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1. BEVEZETES ES ELMELETI HATTER

Bevezetés, probléma felvetés

A folyamatos pillanatfelvételszer(i mintavételezés problémaja: Ha egy
folyamatot mélyebben és Osszefliggéseiben vizsgalunk, az invaziv hosszantartd
és  gyakori  mintavételezés  kovetkeztében  1étrejové — mitermékek
meghamisithatjdk az eredményeket. A nagy id6beli felbontassal rendelkezd
hosszu tdva valds idejii és non invaziv videé mikroszkopos vizsgalatok
felhasznalhatok olyan tenyésztett sejtpopulaciok vizsgalatara is, melyekben egy

vagy néhany sejt jelentdsége novekszik meg a tenyésztési ciklus alatt.

A vizsgalt sejtféleségek anatémiai lokacidja, funkcioi és jellegzetességei
Uvedlis traktus, uvedlis melanomak

Az uvea beliilr6l a retina és Kkiviilr6l a corneoscleralis bordazat kozott
elhelyezkedd, dus érhaldzattal rendelkezd, stirlin pigmentalt rétege a bulbusnak.

ciliaris régiot €s a choroideat.

Az uvealis melanomak a leggyakoribb malignus intraocularis daganatok kozé
tartoznak. A National Cancer Institue adatai alapjan az Egyesiilt Allamokban az
incidencia strtiség 5,4 uj eset/ millié f6. Az ocularis melanomak 85%-a uvealis
eredetli, elhelyezkedésiik szerint lehetnek anterior (iris, sugartest), vagy

gyakoribb esetben, 80-90%-ban posterior (choroidea) lokalizaciojuak.

Az uvealis melanoma sejttipusai, tumorndvekedés

Az uvealis melanoma cytologiai tekintetben heterogén megjelenésii: orsosejtes
A, B; epitheloid sejtes; és kevert sejtes lehet. Az epitheloid sejtes tipusnal a
daganatok jelentds szdzalékaban a 3. kromoszoma monoszémidja; illetve a 3.; és

ritkdbban a 9., 13. és 17. kromoszéma esetében a heterozigotasag elvesztése is
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megfigyelhetd. A tumorok novekedése, terjedése soran fontos, limitacids
szerepe van a vascularisationak. Az els6dleges attét a vérkeringési rendszeren
keresztiil leggyakrabban a majban alakul ki, melynek magyarazata lehet az erés
metastatisald képességli epithelidlis illetve kevert sejttipust tumorok sejtjeinek

kromoszdma rendellenessége.

Az OCM-1 (ocular choroidea melanoma-1) sejtvonalat egy uvealis
melanomaval diagnosztizalt ndéi péciens choroidea melanoma daganatabol
hoztak létre 1985-ben. A sejtvonalat aneuploid, kozel tetraploidként irtak le, ezt

a 6. kromoszoma hianyaval hoztak 6sszefiiggésbe.

A cornea és limbus sejtjeinek szerepe a cornea regenerdcioban

A szemiink eliils atlatszo része a szaruhartya, vagyis a cornea. Felépitését
tekintve: kiviilrél befelé haladva az eliilsé a hamréteg, alatta a Bowman-hartya
majd a stroma, a Dua-réteg vagy pre-Descemet membran ez alatt a Descemet
membran és a cornealis endothel. A limbus az 4tlatsz6 cornea és az atlatszatlan
inhartya kozott elhelyezkedd, atmeneti szoveti réteg. Funkcidi: taplalja és
fenntartja a periféridlis cornea képzddését, szerepe van a csarnokviz
elfolyasaban. Tovabba fontos szerepe van cornealis epithel egészséges
mitkodésében is: a cornealis epithel Gssejtek limbusban tartozkodasanak és
niche-ének biztositasa, illetve, a limbus barrier funkcidja révén is. Ha ezek a
funkciok nem teljesiilnek, az latdsromlassal jard limbalis Ossejt elégtelenséget

okozhat.

epithelidlis Ossejteknek. A limbalis Ossejtek a felndtt szomatikus Gssejtekhez
hasonlé  sajatossagokkal rendelkeznek, kisméretieck ¢és magas a
sejtmag/citoplazma aranyuk. Ugyan lassu a sejtciklusuk, de a felszini cornedlis

hamhidny esetén gyors proliferaciora képesek. A gyogyulasi folyamat soran a

3



sejtek a corneoscleralis régid keriiletén, centripetalisan, hullamszeriien
mozognak a megmaradt intakt cornedlis epithelium fel6l a corneoscleralis
jellemezhetjiik, ahol a hamsejt hiany a Z, ami egyenlé a proliferald basalis

epithel sejtek X, és a centripetalisan migrald sejtek Y dsszegével.

A migracios karcmodell

Az in vitro karcmodell egyszeri és jol fejlett modell a sejtmigracié mérésére,
segitségével kvantifikalhaté tobbek kozott a migracids rata is, illetve részben
megfeleld a sejt-matrix, a sejt-sejt interakciok tanulméanyozédsara az in vitro

sebgyogyulas vizsgalatakor.

Gyakorlati felhaszndlds sordn teszgtelt anyagok

A szemészetben alkalmazott antibiotikumok:

A cornea regeneralodasi folyamata akar tobb honapos idétartamu is lehet, mely
alatt kiemelkedd fontossagu a fertézések megakadalyozasa. A lokalis terapia
sikeressége attol is fiigg, hogy az antibiotikumok jelenlétében a hamsejtek

ndvekedése is fenntarthatdo maradjon.

1, Chloramphenicol:
A chloramphenicol baktericid és bakteriosztatikus hatdsai miatt széleskorii a

gyogyaszati  felhasznaldsa. A szamos  terapidban  valdo  eldnyds

felhasznalhatosaga mellett azonban karos hatasai is vannak. Tobb, human

cres

apoptosist is okozhat

2, Rifampicin
A human alkalmazasban antituberculoticumként hasznaljak, de egyes

szemészeti fertézések soran is alkalmazzak. A kiilonb6z6 szovetekbol szarmazo
normal €s a tumoros sejtvonalaknal az expozicié az idével korrelald pusztulast
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mutatott, illetve kimutattdk kumulativ kéarositd hatasat. Emellett megfigyelték,
hogy a toxicitasat befolydsolja a sejtciklus, az érzékenységet pedig a mitotikus

szakasz.

A nanorészecskék biologiai alkalmazasai, hatasai
A nanopartikulumok méretiilkbdl adédéan a szervezetbe keriilve sejtszinten

végbemend, az egész szervezetre kihatd valtozasok okozoi lehetnek.

1, Szén nanorészecskék
A szén nanocs6 (CNT) a szén specidlis formaja, melyben a szénatomok kémiai

kotéseik révén csdszerti strukturat formalnak. Két csoportjat kiilonboztethetjiik
meg: az egyfala (SWCNT) és tobbfali (MWCNT) nanoszén csoveket. A tobbi
nanorészecske esetében fennallo akadalyokat feloldo specialis tulajdonsagaik
miatt a biomedikai felhasznalhatosagukat széles korben vizsgaljak. Azonban a
szén nanocsdvek hosszusag/szélesség aranyu részecskék, igy a szerkezeti
sajatossagait tekintve belathatd, hogy a toxicitdsuk hasonld mas szalszeri
nanorészecskékhez, pl.: azbesztéhez. A szintézissel 1étrehozott szén nanocsdvek
kémiailag inertek, vizes kozegben nem oldédnak, valamint a bioldgiai
jelentéségiik is csekély. A tisztitisuk soran, és az oldhatosag novelése
érdekében erds savakkal oxidaljak, funkcionalizaljak, ami egyes estekben a
nanocsovek eredetitdl magasabb toxicitasat eredményezte: cytotoxikus,

apoptosist és nekrézist indukalo hatasokat tapasztaltak.

