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Irodalmi attekintés

A szem az egyik legelérhetébb célpontja a nanorészecskékkel torténd hatdanyag és gén
szallitasnak. Kiviilrél a cornea és az inhartya hatdrolja, ezek a szdvetek a célszovetek a
szokvéanyos terdpidk sordn. Az oculdris terdpidk jelentds részét a szemcseppek teszik ki,
melyek hasznalatat azonban komoly hatékonysagi problémak korlatozzak. Tulajdonképpen a
szemcseppek 15-30 masodpercen beliil kimosddnak a konnyel. A nanotechnologia segitséget
adhat megcélozni a mélyebben fekvd szoveteket, kontrollalhatja a gydgyszermolekuldk

kibocsatasat, illetve serkentheti a kiilonb6z6 anyagok szovetbe vald bejutasat.

A cornea felszine negativ toltésii, igy a pozitiv toltést kitozdn nanorészecskék bekotodnek a
felszinére. A kitozan nanorészecskék alkalmasak gyodgyszermolekulak szallitasara, mint
példaul kiilonbozd antibiotikumok (pl. gatifloxacin), immunszupresszansok (pl. ciklosporin

A), és nem szteroid tipust gyulladascsokkentdk (pl. indomethacin) (1).

A nanorészecskéken alapuld gyogyszerszallitds szamos eldnyt nyujthat, mint példaul erdsiti a
gyogyszeres terapia hatékonysagat €s farmakologiai jellemzést ad. Javithatja a vizben nehezen
oldodo gyogyszerek oldhatosagat, noveli a gyogyszerek féléletidejét és noveli a gyogyszer

specificitasat a célsejt- illetve szovet irant (2).

A szembe csepegtetett gyogyszer nagy része masodperceken beliil elveszik a szem Ontisztitd
mechanizmusai miatt. Ezért, az elmult évtizedben a kutatds arra irdnyult, hogy noveljék az
aktualisan alkalmazott gyogyszerek bejuttatasanak hatékonysagat a corneaba. Altaliban a
szemcsepp nem nyujt megfeleld gydgyszer-koncentraciot a hatulsd6 szemszovetekben,
sulyosabb esetekben elengedhetetlenné valik intraocularis injekciok alkalmazasa.

Terapias szempontbol nem csak az a cél, hogy csokkentsiik az livegtesten beliili injekciok
szdmat, hanem a klinikumban hasznalatos gyodgyszerek, a szemben vald elérhetéségének

javitéasa is fontos.

Korabbi kutatasokban a nanorészecskék kontrollalt ibuprofen kibocsatast mutattak. A terapias
hatast kisebb gyogyszer-koncentracioval érték el, mint a szemcsepp formuldval, nem valtva ki
toxikus hatést a szem szoveteiben. Kisebb méretii nanorészecske elénydsebbnek bizonyult a

jobb interakcid elérése érdekében celluldris szinten. Azonban a kisebb méretii nanorészecskék



nagyobb felszinnel rendelkeznek térfogatukhoz képest, kdvetkezésképpen nagyobb az esély

arra, hogy toxikus hatast fejtenek ki a szovetre, illetve sejtre (3).

A nanorészecskék széleskorli hasznalata gyogyszerhordozoként komoly elérelépést
jelenthetne az ocularis terapidk terén, &m a kiilonb6z0 méretli és felszini toltéssel rendelkezd
részecskék viselkedésbeli kiillonbségei miatt mindenképp sziikség van a hasznalt részecskék

toxicitas vizsgalatara.

A szakirodalomban bdven taldltunk olyan tanulméanyokat, melyek a nano méretli anyagok

karos hatasairdl, illetve a bioldgiai és orvosi felhasznalasair6l szélnak.

A nanorészecskék toxicitasa nagyban fligg a felszin toltésétél és a felszinhez kotott
anyagoktol. A részecskék felvétele a sejtbe méretfiiggd, felvételiik receptor-medialt
endocitozissal torténik. (4) A részecskék bejutasi mechanizmusanak fontos része a ,,wrapping

hatas” , melynek soran a sejt citoplazméjaval befedi a részecskét. (5)

A 16 nm atmérdjli citrattal boritott arany nanorészecskék két 6rds inkubalads utdn bejutottak a
sejtbe és végiil az endoszomakba. Szabad arany nanorészecskét sem a citoszolban sem a
magban nem detektaltak. A sejtmagba is bejuttathatok nagyobb méretli aranyrészecskék

megfeleld felszini modositasokkal. (6)

Az eziist nanorészecskék mozgasara szervezeten beliil jellemzd, hogy a fobb barriereken
keresztiil bejutnak a szovetekbe és ott akkumuldlodnak. A vér-agy gaton atjutod részecskék igy

az agyban fognak akkumulalodni.(7)

A genotoxicitast vizsgalva arra jutottak, hogy az eziist nanorészecske toxikusabb hatast valt
ki, mint mas eziistformék. Két sejtmaggal rendelkezé sejtek jelentek meg, ami a DNS
karosodasra utal, a biologiai funkciok megvaltozdsaval nagyobb mennyiségli géntermék

megjelenését és abnormalis proliferaciot figyeltek meg. (8)



Célkitizes
Szemsériilések esetén a klinikumban altaldban szemcseppeket alkalmaznak, a gyorsabb és
fertdzésmentes gyogyulds érdekében. Azonban ezek a szemcseppek alacsony hatékonysaggal
birnak, a hatéanyag bejuttatas utani gyors kimosodasa miatt. A konny altali kimosddas gatolja
a hatdéanyagok eljutdsat a szem hatulsé szdveteibe, igy sulyosabb esetekben intraoculdris
injekciok alkalmazasa elkeriilhetetlenné valik. A nanorészecskék 1j lehetdséget nyujtanak a
gyogyszermolekuldk effektiv szallitasara, €s az injekciok elkeriilésére, igy kevésbé invaziv

gyogymodokat adhatnak az orvoslas kezébe.

