az eziistkolloid 5-50 nm méretli fémeziist részecskék nagy tisztasagl vizes oldata, ami oldott
eziistionokat is tartalmazhat (Panyala et al, 2008). Az eziistkolloid hosszi tavu
alkalmazasanak kovetkeztében kialakulhat az argyria ami f6 jellemzdje eziist a borben és a
nyalkahartyakban akkumulalodva kékes-sziirke szinvaltozast okoz (Toth et al., 2009). Az
eziist nanorészecskék szervezeten beliili megoszlaséra jellemzd, hogy a keringési rendszeren
¢s a f0 barriereken keresztiil képesek atjutni és akkumuldlodni a szovetekben, a vér-agy gaton
atjutva az agyban halmozodnak (Tang et al., 2009, Loeschner et al., 2011). A hosszu tava
ezlist expozicio lehet lokalis vagy szisztémas, €s letalis kovetkezményei is lehetnek (Perscott

et al., 1994).
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1.3.4 Vizsgalati modszerek

A vizsgalataink sordn a sejtek egyedi és populacids szintli folyamatait hosszutava vided
mikroszkdpiaval kovettiik nyomon képszekvencidk rogzitésével, melybdl az adatokat digitalis
képanalizissel nyertiik ki. A toxikoldgiai vizsgélatok soran a time-lapse vided mikroszkopos
megfigyeléseinket a  kromatin  kondenzalodads  koztes  formdinak  morfologiai

O0sszehasonlitasaval tamasztottuk ala.

1.3.4.1 Long-term scann rendszer, képalkoto video mikroszkopia

Video mikroszkdpia haszndlata és lehetoségei

A sejttenyé€sztés, sejt-€s szovetkultira megfigyelésére a legkézenfekvobb eszkoz az egyszeri
fénymikroszkop, amely a standard sejttenyésztési gyakorlatban a sejtek ¢letképességének és
novekedésének adott idokozonkénti ellendrzésére szolgal. A sejtek sztered mikroszkoppal
torténd megfigyelése altaldban az inkubatoron kiviil torténik, az optimalis tenyésztési
koriilményekbdl kiemelve. A sejttenyésztés eszkoztardnak fejlodésével a sejtkulturak
fenntartdsa egyre egyszeriibbé, megbizhatobba és kiszamithatobba valt, igy a 21. szdzad
elejére a sejtkulturakat hasznal6 in vitro kisérletek elvégzésénél mar szamos tenyésztési €s

monitorozasi lehetdség allt rendelkezésre, csak tgy, mint az eredmények értékelésére.

A time-lapse mikroszkopia hatékony, sokoldalu és folyamatosan fejlédd eszkoz az €16 sejtek
valos idejii képalkotasara (Collings et al., 2019). Sejteken végzett kutatdsok terén jelentOs
mennyiségli 1d6t, €s anyagkoltséget takarithatunk meg, ha egy megfigyelt tenyészet
felhasznalasaval tobb kiilonb6z6 vizsgalando paramétert tudunk meghatarozni. Ilyen eszk6zz¢
fejlesztettiik a sejttenyészetek hosszl, és rovid tava megfigyelései soran és az adatok
rogzitésével, analizisével, kiértékelésével az egyre szélesebb korben alkalmazott vided

mikroszkopos rendszeriinket.

Video mikroszkopia elonyei és hdatranyai

A time-lapse vide6 mikroszkopia -eredetileg  time-lapse  cinemikrografiaként
(mikrofotografia) leirt (Klausewtz 1953), - leginkdbb a makroszkopikus események
megOrokitésébdl ismert, nagy idobeli felbontdsban késziilt fényképfelvételek sorozatara
emlékeztet, melyeket filmként lejatszva betekintést nyeriink olyan folyamatokba, melyek
lefolydsa az emberi 1éptékhez képest lassan zajlik. Az 1990-es évek elején jott 1étre a mikro-
mikroszkopikus rendszer, a vide6 mikroszkopia (Landecker 2009), melynek célja a sejtek

optimalis korlilmények kozott tartasa kozben végzett hosszii tavii megfigyelés volt. A
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felvételek elkészitésére képes mikroszkopos rendszerek megalkotdsat olyan problémak
indokoltak, melyeket csak az idébeli korlatok feloldasaval lehetett vizsgalni. Sziikségessé valt
a tenyészetek megfigyelése kisebb iddbeli (perc, masodperc) felbontasban, az in vitro
vizsgéalatokhoz. A folyamatos megfigyeléssel szolgaltatott ujabb informacidk attoréssel
kecsegtetnek a tumor-biologiai kutatasokban, az in vitro gyodgyszer-technologiai kutatasok
terén ¢és jelentdsen csokkentik az in vivo kutatédsi fazisok koltségeit. Eldnyei mellett azonban
szdmos technikai kihivéssal szembesitette a felhaszndlokat. Az emlds sejtek time-lapse
mikroszkopos vizsgalata altaldban megkdveteli az inverz mikroszkopot, amelyet teljesen vagy
részben egy sejtinkubatorban (kornyezeti kamra) helyeznek el. Az eszkéz egy részlegesen
lezart atlatszo doboz, amely fenntartja a hdmérsékletet, a paratartalmat és akéar a gaz (szén-
dioxid) részleges nyomasat, megvédi a tenyésztett sejteket a fénytdl, és lehetové teszi a
vizsgald széamdra, hogy a mikroszkép bedllitasait (latotér egyéb képalkotd paraméterek
kivalasztasa) elvégezze (Riddle 1990; Tuttle 1992; Kulesa, Kasemeier-Kulesa 2007). A
jelenlegi hazilag fejlesztett és kereskedelmi forgalomban két tipusa kaphatd: kisméretii
inkubatorban elhelyezett, akar teljes méretii képalkoto rendszer (Payne et al., 1997; Hardarson
et al., 2002; Mio ¢és Maeda, 2008), vagy kisméreti képalkotd rendszer nagy inkubatorban
(Lemmen et al., 2008; Meseguer et al., 2011; Cruz et al., 2011). Mindkét stratégia feltétele az
idedlis kornyezet és stabil tenyésztési koriilmények biztositasa a képalkotd vizsgalat soran
(Lemmen et al., 2008; Meseguer et al., 2011; Wong et al., 2010). Osszességében a time-lapse
képalkotod rendszer hasznalata nem veszélyeztetheti a tenyésztési koriilményeket, ideértve a
homérsékletet, a pH-t és a paratartalmat (Wong et al 2013). Az ilyen berendezés alkalmas
idedlis korlilmények kozott tartott sejttenyészetek folyamatos megfigyelésére, nagyfelbontasu
mikroszkopos felvételek készitésére digitalis kameraval, amely utobbi a szamitogéppel

0sszekotve automatikusan rogziti a felvételeket a beallitott idopontokban.

Az eTox munkacsoport long-term scann rendszere
A long-term scann mikroszkdopok fejlesztése, épitése csoportunkban tobb mint 15 éves multra
tekint vissza. A scann-rendszerek létrejottének célja, hogy a sejtkultrdk folyamatos
megfigyelésén keresztiil, digitalis képanalizissel kombindlva, olyan kvantitativ adatokat
szolgaltasson, melyek mas megfigyelési modszerekkel nem mutathatok ki. A long-term scann
rendszerilink az alabbi kutatdsok soran kertilt felhasznalasra.

e Secjthalalformak vizsgalata (Nagy et al., 2010)

e Primer sejtkultirak differencidlédasanak vizsgalata (Nagy et al., 2012, Kiraly et

al., 2014)
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e Nanoszelén részecskék celluldris hatasai (Nagy et al., 2015)

e Patogén gombak és HaCaT monolayer interakcioja

e Citotoxikologia: nehézfémek (Banfalvi et al., 2005, Farkas et al., 2010, Nagy et
al., 2011a Nagy et al 2011b), UV és gamma sugarzas (Nagy et al., 2004, Banfalvi
et al., 2007b, Ujvarosi et al., 2007), illetve oxidativ stressz vizsgalata (Papp et al.,
2011)

® Regeneracio cellularis folyamatainak vizsgalata (Ruzsavanszky et al., 2013)

Az eddig hasznalt mikroszkdpjaink fejlesztésében f6 szempont volt a mikroszkop hosszua tava
idébeli
tudjuk

hasznalhatosaga ¢és koltséghatékony cserélhetdsége, valamint a vizsgalatok

Ahhoz,

mikroszkopjainkban, el kellett térnlink a hagyomanyos fels6 megvilagitasa, és inverz

limitacidinak csokkentése. hogy a kivant feltételeket érvényesiteni

fénymikroszkopok felépitésétdl és eszkoztaratol. Ennek eredményeként jottek létre a long-

term scann generaciok (1. tablazat), melyeknek minden tagja hatékonyabban kozelitette meg a

hosszu tava megfigyelés problémait.

Generdcio | Allvanyzat Megvilagitas Szenzor Optikai
rendszer
1 egyedileg lathato fény - analog kamera szabvany objektiv
készitett fém hagyomanyos
allvanyzat mikroszkop izz6
2 hagyomanyos lathat6 fény holdfény, kék inverz,
mikroszkop LED szinatmenetet szabvany objektiv
stativ biztosito kamera
3 milanyag kozeli infravords CCD érzékelo, inverz,
polcok fém LED, 940 nm fény | mikroszképkamera | szabvany objektiv,
vazon emittacio fix fokusz
4 Mikroszkop kozeli infravords CCD érzékelo inverz,
stativ LED, 940 nm fény HD, digitalis szabvany objektiv
emittacio mikroszkopkamera

1. tablazat: Munkacsoportunk time-lapse mikroszkdopjainak fejlesztései
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Alapelvek az eszkozfejlesztésben

A long-term scann mikroszkopok fejlesztése soran harom alapelv hatarozta meg a felépitésiik
egyszerlsitését és a haszndlat sordn felmeriild problémak megoldasat. Az eszkozfejlesztés
folyamataban arra torekedtiink, hogy a rendszer a lehetd legegyszeriibben, széles korben
hozzatérhetd alkatrészekbdl megépithetd és legkonnyebben hasznalhatdo formdban lassa el a

kijelolt funkciokat.

A helyettesithetOséget ¢és egyszerlisitést tekintve a tervezésnél kihagytuk azokat a hétkdznapi
fénymikroszkopokban alapvetonek szamitd alkatrészeket, melyek nem latnak el hasznos
funkcidt az inkubdtorban torténd képalkotasnal. Azon elemeket, melyek az inkubator belsd
kortilményei kovetkeztében nehezen kikiiszobolhetd, a képalkotassal Osszeegyeztethetetlen
valtozdsokon mennek keresztiil, olyanokkal helyettesitettiik, melyek sejttenyésztési

koriilmények kozott is kiszamithatdan viselkednek.

A kikiiszobolhetdség szempontjabol a rendszer azon tulajdonsagait, melyek alapvetden
sziikségesek a kisérletek lefolytatdsdhoz és més kiilonbozo alkatrészek helyettesitésével nem
kezelhetok teljes mértékben az altaluk okozott problémak, 0j alkatrészek beépitésével

probaltuk kikiiszobdlni, vagy a kisérletek megtervezése soran figyelembe vettiik ket.

A kompenzalhatosag elve szerint, azokat a nehézségeket, amik az inkubator mitkkodésébol
kovetkeznek, megprobaltuk szoftveresen, vagy a képelemzés folyaman kompenzalni anélkiil,

hogy a képszekvencia informéciod tartalmat megvaltoztatnan

Fototoxicitas a video mikroszkopiaban

A sejtek folyamatos megfigyelése felveti a rendszerekkel késziilt felvételek hitelességének
problematikajat. A konkrét kérdés az volt, hogy a tenyésztéedény megviladgitasa milyen
hatassal lehet a kisérletek eredményére, azaz a sejtek esetleges érzékenysége, vagyis az adott
hullamhosszi fény toxicitasa a vizsgalandd sejtvonal esetében meghamisitja-e az
eredményeket. Kozismert tény, hogy a fény karosithatja a DNS-t, lokalis melegedést
indukalhat, vagy szabadgyok képzddést generalhat a sejtekben (Frigault et al., 2009). A
lathato fény kevésbé zavard, mint a nagy energiaju, példaul ultraibolya fény vagy a fokuszalt
infravords fény, igy time-lapse rendszerek altalaban a lathatd fényt alkalmazzak, ideértve az
atmendfényes és a sotétlatoteres képalkotast. Fontos szempont, hogy a tobbnapos kisérlet
teljes fénymegvilagitdsi ideje csak percekre, az expozicidés idétartamra korlatozodjon a

képfelvételi idétartam minimalizalasaval (Meseguer et al.,, 2011; Wong et al., 2010).
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Ezenkiviil maga a megvilagitasi rendszer modositasai (Meseguer et al., 2012 Wong et al.,
2010) vagy alacsony fogyasztasi LED (light emitting diode, fényt kibocsajté dioda)
megyvilagitas hasznalata egy sotét latoterli megvilagitasi rendszerben, illetve lireges fénykup

kivetitése a mintdkra minimalizalhatja a fényerdsséget (Wong et al., 2013).

Az éaltalunk hasznalt rendszerek infravords fényforrast alkalmaznak. Kordbbi kisérleteink
tapasztalatai, -melyek sordn a kiillonb6z6 hullamhosszi fények toxikus hatasat vizsgaltuk-,
arra engednek kovetkeztetni, hogy az alacsony energidjii és nagy hullamhosszu, kozeli
infravords fény nincs toxikus hatdssal a sejtekre. Két hetes iddintervallumban kovetve a
kiilonb6zé megvilagitd fényeknek kitett sejtkulturakat, az infravérds fénnyel besugarzott

tenyészet allapota nem tért el szignifikdnsan a kontroll tenyészettol.

1.3.4.2. Kromatin kondenzalodasi intermedierek vizsgalata a genotoxicitds bizonyitékaiként

A sejtciklus sordn a maganyag kromoszoémakké alakulidsa a sejtciklus féazisaira jellemzd
jellegzetes morfologiai szerkezeteken keresztiil valosul meg, ekkor jonnek létre a metafazisos

kromoszémak.

Kromatin kondenzalodasi folyamat vizsgalata

A GO/G1 fazisban - ezt a sejt nyugalmi fazisaként is emlitik- a maganyag dekondenzalt,
homogén, fatyolszerli strukturaként jelenik meg. Az ezutan kdvetkezd G1-S fazis -melyet
korai S fazisként jelolink meg— a DNS megkettézddésének kezdeti szakasza. Ekkor a
maganyag heterogén megjelenést mutat, mivel a replikacio helyén a DNS szalai elvalnak. A
korai, kozépsé S fazisra jellemzé a fatyolos szerkezet, a szalagszerli kondenzalodas
meginduldsa a maganyag polarizacidja révén. Ez a folyamat késébb az egész sejtmagra
kiterjed. A kés6i S fazis mar a szalagos, illetve a szalagok kondenzalddéasa soran 1étrejovo,

tomorebb, hosszabb, fonalas képletekkel jellemezhetd.

Egyes magoknal a kromatin szalagok tovabbi szupertekercselédésével kialakuld kromatin
testeket is megfigyelhetjiik, a fazis végére a maganyag gyuriszerl struktirava rendezddik,
melyet elongalt kromoszémdak alkotnak. A G2 fazisban -a sejt novekedési fazisat a
nagymértékii fehérje és RNS szintézis jellemzi-, a maganyag mar kromoszéma eld-telepeket,
prackromoszomakat ¢és mar megkiilonboztethetd kromoszomakat is tartalmaz, melyek
kondenzaltsagi foka még eltérd. Az M fazis, azaz a mitozis a sejtosztodas elotti fazisa, mikor

magban mar teljesen kondenzalodott kromoszdémakat talalunk.
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A sejtosztodas ana- illetve telofazisaban a megkett6zodott és kiilonvalt sejtmagallomany
visszarendezddése figyelhetd meg. A maganyag Gjraszervezddik, lazabb, fatyolos, majd egyre
tomorebb, dekondenzalt, homogén szerkezetli lesz. A sejtciklus soran végbemend kromatin
kondenzalddasi korfolyamatot, és az egyes fazisokat jellemzd koztes kromatinformakat a 4.

abra szemlélteti.

A kromatin kondenzalodas jellegzetes formai

S korai S faz\s

4. abra: A kromatin kondenzal6dasi intermedierek a sejtciklus fazisaiban

A sejtmag anyaganak kromoszomakka formalddasa soran a sejtciklus fazisaiban bekovetkezd
valtozéasokat az egyes kromatin kondenzalodasi intermedierek megjelenésével jellemezhet;jiik.
A toxikologiai kutatdsok soran kromatin elvaltozasok érzékeny indikatorok, €s szamos
esetben nyujtottak lehetdséget a toxicitasi kutatdsok eredményeinek alatdmasztasara, akar a
genotoxicitds szintjén is. A citotoxicitds kromatin szintli megnyilvanulasat szinkronizalt
sejtpopulaciokon standardizalt kromatin szerkezetek elemzésével vizsgaltuk (Gacsi et al.,

2005, Banfalvi et al., 2006a, 2006b, Trencsenyi et al., 2007a). A long-term scann rendszerrel
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megvizsgalt tenyészetekbdl sejtmagokat izolaltuk és a feltart sejtmagok kromatin struktarajat

fluoreszcens mikroszkdpiaval elemeztiik.