2, Arany nanorészecskék
A szakirodalmi adatok alapjan az arany nanorészecske nem, vagy csak

kismértékti toxikus hatdssal bir még a felszini bevonattal ellatott részecskék
esetében is. Ujabb tanulmanyok azonban megkérdéjelezik a nanoarany
részecskék hasznalatanak biztonsagossagat, és melyek szerint az intracellularis
toxicitas elsésorban a fizikokémiai tulajdonsagaik alapjan mérhetd fel. Az in

vivo toxicitasi adatok egységesek abban, hogy a nanoarany az egyes szervekben
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pl.: az agyban akkumulalédik, viszont a sejtszintli toxicitds problematikdjahoz
hasonléan, a szervezetre gyakorolt toxicitdsi kockazatdnak megértéséhez

tovabbi, hosszutavu vizsgalatok sziikségesek.

3. Eziist nanorészecskék
A nanoaranyhoz hasonléan az eziistrészecskék biztonsadgossaga esetében is

komoly kétségek meriilnek fel. A szakirodalmi adatok az eziist részecskék
elényei mellett a részecskék karos hatasairdl is beszamolnak, ezek alapjan
csakis megfeleld kortltekintéssel alkalmazand6 ez az anyag. A sejtekbe bejutd
ezlist nanorészecske jelentds karokat okozhat a sejtekben a részecske méretének
mitochondridlis karosodds és a jellegzetes sejthaldlformdk megjelenését

figyelték meg.

Time-lapse mikroszkdpia és digitalis képanalizis

A time-lapse felvételek fogalma a nagy id6beli felbontasban késziilt felvételek
sorozata, melyeket filmként lejatszva betekintést engednek olyan folyamatokba,
amelyek lefolydsa az emberi léptékhez képest lassan zajlik. Ez a technika a
mikroszkopikus méretii események megfigyelésére is egyszerlien és
reprodukalhatéan felhasznalhatd, megfeleld optikai rendszerek alkalmazasa
révén. A time-lapse felvételek elkészitésére képes mikroszkopok megalkotasat
olyan kérdések indokoltdk, melyeket csak az iddbeli korlatok feloldasaval
lehetett vizsgalni. A folyamatos megfigyeléssel szolgaltatott adatok attorést

eredményezhetnek szamos in vitro kutatasban.



2. CELKITUZES

A leképz6 vided mikroszképos rendszer és a célszerlien alkalmazott digitalis
képelemzési modszerek kombinacidjaval egy sokoldali modellrendszer
létrehozasat thztik ki célként. Ennek segitségével a szemészeti klinikai
gyakorlatb6l  szdrmazd mintdkon egyszertien, sokoldalian, konnyen
reprodukalhatéan és idobeni dinamikajukat megdrizve, in vitro koriilmények
kozott tanulmanyozhatova valnak a szemben végbemend életfolyamatok akar a
sejtek egyedi akar populacios szintjén zajlanak. A vizsgalatainkat tehat két
csoportba sorolhatjuk: a sejttenyészetek egyedi sejtjein az OCM-1 sejtek
multipolaris osztodasai, illetve sejtpopulaciok szintjén az izolalt human limbalis

sejtek (HuLi) monolayer regeneracios karcmodellje.

A vizsgalatainkban a kivalasztott életfolyamatok az alabbiak voltak.

1) Uvealis melanoma (OCM-1) sejttenyészetek egyedi sejtjeinek vizsgalata:
multipolaris sejtosztodasok kvalitativ morfologiai leirasa, kvantitativ
dinamikai analizise.

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

3) In vitro cornedlis sebgyogyuldsi modell kidolgozasa: Human limbalis
monolayer regeneracios karcmodell

4) A karcmodell felhasznalasa  farmakoldgiai  vizsgalatok  soran:

5) A karcmodell felhasznalasa cytotoxicitas vizsgalatokhoz: Tobbfalu ipari
mindségli szén nanocsdvek hatdsa. Inert fém nanorészecskék hatdsa a

monolayer regeneraciora



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejtek izolalasa, tenyésztése, modellrendszerek

Ocularis melanoma sejtek tenyésztési koriilményei:

A sejteket RPMI 1640, illetve DMEM-Ham’s F12 tapfolyadékban
tenyésztettiik, melyet 10% FBS (embrionalis borji vérsavoval) és 1% PSN

(antibiotikum, antimycoticum keverékkel) egészitettiink ki.

Limbalis eredetii sejtek izoldldsa, tenyésztése

A cornealis epithelidlis limbus egy 56 éves ndbetegbdl szarmazott. A limbus
gyurit felhasznalasig Eusenol-C transzplantacios folyadékban taroltuk 4 °C-on.
A sejtek izolalasat megel6z6en a corneoscleralis gallért 70% etanol oldattal,
majd Betadine-nal fertdtlenitettiikk. A kovetkezd 1épésként a cornea és sclera
visszamaradt részeit eltavolitottunk, és a limbust mechanikusan apritottuk 2x2
mm-es darabokra. A szdvetdarabokat ezutdn 5 ml 800 U/ml collagenase IV-et
tartalmaz6 DMEM-Ham’s F12 +10% FBS +1% PSN-ben inkubaltuk két ordig.
A sejtszuszpenzid létrehozasahoz a sejteket steril gézlapon sziirtik le. Végiil
viabilitds vizsgalatot végeztiink, és az izolalt sejteket DMEM-Ham’s F12
médiumban tenyésztettiik, melyet 10% FBS-sel és 1% PSN-nel egészitettiink ki.

Limbalis regenerdcios karcmodell

A limbusbdl izolalt sejtek felhasznalasaval in vitro regeneracidés modellt hoztuk
létre: A HuLi sejteket glass bottom dish-ben tenyésztettiik, amikor
sejtboritottsag elérte a 90%- os szintet, sejtpazsitot egy 20 G fecskendétiivel

felkarcoltuk, majd a tenyészetet a long-term scann rendszerbe helyeztiik.

A monolayer regeneracio vizsgalata time-lapse videé mikroszkdpidval
A monolayer regeneraciés karcmodellen a konfluens limbalis sejtpazsit

cres



perces idoébeli felbontasban, és az ez altal kapott képszekvencidk digitalis
kiértékelését értjiik. A limbalis monolayer regeneraciot kvantitativan jellemzo
adat, a karc kiindulési teriiletétdl fiiggetlen motilitasi érték (relativ terjedési
sebesség) megallapitasdhoz a szekvencidkon kivalasztott 3-5 reprezentativ
képrészleten -Region Of Interest (ROI) mértiik le. A ROI képrészletek a teljes
latoteret jellemz6 olyan 150x300 pum® nagysagu teriiletek, melyek 50%-a

felszakadt sériilt részen, 50%-a pedig a sértetlen sejtpazsiton helyezkedik el.

HulLi monolayer regeneracios modell gyakorlati felhasznaldasa

Szemészetben alkalmazott antibiotikumok hatasa a monolayer regeneraciora:
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.