Kisérletiink célja a kozmetikai termékekben is hasznalt arany-és eziistkolloid, illetve a
hatdéanyag-szallitasi képességei miatt széles korben kutatott arany nanorészecske hatdsanak
tanulmanyozéasa a human limbus (HuLi) sejtekre, konkrétabban ezen anyagok befolyasanak
vizsgalata a cornedlis sebgyogyulasra. A vizsgalataink soran a kolloidok és a nanorészecskék

genotoxikus hatdsanak vizsgalatara forditottunk kiilonos figyelmet.

Vizsgalataink soran karcmodellt, pasztazo elektronmikroszkopos, fluoreszcens mikroszkopos
¢s Time-Lapse Imaging vizsgalatokat hasznaltunk a kolloidok és nanorészecskék hatasanak

megfigyelésére.

crer

nanorészecskék — mint gyogyszermolekula szallitok — hatdsanak vizsgdlatara hasznaltuk. A
fluoreszcens mikroszkopos vizsgalat soran a kromatin kondenzalodds folyamatanak
megfigyelésével igyekeztiink az arany és eziist kolloidok, illetve arany nanorészecskék

esetleges genotoxikus hatdsaira kdvetkeztetni.



Anyagok és modszerek

1. Sejtek izolacigja és tenyészetek létrehozasa

1.1 Klinikai eredetii szaruhartya (cornea) korongbo6l szarmazo primer sejtek
kitenyésztése és felszaporitasa

A corneat Eusenol-C konzerval6 folyadékban kaptuk, melyben 4°C-on tobb mint 14 napig el
lehet tartani. A cornea korongokat fertétlenitettilk 70%-os etanollal az esetleges fertdzések
elkeriilése végett, majd 2x2 mm-esre daraboltuk Oket. A szaruhartya darabokat bekevert
RPMI-1640 médiumban (+10% FBS, +1% PSN) inkubaltuk. Ezen protokoll segitségével
cornedlis fibroblasztokat sikeriilt izolalnunk a primer szaruhartya korongb6l enzimes emésztés

nélkil.

1. 2.Limbalis eredetii primer sejttenyészetek izolalasa, stabil sejtpopulaciok l1étrehozasa

A limbus az atlatszé cornea és az atlatszatlan szaruhartya kozott helyezkedik el. Kiviilrdl a
limbus alkotja a cornedlis és a conjuktivalis hamot. Ezen hdmok megkiilonboztetésére
szolgald technikdk alapjan gy tlinik, hogy a régiét multipotens cornedlis limbus sejtek
alkotjak. A limbus elliptikus alakkal rendelkezik hosszl vizszintes tengellyel. A limbélis zona
a Descemet-membran periféridlis kiterjedése €és a cornedlis endothélium kapcsolodasanal
kezdddik. A trabecularis halézat eliilsé kiterjedése ugyanugy, mint a Schwalbe-vonal
gonioszkoppal azonosithaté. A limbus sejtekben kevésbbé siirli teriilet, inkdbb magas
kollagén tartalmi kotdszovet. A legtobb sejtet tartalmazo rész a conjuktiva €s a cornealis
epithelium hatardn van és a trabekuldris halozatnal. A kisérletek azt mutatjdk, hogy a
multipotens sejtek a limbus conjuktivalis részénél talalhatok meg. Nemrégiben megfigyelték
ezen sejtek aktivitasat a trabekularis hal6zatnal, ami azt mutatja, hogy a multipotens sejtek a

Schwalbe-vonal kozelében helyezkednek el (9).
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Sforrds: http://www.bu.edu/histology/p/08005loa. htm
1.2.1 Limbus sejtek

A limbalis epithel dssejtek ugyanolyan sajatsagokkal rendelkeznek, mint a felndtt szomatikus
Ossejtek, tehat kisméretlieck és magas mag-citoplazma arannyal rendelkeznek. Hidnyoznak
beldliik a differencidcios markerek kifejezddései, mint példaul a citokeratin 3 és 12. Ezeknek
a sejteknek lassu a ciklusuk a homeosztazis soran, azonban sériilés esetén megnd a
proliferaciora valo hajlamuk. A dssejteknek meg van az a képességiik, hogy aszimmetrikusan

osztodnak (10).

A melanocytak bonyolult eldgazé struktiraval rendelkeznek. Ezek koziil a legelérhetObbet is
nehéz megkozeliteni vagy vizsgalni az epithel sejtek vagy a sajat melanin pigmentjiik miatt,
melyek betakarjak a melanocytat. A tranzit-kiegészitd sejtek az Ossejtekbdl erednek és
végtelenszer tudnak osztodni, mig differencidlttd nem valnak. A fibroblaszt a kotdszovet
sejtje, mely rostokat szekretdl, mint példdul kollagént. Ez fenntartja az extracelluldris

matrixot, foként szovet regeneracional és sebgyogyulasnal (11).



1.2.2 Izolacios protokoll

Kisérleteink sordn a munkacsoportunk altal kidolgozott protokollokat hasznaltuk.
A transzplantaciéra szant cornea limbus gallérjat is Eusenol C-ben tartositva kaptuk. Az el6z6
protokollhoz hasonldan fertdtlenitettiik 70%-o0s etanolban, majd Betadine-nal mostuk.

A szdveteket 2x2mme-es részekre daraboltuk, majd enzimes emésztést végeztiink (800 U/ml
collagenase). Az izolalt sejteket a szovetdarabokkal egyiitt tenyésztéflaskaba oltottuk, melyet
Sml DMEM+Ham’s F12 tapfolyadékkal toltottiink fel. A tapfolyadékot kiegészitettiink 10%
FBS-sel ¢és 1% PSN-nel. A flaskat inkubatorba helyeztiik, ahol 37 °C, és 5% CO2 tartalom
mellett tenyésztettikk a sejteket. A cornedlis és limbalis eredetli primer tenyészetekbdl
kiilonb6z6 morfologidji sejtféleségek differencialodasat vartuk: fibroblaszt jellegli és

keratinocyta jellegli sejteket sikeriilt izolalnunk.