A kromatin kondenzaldédas folyamata a vizsgalt eukaryota fajok szintjén nagyfoku
hasonlosdgot mutatott. Négy emldsfaj (CHO — kinai horcsdg ovarium, IM — indiai
muntyakszarvas fibroblast, egér pre-B sejtek és huméan K-562 erythroleukemia) kromatin
formainak Osszehasonlitasa révén kideriilt, hogy a kondenzal6dés intermediereinek S-fazis
alatti megjelenése jol elkiilonithetd, morfologiai stddiumokkal jellemezhetd, amely szoros
korrelaciot mutat a sejtmérettel, magmérettel €s a replikalodott DNS mennyiségével (Banfalvi
et al., 2006). Vizsgalataink szerint ismert genotoxikus hatasok fajtol fiiggetlen modon
zavarjak meg a kondenzalodas folyamatat, illetve, kondenzalddasi intermedierek morfologiai
megjelenése specifikusan és érzékenyen reagdl a genotoxikus hatdsokra. A genotoxikus
hatasokat vizsgaltuk nehézfémek hozzdadasa mellett (Banfalvi et al., 2005; Farkas et al.,
2010; Nagy et al., 2011a; Papp et al., 2011; Nagy et al., 2011b; Banfalvi et al., 2012), és
ionizald sugarzas jelenlétében (Nagy et al., 2004; Banfalvi et al., 2007b; Ujvarosi et al.,
2007). Illetve tanulmanyoztuk az egyes genotoxikus anyagok specifikus hatasat a kromatin
kondenzélodasi intermediereinek kialakuldsara (Banfalvi 2014). Bizonyitottuk, hogy az
interfazisos kromoszoémak metafazisos kromoszémakka szervezddése (a  kromatin
kondenzaldédas) morfologiailag jellemezhetd modon szenvedett zavart a citotoxikus hatasok
kovetkeztében (Nagy et al., 2011). A kivaltott kromatin kondenzalédési zavarok a toxikus
hatéstol fiiggd, jellegzetes kondenzalddasi intermedierek megjelenését eredményezték és a
subtoxikus koncentracioban alkalmazott agensek jelenlétében, ahol celluléris toxicitas még
nem detektalhato, a kondenzalddasi intermediereken mar jelentkeznek a toxikus hatasra utalo
esetlegesen reversibilis elvaltozasok (Banfalvi 2014). A tumorsejtek ¢és metaphasis
vizsgalatok alkalméval Osszehasonlitottuk a tumoros ¢és a regeneraldodd majsejtek
kondenzalodasi mintazatat in vitro és in vivo (Trencsenyi et al., 2007b). A kromatin
kondenzalddasi intermediereket az egyes kutatdsokban megvizsgaltuk kiilonb6zé emlds é€s
szamos human sejtféleség mellett, de izeltlabu (Drosophila) (Banfalvi et al., 2007a, Banfalvi

2008) és hasado élesztd (Saccharomyces pombe) esetében is (Horvath et al., 2012).
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2. CELKITUZESEK

A leképzd vided mikroszkopos rendszer és a célszerlien alkalmazott digitalis képelemzési
modszerek kombinacidjaval egy sokoldali modellrendszer 1étrehozéasat tiiztiikk ki célként.
Ennek segitségével a szemészeti klinikai gyakorlatbol szarmazé mintdkon egyszerlien,
sokoldaluan, konnyen reprodukalhatoan és iddbeni dinamikajukat megoérizve, in vitro
koriilmények kozott tanulmanyozhatdva valnak a szemben végbemend ¢€letfolyamatok akar a
sejtek egyedi akdr populacios szintjén zajlanak. A vizsgélatainkat tehat két csoportba
sorolhatjuk: a sejttenyészetek egyedi sejtjein az OCM-1 (human choroidea melanéma-1
sejtvonal) sejtek multipolaris osztodasai, illetve sejtpopulacidk szintjén az izoldlt human

limbalis sejtek (HuLi) monolayer regeneracios karcmodellje.

Az uvealis melanomék esetében a poliploiditas ritka (18%), azonban kedvezdtlen prognozist
jelent. Az OCM-1, kozel tetraploid sejtek osztddasai kdzott viszonylag magas gyakorisaggal
figyeltiink meg multiplaris osztodasokat. Ezek feltételezhetd oka az instabil tetraploid allapot
elkeriilése. Ezek a rendellenes osztodasok a tumorprogresszidra ¢€s attétképzdodésekre is

hathatnak.

A cornealis sebgyogyulds soran a limbalis tranziens sejteknek kiemelkedd szerepe van a
regenracid soran. A limbdlis sejttenyészeten létrehozott karcregeneraciés rendszer

segitségével a szaruhartya felszini sebgydgyulasat modelleztiik.

A vizsgalatainkban a kivalasztott életfolyamatok az alabbiak voltak.

1) Uvedlis melanoma (OCM-1) sejttenyészetek egyedi sejtjeinek vizsgalata: multipolaris
sejtosztddasok kvalitativ morfologiai leirdsa, kvantitativ dinamikai analizise.

2) Klinikai mintabol izolalt limbalis sejtpopulécio létrehozasa, fenntartasa és leirasa.

3) In vitro cornealis sebgyogyuldsi modell kidolgozasa: Humén limbalis monolayer
regeneracids karcmodell

4) A karcmodell felhasznalasa farmakologiai vizsgalatok soran: antibiotikumok hatdsa a

5) A karcmodell felhasznélasa citotoxicitas vizsgalatokhoz: Tobbfali ipari mindségli szén

nanocsovek hatasa. Inert fém nanorészecskék hatdsa a monolayer regeneraciora.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

A kutatasaink soran célunk klinikai mintakbdl szarmazod sejtféleségekben lezajlo folyamatok
idébeni dinamikéjanak vizsgalata volt: a sejtek életjelenségeit in vitro a vizsgalataink teljes
id6tartaméban nyomon tudjuk kovetni. Ezen célunk megvaldsitdsdhoz a time-lapse video
mikroszkopos modszert hasznaltuk. A vizsgalatok iddtartamaban rogzitett képadatbazis
statisztikai képelemzd moddszerekkel torténd feldolgozasa révén kapott nagy iddbeli
felbontasu, tobb hétig gyiijtott adatokat hasznaltuk fel a megfigyelt folyamatok dinamikai

vizsgalatdhoz.

3.1. Sejtek izolalasa és tenyésztése a limbus gyiiribol

A vizsgélatainkban minden klinikumbol szarmazo humdén eredetii szovet- és sejtminta
esetében az Eurdpai Kozosség 2004/23/EK iranyelve, az Orvosi Vilagszovetség Helsinki
Deklaracigja és a Debreceni Egyetem Etikai Kodexe szerint jartunk el. A limbus gallért a
transzplantaciora szant cornea részeként kadaver szem enucleacidja révén nyerték ki a
Debreceni Egyetem Orvos és Egészségtudomanyi Centrum Szemklinikdjan. A szovetmintak a

lehetd legrovidebb idon beliil kertiltek feldolgozasra.

3.1.1. A limbalis sejtek izolalasa

A cornealis epithelidlis limbus egy 56 ¢éves ndbeteg kadaverének enuclealt szemébol
szarmazott, mely szovetet Debreceni Egyetem Szemklinika biztositotta. A limbus gytirtit ¢és a
transzplantaciora szant corneat- melynek a kozponti korongja beiiltetésre keriilt-,
felhasznalasig Eusenol-C transzplantacios folyadékban taroltuk 4 °C-on. A sejtek izolalasat
megeldzden fertdtlenitettiik a corneosclerdlis gallért: eldszor 70%-os etanol oldattal, majd
Betadine-nal t6bbszords atmosast végeztiink. Végiil a Betadine oldatot DMEM-Ham’s F12
(Dulbecco altal médositott Eagle tapfolyadék, és Ham-féle tapfolyadék 1:1 aranyt keveréke)
médiummal mostuk le, ami 10% FBS—t és 1% PSN-t tartalmazott. A fertdtlenités minden
1épése soran uj, steril eszkdozoket hasznaltunk. Az izolalas kovetkezd 1épéseként a cornea és
sclera visszamaradt részeit eltavolitottunk, és a limbust mechanikusan apritottuk 2x2 mm-es
darabokra. A limbus darabokat ezutdan 5 ml 800 U/ml collagenase IV-et tartalmazé6 DMEM-
Ham’s F12 +10% FBS +1% PSN-ben inkubaltuk két oran keresztiil. A sejtszuszpenzid
létrehozasahoz a collagease-os emésztés végén a sejteket négy réteg steril gézlapon sziirtiik at.

Végil a sejtek életképességét tripankék festéssel ellendriztiik majd az izolalt sejteket DMEM-
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Ham’s F12 tapfolyadékban tenyésztettiik, melyet 10% FBS-sel és 1% PSN-nel egészitettiink
ki. A vizsgalatokhoz a hatodik atoltas sejtjeit hasznaltuk fel.

A limbadlis eredetli dssejttenyészetbdl a fibroblast sejtek, szelektiv elimindlasat a masodik
atoltas sejtjein geneticin (G-418-szulfat) hozzdadasaval végeztik, két napig, 50 pg/ml

végkoncentracidban.

A sejtfelszini markerek vizsgalata a Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar
Pathologiai Intézetében tortént. A sejtfelszini markerek meghatarozasat Dr. Dezsé Balazs

végetze.

3.1.2. Sejtvonalak tenyésztése:

OCM-1 human ocularis choroidea melanoma-1 sejtvonal: Az OCM-1 sejtvonalat RPMI 1640
(Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium) tapfolyadékban tenyésztettiik,
melyhez 10% FBS (embrionalis borju vérsavéoval) és 1% PSN (antibiotikum, antimycoticum

keverékkel) oldatot adtunk.

HaCaT: Humén keratinocyta sejtvonalat RPMI 1640 tapfolyadékban tenyésztettiik, melyet
10% FBS-sel és 1% PSN-nel egészitettiink ki

HeLa: A human cervix carcinoma sejtvonalat DMEM (Dulbecco altal moédositott Eagle

tapfolyadék) médiumban tenyésztettiik, és ezt 10%FBS-sel és *% PSN-nel supplementaltuk.

CCL 209 a szarvasmarha pulmonalis endothel sejtek tenyésztokozege EMEM (Eagle féle
minimum esszencialis tapfolyadék) melyhez 20% FBS-t és 1% PSN-t adtunk.
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3.2. A sejttenyészetek video mikroszkopos vizsgalata a long-term scann rendszerben

A vizsgalatok sordan a vide6 mikroszkopos rendszer paraméterei a kovetkezOk voltak: az
inkubator tipusa: SANYO MCOI18-AC CO; sejttenyésztd inkubator (Wood Dale, IL, US)
négy vided mikroszképpal felszerelve. A mikroszképok Olympus (Tokyo Japan)
gyartmanyuak, inverz allasban, célszeri moddositasokkal: a revolvertoronyban elhelyezett
fényforrassal, és az okularba telepitett CCD (Charge-Coupled Device, toltés csatolt eszkodz)
kameraval lettek felszerelve. Az objektivek (10x0,25, achromat Carl Zeiss, Jena, nagy latoterti
objektivek) a CCD kamera el6tt helyezkednek el. A CCD kamera adatai: 2 megapixel
felbontasi UVC USB 2 webkamera. Modositasok: a kamerahaz, objektivek, és infrasziird
eltavolitasra kertiltek. Fényforras: 960 nm hulldamhosszusagu, kozeli infravords fényt emittald
LED (5 mm atmérd, 1,2 V, 50 mA). Az infravoros megvilagitast alkalmazva és a percenkénti
expozicids 1ddt (5 sec) csokkentve minimalizaltuk a ho kibocsajtasat és a fototoxicitast (Nagy

et al., 2014).

A rendszerben miikodd vided mikroszképok segitségével az ugyanazon tenyészetbdl
szarmazd kontroll és a kezelt sejtpopulaciok egyidejii vizsgalata valdsithatdé meg. Eldnye,
hogy a vizsgalatok valds idejii informéciokat nyujtanak a megfigyelés teljes idotartama alatt a
letapadd sejtek széles spektrumdra ¢és rugalmasan felhasznalhaté szamos kisérleti
elrendezésben.

A rendszer sokrétii felhaszndlhatdsdgat bizonyitja a munkénk sordn megvizsgalt folyamatok
bemutatasa. A rendszer felhaszndlhatosaga koziil bemutatjuk a disszertaci6 alapjaul szolgdlo

vizsgalt folyamatokat.

1. Egyedi tumorsejtek cellularis etologidjanak morfologiai vizsgalata. A megfigyelések
tobb sejtciklust, generaciot feldleld iddtartamu, kis idébeli felbontasti beallitasok
mellett megmutattak a sejtosztdédasok morfologiai és idébeni valtozasait.

2. Sejtpopulacids szintii regeneracios karcmodell: a mikroszképos rendszer olyan széveti
folyamatok sejtszintli vizsgalatara nyujt lehetdséget, mint a regeneracid vagy a
reepithelizacio. A megfeleld in vitro regeneracios modell, példaul a néhany sejtréteg
modellezésére alkalmas sejtmigracios karcmodell, melynek segitségével a folyamatot
a sejtmigraciot alapul véve, idében dinamikusan jellemezhetjiik. A vizsgalat soran az
ilyen esetekben alkalmazott vagy alkalmazhaté dgensek jelenlétében is teszteltiik a

modszert.
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A long-term scann rendszerrel kapott felvételeket a National Institute of Health (NIH) altal
fejlesztett, Java futtatokdrnyezetet (Java Runtime Environment, JRE) igényld, platform
fiiggetlen, nyilt forraskodu Image] (eredeti alkotéja: Wayne Rasband) wvagyis Fiji
programcsomag (https:/fiji.sc) segitségével kvalitativ €s kvantitativ modon értékeltiik ki. A
képszekvencidk kiértékelése, vagyis a képelemzés az egyes vizsgalatokra és képszekvenciakra

adaptalt moédon tortént.
A vide6 mikroszkopos megfigyelések soran készitett képek feldolgozasa

Az elsO 1épés a képek atlagolasa €s rogzitése: a megfigyelés iddtartama alatt percenkénti
felbontasban készitettiink el egy képet 10 frame 4tlagolasdval, aminek célja a jel/zaj
ardnyanak novelése volt. A jel erdsitéséhez a képkockdkat a program 5 mdasodpercenként
atlagolta, ennek révén elkeriilhettiik a kamera fényerejének novelését, és esetleges fototoxikus
hatast. A képeket nagy 1600x1200 pixel felbontasban, 24 bit RGB BMP file formatumban
mentettiik. A Fiji software segitségével a képszekvencat dsszerendeztiik vide6 formatumba,
melyek a DVD-mellékleten taldlhatok. Az egyes képszekvencidkhoz tartozd pixelméretet és a

méretskalat Biirker kamrarol készitett kalibracios fotok alapjan szamitottuk ki.

A masodik 1épés a képek feldolgozasa Fiji software segitségével: A képek elemzése soran a
nyilt forraskoda Fiji (Imagel) software-t és az erre a célra fejlesztett macro-kat és kisegitd
software applikaciokat (plugin) hasznaltuk (https://imagej.nih.gov/ij). Az egyes vizsgalatok
soran a képszekvencidkra és az adott problémara specifikusan végeztik el a felvételek

feldolgozasat. A képszekvenciak feldolgozasa az alabbi {6 1épéseket tartalmazta:

1) Képvisszaallitas, zajsziirés
A kép file-ok betdltése utan a szekvencia (24 bites bitmap képek) RGB (red, green, blue)
csatornainak egyesitése kovetkezett, melynek eredménye egy 8-bit sziirke arnyalatos

képekbdl allo sorozat lett.

A megvilagitd rendszerbdl ¢és a sejttenyésztési koriilményekbdl adodd megvilagitasi

egyenetlenségeket a Stack deflicker plugin alkalmazasaval kiiszoboltiik ki.

A képszekvencidk elején és végén rogzitett iires képkockdk a hattér referencidjaként
hasznalhatok. Ezen a felvételek atlagolasaval olyan képet kaptunk, amelynek a segitségével
kikiiszobolhetok az egyenetlen megvilagitas (bulb effect), a porszemcsék miatti, illetve a
CCD ¢rzékeld gyartasi hibaibol eredd képi hibak. Az atlagolassal kapott hattérképen a Gauss

¢letlenités (Gaussian blur) funkciot r=2 pixel, beallitdssal alkalmaztunk a zaj sziiréshez. A
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1étrejovo €s invertalt kép a mérendd szekvenciabdl torténd kivondsaval elértiik, hogy a képi
zaj jelentds része eltlinjon, de a hatarvonalak sértetlenek maradjanak, ezéltal megtartva a

mérendd informaciot.

A képszekvencidkon a méréseket az aldbbi altalanos séma szerint végeztilk: a megfeleld
kontraszt ¢€s fényviszonyok bedllitdsa: Brightness/Contrast, vagy Enhance contrast parancs
alkalmazaséaval. Ezt kovetden egy a teljes szekvencidra kiterjedd artefact sziirés kovetkezett a
gyors Fourier transzformacié (Bandpass filter) és a rolling ball algoritmus (Substract
background) hasznalataval.

e A Bandpass filter egy savsziird algoritmus alapjan mitkddik, amely a szekvenciarol
eltavolitja egy altalunk meghatarozott mérettartomanyon kiviil esé elemeket.
Esetiinkben a 40 pixelnél nagyobb ¢s a 3 pixelnél kisebb atmérdjii objektumok
keriiltek kisziirésre.

e A rolling ball algoritmus a képet a pixelek szinintenzitds valtozasai alapjan sziiri. Az
algoritmus mukodési elve: a szekvencia képeinek pixelekhez a szinintenzitasuk
alapjan magassag értékeket rendel, majd kiszamitja azt, hogy egy meghatarozott
sugaru-, ami a leggyakrabban 50 pixel volt, - labda 4tgordiil, vagy akadalyba {itkozik.
Ahol a labda akadalytalanul gordiil tovabb, ott az algoritmus kisziiri az informéciot —
apro intenzitasbeli eltérések, az elemzés szempontjabol zajnak tekintendd kisméreti
objektumok, példaul: tormelék, fényhtba keriilé porszemcse — ahol akadalyba iitkozik,

ott megtartja azt.

Néhany esetben a képszekvencdkon egyéb sziird alkalmazésa is sziikséges volt, példaul a
Variance filter, amelyet az élek, korvonalak kiemelésére hasznaltunk. A hattérkivonas utan a
szekvencia hisztogram simitdsa kovetkezett, amelyhez a képsorozat pixeleinek 0,4%-at

telitettiik a felvételek kontrasztjdnak javitasaért.

2) Szegmentalas

Kiiszobértek meghatarozasa threshold funkcioval. A képszekvencidk fentebb emlitett
feldolgozasanak célja a képek elokészitése a szegmentalasra (threshold). A szegmentalds a
képsorozat hisztogramja alapjan késziilt el. A threshold sordn létrejott, binaris
képszekvencidkbol csak a nem villodzd, zart korvonalt, nem atfedd részecskék keriiltek
tovabbi analizisre. A kiiszobérték meghatdrozasa utan a binaris képeken végeztiik el a
tényleges méréseinket, megmértiik a képsorozat kiiszobértékkel meghatarozott részecskéinek

teriileteit. A szegmentalt felvételek esetében a zajszlirést, ha sziikséges volt, a Remove
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outliers, vagy a Fill holes paranccsal végeztiik. A remove outliers hasznélataval altalaban 1-12

pixel méretli objektumok eltavolitasat végeztiik el.

3) Meérések
A kiiszobérték meghatarozasa utdn a bindris képeken végeztiik el a tényleges méréseinket:

megmértiik a képsorozat kiiszobértékkel meghatarozott részecskéinek teriileteit.

A harmadik Iépésben tortént az adatok grafikonon vald abrazolasa és kiértékelése. A Fiji
program olyan opciot is felkinal, melynek segitségével Excel file formatumban is menthetjiik

az adatokat, melyeket ezutan grafikonon abrazolni tudtuk.