Nanorészecskék vizsgalata a regeneraciés modellben.

e Tobbfalu ipari mindségli szén nanocsdvek: Tisztasaga <85%, kiilsé
atméréje 10-30 nm, hosszisdga: 10-30 pm volt. A vizsgalt koncentraciok:
5,50, 100 és 500 pg/ml.

e Nagy tomegben inert fém nanorészecskék:

o Arany nanorészecskék: 100 nm atmérdjl, gomb alaku, 1,0 optikai
denzitasi (OD), citrat pufferben stabilizalva. A  vizsgalt
koncentraciok: 80, 200, és 320 ppm, amelyek megfelelnek: 0.41,
0,81 és 1,63 uM-nak.

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



Time-Lapse videé mikroszkopia digitalis képfeldolgozas

A vizsgalatok soran haszndlt sajat fejlesztésti time-lapse vided mikroszkopos
rendszer beadllitasai: az inkubator tipusa: SANYO MCOI18-AC CO,
sejttenyészté inkubator (Wood Dale, IL, US) négy vide6 mikroszkoppal
felszerelve. A mikroszkopok (Olympus Tokyo Japan) inverz allasban, célszerii
modositasokkal: a revolvertoronyban elhelyezett fényforrassal, és az okularba
telepitett CCD kameraval lettek felszerelve. Az objektivek (x10:0,25, achromat
Carl Zeiss, Jena) a CCD kamera (2 megapixel felbontasi UVC USB 2
webkamera) eldtt helyezkednek el. Fényforras: 960 nm, kdzeli infravords fényt

emittalo LED (Smm atmérd 1,2V 50 mA).

Képrogzités: a megfigyelés idétartama alatt percenként készitettiink el egy képet
10 frame atlagolasaval. A képek 1600x1200 pixel felbontasban, 24 bit RGB

formatumban késziiltek.

A digitalis képszekvencia-analizis
A képfeldolgozasra a NIH altal fejlesztett Fiji/lmage] képanalizald
programcsomagot hasznaltuk. A képszekvencidk feldolgozasanak harom fo

1épése: a képvisszaallitas és zajszlrés, szegmentalds, mérések.

A zajszlirés célja a jel/zaj ardny novelése a vizsgalt képi informaciok
megtartasaval. Az informacio kisziirését és a zaj csokkentését az alabbi altalanos
séma szerint végeztik: A kontraszt és fényviszonyok bedllitdsa: Enhance
contrast vagy Brightness/Contrast paranccsal. Ezt kdvetden a teljes szekvenciara
kiterjedd artifaktum sziirés gyors Fourier transzformacioval. A hattérkivonas
utan a szekvencia hisztogram ekvalizacioja kovetkezett, amelyhez a képsorozat

pixeleinek 0,4%-at szaturaltuk a kontraszt javitashoz.
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A szegmentalds célja valamilyen paraméter alapjan felosztani a képi
informdaciot, vagyis az elétér informacio tartalmu részeit elkiiloniteni a hattértdl.
A szegmentalast, kiiszobértéket a Threshold funkcioval hatdroztuk meg. A
szegmentalt felvételek esetében a zajszlirést, ha sziikséges volt, a Remove
outliers, vagy a Fill holes paranccsal végeztiik. A kiiszobérték meghatarozasa
utan a bindris képeken végeztik el a tényleges méréseinket: megmértiik a
képsorozat kiiszobértékkel meghatarozott részecskéinek szamat, tertiletét. Végiil

a kapott mérési eredményeket grafikusan abrazoltuk.

A sejtmagok, kromatin szerkezetek izoldldsa:

A sejttenyésztd médium eltavolitasa utan a sejteket PBS oldattal mostuk at,
majd elémelegitett 0,25%-os trypsin-EDTA oldatot adtunk a sejttenyészethez. A
trypsin hatoidejének lejartaval inaktivaltuk az enzimet, majd centrifugalassal (5
perc 500g) ilepitettiik a sejteket, és eltavolitottuk a feliiluszot. A viabilis
sejtszdm meghatarozasa utdn a sejteket 0,2 ng/ml colcemidet tartalmazé
médiummal inkubaltuk 2 6rdn &t (metafdzisos blokk) majd kétszer atmostuk
PBS-sel. A sejtek ozmotikus duzzasztdsa soran a Swelling puffer mennyisége az
¢l6 sejtek szamanak fiiggvénye volt: 10° sejt/ml. Az elirt 10 perc inkubalas utan
a duzzasztooldatot centrifugalassal tavolitottuk el (5 perc 500g). A sejtmagok
izolalasa soran a pellet sejtjeihez folyamatosan kevergetve 1 ml frissen
elkészitett, 3:1 aranyl metanol-jégecet fixalo oldatot adagoltunk, majd kétszer
ujra atmostuk a fixalo oldattal. A sejtmagok kromatin strukttrainak feltarasahoz
a fixalo oldatban felvett sejtmagokat Pasteur-pipettdval 30 cm magassagbol
targylemezekre cseppentettilk. A targylemezeket egy éjszakan keresztiil
szobahOmérsékleten szaradni hagytuk, és masnap felszallo alkoholsorban (70,
90, 95, 100%) viztelenitettiik. A mintdkat 20ul DAPI-Antifade-del festettiik
meg, majd fluoreszcens mikroszkoppal (Karl Zeiss Compound Universal

Microscope IIIRS fluorescence vertical illuminator) vizsgaltuk.
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4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A time-lapse vided mikroszkopos modszerrel vizsgalhatd a szemészeti
daganatok nagy incidencigjat kitevd uvealis melanomak egyedi sejtjeinek
novekedési-, osztddasi dinamikéja. Illetve a cornea felszini hamhidnyanak
regeneralodasa a limbalis monolayer karcmodell segitségével. A modell
felhasznalhatosaga kiterjed a terdpiasan hasznalt és potencidlisan hasznalhato
szerek, anyagok toxicitasanak vizsgalatara. A kapott adatok aladtdmasztisa

érdekében nagy érzékenységli genotoxicitasi vizsgalatot is végeztiink.

Videomikroszképia alkalmazhatosaga
A videé mikroszkopia hosszitdvi dinamikus megfigyelést tesz lehetéve, a
kozeli infravords megvilagitd rendszer alkalmazasa pedig minimalizalja a

fototoxicitast a vizsgalatok soran.

A létrehozott time-lapse mikroszkopos vizsgélati rendszer egyszeriien
adaptalhaté a kiilonb6zd vizsgalati igényekhez, mivel eleget tesz a kovetkezd
kritériumoknak:

e A tag iddbeli felbontoképesség: a megfigyelés idétartama egy Orat,
illetve egy hetet is feldlelhet; emellett az idébeli felbontas is konnyen
varialhato: masodperc, perc, 6ra.

e A vizsgalt organizmusokra konnyen alakithato beallitasok: a rendszer
hasznalhatdo human, allati és ndvényi eredetl sejttenyészetek, fonalas-
és élesztégombak megfigyelésére is.

e A vizsgalati célokhoz alkalmazhaté nagy érzékenységli rendszer:
folyamatosan, vizsgalhatok a sejtek életfolyamatai, egyedi ¢és
populédciés szinten bekovetkezd legkisebb élettani valtozasok is
konnyen elkiilonitheték az egyazon eredetli kontroll populacioval

Osszehasonlitva.
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e A digitdlis képanalizis sordn vizsgalhatd paraméterek: a sejtek
motilitdsa, osztddasi dinamikéaja, a sejthalalformak felismerése és

id6beli lefutasanak mérése.