A human limbus (HuL1i) keratinocyta sejteket (adherens sejtek) DMEM Ham’s F12 tenyésztd
médiumban +10% FBS-sel és +1% PSN-nel kiegészitve tenyésztettiik és szaporitottuk fel.
A vizsgalatainkhoz mind az izoladcidhoz mind a karcmodellek létrehozésdhoz 6-os és 7-es

passzalasu sejteket hasznaltunk.

1.2.3 A passzalas folyamata

A felnétt tenyészetek passzaldsa soran eldszor PBS pufferes mosast alkalmaztunk, annak
érdekében, hogy a sejtek kozotti szennyezddéseket és anyagcesere termékeket kimossuk.
Ezutan tripszines kezelést folytattunk, ennek célja, hogy a kihorgonyzo kapcsolatok
megsziintetésével felvalassza a sejtekbdl kialakult monolayert a flaska aljar6l. A tripszin
miikodését médiummal allitottuk le, majd a sejteket 1000 RPM-en 5 percig centrifugéltuk. A
letilepedett sejteket 1 ml médiummal szuszpendaltuk fel és a kisérletnek, valamint a sejtek
mennyiségének megfelelden ujabb flaskdkba osztottuk szét, majd a sejteket tartalmazo
folyadékot médiummal 5 ml-re egészitettiik ki. Tenyészté edényként T-25-0s

tenyésztoflaskakat hasznaltunk.



1.3. Karcmodell készitése
A kisérteleink sordn a Liang és tarsai (12) altal megalkotott és Turdni és tarsai (13) altal

Time-Lapse imaging modszerekre tovabbfejlesztett karcmodellt hasznaltuk.

A vizsgélataink megkezdéséhez el kellett érniink az adott tenyésztdé edényeknél a 100%-os
konfluenciat, amikor a sejtpopulacioé a rendelkezésre allo teljes feliiletet benovi €s Osszefiiggd
monolayer alakul ki. A 100%-os konfluencia elérése utin karcmodell készitéséhez

glassbottom dish-be oltottuk at a sejteket.

A sejtek glassbottom dish-be torténd atoltasa eldtt célszerli sejtszamlalast végezni. Az indulo
sejtszamot ismerve kovetkeztetni tudunk a teljes konfluencia eléréséhez sziikséges idore, €s
egyuttal a sejtek viabilitdsat is megvizsgalhatjuk. A sejtszamlalast tripankék festékkel és
Biirker kamraval végeztilk. A vizsgalatra 10ul sejtszuszpenziohoz 10ul tripankék festéket
adtunk, majd egy feddlemezzel lefedett Biirker kamraba pipettaztuk a sejt-tripAnkék
szuszpenziot. Az eld sejtek vildgosak maradtak, a membranjukon nem jutott 4t a festék,

mig a halott sejtek esetében a membranon atjutva kék festddés volt tapasztalhato.

A glassbottom dish-be torténd passzalas soran célszerl az iivegfeliileten a folyadékot finoman

szétszuszpendalni, hogy segitsiik a sejtek letapadasat.

Amint a sejtek bendtték a rendelkezésiikre allo teret egy steril 20 gauge tlivel megkarcoltuk a
Célszerl, elészor a médiumot rapipettdzni a sejtekre, majd ezutdn a kolloid/nanorészecske
oldatot finoman raszuszpendalni. A glassbottom dish-ben vald tenyésztés soran figyelniink
kell a sterilitasra, célszerli a glassbottom dish-t egy steril Petri-csészébe tenni. Figyelni kell
még tovabba a folyadék szintjére, mert ha a szint eléri a glassbottom-on 1évd nyilast, a

tenyészet konnyen befert6zodhet, illetve a sejtek megfulladhatnak.

2. Tenyészetek kezelése és kromatin izolacio

2.1 Kolloid/nanorészecske oldatok eldkészitése

Az arany nanorészecske(gomb alaki 100 nm &tmérdjli) torzsoldatdnak a koncentraciodja:
3.8E”részecske/ml. A torzsoldatbol szakirodalmi adatok és eldkisérletek alapjan két
koncentraci6é hasznalata mellett dontottiink: 21,66pug/ml és 140pug/ml. A torzsoldatbol 8 ml-t
vettiink ki egy steril 15 ml-es centrifugacsObe, majd lecentrifugaltuk. Az arany nanorészecske

esetében is 10000 G-n centrifugaltunk 5 percig. Felszuszpendaltuk 1 ml tenyésztd médiummal



¢s ebbdl vettliink ki megfelel6 mennyiségii oldatot, a nano-arany esetében nem hasznaltunk

hidratburokkal rendelkez6 format.

Az arany kolloid(gomb alaku 100 nm koriili atmérdjti) és az eziist kolloid (gomb alaku
10nm atmérdjii) koncentracidt elokisérlet alapjan valasztottuk. Az arany kolloid
koncentracidja 3,15uM, az eziist kolloid koncentracio 12,6 uM. Mindkét koncentracional
hasznaltunk hidratburokban, illetve tapfolyadékban inkubéltakat. Az inkubacié 24 orat vett

igénybe.