3.2.2. Limbalis regeneracios karcmodell

A limbusbol izolalt sejtek felhasznalasaval in vitro regeneracios modellt hoztuk létre, amihez
Liang és mtsai. (Liang et al., 2007) munkdjat vettiik alapul. A sejtek limbalis eredete lehetévé
tette, hogy a regeneracids modellt a szaruhdrtya felszini sériiléseinek tanulmanyozéasara
hasznaljuk. A HuLi sejteket DMEM-Ham’s F12 médiumban- amit +10% FBS-sel, és +1%
PSN antibiotikum keverékkel egészitettiink ki-, glass bottom dish-ben, iiveg alju
tenyésztéedényben (WillCo Wells B.V., Amsterdam, Holland) 48 o6ran keresztiil
tenyésztettilk. A sejtboritottsag ekkorra érte el a megfeleld, 90%- os konfluencia szintet. A
konfluens tenyészet sejtpazsitjat egy 20 G atmérdjii fecskendotiivel megkarcoltuk, majd a

tenyészetet a long-term scann rendszerbe helyeztiik.

3.2.2.1 HuLi monolayer regeneracios modell gyakorlati felhasznalasa

A limbalis monolayer regeneracids folyamatat egy perces idobeni felbontasban vizsgaltuk.
Az eredmények bemutatisa soran a grafikonokon orankénti felbontdsban &brazoltuk a

valtozasokat.

Szemészetben alkalmazott antibiotikumok hatdsa a monolayer regeneraciora:
A vizsgéalatunk alapjaul szolgalt, hogy cornedlis sériilés kovetkeztében, a limbalis
Ossejt atiiltetésen atesett paciensek lokalisan chloramphenicol hatéanyagt szemcseppet kaptak
(Dua and Azura-Blanco 2000; Kheirkhah and Karimian, 2010).
e A vizsgalatdhoz szemészeti gyakorlatban is alkalmazott antibiotikumokat és
dozisokat alkalmaztuk: 0,5 és 1 mg/ml chloramphenicol, illetve 0,1 és 0,2 mg/ml

rifampicin oldatokat.
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Nanorészecskék hatasa a regeneracios modellben.

e Tobbfall szén nanocsovek (MWCNT) Az ipari mindségli karbon nanocsdvek
tisztasaga <85%, kiilsd atmérdje 10-30 nm, hosszsaga: 10-30 um volt. A
nanocsoveket a kovetkezd koncentracidkban teszteltiik: 5, 50, 100 és 500 ug/ml.

e Nagy tomegben inert fém nanorészecskék:

o Arany nanorészecskék: 100 nm atmérdji, gémb alakt, 1,0 optikai
denzitdsu (OD), citrat pufferben stabilizalt részecskéket a kovetkezd
koncentraciokban alkalmaztuk: 80, 200, és 320 ppm, amelyek megfelelnek:
0.41, 0,81 és 1,63 uM-nak.

o Eziist nanorészecskék: gomb alakuak, atmérdjlik atlagosan 10 nm volt. A
vizsgalt koncentraciok az aldbbiak voltak: 140, 200, 320 ppm, melyek
megfelelnek: 1,13, 1,84 és 2,94 uM-nak.

3.3. Pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalatok

A limbdlis monolayer regeneracidos karcmodellt, melyet a cornea reepithelizacio

modellezésére hasznaltunk, pasztdzo elektronmikroszkopiaval (SEM) is megvizsgaltuk.

erer

Az elektronmikroszkdpos felvételekhez a sejttenyészetet iiveg aljzattal ellatott 35x50 mm-es
milanyag Petri csészében (liveg alju tenyésztéedény) tenyésztettik. A {iiveg alju
tenyésztéedény-ben tenyésztett, mar konfluens sejtpazsitot meghatdrozott idékézonként, a
fixalas elott 6, 3, és 0 oraval, steril 20 G thvel felsértettiik, igy kiilonboz6 regeneralodasi
szakaszban 1évd karcokat hoztunk létre. A fixalds sordn a sejttenyészetet 2,5% glutar-
aldehiddel majd 2,5% ozmium-tetroxiddal fixaltuk 30-30 percig 0°C -on. A fixalas utdn a
mintdk felszinére vékony aranyréteget goézoltiink és Hitachi S 4300 tipusi pasztazo

elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.

A karcok a pasztdzo elektronmikroszkopos fixalas (glutaraldehid, ozmium tetroxid) és az
aranyréteges g6z0lés miatt nem rajzoltak ki élesen a karc széleket, ezért a regeneracid menetét
sem tudtuk pontosan kdvetni. Helyette a monolayer regeneracids karcmodell és time-lapse

mikroszkopia segitségével kovettiik a szoveti regeneralodast.
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3.3.2. Az eziist nanorészecskék méretének meghatarozasa

Az eziist nanorészecskéket 2,5%-os glutaraldehid- PBS oldatban tartottuk 0°C -on 30 percig,
majd PBS-es mosast kovetden a részecskéket tijabb 30 percig, 0°C -on, 2,5 % ozmium-
tetroxidot tartalmazd PBS oldattal fixaltuk, majd a mintankat felszallo alkoholsorban (50-
100%) dehidraltuk. A részecskék felszinére ezutdn aranyréteget gdzoltiink, majd feliiletiiket
Hitachi S 4300 tipust elektronmikroszkoppal vizsgaltuk meg. A felvételek alapjan a

részecskék mérete egységesen 9,9+1,1nm volt (5. dbra)

Eziist nanorészecshkék

elekironminkroszkapos képe

5. abra Az eziist nanorészecskék pasztazo elektronmikroszkopos képe

3.4. Nanoszén aggregacio mérése time lapse videomikroszkopiaval.

A nanoszén aggregatumok mérésekor a kalibralashoz Biirker-kamrat hasznaltunk, melyrdl a
kezelt sejttenyészetek time-lapse felvételeihez hasznalt nagyitasi és felbontasi paraméterek

mellett képeket készitettiink.

A Biirker-kamra négyzetracsozott teriiletén a metszéspontokbodl keletkezd négyzetek teriiletei
ismertek: a vonalak rovidebb (50 wm) metszéspontjaibol keletkezé kis négyzetek 2500 pm?
tertilettiek.

Fiji képelemz0 szoftver segitségével lemértiik a készitett fotokon a fentebb emlitett négyzetek
teriiletét pixelben, igy megkaptuk a pixel - pm?® atvaltasi szdmot. Ezutan lemértik az
aggregatumok teriiletét is pixelben, majd az el6bbi valtdszam segitségével kiszamitottuk azok

tényleges teriiletét pm*-ben megadva.
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3.4. Kromatin szerkezetek vizsgalata

A genotoxicitas vizsgélatok alapjaul a kromatin kondenzdlodasi intermedierek analizise
szolgalt. A kromatin szerkezetek kialakuldsa a sejtciklus Iépéseire levetithetden zajlik, ezt
szamos sejttipuson megvizsgalt, jellegzetes kromatinformak megjelenésével bizonyitottuk. A
vizsgalatok sordn az azonos koriilmények kozott tenyésztett sejtekbdl izolaltuk a sejtmagokat

a kezelt és a kontroll tenyészetekbdl, az alabbi protokoll alapjan.

Sejtmagok, kromatin szerkezetek izolalasa

A reverzibilis permeabilizalas és sejtmag izolalds modszerét eredetileg egér thymusbdl izolalt

lymphocyta sejtek vizsgélatara kidolgoztak ki (Banfalvi et al., 1984).

A sejtek trypsines kezelése:

A 25 cm® méretii edényben tenyésztett sejtekrél a médium eltavolitasa utdn a monolayert PBS
(foszfattal pufferelt s6oldat) oldattal mostuk, majd 0,25%-o0s trypsin-EDTA oldatot (0,9 ml
cgy

T-25-6s edényhez) adtunk a sejttenyészethez. A trypsin 10 perces hatdideje alatt a tenyészetet
inkubatorban helyeztiik el. A sejtek felvalasa utan tapfolyadék hozzaadéasaval allitottuk le az

enzimet, majd centrifugalassal (5 perc, 500g) iilepitettiik a sejteket.

Az életképes sejtek szamanak meghatdrozasa:

A pellet sejtjeit 1 ml PBS-sel szuszpendaltuk, majd a szuszpenziobol 50 pl-t vettiink ki.
A sejtszuszpenziot ugyanennyi 0,5%-os tripankék oldattal megfestve, Biirker kamraval
szamoltuk a sejteket: A tripankéket kizard sejtek életképesek voltak, a megfestédott sejtek

elpusztultak.

Metafazisos blokk:

A sejtszam meghatarozasa utan a sejteket colcemiddel kezeltiik, ezzel megakadalyozva azok
kovetkezd sejtciklusba 1épését (Banfalvi et al., 1984). A sejtszam fiiggvényében 0,2 ng/ml
colcemidet tartalmazé médiumot adtunk a sejtekhez, majd két ordn at inkubéltuk. Ennek

leteltével a sejteket kétszer atmostuk PBS-sel.

Ozmotikus duzzasztas:

A sejtek ozmotikus duzzasztdsa soran hasznalt Swelling puffer mennyisége az ¢l6 sejtek
szamanak fiiggvénye: 10° sejt/ml. A sejteket Swelling oldatban 10 percig inkubéltuk. Az
inkubalés utan a duzzasztooldatot centrifugalassal tavolitottuk el (5 perc, 500g).
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A sejtmagok izolalasa, fixalasa:
A sejtmagok izolalasa sordn a pellet sejtjeihez cseppenként folyamatosan kevergetve 1 ml
frissen elkészitett, 3:1 ardnyl metanol-jégecet oldatot adagoltunk. Ezutdn a sejtmagokat

lecentrifugaltuk (5 perc, 500g), majd kétszer ujra atmostuk.

A sejtmagok bels6 struktirainak feltarasa:

A sejtmagok kromatin struktirainak feltarasdhoz a fixalé oldatban felvett sejtmagokat
Pasteur-pipettaval koriilbeliil 30 cm magassdgbol targylemezekre cseppentettiik. A
targylemezeket ezutdn egy éjszakan keresztiil szobahdmérsékleten — pormentes helyen-

széradni hagytuk, és masnap felszallo alkoholsorban (70%, 90%, 95%, 100%) viztelenitettiik.

Kromatin szerkezetek vizsgalata:

A targylemezeken 1év0 viztelenitett mintakat 20ul DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole)-
Antifade fluoreszcens festékkel festettiilk, majd 24x50 mm méretli fedélemezzel lefedtiik, és
fluoreszcens mikroszkoppal (Carl Zeiss Compound Universal Microscope III RS 46-62-49-
9903 fluorescence vertical illuminator, objektiv: Neofluar, oil 100X1,30) vizsgaltuk.

A micronucleus index meghatdrozasa: a micronucleusok szdmat az 0Osszes sejtmaghoz
viszonyitottuk. A kontroll és a kezelt tenyészetek sejtmag izolatumaiban 1000 kromatin

struktarat vizsgaltunk meg micronucleus jelenlétét keresve

3.5. A vizsgaltok soran felhasznalt vegyszerek és oldatok

3.5.1. Vegyszerek

Az arany nanorészecskék (Sigma-Aldrich St. Louis MO, 100 nm atmérdji, OD 1) citrat

pufferrel stabilizalt szuszpenzioja.

Betadine az Alcon Laboratories, Inc. (Fort Worth). terméke, 100 mg/ml Providon-jod

komplexet tartalmaz, ez 10 mg/ml szabad jodnak felel meg.
A DABCO (1,4-diazobicyclo-(2,2,2) -octane) a Sigma-Aldrich terméke (St. Louis, MO).

2,6-diamino-2-phenylindole (DAPI) a Braunschweig Chemie terméke (Braunschweig,

Germany).

Dextran T-150 a Pharmacia-Biochemicals-t6] szarmazik (Uppsala, Svédorszag).

43



Dublecco’s Modified Eagle’s tapfolyadék a Sigma-Aldrich terméke. A sejtek tenyésztéséhez a
médiumot 10% FBS-sel (foetdlis borju vérsavd) és 1% PSN-nel (penicillin streptomycin

neomycin oldat) egészitettiik ki.

Dublecco’s Modified Eagle’s Medium Nutrient Mixture F12-Ham tapfolyadék a Sigma-
Aldrich terméke. A sejtek tenyésztéséhez a médiumot 10% FBS-sel (foetdlis borju vérsavo) €s

1% PSN-nel (penicillin streptomycin neomycin oldat) egészitettiik ki.

Colcemid (N-methyl-N-deacetyl-colchicine) a  Boehringer terméke (Mannheim,

Németorszag).
Collagenase IV, a GIBCO BRL, Life Technologies (Gaithersburg, MD) terméke.

Eusenol C az Alchimia SRL (Padova, Olaszorszag) terméke, a cornea transzplantacio elotti

tarolasara szolgal, 143 pg/ml gentamycint tartalmaz.

Eziist kolloidot a DrJuice Co (Miskolc Magyarorszag) forgalmazza. Ez 20 ppm toménységi

eziist kolloid oldat, tisztitott, deionizalt vizben.
FBS: embrionalis borji vérsavd. A GE Healthcare Life Sciences, PAA Laboratories terméke.

Az Oculogutta chloramphenicoli (chloramphenicol szemcsepp), a DEOEC egyetemi
gyogyszertar készitménye. Az OGYI Formulae Normales VII. szerinti Osszetétele: 0,05g

chloramphenicol 10,0 ml fiziologias s6oldatban.

Az Oculogutta Rifampicini (rifampicin szemcsepp), a DEOEC egyetemi gyogyszertari
készitménye. Az OGYI Formulae Normales VII. szerinti 6sszetétele 0,01¢g rifampicin 10,0 ml

fiziologias sooldatban.

PSN: Penicillin Steptomycin Neomycin oldat, ami 5000 unit penicillint, 5 mg streptomycint

¢s 10 mg neomycint tartalmaz milliliterenként. A Sigma-Aldrich terméke.

RPMI 1640 tapfolyadék a Sigma-Aldrich terméke. A sejtek tenyésztéséhez a médiumot 10%
FBS-sel és 1% PSN-nel egészitettiik ki.

Tobbfalu szén nanocsdovek (MWCNT) Az ipari tisztasagh (85%) nanocsdveket a Sun
Innovations Inc (Fremont, CA, USA) (http://www.nanomaterialstore.com) biztositotta.
Fajlagos feliiletiik: > 200 m?/g, térfogat-siirliségiik 0,14 g/cm?, valodi stirliségiik: ~2,1 g/em’

eldallitasuk modja: gbztazist kémiai levalasztas.
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3.5.2. Oldatok

Az antifade médium: 90% glycerol 2% (w/w), DABCO 20 mM, Tris-Cl pH 8.0, 0.02%
natrium-azid és 25 ng/ml DAPI a DNS kék fluoreszcens festéséhez.

A sejtmagizolalas soran hasznalt duzzaszté Swelling puffer: 50 mM KCl, 10 mM MgSO,, 3
mM dithiothreitol és 5 mM Na,HPOy, pH 8.0.

A kromatin szerkezetek fixdlasdhoz hasznalt oldat: frissen kevert metanol és jégecet 3:1

aranyu elegye.
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4. EREDMENYEK

4.1. Uvealis melanoma sejtek morfologiai vizsgalata long-term scann rendszerrel

A vizsgélatok soran aneuploid sejtek, koztilk az OCM-1 uvedlis melanoma (kdzel tetraploid)
és egyéb sejttipusok (HeLa (hipertriploid), HaCaT (hypertetraploid) CCL 209 (kozel diploid))
esetében is megfigyeltiink spontan ,,rendellenes”, haromfelé torténd osztodasokat a normal
(kontroll) tenyésztés soran. A jelenség a trivisio elnevezést kapta. A folyamatot kvalitativ és

kvantitativ szempontbol vizsgaltuk a tenyészetekbdl kivalasztott, egyedi sejteken.

4.1.2. Vide6 mikroszkopos vizsgalatok egyedi OCM-1 sejteken: multipolaris sejtosztodas
Kvalitativ jellemzok

Eldszor a trivisio folyamatat, annak lezajlasat, vettiik figyelembe. A hdromiranyt multipolaris
sejtosztodas kezdeteként megfigyeltiik a sejtmag anyaganak haromfelé, 120 fokban torténd
szétvalasat, ami késObb az egész sejtre kiterjedt. A kozel tetraploid uvedlis melanoma
sejtekben a haromfelé torténd sejtosztodas karakterisztikus morfoldgiai indikatoraként

azonositottuk a maganyag harom iranyba torténd polarizaciojat (6. abra).

OCM-1 sejtek trivisio elotti tripolarizacioja
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6. abra: OCM-1 sejtek tripolarizacidja, és harmas osztédasa

A: trivisio folyamata, B: tripolarizacio (a képek aljan 1évé szamok az id6t jelzik percben)

A jellegzetes morfoldgiai jegyet a trivisiok indikatoraként azonositottuk és tripolarizacioként
neveztlik el. A tripolarizaci6 alapjan hatarozhat6 meg a harom Iétrejovo lednysejt helyzete. A
6. abra a sejt harmas osztddasat mutatja be a monolayerbdl vald felvalastol kezdve, amit a sejt
lekerekedése, majd a maganyag hadrmas osztddasokra jellemz6, kormanykerékre emlékeztetd

haromagl szerkezetének kialakuldsa kovetett. A 6. B abran bejeldltiik az utddsejtek
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kialakulasanak iranyat, melyet piros szinnel emeltiink ki. A folyamat eldre haladtat percben
fejeztiik ki a kép aljan. A melandéma sejtek vizsgalata alapjan a harmas osztodas atlagosan 58
percet vett igénybe (6. dbra a-p), amelybdl a citokinezis kdriilbeliil 10 perc alatt zajlott le (6.
abra 1-p). Az OCM-1 sejtek a tripolarizacids elhelyezkedése alapjan a nuklearis anyag a
sikharomszdg geometridja szerint rendezO0dott el, €s a harom sugar ~120 fokot zart be
egymassal, a legtavolabb elhelyezkedve a legstabilabb allapotba keriilés érdekében. A trivisio
folyaman azonban a hipertriploid és kozel tetraploid sejtek diploid allapotba vald visszatérése
soran a maganyag egyenlOtleniil oszlik el az utodsejtek kozott, ami a maganyag trigonalis

elrendezésbdl valo részleges kizarodasahoz vezethet.

Kvantitativ jellemzok

A trivisio folyamatat a kovetkezd szamszerlisithetd paraméterekkel jellemeztiik: trivisiok
iddtartama, gyakorisaga lednysejtek mérete. Ezek megéllapitdsdhoz az uvedlis melandoma
sejtek mintegy 60 oOras iddtartamot feloleld képszekvencia analizise soran 37 normal

sejtosztodast €s 6 multipolaris osztodast figyeltiink meg.