Uvealis melanoma OCM-1 sejtek in vitro vizsgalata

A vizsgalatok soran aneuploid sejtek, koztik az OCM-1 uvedlis melanoma
(kozel tetraploid) és egyéb sejttipusok (HeLa (hypertriploid), HaCaT
(hypertetraploid) CCL 209 (kozel diploid)) esetében is megfigyeltiink spontan
,rendellenes”, haromfelé torténd osztédasokat a standard tenyésztés soran. Az
OCM-1 és a HeLa sejtek esetében a normal osztddasokhoz képest a harmas
osztodasok aranya magas volt: HeLa 1:24, (0.4 %o), OCM-1 1:37, (0.3 %o). A
jelenség a trivisio elnevezést kapta. A folyamatot kvalitativ és kvantitativ

szempontbol vizsgaltuk a tenyészetekbdl kivalasztott, egyedi sejteken:

e  Kvalitativ valtozasok: A trivisio esetében jellegzetes morfologiai indikatora
a tripolarizacio, ami a sejt lekerekedését kdvetden a sejt maganyaganak

haromiranyu szétvalasa, azaz a hdromagu szerkezet kialakuldsa.

o  Kvantitativ valtozasok A trivisiok és a normal osztodasok, illetve az azok

révén keletkezett leanysejtek dsszehasonlitdisa OCM-1 sejteken.

o Osztédas idotartama: A kezdOpont az anyasejt lekerekedése,
felvalasa; a végpont pedig a leanysejtek letapaddsa. A normal

osztodas 28,8+8 perc, harmas osztodas 67,7+50 perc.

o Sejtméret valtozdasa: A sejtosztddas soran az anyasejtek mérete a
két utddsejt méretének kozel kétszerese: ~43%, a harmas osztodast

kdvetden ez atlagosan ~22% volt.
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o A trivisiok gyakorisaga: A gyakorisagot kétféleképpen hataroztuk
meg: A) A trivisiok szamat viszonyitjuk az 0Osszes osztodas
szamaval: 0,27% (1/37), B) Relativ gyakorisag, ami a képalkotés
(vizsgalt képszekvencidk szama) és a képszekvencidkon talalt
0sszes harmas osztodas szamanak hanyadosat jeloli: 31/79 (0,39).

A harmas osztodason atesett leanysejtek tovabbi nyomonkdvetése alapjan

megallapitottuk, hogy az osztddasuk utan is életképesek maradtak.

Limbalis eredetii sejtek vizsgalata: monolayer regeneraciés karcmodell

A limbalis eredetli 6ssejttenyészetbdl a fibroblast sejtek szelektiv eliminalasat
geneticin  (G-418-szulfat) hozzaadasaval végeztik, két napig, 50 pg/ml
végkoncentracioban. A HuLi sejtek a vizsgalataink alapjan morfologiailag
azonosnak tekintheték a 20. atoltas utan is: epithel jellegli polygonalis alaka
sejtek, kisméretiiek, nagy a sejtmagjuk a cytoplazmahoz viszonyitva, illetve a
cytoplazma nem mutat szemcsézettséget. A HuLi cytokeratin 19 markerre adott

pozitiv reakcidja a sejtek Gssejt voltara utalt.

Limbalis regenerdcios karcmodell
A limbusbdl izolalt sejtek felhasznalasaval in vitro regeneraciés modellt
hoztunk 1étre. A sejtek limbalis eredete lehetévé tette, hogy a regeneracios

modellt a szaruhartya felszini sériiléseinek tanulmanyozasara hasznaljuk.

A monolayer regenerdcio vizsgalata time-lapse video mikroszkopiaval
A felsértett sejtpazsitok vizsgalata soran a gorbe lefutdsa szerint négy
regeneracios fazist kiilonboztettiink meg:
e . Els6: felnyilasi- és visszatapadasi szakasz, a késleltetett fazis, ami
~90-110 percen keresztiil tartott, kezdd meredek novekedést mutatott,

amit az ¢életképes sejtek tjboli kitapadasa okozott.
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e II. A masodik szakasz, az exponencialis fazis, mely soran a sejtek jbol
bendvik a sériilt teriiletet. A kontroll tenyészetek esetében 120-130
perc.

e III. A harmadik, atmeneti szakasz a logaritmikus és a stacioner fazis
kozott, a felsértett régid zarddasi ideje: 35-45 perc. Ekkor még
eléfordulhatnak idészakosan sejtmentes részek.

e IV. A negyedik szakasz a stacioner fazis, mely 250-320 percig tartott.

A limbalis monolayer regeneraciot kvantitativan leiré az iiveg felszinen

tenyésztett sejtpazsitot jellemzé relativ terjedési sebesség: 62,94+ 8 um?/perc.

HulLi monolayer regenerdcios modell gyakorlati felhaszndldsa

crer

A monolayer regeneracidja chloramphenicol jelenlétében

HulLi monolayer regenerdcidja 0,5 mg/ml chloramphenicollal kezelve
A 0,5 mg/ml koncentracioju chloramphenicol jelenlétében a sejtek

visszatapaddsa regeneracio soran megfigyelt id6beli eltolodas oka az o0sztodo
sejtek szamanak csokkenése, illetve a sejtek pusztulasa melyet apoptosisra utald
rezidudlis testek jelenléte bizonyitott. A sejtek jboli letapadasa 2,5 d6ra utan
indult meg. A regeneracié késve, de teljesen végbement és kozel 11 orat vett
igénybe. A regeneracids gorbe lefutdsa elnyujtott, kevésbé meredek, foleg a
visszatapadasi fazis huzodott el. A gatlo hatast alatdmasztja a karc kiindulasi
teriiletétdl fiiggetlen relativ terjedési sebesség, ami 33,238 pm?/perc értéket

mutatott.

HulLi monolayer regenerdcidja 1,0 mg/ml chloramphenicollal kezelve
A regeneracio jelentOsen elhuzoddott, a teljes sejtboritottsag 31 6ra mulva sem

alakult ki. A kezdeti nagymértékii felvalast gyors visszatapadas kovette; ezutdn

a sejtek nagy hanyada elpusztult. A regeneracios folyamat exponencialis

15



szakasza 3 oOrds késéssel indult. A sebszélek érintkezései utdn a konfluencia
szintie nem novekedett tovabb, a chloramphenicol jelenléte gatolta a
sejtosztodast. A motilitasi gorbén nagymértékii oszcillacidk oka feltehetden az
erbteljesebb migracio, ami vizsgalat végéig megmaradt, bizonyitva a teljes

konfluencia hidnyat. A monolayer terjedési sebessége 18,080 um?/ perc volt.

A monolayer regeneracidja rifampicin jelenlétében

HulLi monolayer regeneracioja 0,1 mg/ml rifampicinnel kezelve

crer

regeneracid 5-6 oOras idotartamat 17-18 oOrara. A regeneracios gorbén az egyes
szakaszok Osszemosodasat, tovabba, a karcok szélein megtapadt elpusztult
sejtek jelenlétét figyeltiik meg. A regeneracio els6 fazisa késve indult el, és
koriilbeliil 100. percig tartott. Az exponencialis fazis nem fejez6dott be, a gatld
hatasra a gorbe kisebb meredeksége utalt. A monolayer relativ terjedési
sebessége: 15,069 um?’ /perc volt.