Az eziist kolloid torzsoldat koncentracidja 20 ppm volt, mig az arany kolloid térzsoldaté
Sppm. Steril koriilmények kozott adott koncentracionak megfeleldé mennyiséget egy
centrifugacsébe kivettliink. Lecentrifugaltuk 10000 G-n 5 percig. A centrifugdlds soran
kiilonosen kell figyelni arra, hogy a leiilepedett kolloid/nanorészecske ne oldddjon vissza.
Arany kolloid esetén szemmel lathat6 volt a lelilepedett kolloid, melynek ro6zsaszin arnyalata
volt, ezzel szemben az eziist kolloidnal ilyen elszinez6dést nem tapasztaltunk. Ledntottiik rola
a feliiluszot és vagy Iml tapfolyadékban szuszpendaltuk fel vagy a sajat feliiliszdjdban
(180ul-ben T25-6s tenyésztdedény esetén, illetve 90ul glassbottom dish esetén), fenntartva az
izoozmotikus kozeget. A T25-0s tenyésztd edényre az adatok kétszeresei vonatkoznak, hiszen
a T25-0s tenyészté edény végtérfogata kétszerese a glassbottom dishnek. A kisérlet
megkezdése eldtt a haszndlni kivant kolloid/nanorészecske oldatot célszerli felszuszpendalni,

hogy a kolloid illetve a nanorészecske ne agglomeralddjon ¢€s, hogy igy jutassuk ré a sejtekre.

2.2 MTT assay hasznalata a felhasznalt koncentraciok vizsgalatara

Eloékisérletiink soran egy 96 lyuku platet hasznaltunk kiilonb6z6 koncentraciok vizsgalatdhoz.
MTT assay készitése:
1. A flaskaban letapadt sejtekrdl leszivtuk a tapfolyadékot.

2. PBS-sel atmostuk, ezzel kimostuk a sejtek koziil az esetleges szennyezddéseket és a

felesleges tapfolyadékot.
3. Tripszinnel kezeltiik, és maximum 10 percret inkubaltuk.

4. A felvalo sejteket centrifugaltuk (1000 RPM, 5 perc),
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5. A feliiluszot ledntottiik, majd a sejtekhez 1 ml tapfolyadékot adtunk, leallitva ezzel a

tripszin miitkodését.
6. Sejtszdmolast végeztiink.

7. DMEM Ham’s F12 médiummal higitottuk a sejtszuszpenziot 11 ml-re és szétosztottuk

a well-ekben.
8. Egy ¢jszakara inkubatorba tettiik (37°C).
9. Inverz mikroszkép alatt vizsgaltuk, hogy letapadtak-e a sejtek.

10. Megfeleld kitapadas utan 1 nappal steril horizontalis laminaris box alatt a sejtekrol
eltavolitottuk a hasznalt médiumot, és kolloiddal vagy nanorészecskével kezeltiik a

welleket.
11. A kezelt plate-et 24 6rara inkubatorba helyeztiik.

12. A sejtekhez wellenként 100ul MTT oldatot adtunk és inkubaltuk 37°C-on, masfél 6ran
keresztiil.

13. Inkubélas utan az MTT oldatot leszivtuk. S6tét szini kristalyok kivalasat tapasztaltuk.

14. DMSO-t hasznéltunk a kristadlyok feloldasdhoz (wellenként 100ul). Lilas

szinelvaltozast tapasztaltunk. 15 percre inkubatorba helyeztiik a plate-et.
15. Plate Reader haszndlata: DMSO-val feloldott kristalyokat fotometraltuk 550nm-en.
16. A kapott értékeket tablazatban rogzitettiik.

Az MTT assay alapjan egyik altalunk hasznalt koncentracidé sem bizonyult toxikusnak.

2.3 Kromatin szerkezetek izolacioja

A tenyésztéedény (T-25 flaska) 100%-os konfluencidjanak elérése utan egy steril

crer

vagy nanorészecske oldatot és a médiumot. Mivel eldkisérleteink azt mutattak, hogy a seb 20-

24 6rén beliil 6sszend, igy 24 ora utan elkezdtiik az izolalasi protokollt.

A sejtmag izolaciot parhuzamosan végeztiik a feliiluszoban 1€vd, illetve a letapadt sejtekkel.
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A kromatin izolacio 1épései:

12

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Els6 1épésként a médiumot finoman leszivjuk a sejtekrdl, vigydzva arra, hogy a

monolayer épen maradjon.

Centrifugélas 5 percig 1000 rpm-en, majd a feliilisz6 ledntése.

Sejtek atmosasa, szuszpendaldsa 1 ml nem steril PBS-sel.

Centrifugélés 5 percig 1000 rpm-en, majd a feliiliszo ledntése.

Dagaszt6 puffer hozzdadéasa (swelling oldat) 5 ml 1 milli6 sejthez, szuszpendalas.

Inkubélds 10 percen keresztiil dagasztdo pufferben, 37 °C-os vizfiirdében vagy

inkubatorban.
Centrifugélés 5 percig 1000 rpm-en, majd a feliiltiszo ledntése.

Atmosés fixativos oldattal (metanol-jégecet 3:1). Az oldatot frissen kell elkésziteni,
eloszor cseppenként kell hozzdadni a sejtekhez folyamatos szuszpendalas mellett, 2x1

ml-ben vessziik fol.

Centrifugalas 5 percig 1000 rpm-en, majd a feliiluszo ledntése.
A fixativos atmosas megismétlése 1 ml-rel.

Centrifugélas 5 percig 1000 rpm-en, majd a feliiliszé ledntése.
Sejtek felvétele sejtszamtol fiiggden 1 ml fixativos oldatban.
Cseppentés targylemezre Pasteur-pipettaval 30 cm magasrol.
Széaradés szobahdn egy éjszakan keresztiil.

Dehidralas felszallo alkohol sorban (70-80-90-100%-o0s etanol). Masnap cimkézés,

targylemeztartoba pakolas.

Kromatin szerkezetek vizsgalata: Antifade médiumhoz adott DAPI-val (20ul).