1.) Osztédasi id6k: A mérés startpontja az osztddasra, trivisiora késziilé sejt mitotikus
felvalasa elotti képfelvétel, a végpont pedig a 1étrejott leanysejtek letapadadsa volt. A trivisiok
a normal osztédashoz képest az uvedlis melanoma sejteknél jelentdsen hosszabb ideig
tartottak, a ketté osztodas OCM-1 sejteknél 28,8+8 perc, HaCaT sejteknél 41+5perc; a harmas
osztodas OCM-1 sejteknél 67,7+50 perc, HaCaT sejteknél 56 = 22.3 perc. A HeLa sejteknél
nem tapasztalunk jelentds eltérést. Konkrét idétartambeli eltérést azonban a sejtkultirdban
pontosan nem tudtunk meghatarozni az osztédasok alacsony szama azok nehéz kovethetdsége
¢és az azok soran fellépd fluktuaciok miatt. A fluktudciokat befolyasolja a sejtek ploiditasa, és
a harom felé¢ vandorl6 maganyag eloszlasa az utddsejtekben, melynek pontos szamszeriiségeit

még nem ismerjiik.

2.) Sejtméret valtozasa: A normalis sejtosztédds soran az anyasejtek mérete a két utodsejt
méretének kozel kétszerese. A lednysejtek mérete HaCaT sejteknél ~50%, mig az OCM-1
sejteknél ~43%, ami a sejtalkotok kozel egyenld megoszlasara utal az utddsejtek kozott. A
harmas osztodast kovetden az utddsejtek atlag mérete HaCaT sejteknél ~32%-a volt az
anyasejtnek, OCM-1 sejtek esetén a leanysejtek mérete ~22%-a volt a progenitor sejtnek.
Ezek az értékek jelzik, hogy a multipolaris osztdodas soran a sejtek anyaganak egy részét
elvesztették. A sejtméretet ugyanazon sejt letapadt és lekerekedett allapotban lemért atmérdje

és térfogata alapjan hataroztuk meg.
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3.) A trivisiok gyakorisaga: A harmas osztédasok gyakorisagat a kovetkezoképpen hataroztuk

meg:

. A) A trivisiok szamat viszonyitjuk az 0sszes osztddas szamaval, CCL 209: 0,0071%

(1/1400); HaCaT: 0,079% (1/126); OCM-1: 0,27% (1/37) HeLa: 0,42% (1/24)

. B) Relativ gyakorisdg, ami a képalkotas (vizsgalt képszekvencidk szama) és a
képszekvencidkon talalt 6sszes harmas osztodas szaméanak hanyadosat jeloli. HaCaT: 9/18

(0,50); OCM-1: 31/79 (0,39); HeLa: 10/46 (0,22); CCL 209: 1/10 (0,1)

Trivisioként azonositott osztddasok az OCM-1, a HeLa (human cervix carcinoma), HaCaT, és
a kozel diploid CCL 209 (szarvasmarha pulmonalis endothel) sejttenyészetek esetében is

megjelentek, a 2. tdblazat tartalmazza a vizsgalatok eredményeit.

Sejtvonal HaCaT OCM-1 HeLa CCL 209
Ploiditas hipotetraploid | kozel tetraploid | hipertriploid | kozel diploid

Anyasejt  EBNE| 24,4+1,34 20,7+16,8 16,6+0,68 31,7 15,1
atméroje
(um) Trivisio 28,9 +8,45 25,5+16,8 15,9+4,6 36,055
(TG @ Normal 16,7+7.,6 17,1£12,1 12,9(x0,7) -
atméradje

S Trivisio  19,26+0,68 14,121,635 9,17:4,12 17,29+6,06
N°rmal(iitc‘;das‘ Rl 4252 28.8 (28.5) 34 (26.3) 15 (£ 4.7)
T“V‘S““gr"c‘;‘”ama 56 (+22.3) 67.7 (50.7) 35 (27.4) 16
Trivisio/normal 1/126 1/37 1/24 1/~1400
osztodas (7.9x 107) (2.7x107) (4.2x107) (7.1x10™)
Trivisio/TLK 9/18 (0.50) 31/79(0.39)  10/46(022)  1/10 (0.1)

2. tablazat: Multipolaris osztddasok sejtméretei, idotartama és gyakorisaga.

A sejtek atmérdjét pm-ben, az osztddasi id6t percen adtuk meg TLK= képalkotas

A héarmas osztédasok a sejtpopulaciokban végbemend osztédadsoknak csupan néhany
szazalékat teszik ki. A kozel tetraploid sejtek esetében ez a szdm nagyobb volt: OCM-1
sejteknél 0,3%, a hipertriploid HeLa sejtek esetében ennél magasabb, 0,4%. Tovabba
hipotetraploid HaCaT sejtek esetében 0,08%, diploid sejteknél 0,007%-os aranyban figyeltiik
meg (2. tablazat) ezt a jelenséget. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy az in vitro
megfigyelt ardnyok in vivo koriilmények kozott hasonloak lehetnek, kiilondsen a hipertriploid

allapothoz kdozeli sejteknél.
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A trivisiok sordn a leanysejtek szinte minden esetben életképesek maradtak, de eléfordult,
hogy a folyamat a sejt pusztulasaval végzddott, viszont ez a vizsgalat soran csak egy esetben
kovetkezett be: megfigyeltiink egy extrém nagyméretli uvealis melanéma sejtet, amely mar a
tripolarizacios allapotaba Iépett, majd apoptozist szenvedett. Az apoptozist (7. ébra) a
fokozatosan végbemend sejtosszehtizodas, (a-j) a holyagosodas (blebbing) (k-1) és az

apoptotikus testek (m-p) megjelenése alapjan azonositottuk.

OCM-1 sejt tripolarizaciot

koveto apoptézisa

7. abra: OCM-1 sejt tripolarizacio utani apoptozisa

A képek aljan 1év6 szamok az idé6t jelzik percben.

A tény, hogy a tripolarizacio kiilondsen ritkan vezet a sejtek pusztuldsdhoz (7. dbra), arra
enged kovetkeztetni, hogy a kisméretli, harmas osztoddson atesett sejtek hosszitavon
¢letképesek maradhatnak. A citokinezis harmas osztodasként megjelend zavara nem okozott
véaltozast a novekedési dinamikdban, sem az apoptotikus rataban. Mindazondltal a
hipertriploid, hiportetraploid és a kozel tetraploid sejtek diploid allapotba vald visszakeriilési
tendenciaja a sejtmaganyag nem vart feldaraboloddsat eredményezheti, ezzel indukalva a

heterogén aneuploiditast és ezzel a tumor sejtek rosszindulatu elfajulasat.
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4.2. Limbalis eredeti sejtek vizsgalata: felszini cornealis regeneracio modellezése
limbalis eredetii monolayeren

A cornedlis sebgyogyulés vizsgalatara limbusbol szarmazo dssejteket, HuLi-t (humén limbalis

sejtek) hasznaltunk.

Cornealis fibroblast és limbalis epithel sejtek

morfologiai 6sszehasonlitasa

Fibroblastok migracioja a corneab6l  Tenyésztett cornealis fibroblast sejtek Tenyésztett limbilis sejtek

8. abra: Fibroblast és limbalis sejtek morfologiai sszehasonlitasa (objektiv:10x0,25).

A: fibroblast sejtek migracidja a corneabdl, B: fibroblast sejttenyészet, C: limbalis sejttenyészet

A limbalis sejtek izolalasat kovetden a masodik atoltasbol szarmazd sejtpopulacidt az alabbi

sejtfelszini markerekre vizsgaltuk meg, és a kdvetkez6 eredményeket kaptuk.

Marker | Reakcio

CD31 endothelialis marker -
CD34 endothelialis/6ssejt marker -
S100 neurogén marker -
Vimentin mezenhmalis marker -

Cytokeratin 19 epidermalis marker +

3. tablazat: Limbalis sejteken vizsgalt markerek

A limbalis eredeti HuLi sejtek a vizsgalataink alapjan morfoldgiailag azonosnak tekinthetdk a
20. atoltas utan is: epithel jellegli poligonalis alaku sejtek, kisméretiiek, nagy a sejtmagjuk a
citoplazmahoz viszonyitva, illetve a citoplazma nem mutat szemcsézettséget. A HuLi
citokeratin 19 markerre adott pozitiv reakcioja (3 tablazat) a sejtek dssejt voltara utalt (Kasper

et al., 1988).
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4.2.1. A sériilt monolayer regeneraciojanak vizsgalata time-lapse videé mikroszkopiaval

A felsértett sejtpazsitok vizsgalata soran felvettiik a folyamatot jellemz6 regeneracios gorbét,
amely lefutdsa szerint négy regeneracios fazist kiilonboztettiink meg (10. dbra A).

e [. Elso felnyilasi- és visszatapadasi szakasz, vagyis a késleltetett fazis, ami kortilbeliil
90-110 percen keresztiil tart, kezdé6 meredek novekedést mutat, amit az ¢letképes
sejtek 0jboli kitapadasa okoz a felsértett monolayer peremén.

e II. A masodik szakasz, az exponencialis fazis, a valodi regeneracids folyamatok kezdd
fazisa, mely sordn a sejtek 0jbol benovik a sériilt teriiletet. Ez a szakasz a kontroll
tenyészetek esetében ijabb 120-130 perc idétartamot olelt fel.

e [II. A harmadik, ami egy atmeneti szakasz a logaritmikus €s a stacioner fazis kozott, a
felsértett régiod zarodasi ideje. Ekkor a monolayer mozgésai miatt a felsértett teriileten
még eléfordulhatnak idészakosan sejtmentes részek. A kontroll sejt populacioknal ez a
szakasz kozel 35-45 percen keresztiil tartott.

e [V. A negyedik szakasz a stacioner fazis, mely a kezeltelen monolayerek esetében

250-320 percig tartott.

HuLi monolayer regeneracios karcmodell gorbék és montazs

A Karcteriilet csikkenése B Monolayer motilitisa
F 120 1|11 | I | v 60000
%100 40000
% 80 Ng_zoooo
& 60 = 0 mhﬂ_ o
£ 40 i‘-__: 0 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 13 14 15 16
= e a_.)fzouoo
% o H—40000

o 1 2 3 4 6 7 & 10 11 12 13 15 -60000

Ido (h , Idd h

9. abra: A regeneracios karcmodell.

A) Karcteriilet csokkenése, B) Karcszélek motilitasa, C) Time-lapse felvételekbdl késziilt montazs (a feltiintettett
szamok az id6t jelentik percben)
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Az ,,A” gorbén a kontroll monolayer regeneracidos gorbéjének egyes szakaszait rémai
szamokkal jeloltik. A ,,B” jelii gorbe a monolayer kiterjedésének percenkénti ingadozasait
mutatja be, a regeneracids gorbe adatpontjainak kiilonbségét, az id6 fliggvényében dbrazolva.
A pozitiv oszcillaciodt a sejtek visszatapadasa, a sejtosztodas €s a befelé iranyuld migréacioja
idézte eld; mig a negativ kimozduldsokat az karc kovetkeztében sériilt sejtek apoptdzisa,
kifel¢ iranyuld migracio, az iddleges és végleges sejt zsugoroddsok, mitotikus felvalasok
okoztdk. A limbalis sejttenyészetek sériilt sejtpazsitjanak teljes regeneracioja mintegy 300-

400 percet vett igénybe.

A limbélis monolayer regeneraciot kvantitativan jellemzd adat, a karc kiinduldsi tertiletétdl
fiiggetlen motilitasi érték (relativ terjedési sebesség) megallapitdsdhoz a szekvencidkon

kivalasztott 3-5 reprezentativ képrészleten -Region Of Interest (ROI) mértiik le.

- 1 1 W

FFPrPe
PrrrPe

Eredeti teljes latotér ~ Szegmentilt teljes latotér ROI-k kivagasa Montézs a ROI-bol

10. abra: A ROI-k l1étrehozasa

A ROI képrészletek a teljes karcszéleket jellemzd olyan 150x300 umz nagysagu teriiletek,
melyek 50%-a a felszakadt, sériilt részen, 50%-a pedig a sértetlen sejtpazsiton helyezkedik el.
Ez a karcok létrehozasanak sajatossagaibol fakadd méretbeli kiillonbozdségektdl fiiggetleniil,
karcszélek és karc teriiletek nagysagatol indifferens modon adja meg a regeneracid soran a

karcsz¢li sejtek a felsértett teriiletre iranyuld motilitdsanak sebességét.
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Kontroll HuLi sejtpazsitok regeneracioja
A Karcteriilet csokkenése a teljes latotérben a HulLi sejtpazsitok dtlagos motilitisa a karcszéleken
—1.monolayer ~ —2.monolayer ~ —3. monolayer  e==Atlag 9000

/;120
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RN L
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B Sejtpézsit regeneraciéja a ROI szekvencidkon | | Huli sejtpazsit atlagos motilitasa a ROI-ban
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11. abra: Kontroll HuLi monolayerek ndvekedési grafikonjai.

A: Karcteriilet csokkenése, a: Monolayer motilitasa a karcszéleken B: Karc regeneracié a ROI szekvencian
b: Monolayer motilitas a ROI szekvencian

A ROI-k regeneracids profiljait (11. abra B) a reprezentdlé motilitasi gorbék (11. abra b)
értékpontjainak atlagolasaval hatdroztuk meg. A HuLi sejtpazsitot jellemzd relativ terjedési

sebesség: 62,9448 pm*/perc.

4.2.2. HuLi monolayer regeneracios modell gyakorlati felhasznalasa
4.2.2.1. Chloramphenicol és rifampicin hatasa a HuLi monolayer regenerdciojara

A chloramphenicol 0Osszegképlete: CI11H12CI2N205; a rifampicin  Osszegképlete:
C43H58N4012, a szerkezeti képletiiket a 12. dbra tartalmazza.

A chloramphenicol {(a) és a rifampicin (b) szerkezeti képlete

a b CH; CHy

‘\NQ‘TH N

12. abra: Az antibiotikumok szerkezeti képlete. a: chloramphenicol, b: rifampicin
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A monolayer regenerdcioja chloramphenicol jelenlétében
A chloramphenicol jelenlétében megfigyeltiik a monolayer regeneraciojanak négy jellegzetes

fazisat.

HulLi monolayer regenerdcioja 0,5 mg/ml chloramphenicollal kezelve

A sejtpazsit regeneracidja a 0,5 mg/ml koncentracioja chloramphenicol (13. abra) a kontrollal
Osszehasonlitva idoben hosszabb volt, azaz gatlédott. A sejtek visszatapadasa ¢és a karctertilet
regeneracidja soran megjelend iddébeli eltolddas oka az 0sztodo sejtek szamanak csokkenése
volt, melyet a felvételeken is megjelend, apoptdzisra utald rezidualis testek jelenléte

bizonyitott.

HuLi monolayer regeneraciéja 0,5 mg/ml chloramphenikol jelenlétében

A Karcteriilet csokkenése B Monolayer motilitisa
60000

|11 [1ir |1v
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13. dbra: A HuLi monolayer regeneracioja 0,5 mg/ml chloramphenicol jelenlétében.

A) Karctertiilet csokkenése, B) Karcszélek motilitasa, C) Time-lapse felvételekbdl késziilt montazs (a feltiintettett
szamok az id6t jelentik percben)

A képanalizis adatai alapjan a sejtek 0jboli letapadasa két és fél ora utan indult meg (13. A
abra). A vizsgalat alapjan a regeneracio késve, de teljesen végment és kozel tizenegy orat vett
igénybe. A regeneraciot leird gorbe (13. A abra) lefutasa a kontrollhoz (9. és 11. abra A és a

része) képest elnyujtott, kevésbé meredek, foleg a visszatapadasi fazis huzodott el. A gatld
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hatast alatdmasztja a karc kiindulasi teriiletétdl fliggetlen relativ terjedési sebesség, ami

33,238 pm?/perc értéket mutatott.

HulLi monolayer regenerdcioja 1,0 mg/ml chloramphenicollal kezelve

Magasabb chloramphenicol koncentracional (1 mg/ml), a felvételek alapjan a regeneracio
jelentésen elhuzodott, nem ment végbe, a teljes sejtboritottsag 31 6éra mulva sem alakult ki
(14. abra).

HuLi monolayer regeneracioja 1,0 mg/ml chloramphenikol jelenlétében

A Karcteriilet csikkenése Monolayer motilitisa

140 | 11 | 111 60000
=120 40000
E 100 &
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14. abra: HuLi monolayer regeneracidja 1 mg/ml chloramphenicol jelenlétében.

A) Karcteriilet csokkenése, B) Karcszélek motilitasa, C) Time-lapse felvételekbdl késziilt montazs (a
feltiintettett szamok az id6t jelentik percben)

A kezdeti nagymértékii felvalast gyors visszatapadas kovette; ezt kovetden a sejtek nagy
hanyada elpusztult, ezt a gorbe II szakaszan a visszaesés is mutatja (14. A 4abra). A
regeneracidos folyamat exponencidlis szakasza koriilbeliill haromoras késéssel indult. A
vizsgalat elején viszonylag sok lekerekedett sejtet figyeltiink meg, kés6bb azonban nagy
résziikk elpusztult. A sériilt felszin ujboli, kozel konfluenssé valasanak oka feltehetéen a
migracio volt (14. B. és C abra). A sebszélek érintkezései utan a konfluencia nem novekedett
tovabb (14. A abra), a chloramphenicol jelenléte feltehetden gatolta a sejtosztédast. A

karcszélek teriiletvaltozésait leird6 gorbén (14. B abra), nagymértékii oszcillaciok oka
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feltehetden az erdteljesebb migracio, amely a vizsgalat végéig megmaradt, bizonyitva a teljes
konfluencia hidnyat. A felsértett sejtpazsit szélein a monolayer terjedési sebessége 18,080

um?/ perc volt.

Chloramphenicol hatasa a HuLi monolayer regeneracidjara
150

100

W
(e}

Karcteriilet relativ
csokkenése (%)

W

0 e
0 3 5 8 11 13 16 18 21 23 26

1dé6 (6ra)

Kontroll Cholramphenicol 0,5 mg/ml === Cholramphenicol 1,0 mg/ml

15. abra: A HuLi monolayer regeneracidja kiillonboz6 chloramphenicol koncentraciok jelenlétében.

Az 0Osszehsonlitd novekedési grafikon (15. abra) személteti hogy a kontroll tenyészethez
képest a regeneracié a ndvekvd chloramphenicol koncentracidknél egyre hosszabb id6t vett

igénybe, a hatas dozis-fliggének mutatkozott.

A monolayer regenerdcidja rifampicin jelenlétében

Huli monolayer regenerdcioja 0,1 mg/ml rifampicinnel kezelve

s

megndvelte monolayer regeneracid 5-6 oras iddtartamat 17-18 orara. A rifampicin hatasara a
regeneracidos folyamatok lassulasa kovetkezett be. A sejtpazsit novekedését reprezentald
gorbén az egyes regenerdcids szakaszok Osszemosoddasat figyeltik meg (16. A. dbra). A
montazs képkockain a felsértett, lires felszint vordssel jeloltik (16. C dbra), és ezt az utolséd
képkockan is be tudtunk jeldlni, mivel a folyamat tobb mint 17 o6rat vett igénybe. Tovabba
megfigyeltiik, hogy karcoldst kdvetden a monolayer sebszélein megtapadt, elpusztult sejtek

egészen a vizsgalat végéig megmaradtak, ezeket kék nyillal jeldltiik.
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HuLi monolayer regeneraciéja 0,1 mg/ml rifampicin jelenlétében
A Karcteriilet csokkenése B Monolayer motilitisa
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16. abra: A HuLi monolayer regeneracidja 0,1 mg/ml rifampicin jelenlétében.