HulLi monolayer regenerdcidja 0,2 mg/ml rifampicinnel kezelve
A regeneraciés gorbén a monolayer teriilet csokkenésének oka a monolayer

paralizise, a sejtek pusztulasa soran végbemend felvalas és a sejtpazsit ebbol
kovetkez6 felszakadozasa utan bekovetkezo zsugorodasa. Ez okbdl a sebszélek

terjedési sebessége negativ értékii: -4,4398 pum*/perc volt.

crer

cres

HulLi monolayer regeneracioja 5 ug/ml MWCNT jelenlétében

A sejtek gyors visszatapadasa miatt az I. fazis mindossze néhany percet vett
igénybe. A regeneracio tovabbi fazisai a kontrollhoz képest 1-1,5 6ras késéssel

mentek végbe. Az exponencialis fazis enyhén elnyujtott lefutasa volt, és rovid
16



atmeneti fazis kovette. A regeneracio koriilbeliil 580-620 percet vett igénybe. A

relativ terjedési sebesség: 40,21 pm?/perc volt.

HulLi monolayer regeneracidja 50 ug/ml MWCNT jelenlétében

Az 50 pg/ml koncentracidtol a nanokarboncsd aggregdtumok a felvételeken
nagy fekete foltok formajaban jelentek meg. A visszatapadasi fazis ez esetben is
hianyzott, az exponencialis fazis enyhén elnydjtott lefutasu volt és rovid
atmeneti fazis kovette. A karc zarodasa az 540-580. perc koriil valt teljessé

A kiindulasi karcteriilettél fiiggetlen motilitas értéke: 40,21 pum*/perc volt.

Az 50 és a 100 pg/ml-es koncentracional a karcszéleken megtapadt nanocsé
mikroaggregatumok hegszertien jelezték a karcok zarodasi helyét, ami in vivo

karcképzoddésre utalhat.

HulLi monolaver regeneracidja 100 ug/ml MWCNT jelenlétében
A regeneracios gorbe fazisai dsszemosodtak: A rovid felnyilasi szakaszt melyen

beliil gyors visszatapadas, majd enyhén elhtizodé exponencialis regeneracios
novekedési fazis, amit hosszabb atmeneti szakasz kovetett. A szén nanocsé
aggregatumok altal akadalyozott és megzavart migraciot a motilitds gorbe
megnovekedett mértékii oszcillacioi jelezték. A karcszéli részeken a monolayer
megmarado felgylir6dését figyeltik meg. A karc zarédéasa az 540-590. perc
koriil tortént meg, azonban a karc teriiletének koriilbeliil 20%-at szén nanocsé
aggregatumok fedték, igy a sejtek feltehetéen alattuk mozogva zartak a karcot.

A relativ monolayer terjedési sebesség értéke: 38,9 um?/perc volt

HulLi monolayer regeneracioja 500 ug/ml MWCNT jelenlétében
Az 500 pg/ml-es koncentracid esetében a regeneracio elhuzodott, 18 déra utan

exponencialis fazisig jutott, illetve a nagyméretli aggregatumok jelenléte miatt a
pontos mérés nem volt lehetséges. A monolayer felkarcolt szélein a regeneracios
folyamat el6rehaladtaval a karcszélek k6z¢é tapadt aggregatumok miatt jelentds
méretli felgylirddés keletkezett, és megfigyelhetd volt a rezidualis testek

jelenléte.
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A monolayer regenerdcioja 80 ppm arany nanorészecske kezelést kovetoen:
A regeneracios gorbe elsé fazisdban, a karc felnyilasakor, a karc a kiindulasi

méretéhez képest kozel 60%-os ndvekedést tapasztaltunk. A karc felnyildsi
szakasza 25-30 percet vett igénybe. A regeneraci6 idétartama 260-310 perc volt,
a kontroll tenyészetekhez (62,94 pm’/perc) hasonld sebességgel lezajlo
folyamatot tapasztaltunk, felkarcolt sejtpazsit karcteriilettdl fliggetlen terjedési
sebessége: 65,664 pm/perc volt. A regeneracios gorbe lefutisa és profilja

hasonl6 volt a 140 ppm eziist kezeléséhez.

A monolayer regenerdacioja 200 ppm arany nanorészecske jelenlétében
A regeneracios gorbe elsd szakaszaba a kiindulasi teriilet a felnyilds soran

~20%-kal novekedett. Az elhuzddd visszatapadési fazis koriilbelill 180-220

percig tartott. Az ezt kovetd exponencialis ndvekedési és az atmeneti
gorbeszakasz is elnyujtott volt. A kezelést kdvetden a regenerdcidé folyamata
mintegy 15,5 orat vett igénybe. A monolayer relativ terjedési sebessége 40,201
pm?/perc volt.

A monolayer regenerdcioja 320 ppm arany nanorészecske jelenlétében
Az elsd szakaszban a felnyilas kozel 90-100 perce alatt a sériilt tertilet 100%-r6l

140%-ra novekedett. Ebbdl arra kdvetkeztettiink, hogy az arany nanorészecskék
jelenléte eldsegiti a sejtek felvalasat a tenyésztofelszinrdl. A regeneracios
folyamat elején a sériilt monolayer teriilete 4 oOra alatt érte el a kiindulasi
méretét. A visszatapadasi fazis (~100 perc) soran a sériilt felszin teriilete csupan
30-40%-kal csokkent. Az elhuz6dd exponencidlis, illetve az dtmeneti szakasz
egyiitt mintegy 16. oraig tartott. A teljes folyamat 19 o6raig tartott, melynek
hatterében az akadalyozott visszatapadas €s sejt proliferacié elhtizodasa allhat.

A teljes karcteriiletté] fiiggetlen terjedési sebesség 30,872 pm?/perc volt.
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A monolayer regenerdcioja 140 ppm eziist nanorészecske jelenlétében.
A regeneracidos gorbét elemezve ¢és a kontroll tenyészet gobéjével

Osszehasonlitva megfigyeltiik, hogy a karc felnyilasi, 1. fazisa kissé elhuzodott,
¢és a kezdeti 60-70 perces felnyilas mértéke jelentésebb volt (~20%). A sejtek
visszatapaddsa a felnyilast kovetéen ujabb 60-70 percig tartott. Az
exponencialis fazis hosszabb lefutasu volt (280 perc), mint a kontroll tenyészet
esetében (120 perc). Az atmeneti, Il szakasz viszonylag meredek lefutasu. A
monolayer relativ karc eredeti teriilett6l fliggetlen terjedési sebessége 53,757

pm?/perc volt.

A monolayer regenerdcioja a 200 ppm eziist nanorészecske jelenéltében
Az elsd regeneracios szakasz felnyilasi fazisa 300-360 percig tartott, a karc

teriilete ezalatt kozel duplajara, ~40%-ra nétt. Az exponencialis szakaszt ez
esetben is viszonylag meredek lefutds jellemzi, az 4tmeneti szakasz pedig
hosszan, mintegy 150 percig, elhuzdédott. Az atmeneti fazisra nagymértékii
motilitas volt jellemzd. A regeneracids folyamat 690-750 perc utan fejez6dott be

A karc kiindulasi teriiletétd] fiiggetlen terjedési sebesség: 42,597 pm?/perc volt.