3. Képalkoto és képelemzo modszerek

Kisérleteink fazisait kiillonb6zd képalkotd modszerekkel kovettik nyomon. A nodvekvod
sejtkultardk, valamint a karcmodellek megfigyelésére egyszeriisitett Long-Term Scan
mikroszkopokat épitettiink, az izoldlt kromatin szerkezeteket pedig fluoreszcens

mikroszkoppal vizsgaltuk.

3.1 Kromatin szerkezetek vizsgalata fluoreszcens mikroszkopiaval

A vizsgélatok soran torekedtiink arra, hogy a kontroll és kezelt sejtmagokrol a kromatin
kondenzalddas kiilonb6z6 fazisaiban tudjunk képet késziteni, minél tobb informdaciot nyerve a
kezelés eredményérdl. Egy targylemezrdl atlagosan 100 felvételt készitettlink, majd ezeket

kiértékeltiik.

A sejtmagok DNS-ének fluoreszcens jelolésére 4',6-diamidino-2-fenolindolt hasznaltunk. A
DAPI-t Antifade médiumhoz kevertiik. A gerjeszt6fény kialakitdsdhoz UV excitacios filtert
hasznaltunk.

Miutan a glassbottom dish-ekben a karc 0sszendtt, in situ megjeloltiik a kezelt tenyészeteket
DAPI-val, majd fluoreszcens mikroszkoppal vizsgéltuk, hogy az izolalt sejtmagokon

megfigyelt valtozasok dsszeegyeztethetdek-e az in situ jeldlésnél tapasztaltakkal.

3.2 Long-Term Scann mikroszkopok hasznalata sejtkulturak megfigyelésére

A kitenyésztett sejtkultirak folyamatos megfigyelésére Long-Term Scan (LTS)
mikroszkopokat hasznaltunk, amelyek inkubatorban késziild Time-Lapse felvételek
rogzitésére lettek kialakitva. Egyszeriisitett mikroszképjaink egy digitdlis kamera CCD
érzékeldjébodl és polcos tavtartd rendszerbdl allnak, melyekbe mikroszkop objektiveket
épitettiink és LED fényforrassal lattunk el. Az egyszerli polcos szerkezet elonye, hogy széles
korben elérhetd fém és miianyag alkatrészekbdl megépithetd, és megfeleld alatétek
alkalmazasaval a sejttenyésztd inkubatorban fenntartott 37°C-on jelentkezd hétagulas hatésa
is kikiiszobolhetd, igy megfeleld beallitasok mellett a felvétel a kisérlet teljes iddintervalluma
alatt ¢les marad. Fényforrasként megfigyeléseinkhez kozeli infra tartomanyban emittalé LED-
eket hasznaltunk, a folyamatos fehér fénnyel torténd megvilagitasbol kovetkezd esetleges

fototoxicitas elkeriilése végett.
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A sejtek tenyésztésével parhuzamosan végeztik az LTS-ek bedllitdsat. A mikroszkdpokba
x10/0.25 objektiveket szereltiink. A fokuszt az inkubatoron kiviil, mar letapadt sejteket
tartalmazo flaskéakra allitottuk be. Ezutan a mikroszképok bekeriiltek az inkubatorba, ahol 24
Orés csuszastesztet végeztiink, hogy megbizonyosodjunk a fokusz stabilitdsarol, és elvégezziik
a sziikséges utdlagos beallitasokat. Az elkésziilt karcmodelleket a mar beéllitott mikroszkopok

targyasztalara helyeztiik, és elinditottuk a felvételt.

A digitalis kamera és az eTox LTS szoftver segitségével percenként készitettiink felvételeket
a sejttenyészetekrol. A vizsgalatot addig folytattuk, mig a sejtek be nem noétték a készitett

karcot, mig Gjra ki nem alakult a teljesen 0sszefliggd sejtpazsit.

3.3 Pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalatok
Kisérleteink soran lehetdségiink nyilt a kontroll karcmodellek pasztazo elektronmikroszkopos
vizsgélatara. Az elektronmikroszkdpos vizsgéalat soran felvételeket készitettiink a karcok

feliiletérdl és a kornyezo sejtekrol.

A kontroll karcok vizsgalatahoz egy HuLi tenyészetet 100%-o0s konfluencidig tenyésztettiink,
majd steril pipetta heggyel megkarcoltuk. A tenyészeten 3 karcot ejtettiink, kiilonbozo
helyekre, megadott idopontokban. Az elsét 12 oraval, a masodikat 6 draval, a harmadikat

harom oraval fixalas elott.

A tapfolyadékot leszivtuk a tenyészetrdl és 4%-os glutaraldehiddel fixaltuk. Harom orés
fixalas utan a glutaraldehidet eltavolitottuk, majd a mintat viztelenitettiik felszallo alkohol
sorban (50%, 60%, 70%, 80%, 90% ¢és 100%). Ezutan a sejttenyésztd edényt a karcok
megfigyeléséhez megfelelden elvagtuk. A minta széritdsat lagy vdkuumban vittiik véghez. A
minta kiszéritdsa utdn egy vékony arany réteggel vontuk be a minta felszinét, majd

szénragasztoval rogzitettiik a mintatartohoz.

3.4 Az elkésziilt képek elemzési modszerei

Fluoreszcens mikroszképos vizsgalataink soran, mind a kontroll, mind a kezelt mintakat
tartalmaz6 targylemezeken megkerestiik a kromatin kondenzalddas intermediereit, és a kezelt
mintédkon a kiilonb6z6 fazisokban megjelent olyan valtozasokat, amelyeket az adott fazisban
1évé sejtmagok nagy részénél tapasztaltunk. Ritkdn megjelend igy szignifikdnsnak nem

titulalhatd valtozasoknak nem szenteltiink figyelmet. A nanorészecskék és kolloid oldatok
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genotoxikus hatdsdra az azonos kondenzalddasi fazisban 1évé kromatinok kozotti

kiilonbségekbdl kovetkeztettiink.