A) Karcteriilet csokkenése, B) Karcszélek motilitasa, C) Time-lapse felvételekbdl késziilt montazs (a feltiintettett
szamok az id6t jelentik percben)

A regeneracids folyamat elsé fazisa késve indult el, és korilbeliil 100 percig tartott. Az
exponencialis fazis nem fejezddott be, a novekedés gatlo hatasra a gérbe kisebb meredeksége
utalt (16. abra A). Az atmeneti fazis a 930-1080. perc kozé esett. A monolayer sebszélekre
vonatkoztatott, karcteriilettdl fiiggetlen terjedési sebessége: 15,069 pm*/perc volt.

HulLi monolayer regenerdcioja 0,2 mg/ml rifampicinnel kezelve

A rifampicin masodik, magasabb dozisban vizsgalt koncentracioja 0,2 mg/ml volt, amely mar
citotoxikus hatassal birt. A monolayer regeneracios gorbén (17. A éabra) az eddigiektdl
eltéréen, a gorbe a monolayer kiterjedésének csokkenését abrazolja. Ennek oka a monolayer
sejtjeinek pusztuldsa, vagyis a sejtpazsit paralizise €s a sejtek pusztulasa soran végbemend
felvalas és a sejtpazsit ebbdl kovetkezd felszakadozésa utdn bekdvetkezd Osszehuzodasa,

zsugorodasa. A monolayer percenkénti teriiletvaltozasat leir6 gorbe oszcillacioi is erre a

folyamatra utalnak (17. B abra).
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HuLi monolayer regeneracioja 0,2 mg/ml rifampicin jelenlétében

A Monolayer regenericio, sejtmentes teriilet| B Monolayer motilitasa
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17. ébra: A HuLi monolayer regeneracidja 0,2mg/ml rifampicin jelenlétében.

A) Sejtpazsit zsugorodasa, B) Karcszélek motilitasa, C) Time-lapse felvételekbol késziilt montazs (a feltiintettett
szamok az id6t jelentik percben)

A képszekvenciabdl késziilt montazson nyomon kovethetjiik a monolayer pusztuldsat: az
elpusztult sejtek tormelékének, rezidudlis testeinek megjelenése, majd azok dsszetomoriilése a
monolayer felszakadozaséaval jart (17. C abra), ez okbdl a sebszélek karcteriilet fliggetlen

terjedési sebessége negativ értéket mutatott: -4,4398 um?/perc volt.

Rifampicin hatasa a Huli monolayer regeneraciora
150

0 3 5 8 11 13 16 18
1d6 (6ra)
e Kontroll e===Rifampicin 0,1 mg/ml ===Rifampicin 0,2 mg/ml

Kartceriilet relativ csokkenése
(%)

18. abra: A HuLi monolayer regeneracidja kiilonb6z6 rifampicin koncentraciok jelenlétében.
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A masodik Vizsgélt antibiotikum, a rifampicin hatasaként (18. ébra) drasztikusabb névekedés

crer

tapasztaltuk.

4.2.2.1. Nanorészecskék hatasa a HuLi monolayer regenerdcidjdara

Vizsgalatunk sordn a nanorészecskék gyakorlati toxicitdsat ipari mindségi, tobbfali szén
nanocsoveken, esetleges gyogyaszati alkalmazhatdsagat tekintve inert fém nanorészecskék

cellularis hatasain keresztiil vizsgaltuk.

Az ipari mindségii tobbfalu szén nanocsovek hatdasa a limbalis monolayer regenerdcidjara

Az MWCNT aggregatumok atméroje tapfolyadékban

32pm o 78um - 124pm 171pm 217pm Vizsgdlt
koncentraciok
160
-§ S ug/ml
N120
=
£ 80 50 pg/ml
=
40
. W 100 pg/ml
T T i FI T T 1 'H_r

100 150 200 250
A mlkmaggegtumok atlagos mérete (pm)

19. abra: Aggregalt MWCNT-k atlagos atmérdje tapfolyadékban

Az MWCNT aggregatumok kialakuldsa alacsony koncentracidban (5, 10 pg/ml) alacsonyabb
tendenciat mutatott, mint a kozepes (50 pg/ml) és nagy (100 pg/ml) koncentracidkban
(19. ébra). Ez a nanocsovek erds, nem-polaros karakterének koszonhetd, €s a tapfolyadékban
elsddlegesen annak FBS tartalma miatt még inkabb feler6sodott. A legmagasabb
koncentracional (500 pg/ml) képzodott aggregatumok nagy mérete megakadalyozta pontos

mérésiiket.

HulLi monolayer regenerdcioja 5 ug/ml MWCNT jelenlétében

A nanoszéncsovek jelenlétében megfigyeltiik, hogy a regeneracié 1. fazisa, a karc felnyilasa,
amit a felszakitott sejtpazsit sériilt sejtjeinek pusztuldsa, illetve a nem karosodott sejtek

visszatapadasa jellemez, a regeneracios gorbéken (20-22. abrak) jelentéktelen mértékii volt.
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HuLi monolayer regeneracidja 5 png/ml MWCNT jelenlétében

A Karcteriilet csokkenése B Monolayer motilitasa
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20. abra: Monolayer regeneraci6 limbalis sejteken, 5 ug/ml MWCNT jelenlétében.

A) Karctertiilet csokkenése, B) Karcszélek motilitasa, C) Time-lapse felvételekbdl késziilt montazs (a feltiintettett
szamok az id6t jelentik percben)

Az 5 pug/ml koncentracioja  MWCNT-vel kezelt tenyészet regeneracidos gorbéjén
megfigyelhetd, hogy a sejtek gyors visszatapadasa miatt az 1. fazis minddssze néhany percet
vett igénybe. A regenerdcio tovabbi fazisai a kontrollhoz képest 1-1,5 6ras késéssel mentek
végbe. Az exponencidlis fazis enyhén elnytjtott lefutdsu volt, és rovid atmeneti fazis kovette
(20. A 4abra). A regeneracid korilbeliill 580-620 percet vett igénybe. A karc teriiletének
nagysagatol fiiggetlen relativ terjedési sebesség: 41,21 pm*/perc volt.

Huli monolayer regenerdacioja 50 ug/ml MWCNT jelenlétében

Az 50 pg/ml-es és 100 pg/ml-es koncentracional a karcok szélein megtapadt nanocsé mikro-
aggregatumok mintegy hegszeriien jelezték a karcok zarddésdnak helyét a regeneréciot
kovetden, melyek in vivo karcképzddésre utalhatnak. Az abrakon (21. 22. dbra C részei) ezt
z0ld pontozott vonallal rajzoltuk koriil.

Az 50 pg/ml koncentraciotdl a nanokarboncsd aggregatumok a felvételeken nagy fekete

foltok formajaban jelentek meg (21. C abra).
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HuLi monolayer regeneracidja S0 ng/ml MWCNT jelenlétében
Karecteriilet csokkenése B Monolayer motilitisa
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21. abra: Monolayer regeneraci6 limbalis sejteken, 50 pg/ml MWCNT jelenlétében.

A) Karctertiilet csokkenése, B) Karcszélek motilitasa, C) Time-lapse felvételekbdl késziilt montazs (a feltiintettett
szamok az id6t jelentik percben)

A felvételeken a karcszéli régiokban a karczarddas utan is megmarad6 kis mennyiségii
rezidudlis testet figyeltiink meg. A visszatapaddsi fazis ez esetben is hidnyzott, az
exponencialis fazis enyhén elnytjtott lefutasa volt és rovid atmeneti fazis kovette. A karc
zarodasa az 540-580. perc koril valt teljessé. A regeneraciot jellemzd a kiindulasi

karcteriilettl fiiggetlen motilitas értéke: 40,12 pm?/perc volt.

HulLi monolayer regenerdcioja 100 ug/ml MWCNT jelenléteben

A 100 pg/ml koncentracioju karbon nanocsd jelenlétében a karcszéli sejtek feliiletére tapadt
¢s a karcszélek kozé kiiilepedett nanokarboncsd aggregatumok a karc zarodéasat kovetden a
karc helyét megtartva a monolayerbe agyazodtak és a monolayer felgytirddését okoztak (22. C
abra). A 100 pg/ml MWCNT jelenlétében megfigyelhetd a regeneracidos gorbe fazisainak
Osszemosoddasa: a rovid felnyilasi szakaszt melyen beliil gyors visszatapadas, a sz€li részeken
felgylirédés, majd enyhén elhtiz6do exponencialis regeneracios ndvekedési fazis és hosszabb

atmeneti szakasz kovette (22. A abra).
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HuLi monolayer regeneracioja 50 pg/ml MWOCNT jelenlétében

A Karcteriilet csokkenése B Monolayer motilitasa
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22. abra: Monolayer regeneracio limbalis sejteken, 100 pg/ml MWCNT jelenlétében.

A) Karctertilet csokkenése, B) Karcszélek motilitasa, C) Time-lapse felvételekbol késziilt montazs (a feltiintettett
szamok az id6t jelentik percben)

A nanocsé aggregatumok altal akadalyozott ¢és zavart migraciot a motilitds gorbe
megndvekedett mértékii oszcillacion jelezték. A karc zarddasa, az 540-590. perc koriil tortént
meg, azonban a karc teriiletének koriilbeliil 20%-4at szén nanocs6é aggregatumok fedték, igy a
sejtek feltehetden alattuk mozogva zartdk a karcot. A relativ monolayer terjedési sebesség

értéke: 38,9 pm?*/perc volt.

Huli monolayer regenerdcioja 500 ug/ml MWCNT jelenléteben

Az 500 pg/ml-es koncentracid esetében a felvételen (23. C dbra) lathato, hogy a regeneracio
elhuzodott, és a vizsgalat idotartama 18 oOra alatt sem fejezddott be, illetve a nagyméretii
aggregatumok jelenléte miatt a pontos mérés nem volt lehetséges. A monolayer szélein
folyamat elOrehaladtaval a karcszélek koz¢é tapadt aggregatumok miatt jelentdés méretii

felgylirddés keletkezett, ¢s megfigyelhetd volt a rezidualis testek jelenléte is.
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HuLi monolayer regeneracioja 50 ng/ml MWCNT jelenlétében

Karcteriilet csokkenése B Monolayer motilitasa
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23. abra: Monolayer regeneraci6 limbalis sejteken 500 ng/ml MWCNT jelenlétében.

A) Karctertiilet csokkenése, B) Karcszélek motilitasa, C) Time-lapse felvételekbdl késziilt montazs (a feltiintettett
szamok az id6t jelentik percben)

A regeneracios gorbe lefutdsa: felnyildsi fazis, ezt valdszinlileg a nanokarboncsévek
akkumulacidja, majd aggregéacidja okozta. A karczarodds nem kdvetkezett be, a vizsgalat

végén a gorbe (23. A 4bra) az exponencialis fazisban volt.

MWCNT-k hatdsa a HuLi monolayer regeneraciora
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24. abra: A HuLi monolayer regeneracidja kiillonbdz6 szén nanocs6 koncentraciok jelenlétében
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Az ipari mindségli tobbfalii nanokarboncsovek 0Osszehasonlitdé novekedési grafikonjain
(24. abra) megfigyelhetd a dozissal aranyos hatasuk. ami a sejtmigracio gatldsan és annak

fizikai akadalyozasan keresztiil is megnyilvanult.

Arany nanorészecskék hatdsa a limbalis monolayer regenerdcidjdara
A vizsgélatunk soran a nagyobb méretii 100 nm atmérdjli, kevésbé toxikus hatasu, (Kim et al.,

2012) arany nanorészecskéket tanulmanyoztuk.

A monolayer regenerdacioja 80 ppm arany nanorészecske kezelést kévetoen

Alacsony arany nanorészecske koncentracional (80 ppm) a regeneracié idétartama koriilbeliil
megegyezett a kezeletlen monolayer regeneracidjanak idejével (9. és 11. abra A és a része). A
regeneracidos gorbe (25. A abra) elsé fazisdban, a karc felnyildsakor, a karc a kiindulasi
méretchez képest kozel 60%-os novekedést tapasztaltunk. A karc felnyildsi szakasza

25-30 perces idétartamu volt.

HuLi monolayer regeneracioja 80 ppm Au nanorészecske jelenlétében
A Karcteriilet csokkenése B Monolayer motilitasa
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25. ébra: 80 ppm Au nanorészecske hatasa a monolayer regeneraciora

A) Karcteriilet csokkenése, B) Karcszélek motilitasa, C) Time-lapse felvételekbol késziilt montazs (a feltiintettett
szamok az id6t jelentik percben)
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A folyamat idStartama 260-270 perc volt, a kontroll tenyészetekhez (62,94 pm*/perc) hasonld
sebességgel lezajlo folyamatot tapasztaltunk, felkarcolt sejtpazsit karcteriilettdl fliggetlen,
a ROlI-szekvenciakban mért terjedés sebessége: 65,664 pm*/perc volt. A regeneracids gorbe

lefutasa €s a monolayer gyogyulasi profilja hasonl6 volt a 140 ppm eziist kezelésé¢hez (29.
abra).

Limbalis monolayer regenerdcidja 200 ppm arany nanorészecske jelenéltében

A 26. dbra A részén a 200 ppm koncentracidoban jelenlévd nanoarany hatasat reprezentald
regeneracids gorbe elsd szakaszat megfigyelve lathatd, hogy a kiindulasi teriilet a felnyilas
soran ~20%-kal novekedett. Az elhuz6do visszatapadasi fazis koriilbeliil 180-220 percig
tartott. Az ezt kovetd exponencialis novekedési és az atmeneti gorbeszakasz is elnyujtott volt

a kontrollal, és a 80 ppm koncentracioju arany kezelés regeneracios grafikonjaval

Osszehasonlitva.

HuLi monolayer regeneracioja 200 ppm Au nanorészecske jelenlétében
A Karcteriilet csikkenése B Monolayer motilitisa
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26. abra: 200 ppm Au nanorészecske hatasa a monolayer regeneraciora.

A) Karcteriilet csokkenése, B) Karcszélek motilitasa, C) Time-lapse felvételekbdl késziilt montazs (a feltiintettett
szamok az idé6t jelentik percben)
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A kezelést kovetden a regeneracié folyamata a teljes konfluencia visszanyeréséig mintegy
15,5 orat vett igénybe. A karc eredeti teriiletétdl fiiggetlen monolayer terjedési sebesség

40,201 pm*/perc volt.

Limbalis monolayer regeneracioja 320 ppm arany nanorészecske jelenlétében

Az els6 szakaszban a felnyilds kozel 90-100 perce alatt a sériilt teriilet 100%-r6l 140%-ra
novekedett (27 A abra). Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy az arany nanorészecskék jelenléte
eldsegiti a sejtek felvalasat a tenyésztéfelszinrdl. A visszatapadasi fazis (koriilbeliil 100 perc)
soran a sériilt felszin teriilete csupan 30-40%-kal csokkent. Az elhuz6doé exponencialis, illetve
az atmeneti szakasz egylitt mintegy 16. oraig tartott (27. A abra). A regeneracios folyamat

elején a sériilt monolayer teriilete 4 ora alatt érte el a kiindulasi méretét.

HuLi monolayer regenericioja 320 ppm Au nanorészecske jelenlétében
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27. abra: 320 ppm Au nanorészecske hatisa a monolayer regeneraciora.

A) Karcteriilet csokkenése, B) Karcszélek motilitasa, C) Time-lapse felvételekbdl késziilt montazs (a feltiintettett
szamok az id6t jelentik percben)

A teljes folyamat 18 o6ra 40 percig tartott, melynek hatterében az akadélyozott visszatapadas
¢s sejt proliferacio elhizodéasa allhat. Ezt tiikrozi a monolayer karcszéleinek ROI-kban mért,

a teljes karcteriiletté] fiiggetlen terjedése, mely 30,872 pm*/perc volt.
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Nanoarany hatasa a HuLi monolayer regeneraciora
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28. abra: A HuLi monolayer regeneracioja kiilonb6z6 arany nanorészecske koncentraciok jelenlétében

A novekvd arany nanorészecske koncentraciok (28. abra) foleg az 1., és I1. regeneracos fazisra

jellemzd sejtadhézid csokkenésén keresztiil a regeneracié enyhe elhtizodasat okoztak.

Eziist nanorészecskék hatdasa a limbalis sejttenyészet monlayer regenerdcidjdara
Az eziist antibakteridlis hatdsa mar régota ismert, melyet széleskorii alkalmazasa is bizonyit,
ennek ellenére az eziist nanorészecskék egészségiigyi artalmatlansagat illetéen komoly

kétségek mertiltek fel.

A Huli monolayer regenerdcioja 140 ppm eziist nanorészecske jelenlétében

A regeneracios gorbét (29. A. abra) elemezve ¢és a kontroll tenyészettel (9 és 11. A és a abra)
Osszehasonlitva megfigyeltiik, hogy a karc felnyilési, 1. fazisa kissé elhuzodott, ¢és a kezdeti
felnyilas mértéke jelentdsebb volt; a kiindulasi sériilt régio~20%-kal megnovekedett. A sejtek

visszatapadasa a felnyilast kovetéen 60-70 perc koriili idétartamot olelt fel.
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HuLi monolayer regeneracioja 140 ppm Ag nanorészecske jelenlétében

A Karcterulet csokkenese B Monolayer motilitisa
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29. abra: 140 ppm eziist nanorészecske hatdsa a monolayer regeneraciora.

A) Karcteriilet csokkenése, B) Karcszélek motilitasa, C) Time-lapse felvételekbdl késziilt montazs (a feltiintettett
szamok az id6t jelentik percben)

Az exponencialis, vagyis a II. fazist a regeneracios gorbén az elsd, meredekebb szakasz jeloli.
Ez a szakasz hosszabb lefutasu volt (180 perc), mint a kontroll tenyészet esetében (koriilbeliil
120 perc). Az atmeneti III szakasz is viszonylag meredek. A monolayer relativ karc eredeti

teriilettdl fiiggetlen terjedési sebessége 53,757 um*/perc volt.

Huli monolayer regenerdcioja a 200 ppm eziist nanorészecske jelenéltében

A eziist nanorészecske kezelés a sejtpazsit regeneralodasanak enyhe idébeli elhuzodasat
eredményezte. Az elsd regeneracios szakasz felnyilasi fazisa a 140 ppm kezeléshez hasonlitva
jelentdsen tovabb, 300-360 percig tartott, a karc teriilete ekozben kozel dupldjara, ~40%-ra
nott. Az exponencialis szakaszt ez esetben is viszonylag meredek lefutas jellemzi, az atmeneti
szakasz pedig hosszan, mintegy 150 percig, elhuzddott (30. A 4bra). Az atmeneti fazisra

jellemz6 nagymértékii motilitast hilen szemlélteti a 30. B 4bra fluktualasa.
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HuLi monolayer regeneracidja 200 ppm Ag nanorészecske jelenlétében
A Karcteriilet csokkenése B Monolayer motilitisa
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600. 660.