Huli sejtpdzsit regenerdcioja 320 ppm eziist nanorészecske jelenéltében:
A kontrollhoz képest a kovetkezo eltéréseket tapasztaltuk: az elsé szakaszban

két csucs, alfazis kiiloniil el: a felnyilasi fazis, amely ~350 percig tartott, és ez
alatt a karcolt teriilet~ 220%-ra nyilt fel. Ezt egy lasst visszatapadasi fazis
kovette, ami 360 perc alatt ment végbe mely alatt a sériilt felszin teriilet
csokkenése elérte az eredeti 150%-4t, amit egy jabb, kisebb mértékii felnyilas
kovetett. A visszatapadadsi fazis ezutdn tovabbi 200 percig tartott. Az
exponencialis gorbeszakasz meredeksége kisebb, mint az alacsonyabb eziist
koncentracioban. A sebszélek zarulasa 17.-18. ora utan kovetkezett be. A relativ

terjedési sebesség: 19,588 um?/perc volt.
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Kromatin kondenzalodas folyamata a limbdlis sejteken

A Huli sejtek kromatin kondenzalodas intermedierei

A korai S fazisban megjelend dekondenzalt kromatin fatyol-szer(
szerkezeteinek majd a fatyolos szerkezet szupertekercsel6dd, polarizalédo
formdinak a mar kondenzéltabb, fatyolos szerkezetli kromatin-gocok
megjelenése kovette, amelyek 4-5 nagyobb kromatin csoportba tomoriiltek. A
folyamat tovabb haladisa soran megfigyeltik a maganyag szupertekercselt
kromatin szalagjait, illetve a szalagos szerkezeteken megjelené kromoszoma
elotelepeket. A metafazisos kromoszomak megjelenése elétti jellegzetes spiral,
U és V alaki prekromoszomakat a metafazisos kromoszomak megjelenése
kovette.

Az antibiotikumok hatdsa a kromatin kondenzdlédasban

Chloramphenicol
A 0,5 mg/ml koncentracidoban jelenlévé chloramphenicol tipikus hatdsa a

kromatin formak szerkezetére vonatkozdéan a kromatinallomany lokalis
polarizacidjaban és a mag felnyilasaban nyilvanult meg. Ritkabban eléforduld
szerkezeti valtozas a befejezetlen, meggylirédott kromatin formak megjelenése
volt, melyek nem jutottak el a metaphasisra jellemzd, tomor allapotig.
Magasabb 1 mg/ml-es koncentracidoban a kromatin kondenzalddasi folyamat
megakadt a fibrillaris szerkezetnél, és nem Iépett tovabb a szalagos formak

megjelenéséig.

Rifampicin
0,1 mg/ml rifampicin jelenlétében azt tapasztaltuk, hogy karakterisztikus lyukak

keletkeztek a maganyagban. A kromatin kondenzalodasi folyamat a fatyolos
szerkezetek megjelenéséig jutott el. Magasabb koncentracioban a kromatin
szerkezetek jellegzetes elvaltozasat okozta, mely elsésorban a szupertekercselt

kromatin-szalagok megjelenésében nyilvanult meg.
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Nanorészecskek hatasa a kromatin kondenzalodasban

A kromatin valtozasok a tobbfala szén nanocsdvek hatasara

A szén nanocsovek jelenlétében a kromatin struktirdk nem mutattak jelentésebb
kiilonbségeket a kontrollhoz képest. A novekvé MWCNT koncentraciok mellett
is megfigyeltiik a metafazisos kromoszomak jelenlétét, apoptotikus testek vagy
necrotikusan megnagyobbodott sejtmagok megjelenése nélkiil. Az egyetlen
megfigyelhetd kiilonbség az MWCNT-vel kezelt sejtekben a micronucleusok
megjelenése volt, emellett kisebb késéseket tapasztaltunk melyre a metafazisos
kromoszémak inkomplett kondenzacidja utalt. A nanoszéncsovek indukalta
micronucleusok megjelenése nem kozvetlenill cytotoxicitasra utal, hanem a
kondenzacié korai fazisaban a kromatin kilokddésébol ered. A micronucleus
index: A legmagasabb indexet ~8.9%-ot, a legalacsonyabb, 5 ng/ml MWCNT
koncentracié adta, 50 - és a 100 pg/ml MWCNT mellett csokkend tendenciat

mutatott: 4,6 és 2,9% -ot.

A kromatin valtozdsok az arany nanorészecske kezelés hatdsara
A kondenzalodasi folyamatot a kromatinfatyol polarizacioja és a letekeredett,

dekondenzalt szalagos szerkezetek tulstlya jellemezte. Ritkabb esetben a
kondenzalt magok kozott hossza, iistokds csovas, tomorebb szerkezetek is
megjelentek. A hosszu kromatin szalagok tovabb kondenzalddtak kromatin
testekké, de a korai elongalt prekromoszémakkal mar ritkdn taldlkoztunk,
metafazisos kromoszémak megjelenésére pedig nem volt példa A korai
kromatin forméakban kevés és gyakran torzult fatyolos szerkezetet talaltunk. A
fonalas és a kromoszoma el6telepes szerkezetek a normalisnal kisebbek voltak.
A kondenzalodasi folyamat a prekromoszomak, elongalt kromoszomak
megjelenéséig jutott el.

A magasabb koncentraciokban (200 és 320 ppm) a szupertekercselddési blokk a
szokatlanul vékony kromatin szalagok megjelenésében manifesztalodott, illetve

gatlodott a kromatin testek és a tovabbi formak kialakuldsa is. A 320 ppm
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koncentracioban az aranyrészecskék hatdsara a kromatin testek és a
kromoszdéma el6telepek eltorzult formait figyeltik meg. A dozisfiiggd hatas, a
kromatin kondenzalddas gatlasanak indikatora a jellegzetesen elvékonyodo

kromatinszalak megjelenése.

Eziist nanorészecskék hatasa a kromatin kondenzalédasra
A 140 ppm koncentracioban az eziist nanorészecskék a kromatin kondenzalodas

korai fazisaban nem okoztak drasztikus torzulasokat a kromatin strukttirakban.
Lekerekitett, fatylas szerkezetet csak ritkdn lattunk, azonban gyakoriak voltak a
polarizalt és eltorzult fatylas szerkezetek. A kezdeti laza kromatin
szupertekercsel6dése feltételezhetéen csokkent aktivitdssal zajlott emiatt a
tovabbi szerkezetek megjelenése késett; a kromatin allomény megmaradt a korai
kondenzalodasi szakaszban, a hossz(i vékony szalagos szerkezeteknél. A
vékonyabb szalagok miatt kisebb méretii kromatin testek alakultak ki és jelentds
mennyiségben visszamaradt a fatylas szerkezetli maganyag. A leginkabb
kondenzalodott szerkezetek eljutottak az elékromoszomalis allapotig.

Magas, 320 ppm koncentracional a kromatin szerkezetek kisebbek voltak az
atlagosnal. Az apoptotikus testek hidnya kizarta a sejtek apoptosissal torténd
pusztulasanak lehetdségét. A maganyag Osszezsugoroddsa miatt, a korai
szerkezeteket a sejtmag koriil elhelyezkedd, dekondenzalt fatyol és a maganyag
istokos csovaszeri kilokddése jellemezte, ami a szupertekercselddés csokkend
hatékonysagara utalt. A sejtmag felnyilasa lehetévé tette a félkords,
dekondenzalt kromatin formak és kromatin szalagok megjelenését, de ezek a

szerkezetek csak ritkan értek el magasabb kondenzaltsagi szintet.
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5. MEGBESZELES

A time-lapse videé mikroszkopos rendszer segitségével tobbféle modell
kidolgozasara nyilt lehetdségiink. A munkank soran elvégzett vizsgalataink
alapjan megallapithat6, hogy a mddszer megfeleléen hasznalhatd a szemészeti
klinikkumb6l szarmazé mintdk hossza tavi és valds ideji time-lapse

megfigyeléseire.