A Long-Term Scan mikroszkopokkal készitett képszekvencidkrol Fiji képelemzd szoftver
segitségével készitettiink kvantitativ elemzéseket. A sebgyogyuldsra gyakorolt hatisra a
karcok 0sszendvéséhez sziikséges 1dObol, és a ndvekedés sebességébdl kovetkeztettiink. A
sebesség megallapitasa sordn a karc teriiletének atlagos percenkénti valtozasar korrigéaltuk a
karc frontvonalanak hosszaval, igy megsziiletett a linearis terjedési sebesség, mely fliggetlen a

karc alaptertiletétol.
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Eredmények
Mivel az arany ¢és eziist kolloidok hatasvizsgalata soran nem tapasztaltunk szignifikans

kiilonbséget a tapfolyadékban inkubaltak és a hidratburokban inkubaltak kozott, ezért

eredményeink kifejtése soran sem valasztottuk szét dket.

1. A kromatin kondenzalédasra gyakorolt hatasok
1.0 Kontroll

A kontroll megfigyelése soran a human limbalis sejttenyészetekre jellemzé a
munkacsoportunk altal mar lek6zolt kromatin kondenzalddasi intermediereket figyeltiikk meg.
Uj intermediereket nem talaltunk.

2. dbra. A Huli kromatin kondenzalddasi
intermedierek forrds:(13)
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1.1 Eziist kolloid

12,6 nM/ml eziist kolloid hatasa a kromatin kondenzalodasra

A folyamat kezd6pontja a kondenzalt sejtmag megjelenése (A, B), majd a felhds szerkezet (C,
D, E) kialakuldsa. Aztdn a sejtmag anyaganak felszakadasaval 1étrejon a szalagos szerkezet
(F, G), azonban ennél a koncentracional ennek a szerkezetnek a megjelenése a kontrollhoz
képest ritkabb. A fonalas szerkezet megjelenik hosszu, elongalt, meghosszabbodott formaban
(H, I). Ezek utan kialakulnak az praeckromoszémak (J, K, L, M, N). A koncentréciora jellemz6
a sejtmagok kisebb mérete a kontrollhoz képest, illetve a sejtmag anyagiban lathato
bemélyedések szdmanak a megndvekedése. Nem figyeltink meg a metafazisos

kromoszomakat. Megfigyeltiink felszakadt sejtmagokat, de a szamuk nem szignifikans.

3. dbra. 12,6 uM eziist kolloiddal kezelt tenyészet
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1.2 Arany kolloid

3,15 uM/ml arany kolloid hatasa a kromatin kondenzal6dasra

Ezen koncentracio mellett a kromatin kondenzaldédas teljes egészében végig ment. Az
interfazisos kondenzalt sejtmag (A, B) megjelenése utan kialakult a felhds szerkezet (C, D),
amelyben kisebb kiindul6é pontokban elindult a kondenzéacio(E). Kialakult a szalagos alak (F,
G), amibdl pedig a fonalas szerkezet (H, I, J). Megjelennek a prackromoszomak (K, L), aztan
pedig a metafazisos kromoszémak elongalt formai (M, N, O). Itt is megjelennek a sejtmagban
1évé mélyedések, melyek a kondenzacid elkezdddésére utalnak. A fonalas alak elongalt

valtozata mellett megfigyeltiik rovidebb formait is.

4. dbra. 3,15uM arany kolloid hatdsa a kondenzdciora
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1.3 Arany nanorészecskék

21,66 ng/ml arany nanorészecske hatasa a kromatin kondenzalodasra

Ennél a koncentraciondl megjelenik a folyamat elsé alakja a kondenzalt sejtmag (A, B), majd
elindul a kondenzalddas a sejtmag belsejében . Kialakul a felhds szerkezet (C), ebbdl kiindul
a szalagos szerkezet (D, E, F). A szalagos szerkezetbdl a kondenzalodéas folyamata soran a
fonalas szerkezet alakul ki (G, H), amely elongalt. Ahogy a fonalas alak feltekeredik,
kialakulnak a kromoszdéma el6telepek, a prackromoszomak (I, J). Ennél a koncentracional
ennyit tudtunk megfigyelni a kondenzalodasi folyamatbdl, a mintdkban nem voltak jelen a
mar kialakult kromoszémak. Itt nem taldlkozunk azzal a karéjos sejtmag szerkezettel, mint a

140 pg/ml-es koncentracional.

kondenzdciora
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140 pg/ml arany nanorészecske hatasa a kromatin kondenzalédasra

A folyamat soran lathato, ahogy az elszor kondenzalt sejtmag jelenik meg (A, B, C), majd az
felnyilik, igy megjelenik a fatyolos szerkezet (D, E). Ezt kdvetden a szalagos alak jelenik meg
(F, G, H), ebbdl pedig a fonalas szerkezet alakul ki (I, J, K, L, M), amely ebben az esetben a
kontrollhoz képest rovidebb €s nem elongalt a nanorészecske hatisa miatt (ragaddssag).
Ahogy a fonalas szerkezet tovabb kondenzalddik, megjelennek a kromoszoma eldtelepek,
vagyis a prekromoszomdk (N, O, P). Maguk a kromoszomék a folyamatban mintaban
jelennek meg, az eldtelepek kialakulasaig jut el a kromatin kondenzacié folyamata. Ilyen
koncentracié mellett megfigyeltiik olyan sejtmagok jelenlétét is, melyek nagy része hianyzott,

szemben a 21,66 pg/ml-es koncentracioval.