A) Karctertiilet csokkenése, B) Karcszélek motilitasa, C) Time-lapse felvételekbdl késziilt montazs (a feltiintettett
szamok az id6t jelentik percben)

A regeneracids folyamat 690-750 perc utan fejezddott be (23. abra C). A 200 ppm
koncentracioju eziist kezelés regeneracidjara jellemzo, a karc kiindulési teriiletétdl fliggetlen

terjedési sebessége: 42,597 pm?/perc volt.

Huli sejtpazsit regeneracioja 320 ppm eziist nanorészecske jelenéltében

A kontroll regeneracios gorbéhez (9. és 11. A é4bra) képest a 320 ppm eziist nanorészecske
kezelés (31. A abra) a kovetkezd eltéréseket mutatta: az elsd, a felnyilasi és visszatapadasi
szakaszban két csucs, alfazis kiiloniil el: az els6, a felnyilasi fazis, amely koriilbelil 350
percet vett igénybe, és ez 1dd alatt a karcolt teriilet tobb, mint a kétszeresére,~220%-ra nyilt
fel. Ezt egy lassu visszatapadasi fazis kovette, ami 360 perc alatt ment végbe. Ez id0 alatt a
sériilt felszin teriiletének csokkenése elérte az eredet sériilés 150%-at, amit egy kisebb
mértékil felnyilas kovetett (31. A. dbra). A visszatapadasi fazis ezt kdvetden még tovabbi 200
percig tartott, és ez 1d6 alatt a megsériilt teriilet csokkenése elérte a kiindulasi, 0. perces karc
méretét. Az exponencialis gorbeszakasz (31. A dabra) meredeksége kisebb, mint a két

alacsonyabb eziist koncentracidban (29. és 30. abrak A részei).
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HuLi monolayer regeneracidja 320 ppm Ag nanorészecske jelenlétében
A Decreasing of the scrached surface B Monolayer growth rate
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31. abra:320 ppm Ag nanorészecske hatisa a monolayer regeneraciora.

A) Karcteriilet csokkenése, B) Karcszélek motilitasa, C) Time-lapse felvételekbdl késziilt montazs (a feltiintettett
szamok az idé6t jelentik percben)

Az atmeneti szakasz végén a monolayer széleinek zaruldsa koriilbeliil 18. 6ra utdn kdvetkezett

be. A karc eredet teriiletétd] fiiggetlen monolayer terjedés sebessége: 19,588 um?/perc volt.

Nanoeziist hatasa a HuLi monolayer regeneraciora
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32. abra: A HuLi monolayer regeneracioja kiilonb6z6 arany nanorészecske koncentraciok jelenlétében

A novekvo eziist nanorészecske koncentraciok (32 abra) az 1. fazisra jellemz6 dozisfiiggd

nagymértéki sejtadhézid csokkenéseé €s a regeneracié enyhe elhtizodasat okoztak.
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4.2.3. Kromatin kondenzalodas folyamata a limbalis sejteken

A limbalis eredetii dssejt tenyészet sejtjeinek izolalasa soran duzzasztottuk, majd az izolalt,

feltart sejtmagot DAPI-antifade-val jeldltiik.

A Huli sejtek kromatin kondenzdlodas intermedierei

A kromatin kondenzalodas (32. abra) a sejtciklus eldérehaladésaval a kovetkezd sorrendben
tortént.

A korai S fazisban megjelend dekondenzalt kromatin fatyol-szerti szerkezeteinek (32. abra
A1-B6) majd a fatyolos szerkezet szupertekercsel6dd, polarizaloddé formainak (32. abra
C1-D2) a mar kondenzaltabb, fatyolos szerkezetli kromatin-gocok megjelenése kovette,

amelyek 4-5 nagyobb kromatin csoportba tomdriiltek (32. abra D3-D6).

A Hul.i sejtek
kromatin kondenzalodasi intermedierei
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33. 4bra: A limbalis sejtek kromatin kondenzalddasi intermedierei.

5

Méretarany: 5 pm mindegyik képkockan

A sejtciklus folyamatanak tovabb haladasa soran megfigyeltiik a maganyag szupertekercselt
kromatin szalagjait (33. dbra E1-F6), illetve a szalagos szerkezeteken megjelend kromatin
testeket, a kromoszéma eldtelepeket (33. dbra GI-H2). A metafazisos kromoszomak

megjelenése elotti jellegzetes spirdl, U és V alaka praekromoszomakat (33 abra H3-HS) a
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metafazisos kromoszomak megjelenése kovette (33. abra H6). A megjelenitett limbalis sejtek
kromatin kondenzalddasi intermediereit a sejtciklusra vonatkoztatott sorrend szerint
csoportositottuk, a jellegzetes formak megfeleltek az eukaryota sejtek kromatin

kondenzalddas altalanos menetének (Banfalvi et al., 2006).

5.2.3.1. Az antibiotikumok hatasara bekovetkezo valtozasok a kromatin kondenzalodasban

Mindkét antibiotikum jelenléte karakterisztikus valtozdsokat okozott a kromatin
kondenzalodasi intermedierek megjelenési formdaiban, a folyamat befejez0dését, a metafazisos

kromoszémak kialakulasat, az antibiotikumok mar alacsony dozisban gétoltak.

Chloramphenicol

A 0,5 mg/ml koncentracidban jelenlévé chloramphenicol tipikus hatdsa a kromatin formak
szerkezetére vonatkozdéan a kromatindllomany lokalis polarizacidjdban, a mag felnyilasaban
nyilvanul meg. Ritkdbban eléforduld szerkezeti valtozds a befejezetlen, meggytirddott
kromatin formdk megjelenése volt, melyek nem jutottak el a metaphasisra jellemzd, tomor

allapotig (34. A ébra).

A chloramphenicol hatisa a
HulLi sejtek kromatin szekezeteinek kialakulisara

E]Il 8D D

01

[y

A: 0,5 mg/ml koncentriciéban B: Img/ml koncentriciéban

34. abra: Chloramphenicol hatdsa a kromatin kondenzalddasra.

A: 0,5 mg/ml, B: 1 mg/ml; Jelzés 5 pm
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Magasabb — 1 mg/ml-es — koncentracioban a kromatin kondenzal6édasi folyamat megakadt a
fibrillaris szerkezetnél, és nem Iépett tovabb a szalagos formak megjelenéséig. Ennek
lehetséges oka, hogy a kromatin szalak Osszetapaddsa miatt a magban 1évé kromatin nem
tekeredett le, csak a mag térfogata novekedett meg mérsékelten a kontroll magok méretéhez

viszonyitva (33. B 4bra).

Rifampicin
tapasztaltuk, hogy karakterisztikus lyukak keletkeztek a maganyagban (35. A &bra). A
kromatin kondenzalodasi folyamat a fatyolos szerkezetek megjelenésétdl nem haladt tovabb,

melynek oka a kromatinszalak ragados volta lehetett.

A rifampicin hatasa
a HulLi sejtek kromatin szerkezeteinek kialakulasara
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35. abra: A rifampicin hatasa a kromatin kondenzalédasra.

A: 0,1 mg/ml, B: 0,2 mg/ml; Jelzés 5 um

Magasabb rifampicin koncentraci6 (0,2 mg/ml) jelenléte a kromatin kondenzalddasi
intermedierek jellegzetes elvaltozasat okozta, mely elsdsorban a szupertekercselt kromatin-
szalagok megjelenésében nyilvanult meg; a magasabban szervezddott szerkezetek viszont

nem jelentek meg (35. B ébra).
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5.2.3.2. Nanorészecskék hatasara bekovetkezo valtozdasok a kromatin kondenzaloddasban

A nanorészecskék jelenlétében nem figyeltiink meg drasztikus valtozasokat a korai kromatin
szerkezetek megjelenésében. A szén nanocsOvek esetén a metaphasisos kromoszomak is
megjelentek, viszont az arany és az eziist nanorészecskék jelenléte gatolta a magasabbrendii

kondenzalodasi formak kialakulasat.

A kromatin valtozasok a tobbfalu szén nanocsovek hatdasara
A szén nanocsovek jelenlétében a kromatin struktirdk (35. A-C &bra) nem mutattak

jelentdsebb kiilonbségeket a kontrollhoz képest (32. abra).

Tobbfala szén nanocsovek (MWCNT) hatasa
a HuLi sejtek kromatin formainak kialakulasara

5 ng/ml

—
=

Micronucleus index (%)
L L el o
<
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0 50 100
MWCOCNT koncentracio (ng/ml)

36. abra: Tobbfali szén nanocsévek (MWCNT) hatasa a kromatin kondenzaciora.

A: Spg/ml, B: 50 pg/ml, C: 100 pg/ml, Méretek jelzése 5 pm. D: Micronucleus képzédés az MWCNT
koncentraci6 fliggvényében. A kromatin formak k6zott a micronucleusokat fehér nyilak jelzik

A ndvekvd MWCNT koncentraciok mellett megfigyeltik a metafdzisos kromoszoémak
jelenlétét, apoptotikus testek vagy necrotikusan megnagyobbodott sejtmagok megjelenése
nélkil. Az egyetlen megfigyelhetd kiilonbség az MWCNT-vel kezelt sejtekben a
micronucleusok megjelenése volt, emellett kisebb késéseket tapasztaltunk a kromatin

mintazatok kialakulasaban, melyre a metafazisos kromoszémak inkomplett kondenzécidja
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utalt. A nanoszéncsOvek jelenléte indukélta micronucleusok megjelenése kromatin
modosulasokra utalhat. (36. D abra). A kontroll populacié nem tartalmazott észlelhetd szamu
micronucleust. A legmagasabb indexet ~8.9%-ot, a legalacsonyabb, 5 pg/ml MWCNT
koncentraci6 adta. Ez azt jelezte, hogy a nem-poldros nanorészecskék megnovelték a
membran permeabilitast, ezzel lehetdvé téve a micronucleusok kijutasat. Magasabb MWCNT
koncentraciok jelenlétében a nanorészecskék Osszecsapzodasa, illetve a sejtmagi
struktarakhoz vald aggregalddasa domindlt, csokkentve az elkiiloniild micronucleusok
szamat. A micronucleus index az 50 - és a 100 ug/ml MWCNT mellett csokkend tendenciat

mutatott: 4,6 és 2,9% -ot (36. D abra).

A korabbi tanulmanyok a szinkronizalt emlds sejtek kromatin strukturainak vizsgalata alapjan
feltételeztiik, hogy a micronucleusok megjelenése a kromatin kilokddésébol ered a
kondenzaci6 korai fazisdban (Banfalvi et al., 2006) ¢s feltételezziik, hogy gyakorta el6forduléd
elemek a kondenzalodas korai szakaszaban, de ez nem kizarolag a toxikus koriilmények
kozotti membransériilés jellegzetessége (Kiraly et al., 2017). A szén nanocsdvek esetében a

micronucleus megjelenése nem kozvetleniil citotoxicitasra enged kovetkeztetni.

A kromatin valtozasok az arany nanorészecske kezelés hatdasdara

A maganyag fatyolszerli szerkezete 80 ppm nanoarany részecske kezelés hatdsara eltorzult. A
kondenzalodasi folyamatot a kromatinfatyol polarizacidja és a letekeredett, dekondenzalt
szalagos szerkezetek tulsulya jellemezte. Ritkabb esetben a kondenzalt magok kozott hosszu,
iistokos csovas, tomorebb szerkezetek is megjelentek. A hosszu kromatin szalagok tovabb
kondenzalodtak kromatin testekké, de a korai elongélt prackromoszomakkal mar ritkédn
talalkoztunk, metafazisos kromoszémak megjelenésére pedig nem is volt példa (36. A abra).
A korai kromatin formakban a kezelés nem okozott jelentds hatast, de viszonylag kevés
fatyolos szerkezetet talaltunk. A fonalas és a kromoszoma eldtelepes szerkezetek a
normalisnal valamivel kisebbek voltak. A kondenzalddasi folyamatot enyhén gatolta az arany
nanorészecskék jelenléte, igy a praekromoszoémak, elongalt kromoszoémak megjelenéséig
jutott el. Hasonld6 morfoldgiai valtozasokat tapasztaltunk a kondenzalddasi intermedierek
megjelenésében, mint a 140 ppm koncentracioban jelen 1évo eziist nanorészecskék esetében

(36. A 4bra).
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Az arany nanorészecskék hatisa
a HulLi sejtek kromatin szerkezeteinek kialakulasara

A: 80 ppm koncentracioban B: 320 ppm koncentracioban

37. dbra: Az arany nanorészecskék hatdsa a kromatin kondenzalodasra.

A: 80 ppm, B: 320 ppm Jelzés 5 um

A magasabb arany nanorészecske koncentraciokban (200 és 320 ppm) a szupertekercsel0dési
blokk a szokatlanul vékony kromatin szalagok megjelenésében manifesztalodott, illetve
gatlodott a kromatin testek kialakuldsa is (37. B abra, p-t, u, v). A tovabbi formak, az elongalt
prackromoszoémak és végiil a metafazisos kromoszomak kialakuldsa is gatlast szenvedett.
Vizsgalatunkban a legmagasabb, vagyis 320 ppm koncentracidban jelenlévé nanoarany
részecskék hatasara mar a kromatin testek és a kromoszoma elételepek eltorzult formainak
megjelenése is megfigyelheté volt (37 B éabra w, x). A dozisfiiggd karositd hatast jol
szemléltetik a nanoarany részecskék novekvd koncentracioi, melyek kromatin kondenzalodas

gatlasat a jellegzetesen elvékonyodo6 kromatinszalak jelenlétével demonstraljak.

A kromatin valtozdsok az eziist nanorészecskék hatdsa

A 140 ppm koncentracioban az eziist nanorészecskék a HuLi sejtek kromatin
kondenzalodasdnak korai fazisdban nem okoztak drasztikus torzulasokat a kromatin
struktarakban. Lekerekitett, fatylas szerkezetet csak ritkan lattunk, azonban gyakoriak voltak
a polarizalt és eltorzult fatylas szerkezetek. A kezdeti laza kromatin szupertekercselddése
feltételezhetden csokkent aktivitdssal zajlott. A folyamat elégtelensége miatt a korai
kromoszoémaszerkezetek megjelenése késett; a kromatin allomany megmaradt a korai

kondenzalodasi szakaszban, a hosszu vékony szalagos szerkezeteknél. A vékonyabb szalagok
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miatt a normalisndl kisebb méretli kromatin testek alakultak ki ¢és jelentés mennyiségben
visszamaradt a fatylas szerkezetli maganyag. A leginkabb kondenzalddott szerkezetek
eljutottak a kromatin testekig, vagyis az elékromoszomalis allapotig, de elongalt vagy

metafazisos kromoszéma nem jelent meg (38 A éabra).

Az eziist nanorészecskék hatisa
a HulLi sejtek kromatin szerkezeteinek kialakulasara

¢
¢
<
-
'Y

.,
| -

5
N

4
L] ECHE

e e e|w

N
e

=

Q

B
A =

)y
ﬂ'*°|

|
N

w

-

q\r;s t?[

il 4”ﬁl

.‘|\"I

78]

A: 140 ppm Koncentracioban B: 320 ppm koncentracioban

38. abra: Az eziist nanorészecskék hatasa a kromatin kondenzalddasra.

A: 140 ppm, B: 320 ppm, Jelzés 5 um

Magas, 320 ppm koncentracional sem tapasztaltunk drasztikus véltozasokat a kromatin
kondenzalddas koztes szerkezeteiben az alacsonyabb (140 ppm) koncentracidhoz viszonyitva.
A kromatin szerkezetek ez esetben kisebbek voltak az atlagosnal. Az apoptotikus testek
hidnya kizarta a sejtek apoptdzissal torténd pusztuldsdnak lehetéségét. A maganyag
Osszezsugorodasa miatt, a korai kondenzalodasi fazisok szerkezeteit a sejtmag koriil
elhelyezkedd dekondenzalt fatyol és az iistokos csovaszeri kilokodés jellemezte. A sejtmag
felnyilasa lehetévé tette a félkords, dekondenzalt kromatin formdk és kromatin szalagok
megjelenését, de ezek a szerkezetek csak ritkan értek el magasabb kondenzaltsagi szintet (38.
B é4bra). Elézetes, eziist nitrattal kapcsolatos tanulmanyaink soran hasonl6 eredményt kaptunk
a kromatinformdk vizsgélata soran: 10-15 uM koncentraciondl jellemzé elvaltozéas volt a
maganyag tomorddése, Osszehtizdodasa az apoptotikus testek megjelenése nélkiil. Tovabbi
tipikus kondenzalddasi rendellenességként tapasztaltuk a maganyag dekondenzalt, {istokos

csovara emlékeztetd kilokddését, ami a szupertekercselédés csokkend hatékonysagara utalt.
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5. MEGBESZELES

Vizsgalataink eredményei arra engednek kovetkeztetni, hogy az alkalmazott kisérleti
elrendezés, metodika haszndlhaté a szemészeti klinikumbdl szarmazé mintdk reprezentativ,
folyamatos, nagy iddbeni felbontdsu és hossza tavu vizsgéalatdhoz egyedi sejteken és
sejtpopulacidkban. Time-lapse vide6 mikroszkdépos moddszerrel vizsgalhaté a szemészeti
daganatok nagy incidencigjat kitevé uvedlis melanomak egyedi sejtjeinek novekedési-,
osztddasi dinamikaja; illetve a cornea felszini hamhidnyanak regeneralodasa a limbalis
monolayer karcmodell segitségével. A modell felhasznalhatosaga kiterjed a terdpidsan
hasznalt és potencialisan hasznéalhato szerek, anyagok toxicitdsanak vizsgalatdra. A kapott

adatok alatdmasztasa érdekében nagy érzékenységli genotoxicitasi vizsgalatot is végeztiink.

Mind az uvedlis melanoma sejtek viselkedését, mind pedig a limbalis eredetli primer sejtek
novekedését standard sejttenyésztési koriilmények kozott figyeltiik meg; tovabba a limbalis

eredetli sejtek segitségével modellt hoztunk 1étre a corneélis sebgyogyulas vizsgalatara.