Az OCM-1 sejtek in vitro time-lapse vizsgalata

A képszekvenciak vizsgalata soran megfigyeltiik az uvealis melanoma sejtek
harom iranyba torténé multipolaris osztodasat, amit trivisionak neveztiink el. A
kvantitativ adatok alapjan a multipolaris osztddasok ideje szignifikdnsan eltért a
normal osztddasokétol, az OCM-1 sejttipusndl ez atlagosan 40 perccel tovabb
tartott. Az osztédasok soran Osszehasonlitottuk az anyasejtek és a leanysejtek
térfogatat. Az OCM-1 utddsejtek normal osztodasanal 43%- at adtdk az
anyasejtnek, trivisio utan ez mar 32% volt, mely eltérés a leanysejtek
térfogataban kissejtes daganatos elvaltozasokra utalhat. A multipolaris
sejtosztodasok gyakorisaga az OCM-1 sejtek esetében 0,27% volt. A folyamatot
jellegzetes morfologiai megjelenés indukalja, ami a sejtmaganyag, illetve az
egész sejt haromiranyu szétvalasaval, vagyis a tripolarizaciéval irhato le.
Néhany vizsgélatunk soran mar feltéteztiik azt, hogy a tumor progresszio €s a
metastatisald képesség Osszefligghet a harmas osztdodasokkal. A trivisiok
kivaltotta aneuploidia a magasabb ploiditasi allapotokban sulyosbitd tényezé

lehet, mivel a szabalytalan osztodasok szamat noveli. Ez a feltételezés

cres

Klinikailag izolalt limbalis sejtek in vitro megfigyelése

A limbusbdl izolalt sejtek szdveti régidhoz kapcesolddd eredetiik, a morfologiai

megjelenésiik és az 6ssejt markerek segitségével tortént azonositasuk alapjan
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limbalis tranziens &ssejteknek bizonyultak. A Huméan Limbalis (HuLi) sejtek
kisméretli, nagy sejtmag-cytoplazma aranyu, polygondlis alaktiak. A HuLi
sejtvonal a 20. atoltas utdn is homogén, valtozatlan morfologiaval rendelkezett,

cytologiai vizsgalatokban reprodukalhatdan alkalmazhaté volt.

Limbalis regenerdcios karcmodell

A szemészeti klinikumbol szarmazd, limbalis eredeti HuLi sejteken 1étrehozott
karcmodellt hasznaltuk a cornedlis sebgyogyulds tanulmanyozasira. A
monolayer regeneraciés modell segitségével négy jellegzetes szakasz
megjelenését figyeltik meg a regeneraciés profilon: I.: felnyildsi- és
visszatapadasi szakasz, vagyis a késleltetett fazis; II.: exponencialis fazis:
regeneracios folyamatok kezdd szakasza; III.: atmeneti fazis: a felsértett régio
zarddasi szakasza; I'V.: stacioner fazis: a karcteriilet Gjra konfluenssé valasa.

A monolayer felsértését kovetd regeneraciot a sériilt rész kiindulasi teriiletétdl
fiiggetlen valtozoval szamszertien jellemeztiik. Ez a relativ monolayer terjedési
sebesség, ami a sejtpazsit karc szélein a sejtek elmozdulasanak percenkénti

atlagat jelenti.

HulLi monolayer regenerdcios modell felhaszndlasa

Szemészeti terapiaban alkalmazott antibiotikumok hatas vizsgalata

A chloramphenicol kisebb mértékben gatolta a sejtek ndvekedését. Szignifikans
kiilonbségeket tapasztaltunk a kontroll és a kezelt sejtek kozott a regeneracid
dinamikajat tekintve. A kontroll sejtpazsit 5 ora alatt regeneralodott ezzel
szemben a 0,5 mg/ml koncentracioban kdzel 12 6ra, mig a 1 mg/ml esetében a
karc zarodasa 30 ora utdn kovetkezett be, illetve a teljes konfluencia nem alakult
ki. A limbalis sejtek ndvekedését a rifampicin erésen gatolta mar alacsonyabb,

0,1mg/ml, dézisban is: a regeneracio tobb, mint 15 drat vett igénybe, és nem
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volt teljes, a magasabb koncentraci6 0,2 mg/ml pedig a sejtek pusztuldsat

okozta.

A kromatin kondenzalddasi intermedier szerkezeteinek jellegzetes karosodasa
alatdmasztotta az antibiotikumok karositd hatasat. A chloramphenicol
alacsonyabb dozisban a mag felnyilasat okozta; magasabb koncentracioban
akadalyozta fonalas szerkezetek szalagos szerkezetekké vald atalakuldsat.
A rifampicin kisebb koncentracioban a szalagos szerkezetek megjelenése utan
blokkolta a kondenzalodas folyamatat. Ez Osszhangban all a mikroszkopos
megfigyeléseinkkel: a regeneracid megindulasaban tapasztalt csuszas
sejtszinkronizalo hatasra utal. A rifampicin magasabb doézisban valtozatos
kinézetli magok ¢és kondenzalodasi formak megjelenését okozta, amely a sejtek

sulyosabb karosodasara utalt.

Limbalis monolayer regeneracio nanorészecskek jelenlétében

A tobbfali karbon nanocsdvek hatdsanak vizsgalata sordn tdrekedtiink olyan
valos koriilmények modellezésére, melyek soran érintkezhetiink ezen
anyagokkal. Az eredmények azt mutattak, hogy az ipari MWCNT-k limbalis
sejtekre gyakorolt hatasa hosszatavon dozisfiiggd, azonban jelentds toxikus
hatas nem volt kimutathatd, hasonléan, mint azt az immortalizalt és embrionalis
sejteken tapasztaltdk. Az in vitro monolayer regeneraciés modell vizsgalata
soran a koncentracidval aranyos nanorészecske felhalmozodast figyeltiink meg a
felsértett régioban, ami Osszefiigghet, illetve amplifikdlhatja a karcszéleken a
monolayer felgytirddésével. A nano karboncsovek dozissal aranyos hatasa a
sejtmigracio fizikai akadalyozasan keresztiil nyilvanult meg, ez a gatolt és
zavart motilitdssal és a visszamarado rezidualis testekkel egyiitt in vivo

hegesedésre utalhat.
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Az arany és eziist nanorészecskéket mint potencialis hatéanyag hordozokat is
tekintetbe vettiik a cornedlis epithel megljuldsa soran. A kisebb, -ezaltal
toxikusabbnak tarott- eziist nanorészecskékkel ellentmondédsos eredményt
kaptunk: jelenlétiikben a monolayer regeneracidja kevesebb idot vett igénybe,
mint az arany részecskék jelenlétében. A kezelést koveten elhtizodo
regeneralodasi folyamatot okozo cellularis szintli karosodasok jol detektalhatok
a genotoxicitds specifikus kromatin modosulatait tekintve is: Az eziist
nanopartikulumok jelenlétében a mag koriili dekondenzalodott kromatin fatyol
és az ustokoscsova-szerti képletek kilokodésével, illetve az elongalt és
metafazisos kromoszomakkal, tovabba az apoptosisra utald szerkezetek
hianyéval. Ezek alapjan feltételezhet6, hogy ezen részecskék inkabb
cytostatikus, reverzibilis, hatdsuak. Az arany nanorészecskék jelenléte még
megengedte a kromatin szalagok atalakulasat kromatin testekké, de elongalt
prekromoszomakat csak ritkan figyeltink meg, a proliferaciot gatlo hatast a
regeneracios id6 elhuzodasan keresztiil tapasztaltuk melyet a metafazisos

kromoszémak megjelenésének hidnya is aldtdmasztott.
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6. UJEREDMENYEK, ES RELEVANCIAJUK

A time-lapse videdé mikroszkopia szemészeti klinikumbol szdrmazo mintakon
valo felhasznalhatosagat két szinten vizsgaltuk: egyedi sejteken az OCM-1
sejtek rendellenes osztodasainak karakterizalasaval, sejtpopulacids szinten a
limbalis sejtek monolayer karc regeneraciés modelljének felhasznalasaval

bizonyitottuk.