6. dbra. Karéjos megjelenésii sejtmag

7. dbra. 140 ug/ml arany nanorészecske hatdsa a kromatin kondenzdléddsra
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1.3.4. Glassbottom dish in situ megjelolés

A glassbottom dishben in situ fluoreszcens jeldlés utani vizsgélat soran is ugyanazon
eredményeket kaptuk, mint a kromatin izolalas soran. A 12,6 uM/ml-es Ag koncentracional
megfigyeltiink trivison-re, azaz harmas osztodasra utald jeleket. Minden koncentracional
észrevehetdk voltak a mitotikus sikba rendezddott kromoszomaék, amely azt bizonyitja, hogy

az adott sejttenyészetben voltak osztodo sejtek.

9. dbra. Mitotikus sikba rendez6détt 8. dbra. Hdrmas osztdédds a 12,6 uM
kromoszomadk koncentrdcidju eziist kolloiddal kezelt
tenyészetbdl
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2. Sebgyogyulasra gyakorolt hatasok

2.0 Kontroll

A karcmodellek mindegyikénél megfigyelhetd a felvételek elején a karc kezdeti
tertiletnovekedése. Mivel a tenyésztéedények kozvetleniil a karcok ejtése utan keriilnek az
LTS-ekbe, a grafikonokon és a vizsgalat elsé orajaban késziilt képeken lathato a karcolas
kovetkezményeként elpusztult sejtek Osszezsugorodasa és felvaldsa a sebszéleken. Ezutin

megkezdddik a sebgyogyulas.

A kisérleteinkbdl szarmazo képszekvencidkat elemzd grafikonokat az aldbbi kontrollhoz

hasonlitottuk:

Kezeletlen kontroll - HuLi

A karc terlletének valtozasa az id6 figgvényében
120

100

N B OO
o O O O

Akarc terlilete %-ban

0

0 25 50 75 100 12&3,, 150 175 200 225 250 275 300
idé(perc)

10. dbra. Kontroll tenyészeten ejtett karc gydgyuldsa

11. dbra. Kontroll karc gydgyuldsa

A kezeletlen HuLi tenyészet a vizsgalat megkezdése utan 260 perccel begyogyult (lineéris
terjedési sebesség:1,73 pm/perc). A tenyészet 100%-os konfluencidjadnak visszaallasa utan

nem tapasztalhatd kiilonbség a karcolas elétti allapothoz képest.
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2.1 Eziist kolloid

A karc teruletének valzotasa
12,6 uM eziist kolloid - HuLi

1,4
1,2

0,8

a karc relativ teriilete

0,4
0,2 Ny
I I I 1 1 1 1 1

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

id6(perc)
12. dbra. A 12,6 uM eziist kolloiddal kezelt karc tertiletének vdltozdsa

o 7
7

13. dbra. A 12,6 uM eziist kolloiddal kezelt tenyészetrdl késziilt
0,1,1.5,2,2.5,3,3.5,4 és 5 ords felvételek

A 12,6 uM-os eziist kolloiddal kezelt tenyészet a 350 perc koriil késziilt felvételek idejére
teljesen begyogyult (lineédris terjedési sebesség:0,46 pum/perc). A tenyészet 100%-o0s
konfluenciajanak visszaalltaval a karc nyoma nem lathato a sejtpazsiton.
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2.2 Arany kolloid

A karc teruletének valtozasa

3,15 uM arany kolloid - HuLi

1,4
1,2 f\

0,8 \

0:6 \

0,4 .

02 Av\
0 I I I I I I I I I I ! ! ! ! !

25 75 125 175 225 275 325 375 425 475 525
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

a karc relativ teriilete

idé(perc)

14. dbra. A 3,15uM arany kolloiddal kezelt karc tertiletének csékkenése

15. dbra. 3,15 uM-os koncentrdcidju arany kolloiddal kezelt tenyészet

soronként balrdl jobbra haladva 0, 1, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5, 5 ords
felvételei

A 3,15 pM-os koncentraciojii arany kolloiddal kezelt tenyészeten a karc a kontrollhoz
hasonl6an 260 és 270 perc kozott késziilt felvételeknél gydgyul be (linearis terjedési sebesség:
1,69 pm/perc). In vivo hegesedésre utalhat a monolayer feliiletéhez tapadt elpusztult sejtek
jelenléte, amelyek a seb bezarodasa utan is mutatjak a karc helyét.
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2.3 Arany nanorészecskék

A karc teruletének valtozasa

21,66 ug arany nanorészecske - HuLi

1,6
1,4
12

1
\
8’2 v
04 M

0,2
0 I I I I I I I I I I I I I I I I I T

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950
idé(perc)

Akarc relativ tertilete

16. dbra. A 21,66 ug arany nanorészecskével kezelt karc teriiletvdltozdsa az idé
fliggvényében

szecskével kezelt

tenyészetrdl késziilt 0,2,4,6,8,10,12,14,15 drds felvételek (soronként
balrdl jobbra)

crer

kontrollhoz képest koriilbeliil haromszoros idd alatt, 880 koriil zarult be (lineéris terjedési
sebesség:0,47 um/perc). Az 6sszehtizodott seb helyén a monolayerhez tapadt rezidualis testek
lathatok.
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A karc teruletének valtozasa

140 pg/ml arany nanorészecske- HuLi
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id6(perc)

18. dbra. Sebgydgyulds 140 ug/ml nanorészecske kezelés mellett

19. dbra. 140ug/mi-es koncentrdciéju arany nanorészecskével kezelt
tenyészet: 0,2,4,6,8,10,12,14,16 ords felvételek

A 140 pg/ml-es koncentracioju arany nanorészecskével kezelt tenyészet esetében a karc a
kontrollnal joval lassabban, a 840 perc utan teljesen begydgyult (lineéris terjedési sebesség:
0,34 pm/perc), a gyogyult karc helyét nem mutatja a sejtpazsithoz tapadd -elpusztult
sejttomeg.
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3. A karcmodell elemzése a pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalat alapjan

Az elektronmikroszkopos vizsgédlat sordn informdaciot szerezhettlink a sebgydgyulés
mechanizmusarél a karcmodell esetében. A 19-es és 20-as abrat 6sszehasonlitva latszik, hogy
a sebgyogyulds soran, a sejtek a seb szélein, a rendelkezésre allo teret kihasznalva
kiterjednek, €s félszigethez hasonld betiiremkedéseket hoznak 1étre.