5.1. Videomikroszkopia alkalmazhatésaga

A videomikroszkopia hosszutav dinamikus megfigyelést tesz lehetové a sejttani vizsgalatok
soran. A kezdeti analdog vided rendszereket fokozatosan felvaltottdk a szamitogép vezérelt
digitalis rendszerekkel ellatott mikroszkopok (Inoué, Spring, 1997; Sluder, Wolf, 2003; Nagy
et al., 2012). A videdmikroszkdpok sejttenyésztd inkubatorba helyezése megoldotta a sejtek
folyamatos, hosszutava (tobb napos) megfigyelésének problémajat. A kozeli infravords
megvilagitd rendszer alkalmazasa pedig a fototoxicitds okozta karosodas minimalizalasat

jelenti a vizsgalat soran (Nagy et al., 2013).

A létrehozott time-lapse mikroszkopos vizsgalati rendszer egyszerlien adaptalhaté a
kiilonboz6 vizsgalati igényekhez, mivel eleget tesz a kovetkezd kritériumoknak.
e A tag idobeli felbontoképesség, ¢és a vizsgalati szempontokhoz adaptalhatéd
képkészitési intervallumok.
e A vizsgalt organizmusokra konnyen adaptalhato beallitasok: a rendszer hasznalhat6 az
eukaryotak alacsonyabb torzsébe tartozé allatok (rovarok, puhatestiiek) és magasabb
komplexitasa eukaryota (emlds, koztik humdan) sejtekre, novényi eredeti

sejttenyészetekre, de mikroszkopikus fonalas- és €lesztdgombak megfigyelésére is.
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o A vizsgélati célokhoz alkalmazhaté rendszer: kontroll jelenlétében vizsgéalhatok a
sejtek ¢életfolyamatai, a kialakuld interakciok, egyedi €s populdcids szinten, illetve
kiilonb6z6 dgensek vagy organizmusok jelenlétében.

e A valos idejii megfigyelésink nagy érzékenységét biztositja, hogy az egyedi és
populécidos szinten bekovetkezd legkisebb élettani valtozdsok is konnyen
elkiilonithetdk az egyazon eredetii kontroll populacidval dsszehasonlitva.

e A rendszerrel nyert képi adatok feldolgozasat az wugyancsak sokoldaltan
felhasznalhato Fiji software segitségével végeztiik el. A digitalis képanalizis soran
vizsgéalhato paraméterek: a sejtek motilitasa, osztodasi dinamikaja, a sejthalal-formak
felismerése és idobeli lefutdsdnak mérése.

e A rendszer opcionalisan kiegészithetd egyéb vizsgalati metodikékkal, jelen esetben a

kromatin kondenzalodasi intermedierek vizsgalataval.

A digitalis képanalizis altalanos, {6 1épései a zajszilirés, szegmentalas majd az ezeket kovetd
mérések voltak. Emlitést érdemel, hogy a {6 lépéseken beliil kiilonbdzd, az adott kép
szekvencia és a vizsgaland6 informécid szempontjabol mindig a legoptimalisabb analizis-

kombinaciokat hasznaltuk.

A Dbemutatott rendszer segitségével tobbféle sejtszinti modell kidolgozasara nyilt
lehetdséglink, melyek segitségével az egyes tanulmanyozott életfolyamatok megfigyelése,

leirdsa és megértése pontosabba valhat.

e Toxikoldgiai vizsgalatokban: a nehézfémek (Farkas et al., 2010; Nagy et al., 2011a;
Nagy et al., 2011b; Banfalvi et al., 2012) ionizalé sugérzas (Banfalvi et al., 2007b;
Ujvarosi et al., 2007), és tovabbi toxicitasi tesztekben (Nagy et al., 2016).

e Secjtélettani folyamatokban: Emlds sejteken: rendellenes sejtosztodasok (Kiraly et al.,
2014), sejtciklus analizis (Nagy et al., 2012 Nagy et al., 2017), sejtmigracio
(Ruzsavanszky et al., 2013) kemotaxis (Joos et al., 2017). Emlés és fonalas gomba
sejteken sejthalal formak (Nagy et al., 2010; Kiraly et al., 2017), mycoplasma fert6zés
(Talas et al., 2017) és élesztd gombak novekedési (Nagy et al., 2014) vizsgalatara.

5.2. Uvealis melandma OCM-1 sejtek in vitro vizsgalata

A ,rendellenes”, haromfel¢ torténd osztddasokat trivisioként azonositottuk. A folyamatot

kvalitativ és kvantitativ szempontbol vizsgaltuk a tenyészetekbdl kivéalasztott, egyedi sejteken.
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e Kvalitativ valtozdasok: maga az osztodas folyamata, ami a trivisio esetében a haromfelé
torténd osztodast jelenti. Jellegzetes morfoldgiai indikatora a tripolarizacio. A harmas
osztddas utani tendencia az utddsejt diploid allapotba valo visszatérése, és a maganyag

egy részének kizarodasa.

e Kvantitativ valtozasok A trivisiok vizsgalata soran 0Osszehasonlitottuk a héarmas

osztodasokat, illetve az azok révén keletkezett lednysejteket, €s a normal osztodasokat.

o Osztodas idotartama: A vizsgalatban a szabdlyos ¢és a harmas osztédasok
id6tartamat 0sszevetve megallapitottuk, hogy trivisiok tobbségében tovabb tartott a
multipolaris sejtosztodas

o Sejtmeéret valtozasa: A lednysejtek mérete az osztodast kovetden az anyasejt
méretének ~50%-a, trivisio utan ez kisebb, ami alatamasztotta elméletiinket
valamelyik utddsejt méretének csokkenésérdl a haromfelé torténd osztodas utan.

o A harmas osztodasok gyakorisaga: tumorsejek esetében magasabb gyakorisagot

tapasztaltunk.

A harmas osztdédason atesett lednysejtek vizsgalata, vagyis a képszekvenciakon a tovabbi
nyomonkovetésiik alapjan megallapitottuk, hogy az osztodasuk utan is életképesek maradtak,
erre utalt, hogy a harmas osztédast kovetden csupan egy orids sejtnél figyeltiink meg az
apoptozisra utald zsugorodast. Egyes sejtek esetében (HeLa) twjabb trivisio, illetve a
lednysejtek Osszeolvadasa is megfigyelhetd volt. A harmas osztédasok altal kivaltott
aneuploidia a hiperploiditasi allapotok sulyosbito tényezdje lehet és a szabalytalan osztodasok
(Nordling, 1953; Knudson, 1971). A malignus transzformacié soran a sejtek kiszabadulva a
primer daganatbol (Banfalvi, 2012), megnoévelik a ploiditasukat, és poliploidda, esetleg
tetraploiddé alakulhatnak (Castedo et al., 2011). A mitotikus mechanizmus genomi korlatai,
hogy a megnovekedett kromoszémaszam a kozel tetraploid sejtek esetében hat a genom
stabilitasara (Storchova et al., 2006; Storchova and Kuffer 2008) és valdszintileg aktivalja a
DNS repair mechanizmusat (Storchova and Pellman 2004; Fujiwara et al., 2005). A kozel
tetraploid allapot a sejt szamara koztes allapotként foghat6 fel a normal diploid és a malignus
elvaltozashoz kapcsolhat6é aneuploid allapot kozott. Az aneuploid allapotot a sejtek probaljak
elkeriilni a kromoszémaszam csokkentésével és a diploid allapotba valod visszatéréssel, ez
pedig az aneuploid kozel-diploid allapotat eredményezi (Storchova and Pellman 2004;
Fujiwara et al., 2005; Margolis 2005). Feltételezhetd tehat, hogy a tumor sejtek megprobaljak

80



ezt a metastabil hipertriploid és hipertetraploid allapotot elkeriilni, mégpedig gy, hogy az
osztddasok sordn az anyasejtbdl hadrom, az atlagosnal kisebb méretli leanysejt jon létre. Ezt a

jelenséget trivisionak neveztiik el.

5.3. Klinikailag izolalt limbalis sejtek in vitro megfigyelése

A limbalis izolatum szoveti régidohoz kapcsolodo eredete, a felvételeken rogzitett morfoldgiai
megjelenése és az dssejt markerek segitségével tortént azonositasa alapjan limbalis tranziens
Ossejteknek bizonyultak. A Huméan Limbalis (HuLi) sejtek kisméretli, nagy sejtmag-
citoplazma ardnyu, poligonalis alakt dssejtek. A HuLi sejtvonal a 20. atoltas utan is homogén,
valtozatlan morfologiaval rendelkezett, citologiai vizsgalatokban reprodukalhat6an

alkalmazhato volt.

5.3.1. Limbalis regeneracios karcmodell

A szemészeti klinikumbdl szarmazo, limbalis eredetli HuLi sejteken létrehozott karcmodell

megfeleldnek bizonyult a cornedlis sebgyodgyulds tanulményozéasdra. Ez a limbalis

sejtpopulaciora (sejtpazsit, monolayer) létrehozott modell megfeleltethetd az ugynevezett ,.cat
scratch” traumdnak, ami a cornea felszinének néhany sejtrétegét érintd fajdalmas sériilése.

A monolayer regeneracios modell segitségével jellegzetes szakaszok megjelenését figyeltiik

meg a regeneracios profilon:

I.  felnyilasi- és visszatapadasi szakasz, vagyis a késleltetett fazis: meredek felfelé¢ ivelést
mutat, amit az életképes sejtek ujboli letapadasa okoz a felsértett monolayer peremén.

II.  exponencidlis fazis: a valodi regeneracios folyamatok kezdd szakasza, mely soran a
sejtek 1jbol bendvik a sériilt teriiletet. Ez hasonld a sejtenyészetek logaritmikus
novekedési fazisdhoz.

III.  a&tmeneti fazis: a logaritmikus ¢€s a stacioner fazis kozotti atmenet, a sériilt régio
zarodasi ideje. Ekkor a monolayer mozgésai miatt a karosodott terlileten még
elé6fordulhatnak id6szakos sejtmentes részek.

IV.  stacioner fazis: a monolayer teljes zarodasa, a karcteriilet (ijra konfluens sejtpazsittal

boritott.

Az in vitro eredményeink a regeneracios profil fazisai, a szaruhartya felszini regeneracio

folyamatanak in vivo eredményeivel (Dua et al., 1994) igazolhatok, melyeket kisérleteinkben
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kiilonboztették meg:

e [, latens fazis: amely a seb ndvekedése, ennek oka az elhalt sejtek levaldsa, a széli
sejtek visszahuzodasa, lekerekedése jellemzo.

e I, a linearis novekedési fazis: az epithel sejtek a sériilt régioba vandorolva befedik azt,
a proliferaciotdl fiiggetlentil.

e [II, az epithel sejtek proliferacioja a migraciotdl fiiggetlen proliferacid. Az elézéekben
emlitett szerzOk kutatdsa megjegyzik abban, hogy a II. és III szakasz kiegésziti
egymast.

e [V, epithel sejtek adhézidja: a sejtek szilardan rogziilnek az alattuk elhelyezkedd
kotészoveti réteghez a permanens, kihorgonyz6 strukturdk kialakuldsa révén (Dua et

al., 1994).

A monolayer felsértését kovetd regeneraciot a sériilt rész kiindulési teriiletétdl - azaz a karc
létrehozasanak mechanizmusabol fakado heterogén méretli karcok- fiiggetlen valtozdval
szamszeriien jellemeztiik. Ez a relativ monolayer terjedési sebesség, ami a sejtpazsit karc
sz¢lein a sejtek elmozdulési teriileteinek percenkénti atlagat jelenti. A limbalis karcmodellben

ez 62,94+ 8 umz/min értéket adott.

5.3.2. HuLi monolayer regeneracios modell felhasznalasa

crer

terapiasan alkalmazott, potencidlisan alkalmazhato6, illetve feltételezhetéen toxikus anyagok
jelenlétében vizsgaltuk az in vitro humén limbalis sejtek monolayer karcmodelljének

segitségével.
Szemészeti terapiaban alkalmazott antibiotikumok hatds vizsgadlata

A limbalis hamsejtek novekedését a rifampicin erdsen gatolta mar alacsonyabb
koncentracioban (0,1 mg/ml) is, a magasabb koncentracié (0,2 mg/ml) pedig a sejtek
pusztuldsat okozta, amely a terdpids spektrum meglehetdésen keskeny mezsgyéjére utal. A
chloramphenicol ennél kisebb mértékben gatolta a sejtek novekedését. Szignifikans
kiilonbségeket tapasztaltunk a kontroll és a kezelt sejtek esetében a regeneracio sebességét,
dinamikajat tekintve. A nem kezelt sejtek esetében koriilbeliil 6t ora alatt regeneralddott a
megsértett sejtpazsit, ezzel szemben a kezelést kapott sejteknél ez a folyamat joval lassabban

ment végbe. A 0,5 mg/ml koncentracioban jelenlévd chloramphenicol esetében ez kozel
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tizenkét 6ra, mig a 1 mg/ml koncentracioban alkalmazott chloramphenicol esetében a karc
zarddasa harminc ora utdn kovetkezett be, illetve a teljes konfluencia nem alakult ki. A
rifampicin esetében a monolayer regeneracid erds gatld hatasat bizonyitotta, hogy 0,1 mg/ml
koncentracioban alkalmazva a regeneracio tobb, mint tizenot orat vett igénybe, és nem volt
teljes. Ugyanakkor a 0,2 mg/ml koncentracid pedig mar letalisnak bizonyult a limbalis
sejteken. Ez a szemészeti antibiotikum kezelés rendkiviil gondos és aszeptikus koriilmények

kozott torténd kivitelezését igényli.

Az antibiotikum kezelésen atesett limbalis sejtek kromatin kondenzalodési intermedier
szerkezeteinek jellegzetes karosodasa aldtdmasztotta ezen antibiotikumok karositd hatdsat. A
chloramphenicol alacsonyabb koncentracioban (0,5 mg/ml) a mag felnyildsat okozta a
kondenzaldédas sordn; mig magasabb koncentracioban (1 mg/ml) a fonalas szerkezetek
szalagos szerkezetekké valo atalakulasat akadalyozta meg. Ehhez hasonlo, reverzibilis gatlast
az UV-B sugarzas okozott (Ujvarosi et al., 2007). A morfologiai hasonlésdgnak koszonhetden
ugy gondoljuk, hogy a chloramphenicol altal okozott kromatin szerkezet modosulasok
kevésbé karos hatdsuak, mint a rifampicin okozta karosodasok. A rifampicin kisebb
koncentracioban (0,1 mg/ml) a szalagos szerkezetek megjelenése utdn blokkolta a kromatin
kondenzalodas folyamatat. Ez 6sszhangban van a mikroszkopos megfigyeléseinkkel, vagyis a
regeneracid megindulasaban tapasztalt koriilbeliil tiz 6ras cstiszas sejtszinkronizald hatasra
utal, melyet a modosult kromatinszerkezetek hasonlosdga is alatamaszt. A rifampicin
magasabb koncentraciojanak (0,2 mg/ml) hatdsa valtozatos kinézetli magok ¢és
kondenzalodasi formdk megjelenését okozta, amely a sejtek sulyosabb karosodédsara utalt.
Ezek a megfigyeléseink relevansnak tekintheték a rifampicin jovébeli szemészeti

hasznalatdnak mérlegelésekor.

A rifampicin és a chloamphenicol hatékonysagat 1-1%-os szemészeti kendcsben, a
szexudlisan terjedd tichomoniasis kezelésében hasonlitottak Ossze. Az 1%-os rifampicin
kendccsel a hat-hét hétig tartd kezelés 90%-os klinikai és mikrobiologiai gydgyulési ratat
eredményezett. A chloramphenicol 1%-o0s kendccsel a kezelés négy-hat hetes idOtartam alatt
minddssze csekély eredményt hozott a klinikai jeleket és tiineteket nézve, illetve a fertozést
sem sziintette meg (Darougar et al., 1977). Kimondottan hiperendémias trachoma kezelésére
hosszabb, hathetes, 1%-0s rifampicin hatéanyagi szemkendcsds terapiat alkalmaztak
sikeresen €s a pacienseket nyomon kovetve a betegség csak alacsony szdzalékban volt jelen

(Dawson et al., 1975). A jol ismert tiladagolasi tiinetek mellett ezek a széles spektrumu
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antibiotikumok azonban ronthatjak a latasképességet, homalyos latast, konnyezést €s a cornea
sériilését is okozhatjak. A rifampicin szemészeti klinikumban torténd ujabb alkalmazhatosagat
tekintve: centralis serosus chorioretinopathia kezelésére sikeresen alkamaztak a rifampicint,
szajon at 600 mg per nap dozisban klinikai gydgyszerkisétletben (Ravage, Packo 2011). Ezen
terapia mellékhatasait tekintve azonban majkarosit6 hatasr6l szamoltak be (Nelson et al.,
2014). A napi dozis felére csokkentésével effektiv hatast tapasztaltak a maj karosodasa nélkiil
hossztavon alkalmaztak (Khan et al., 2016). A Chloromycetin (Chloramphenicol) 1% (10
mg/g) USP, szemészeti kendcs is kiemelt fontossdgi az olyan szemészeti fertdzések
terapiagjaban, ahol kotészovet ¢€s/vagy a szaruhartya érintett, illetve a fertozést
chloramphenicolra fogékony mikrobdk okozzak. A chloramphenicol elérhetd szemcsepp
(0,5%)-napi négyszer, ha stlyos a ferdzés két éranként adagolva- és szemkendcs formajaban
(1%) napi négyszer adagolva- a Brit Orvosok Szdvetsége altal kiadott British National
Formulary for Children alapjan (www.medicinesforchildren.org.uk.). Ez a széles spektumui
antibiotikum részben elhanyagolt lett a szisztémas alklamazasahoz kapcsolhatd halalos
aplaszticus vérszegénység miatt, de a multidrog rezisztesns szemészeti fer6zések kapcsan ujra
tovabbi tanulmanyokat kdvetéen edtérbe keriilhet, mivel megfelel a formulélasi
kovetelményeknek (Lorenzo 2019). Nem szemészeti, de helyi alkalmazéasban sebkezelésre is
hasznaljak egy klinikai 6sszehsonlitd vizsgalat soran plsztikai és borgydgydszati sebkezelésre
hasznalva hiperszenzitivitast ¢és oesophagitist okozott mellékhatasként, alpasitcus

vérszegénységet nem jelentettek (Shen et al., 2018).