1. Uvealis melanoma (OCM-1) sejttenyészetek egyedi sejtjeinek

multipolaris osztddasai

A képszekvencidk vizsgalata sordn megfigyeltiik az uvealis melanoma sejtek
harom iranyba torténé multipolaris osztdodasat, amit trivisionak neveztiink el. A
folyamat kezdetén jellegzetes morfologiai elvaltozas jellemz6, ami a
sejtmaganyag, illetve az egész sejt haromiranya szétvalasaval, vagyis a
tripolarizacioval irhato le. A digitalis képanalizissel kapott kvantitativ adatok azt
mutattak, hogy a multipolaris osztédasok ideje szignifikansan eltért a normal
osztddasokétol, atlagosan 40 perccel hosszabb volt. Az osztdodasok sordn
Osszehasonlitottuk az osztddni késziilo anyasejtek és a lednysejtek térfogatat. A
sejtek normal osztddasanal az anyasejtek méretének 43%- 4t adtak, trivisio utan
ez 22% volt. A multipolaris sejtosztodasok gyakorisdiga az OCM-1 sejtek
esetében viszonylag magas értéket adott, 0,27% volt. Vizsgalataink alapjan
feltéteztiik, hogy a trivisio hozzajarul az aneuploididhoz és tumor

progresszidjahoz.

2. Klinikai mintabol izolalt limbalis sejtpopulacio létrehozasa, fenntartasa
és leirasa
A HuLi (Human Limbalis) sejttenyészetet szoveti eredete, morfologiai

sajatossagai és genetikai markerei alapjan Ossejtnek tekintjiik. Izolalasuk ota
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hosszutavon fenntartjuk és folytonos sejtvonalként (HuLi) tartjuk szamon. A
HulLi sejtek epithel jellegli polygonalis alakuak, kisméretiiek, nagy a sejtmag-
cytoplazma aranyuk, a cytoplazma nem mutat szemcsézettséget. A HuLi

cytokeratin 19 markerre adott pozitiv reakcidja a sejtek dssejt voltara utal.

3. In vitro cornealis sebgyogyuldsi modell kidolgozasa

A HuLi monolayer regeneracios karcmodell time-lapse vided mikroszkopos
vizsgalata digitalis képanalizissel kombinalva megfeleld kisérleti elrendezésnek
bizonyult a cornedlis felszini regeneracié dinamikdjanak tanulmanyozasara.
Leirtuk az in vitro regeneracios folyamat négy fazisat, melyek megfeleltetetok a
cornea reepithelizacid in vivo mechanizmusaval. Tovabba monolayer
regeneracid leirdsdhoz egy, a karc eredeti teriiletétdl fliggetlen kvantitativ

jellemzot is bevezettiink, ami a monolayer karcszéli sejtjeinek a karcteriiletre

cres

4. A limbalis karcmodell felhasznaldsa és eredményei a farmakologiai

vizsgalatokban

A valos idejii, hosszu tava cytotoxikologiai eredményeket és a kromatin
kondenzacié morfologiai vizsgalatanak genotoxicitasi adatainak kombinalasaval
széles korben alkalmazhatd toxikologiai screening rendszert fejlesztettiink ki a
vizsgalt anyagok hatdsainak tanulmanyozasara. A rendszer nagy érzékenységgel
képes kiilonféle biologiai folyamatok dinamikus monitorozasara a klinikai

mintakon.

A HuLi monolayer regeneracidja soran a cellularis ndvekedés az antibiotikumok
jelenlétében bizonyitotta a forditottan aranyos kapcsolatot a sejtproliferacio és
az alkalmazott koncentraciok kozott. A kromatin  kondenzalddasi

intermediereinek morfoldgiai  vizsgalati eredményeivel kiegészitve a
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chloramphenicollal és rifampicinnel kezelt sejtek esetében karakterisztikus
valtozasok jelentek meg a kontroll mintdkhoz képest, melyek jelezhetik a

szemészeti regeneracios terapiaban alkalmazhat6é antibiotikum koncentracidok

maximumat.
5. A karcmodell felhasznalasa cytotoxicitas vizsgalatokhoz:
. Tobbfalu ipari mindségli szén nanocsévek hatasa:

A tobbfalll szén nanocsdvek hatasat tekintve a regenerdcié a koncentracio
fiiggvényében lelassult a sejtek gatolt, zavart migraciéja miatt, melyet a
regeneracios gorbén késleltetett ndvekedéssel, a fazisok dsszemosddasaval és a
motilitisban  novekvé fluktuacidkkal jellemezhetiink. A  legmagasabb
koncentraciojd MWCNT (500 pg/ml) nanorészecske aggregatumok
megakadalyoztak a regeneracidos folyamat végbemenetelét. A  sejtpazsit
regeneracidja soran az alkalmazott koncentracioval aranyosan (50 pg/ml-tél) az
aggregatumok a karcba agyazddtak, 100 pg/ml-t6l a karc széleken a monolayer
felgytirddését okoztak. Ez a jelenség in vivo hegképzddésre utalhat. A hegbe

tapadva maradt aggregatumok a latasképesség stilyos romlasat okozhatjak.

. Inert fém nanorészecskék hatasa a monolayer regeneraciora.

A limbalis sejtek karcmodelljén az eziist és arany nanorészecske kezelés a
regeneracid elhuzdédasat és a sejtek kromatin kondenzélodési folyamatanak
elhtizédésa a kontrollhoz viszonyitva hasonld volt a kisméretii 10 nm-es eziist,
illetve a nagyméreti 100 nm-es arany nanorészecskék jelenlétében. Az
apoptotikus  sejtek  hidnyabol mindkét nanorészecske esetében arra
kovetkeztettiink, hogy a részecskék jelenlétében tapasztalt gatlé hatasok
visszafordithatok; ez alapjan pedig feltételezhetd, hogy a kromatin

kondenzalddas soran bekovetkezett valtozasok sem permanensek.
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A time-lapse vide6 mikroszkopia lehet6séget biztosit arra, hogy a klinikai
szovetmintakbol  inditott  sejttenyészetek  vizsgalata soran  rogzitett
képszekvenciak digitalis képanalizisével mind a regeneracioé dinamizmusa, mind
pedig a tumoros elvaltozasok kialakulasanak folyamata konnyebben,

koltséghatékonyabban legyen vizsgalhatd, akar hosszu tdvon is.

e A multipolaris sejtosztddasok dinamikéjanak a képanalizis soran nyert
kvalitativ és kvantitativ adatai bizonyitottak a modszer helytallosagat a
hosszutavu, nagy idobeni felbontas kisérleti elrendezésben.

e A limbalis sejtek cornea ham reepithelizaciot modellez6 monolayer
karcmodellje a cornealis felszini viszonyokat tiikrdzi, a regeneracios

folyamat cellularis szintli dinamikajat irja le.
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