A karcokon megfigyelheté individudlis sejtek kitapadasa, a szabad feliiletet nyujtdo karc
belsejébe is, leginkabb a sebszélek kozvetlen kozelében. A gyogyulds folyamatanak jelentOs
része lathatoan nem a karcon beliili kitapadasbol, hanem a HuLi osztodésa, és a karc belseje
felé torténd sejtmigracid (21.4bra) soran kialakuld félszigetes strukturak szamanak
novekedeésébol, igy a sebszélek folyamatos kozeledésébdl szarmazik. Ez a megfigyelés
Osszecseng a HuLi tenyészeteknél altalanosan megfigyelt viselkedéssel. A limbalis
sejttenyészetek esetében, osztodas utan, a sejtek mar kitapadt sejtek mellé igyekszenek
kitapadni, ezaltal a tenyészetben jellegzetes sejtszigetek jonnek 1étre, amelyek a konfluencia
novekedésével egymashoz kapcsolodva alakitjak ki az 6sszefliggd HuLi sejtpazsitot.

A pésztaz6 elektron mikroszkoppal megfigyelhettiik, hogy az altalunk hasznalt karckészitési
modszer milyen karcfeliiletet hagy hatra. A karcokon jol lathaté a fecskendéti nyoma, a
karcolas iranya, és a sejthartya felszakadédsa utan kitapadva maradt kihorgonyzé kapcsolatok
alkotta sejttormelék (22. abra).

SE 10-Apr-14) {000000F D21 - Oftun a5 0KV, X1 .8k 25um

SE| 1T0=Apr—i4 000000MWD 201 4mm, 15/, OkV: x350 10 0um|

22. dbra. A limbalis sejtek kiterjedése és 3 Gpra. A karc feliilete
mozgdsa a sebszéleken
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Diszkusszio

A vizsgalatok sordn azt tapasztaltuk, hogy a kolloidok és a nanorészecskék nem voltak
toxikus hatéssal a sejttenyészetekre, viszont jelenlétiikben a sebgyogyulds folyamata minden
esetben lassabban ment végbe.

A Time-Lapse Imaging vizsgalatok sordn minden koncentraciondl azt tapasztaltuk, hogy a
sebszélek Osszezarodtak, a seb begyodgyult. Két koncentraciondl a seb zarodasa folyaman
rezidualis testek maradtak a karc két szélén, amelyek a sebszélek Osszezarddasa utan is
jelezték a karc helyét, ezzel utalva egy esetleges in vivo hegesedésre. A kialakult hegszerii
struktara 0sszeaggregalddott elpusztult sejtekbdl €s sejttormelékbdl all, melyek teljes felvalas
helyett a monolayerhez tapadnak és egyiitt mozognak a sebszélekkel. A sebszélek
Osszezarddasa kontrollhoz viszonyitva lassabban tortént meg a kezelt tenyészeteknél. A

crer

tenyészetnél hegszerl struktura kialakuldsat nem tapasztaltuk.

A fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatok soran az izoladlt kromatin szerkezetek
tanulmanyozasa folyaman, a kisérletben hasznalt kolloidok és nanorészecskék a sejtekre
csekély genotoxikus hatdst mutattak. A haszndlt koncentraciok mellett a kromatin
kondenzaloédas végbement. Megtfigyelhetok voltak felszakadt sejtmagok, de szamuk nem
szignifikans. A 21,66 pg/ml-es koncentracional még megfigyelhettiink elongalt fonalas
szerkezetet, azonban a 140 pg/ml-es koncentracid esetében az arany nanorészecske
»~ragadossaga” miatt a fonalas szerkezet nem volt elongalt, az 6rokitéanyag feltekeredve jelent
meg. Ezen koncentracid esetében megfigyelhettiink karéjos alaku sejtmagokat.

A glassbottomban in situ megjelolés soran mindegyik koncentracionial megfigyelhettiink
osztodasi sikba rendezddott kromoszomakat, tehat az adott koncentracié mellett a sejtek

crer

osztodasra utald szerkezetet is megfigyeltiink.

A pasztazo elektron mikroszkopos felvételek atfogobb képet adtak a karcmodellrdl, sejtek
kitapadasarodl és a seb gydgyulasi mechanizmusarol.

Az éltalunk megfigyelt eredmények alapjan felteheté az, hogy a forgalomban 1évo
biologiailag inert arany nanorészecske az altalunk hasznalt koncentracidkban megfeleld lehet
hatéanyag bevitelre a szemészetben, 4m jelenlétében a human limbalis keratinocita dssejtek
teriiletfoglaldsa lassul, mely jelezheti az in vivo sériilés gyogyulasanak lassulasat.
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Roviditések
FBS: Fetal Bovine Serum( magzati borji szérum)
LTS: Long Term Scan( hosszl tava megfigyelés)
PSN: Penicillin Streptomicin-Neomicin (antibiotikum, antimikotikum)

RPMI 1640: Roswell Park Memorial Institute-ban (RPMI) kifejlesztett médium HaCat
sejttenyésztéshez

DMEM-HAM’S F12: Dublecco’s Modified Eagle’s MediumNutrientMixture F12-Ham
DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole

PBS: Phosphate buffered saline (fiziologias sooldat)

HuLi: Human limbalis keratinocita sejtvonal

RPM: roll per minute (fordulatszam)

DMSO: Dimetil-szulfoxid

MTT: Metil-tiazol tetrazolium
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