Limbalis monolayer regenerdcio nanorészecskék jelenlétében

A tobbfalu karbon nanocsdvek hatasanak vizsgalata soran torekedtiink olyan valos
koriilmények modellezésére, melyek sordn érintkezhetiink a szén nanocsovekkel, példaul:
karbonszalas autd alkatrészekbdl (Nguyen-Tran et al., 2018; Muralidharan et al., 2018)
balesetkor nagy mennyiségben felszabadulva potencidlis expozicios veszélyt jelenthetnek a
sériilt szemre. A vizsgalat célja az volt, hogy a tobbfalu ipari mindségli szén nanocsdvek
citotoxikus ¢és a limbalis monlayer regeneracid6 mechanizmusat befolydsold hatésait
megallapitsuk. Az eredmények azt mutattdk, hogy az ipari MWCNT limbalis sejtekre
gyakorolt hatdsa hosszatavon doézisfliggd. Ez 6sszhangban allt tobb szakirodalmi adattal (Jia
et al., 2005; Bottini et al., 2006; Pulskamp et al., 2007; Hirano et al., 2008). Jelentds toxikus
hatast nem tapasztaltuk, hasonldan, az immortalizalt €s embriondlis sejtekhez (Sohaebuddin et
al., 2010). A szaruhartya reepithelizaciot in vitro reprezentald monlayer regeneracidos modell

vizsgélata soran a koncentracioval aranyos nanorészecske felhalmozodast figyeltiink meg a
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karcolt régioban, ami Osszefiigghet, illetve amplifikalhatja a karcszéleken tapasztalt
monolayer felgylirddést. Ez pedig a gatolt és zavart motilitassal (Garcia-Hevia et al., 2018) és
a visszamarad6 reziduadlis testekkel egyiitt in vivo hegesedést okozhat. A nanokarboncsd
aggregatumok mérete és felhalmozodasuk mértéke a koncentracioval egyenes aranyossagot
mutatott. Ez parhuzamba vonhatdé az inhaldcid soran a tiidoben granulumok formajaban

torténo felhalmozodassal (Liu et al, 2008) is.

crer

kondenzalodasi intermedierek véltozasait vizsgaltuk és ebbdl vontunk le kovetkeztetéseket
orvosbioldgiai alkalmazhatosdgukra vonatkozdéan. A nanorészecskéket mint potencialis
hatéanyag hordozokat is tekintetbe vettilk a cornedlis epithel megljulasa soran. A nagy
tomegben inertnek tekintett fémek koziil az altalunk vizsgalt részecskék: a kisebb atmérd;u,
10 nm-es eziist részecskék, melyek a szakirodalmi adatok alapjan kérosabb hatasuak, képesek
bejutni a sejtekbe €s a magba (Asharani et al., 2009). A nagyobb, 100 nm, atmérdvel
rendelkezd arany nanorészecskéket melyeket a szakirodalom kevésbé karosnak itél meg
(Connor et al., 2005, Alkilany et al., 2009, Malugin, Ghandehari 2010). Ennek oka lehet, hogy
a nagyobb méretli nanoarany részecskék nem képesek bejutni a sejtmagba (Tsoli et al., 2005).
A kisebb eziist nanorészecskékkel azonban ellentmondasos eredményt kaptunk. A
varakozasokkal ellentétben, jelenlétiikben a monolayer regeneracidja kevesebb 1dot vett
igénybe, mint az arany részecskék jelenlétében. A kezelést kovetden elhtiz6do regeneraciot
okoz6 cellularis szintli karosodasok jol detektalhatok voltak a kromatin modosulatait tekintve
is. Az eziist részecskék jelenlétében a kromatin kondenzacids folyamat jellemezheté a mag
koriili dekondenzalddott kromatin fatyol és az iistokoscsova-szerii kromatin képletek
kilokoédésével, illetve az elongalt €s metafadzisos kromoszomakkal, tovabba az apoptozisra
utalé szerkezetek hianyaval. Kordbban leirt, az eziist ionok altal kivaltott hatas (Nagy et al.,
2011b) is ehhez hasonld eredményt adott. A megfigyelések alapjan feltételezhetd, hogy a
kicsi, 10 nm atméréji eziist nanorészecskéknek inkéabb citostatikus, illetve reverzibilis
(Castiglioni et al. 2014), mint citotoxikus hatdsa van. Ez 0sszhangban all a kolloidalis eziist
(argentum colloidale) oligodinamids hatdsdval. Az eziist hatdsahoz hasonld valtozasokat
figyeltiink meg a toxikusabbnak mutatkozé arany nanorészecskék esetében: A nanorészecskék
jelenléte még megengedte a kromatin szalagok atalakuldsat kromatin testekké, de elongalt
prackromoszomaékat csak ritkan figyeltiink meg, tovabbd a metafazisos kromoszomak
kialakulasa sem kovetkezett be. Ennek feltételezett oka a szupertekercsel6dési aktivitas

csokkenése, ami a magasabb rendli kromatin szerkezetek kialakuldsdnak elengedhetetlen
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kovetelménye. A proliferaciot gatlé hatast az arany részecskéknél a regeneracios ido
elhizodasan keresztiil tapasztaltuk melyet a metafazisos kromoszomak megjelenésének
hidnya is alatamasztott. A time-lapse felvételek és a kondenzalddasi intermedierek vizsgalata

soran az apoptotikus testek hianya kizarta a sejtpusztulas lehet0ségét.

Az eziist hatdanyagként torténd gyodgyaszati felhasznalasa a toxikus hatdsai ellenére is igen
elterjedt: eziist tartalmu kotszerek hatdanyagat tesztelve, a keratinocyta sejteknél a sejtszdm
csokkenését ¢és morfologiai valtozdsokat tapasztaltak. Tovabba a sejtek lekerekedését,
intracellularisan a sejtmag méretének csokkenését és a magvacska eltlinését okozta (Paddle-
alkalmazasban hatékonyabbnak bizonyultak az eziist szulfadiazinnél (Tian et al., 2007).
Szemészeti vonatkozasban korabban eziist-nitrat tartalmi szemcseppet alkalmaztak az
ujsziilottek conjuctivisének megelézésére, melyet ma mar nagyrészt az antibiotikumok
hasznalata valtott fel a CDC (US, Centers for Disease Control and Prevention) ajanlasanak
megfeleléen. Az eziist nanorészecskék Pseudomonas aeruginosa ellen cornedlis epithel és
macrophag sejteken tesztelve kevésbé voltak toxikus hatasuak, mint az eziist-nitrat, viszont az
alkalmazott koncentracidknak csupan gyenge hatasa volt a baktérium sejtekre (Santoro et al.,

2007).
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6. UJ EREDMENYEK
A célkitlizésben megjeldlt feladatok teljesiilését az alabbi eredmények bizonyitjak:

1. Uvedlis melanoma (OCM-1) sejttenyészetek egyedi sejtjeinek multipolaris

osztodasai: kvalitativ morfologiai vizsgalata, kvantitativ dinamikai analizise.

A képszekvencidk vizsgalata soran megfigyeltiik az uvedlis melanoma sejtek harom iranyba
torténd multipolaris osztodasat, amit trivisionak neveztink el. Ezt a jelenséget tobb
sejttenyészet esetében is tapasztaltuk: K-562, HaCaT, HeLa és CCL 209 sejtek esetében. A
folyamat kezdetén jellegzetes morfologiai elvaltozas jellemzd, ami a sejtmaganyag, illetve az
egész sejt haromirdnyl szétvalasaval, vagyis a tripolarizacidval irhato le.

A digitalis képanalizissel az uvedlis melanoma sejtekrdl kapott kvantitativ adatok azt mutattak,
hogy a multipolaris osztodasok ideje szignifikdnsan eltért a normal osztodasokétol, atlagosan
40 perccel hosszabb volt. Az osztédadsok soran Osszehasonlitottuk az osztodni késziild
anyasejtek és a leanysejtek térfogatat. A sejtek normal osztddasanal az anyasejtek méretének
43%- at adtak, trivisio utan ez 22% volt. A multipolaris sejtosztoddsok gyakorisaga az OCM-1
sejtek esetében viszonylag magas értéket adott, 0,27% volt. Vizsgalataink alapjan feltéteztiik,

hogy a trivisio hozzajarul az aneuploididhoz és tumor progressziojahoz.
2. Klinikai mintabdl izolalt limbalis sejtpopuldcio létrehozdsa, fenntartdsa és leirdsa

A HuLi (Human Limbalis) sejttenyészetet szoveti eredete, morfoldgiai sajatossagai €s genetikai
markerei alapjdn Ossejtnek tekintjiik. Izoldlasuk ota hosszutavon fenntartjuk és folytonos
sejtvonalként (HuLi) tartjuk szdmon. A HuLi sejtek epithel jellegli poligondlis alaktak,
kisméretliek, nagy a sejtmag-citoplazma aranyuk, a citoplazma nem mutat szemcsézettséget. A

HulLi citokeratin 19 markerre adott pozitiv reakcidja a sejtek Ossejt voltara utal.

3. Invitro cornedlis sebgyogyuldsi modell kidolgozdsa

A HuLi monolayer regeneracios karcmodell time-lapse vided mikroszkopos vizsgalata
digitalis képanalizissel kombinalva megfeleld kisérleti elrendezésnek bizonyult a cornealis
felszini regeneracié dinamikdjanak tanulmanyozasara. Leirtuk az in vitro regeneracids
folyamat négy féazisat, melyek megfeleltehetdk a cornea reepithelizacio in vivo
mechanizmusaval. Tovabbd monolayer regeneracio leirdsdhoz egy, a karc eredeti teriiletétdl

fliggetlen kvantitativ jellemzdt is bevezettiink, ami a monolayer karcszéli sejtjeinek a

crer
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4. A limbalis karcmodell felhasznaldsa és eredményei a farmakologiai vizsgalatokban

A valoés 1dejli, hosszu tavu citotoxikoldgiai megfigyeléseket kiegészitve a vizsgalt anyagok
genotoxikus hatdsainak tanulmanyozasaval egy széles korben alkalmazhatod toxikologiai
screening rendszert hoztunk létre. A rendszer alkalmas arra, hogy nagy érzékenységgel,
klinikai mintdkon végezhessiik a kiillonb6z6 bioldgiai folyamatok dinamikus megfigyelését.

A HuLi monolayer regeneracidja soran a cellularis novekedés az antibiotikumok jelenlétében
bizonyitotta a forditottan ardnyos kapcsolatot a sejtproliferdcid6 ¢és az alkalmazott
koncentraciok kozott. A kromatin kondenzalddasi intermediereinek vizsgalati eredményeivel
kiegészitve a chloramphenicollal és rifampicinnel kezelt sejtek esetében karakterisztikus
valtozasok jelentek meg a kontroll mintdkhoz képest, melyek jelezhetik a szemészeti

regeneracios terapidban alkalmazhat6 antibiotikum koncentraciok maximumat.

5. A karcmodell felhasznaldsa citotoxicitds vizsgalatokhoz:

e Tobbfalu ipari mindségii sz€n nanocsdvek hatéasa:
A tobbfalt szén nanocsovek hatasat tekintve a regenerdcié a koncentracido fliggvényében
lelassult a sejtek gatolt, zavart migracidja miatt, melyet a regeneracidos gorbén késleltetett
novekedéssel, a fazisok Osszemosodasaval és a motilitasban ndvekvo fluktuaciokkal
aggregatumok megakadalyoztdk a regeneracios folyamat végbemenetelét. A sejtpazsit
regeneracidja soran az alkalmazott koncentracioval aranyosan (50 pg/ml-tél) az aggregdtumok
a karcba dgyazddtak, 100 pg/ml-t6él a karc széleken a monolayer felgylir6dését okoztak. Ez a
jelenség in vivo hegképzddésre utalhat. A hegbe tapadva maradt aggregatumok a latasképesség
sulyos romlasat okozhatjak.

e Inert fém nanorészecskék hatdsa a monolayer regeneraciora.
A limbalis sejtek karcmodelljén az eziist és arany nanorészecske kezelés a regeneracio
elhuizodasat és a sejtek kromatin kondenzalddasi folyamatanak osztodas eldtti gatlasat okozta.
hasonlé volt a kisméreti 10 nm-es eziist, illetve a nagyméreti 100 nm-es arany
nanorészecskék jelenlétében. Az apoptotikus sejtek hianydbdl mindkét nanorészecske
esetében arra kovetkeztettiink, hogy a részecskék jelenlétében tapasztalt gatld hatdsok
visszafordithatok; ez alapjan pedig feltételezhetd, hogy a kromatin kondenzalddas soran

bekovetkezett valtozasok sem permanensek.
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6.1. Tavlatok

A vided mikroszkopia lehetdséget biztosit arra, hogy a klinikai szdvetmintdkbol inditott
sejttenyészetek vizsgalata soran rogzitett képszekvenciak digitalis képanalizisével mind a
regeneracid dinamizmusa, mind pedig a tumoros elvaltozasok kialakulasdnak folyamata

konnyebben, koltséghatékonyabban legyen vizsgalhato, akar hosszl tdvon is.

A time-lapse vide6 mikroszkopos modellrendszer pontositasa, finomitasa folyamatban van, de
a bemutatott, eddig kapott vizsgalati adatok alapjan a modszer szemészeti, ezen beliil klinikai
relevanciaval biré folyamatok modellezésére torténd alkalmassaga és felhasznalhatosaga

bizonyitast nyert.

A multipoléris sejtosztodasok dinamikajanak a képanalizis soran nyert kvalitativ és
kvantitativ adatai bizonyitottdk a modszer helytallésagat a hosszitava, nagy iddbeni
felbontasu kisérleti elrendezésben. Igazolast nyert tovabba az ilyen tipusu vizsgalatok
sziikségessége a biologiai mechanizmusok, esetiinkben a tumorsejtek szaporodasanak és a

metastasis terjedésének megértéséhez.

A limbalis sejtek cornea ham reepithelizaciot modellezd monolayer karcmodellje a corneélis
felszini viszonyokat tiikrozi, a regeneracids folyamat cellularis szintii dinamikajat irja le. A
monolayer regeneraciés modell gyakorlati alkalmazasa méar megoldott az antibiotikumok és
nanorészecskék tesztelése révén; azonban tovabbi, a modell fiziologidsabb allapotot tiikrozo
kisérleti elrendezésének Iétrehozasa is a tavlati céljaink kozott szerepel. A regeneraciot
befolyasold €és a folyamatot potencidlisan segitd, a mar alkalmazott vagy a még vizsgalati
fazisban 1év6 hamositod hatdanyagok in vitro hatastanulméanyainak vizsgéalata szintén a tovabbi

kutatasaink alapjaul szolgal.
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7. OSSZEFOGLALAS

A time-lapse vided mikroszkopia szemészeti klinikumbol szdrmazdé mintdkon valo
felhasznalhatosagat két szinten vizsgaltuk: egyedi sejteken az OCM-1 sejtek rendellenes
osztodasainak karakterizalasaval, sejtpopulécios szinten a limbalis sejtek monolayer karc

regeneracidos modelljének felhasznaldsaval bizonyitottuk.

Az uvedlis melanoma (OCM-1) sejtek multipolaris osztédasok, vagyis trivisiok dinamikai €s
morfologiai jellegzetességei: A digitalis képanalizissel kapott kvantitativ adatok alapjan a
trivisiok atlagosan 40 perccel hosszabb ideig tartottak. Az anya, és lednysejtjeinek térfogat-
aranya az atlagos 43% hoz képest 22% volt. A multipoléris sejtosztoddsok gyakorisaga az
OCM-1  sejtek  esetében  viszonylag magas  értéket adott, 0,27%  volt.
A folyamat kezdetét jellegzetes morfologiai elvaltozas a tripolarizacioként leirt folyamat

jellemzi, ami a sejtmaganyag, illetve az egész sejt haromiranyu szétvalasaval irhato le.

A corneoscleralis limbalis gyliriibdl izolalt HuLi (Human Limbalis) sejteket a szoveti eredetiik,
morfoldgiai sajatossagaik ¢és genetikai markeriek alapjan dssejtnek tekintjiik. Izolalasuk ota
hosszutavon fenntartjuk, és folytonos sejtvonalként tartjuk szamon. A cornea felszini
lapse mikroszkopiaval kovetiink végig és az igy nyert képszekvencidk digitalis analizisével a
regeneracid cellularis szintli dinamikajat vizsgaltuk. Megkiilonboztettik a folyamat négy
fazisat, és bevezettiink egy, a karc eredeti teriiletétdl fiiggetlen kvantitativ jellemzot, ami
mikroszkdpos citotoxikologiai megfigyeléseket a vizsgalt anyagok genotoxikus hatdsainak

tanulméanyozésaval egészitettiik ki.

A HuLi monolayer regeneracioja soran a cellularis novekedés a vizsgalt antibiotikumok
jelenlétében forditott ardnyosagot mutatott a ndvekvd koncentracidkkal. A tobbfali szén
nanocsovek hatasara a regeneracio a koncentracio fliggvényében lelassult a sejtek gatolt, zavart
migracidja miatt, melyet a regeneracidos gorbén késleltetett novekedéssel, a fazisok
Osszemosodasaval és a motilitdsban novekvo fluktuacidkkal jellemezhetiink. Az eziist és arany
nanorészecske kezelés a regeneracio hasonld mértékli elhuzodasat és a sejtek osztodas elotti
gatlasat okozta. Az apoptotikus sejtek hianydbol mindkét nanorészecske esetében arra

kovetkeztettiink, hogy a gatlo hatasaik visszafordithatok.
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8. SUMMARY

The applicability of time-lapse video microscopy in ophthalmic clinic specimens was
presented at two levels, on single cells by characterizing the abnormal divisions of OCM-1
cells; at the cell population level was demonstrated using a monolayer scratch regeneration

model of limbal cells.

Multipolar divisions ie, trivisions, of uveal melanoma (OCM-1) cells, dynamic and
morphological characteristics: Based on the quantitative data obtained by digital image
analysis trivisions lasted on average 40 minutes longer than the divisions. The volume ratio of
mother and daughter cells was 22% compared to an average of 43%. The frequency of
multipolar cell division was relatively high for OCM-1 cells, it was 0.27%. The onset of the
process is identified by a characteristic morphological change, a process described as

tripolarization, which a three-way separation of the nucleus and the whole cell.

HuLi (Human Limbal) cells isolated from the corneoscleral limbal ring, are considered as
stem cells based on their tissue origin, morphological features, and genetic markers. The cells
have been maintained from isolation in a long term and considered as a continuous cell line
(HuLi). The regeneration of the corneal surface can be modeled by the monolayer scratch
model of limbal cells, which is followed by time-lapse microscopy, and by digital image
analysis of the resulting image sequences, the cellular dynamics of the regeneration was
examined. We distinguished four phases of the process and introduced a quantitative feature
that is independent of the original area of the scratch and that quantifies the migration of cells
from scratched edges to the affected area. The time-lapse microscopic observations of

cytotoxicology were supplemented by studying the genotoxic effects of the test substances.

In the regeneration of HuLi monolayer, cellular growth in the presence of antibiotics
(chloramphenicol and rifampicin) showed an inversely proportional relationship to the
increasing concentrations used. Multiwalled carbon nanotubes have slowed the concentration-
dependent regeneration of the cells due to inhibited, disturbed migration of the cells, which is
characterized by delayed growth in the regeneration curve, phase mixing, and increased
fluctuations in motility. Silver and gold nanoparticle treatment resulted in a similar delay in
regeneration, and caused the inhibition of the chromatin condensation process of cells prior to
proliferation. In the absence of apoptotic cells, it is concluded that the inhibitory effects

observed in the presence of particles could be reversible for both nanoparticles.
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