A cornealis sebgyoégyulas klinikai modellje és az antibiotikumok
hatasa izolalt limbalis sejtekre
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Roviditések

FBS: Fetal Bovine Serum (magzati borju szérum)
LTS: Long Term Scan (hosszu tavi megfigyelés)
PSN: Penicillin Streptomicin-Neomicin (antibiotikum)

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

sejttenyésztéshez

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

PBS: Phosphate Buffered Saline (fiziologias sooldat)

LDH: laktat-dehidrogenaz



Bevezetés

A borsériilések esetében szdmos hamositdé hatdsu készitmény koziil valaszthatunk, melyek
elosegitik a sebgyodgyulast. A leggyakrabban hasznalt készitmények nemcsak a felszini
sériilések esetén hasznalhatdak, hanem kisebb égési sériilések, felmarddasok és mitét utani

kisebb hegek ellen is. Ilyen készitmények példaul a Neogranormon ¢és a Bepanthen.

Ezzel szemben a szem sériiléseire mind véletlenszertien bekovetkezett sériilésre mind miitét
utani hegekre altalaban antibiotikum tartalmua készitményt irnak fel. Ezen készitmények célja
a fertézések és baktériumok elleni védelem, mivel a szemiink az egyik legfontosabb
érzékszerviink. A szemészetben a leggyakrabban hasznalt két antibiotikumot hasznaltuk a

kisérleteinkhez, ami a chloramphenicol és a rifampicin volt.

Az antibiotikumok olyan vegyiiletek, melyek gatoljak a mikroorganizmusok ndvekedését
(bakteriosztatikus), illetve pusztitjak (baktericid) azokat. A kisérletben a chloramphenicol és a
rifampicin hatésait vizsgaltuk sejttenyészeteken, kiilonos tekintettel a sebgyogyulasra tett
hatésaira. Vizsgalataink soran mind karcmodellt, mind scanning vizsgalatokat hasznaltunk az
antibiotikum hatasainak tobb oldalrol valé megfigyelése érdekében. A hosszil tava vided
mikroszkdpias kisérlet a kezelt tenyészetben az 0sztdodo sejtek szambeli megfigyelése illetve
maga az osztddas hianya miatt volt célra vezetd a kezeletlen tenyészethez viszonyitva. A
karcmodellt azért alkalmaztuk, hogy in vitro koriilmények kozott szimulaljuk a sebgyogyulast

illetve az erre altalaban adott antibiotikumok hatasat a folyamatra.



Célkitizések

Munkank célja a szakirodalmi adatok alapjan attekinteni a szemészeti sériilések
kezelésére leggyakrabban hasznalt antibiotikumok révid torténetét, egyéb hatasait az
orvosbiologiai tudomanyokban. Mindenekel6tt szerettiik volna megtudni, hogy a cornea
felszinén kialakult sériilés gyogyulasat, annak menetét, gyorsasagat mennyire befolyasoljak

ezek az antibiotikumok.

A sériilések imitalasahoz egy 0j sebgyogyulasi modellt szerettiink volna kifejleszteni
¢és alkalmazni a limbalis keratinocita sejteken. Ezen eredményeket prezentalni, majd az
eredmények alapjan megtudni, hogy a chloramphenicol és a rifampicin a baktericid hatasuk

mellett elosegitik-e a sebgyogyulast.



Irodalmi attekintés

Szamos kisérlet folyt a rifampicin és a chloramphenicol hatdsdnak vizsgalatara.
A chloramphenicol megallitja a mikroorganizmusok novekedését, oly moédon, hogy gatolja a
blokkolasaval. A chloramphenicol a sejtosztodast gatolta attol fiiggden, hogy mikor adtik
hozzé a baktériumhoz. A ndvekvd kulturaban a chloramphenicol (por) mar 100pg/ml- végsd

koncentracioban gatolja a fehérje szintézist.(1)

Vizsgaltdk a chloramphenicol hatasat a K562 sejtek mitokondriuménak funkciovesztésére. A
chloramphenicol jelentdsen csokkentette a sejt novekedést, a citokrom c¢ oxidaz aktivitast,
ATP szintézist, €és a ferritin szintézist. Hirom koncentréciot vizsgaltak: 10, 25, és 40 pg/ml.
analizis kimutatta, hogy a novekedés akadalyozasa mellett fokozatosan ndtt a G1 fazisban
l1évo sejtek szazaléka, atlagban 37%-kal magasabb, mint a kezeletlen sejteknél. Fokozatos
csokkenést is tapasztaltak az S-fazisban 1évo sejtek szazalékaban a kezeletlen sejtekhez képest

a nyolcadik kezelési napra. Apoptotikus sejtek is jelen voltak a 8 napos kezelésnél. (2)

A chloramphenicol novekedés megallast és apoptdzist okoz human keratinocitakban in vitro
eléidézi apoptozisukat. A bormintdk 10 egészséges onkéntestdl szarmaznak. A kontroll sejt
kultirdk megegyez6 mennyiségli etanolt tartalmaztak, mint a bizonyos kisérletben a
legmagasabb chloramphenicol koncentracio. A chloramphenicol 25 és 250 ug/ml-es
hatdsa a chloramphenicolnak nem jart egyiitt LDH felszabaduléds fokozddasaval. Sejtmembran
integritasra a human keratinocita kultirakban nem volt hatassal a chloramphenicol kezelés, ez
azt jelzi, hogy a drog gatl6 hatdsa nem jar a sejt nekrotikus elhalasaval (3). A kisérletek arrol
tantskodtak, hogy a chloramphenicol baktericid hatdsa mellet jelentds hatasa van a human
sejtekre is. Ezek a hatasok sokszintiek voltak, példaul a chloramphenicollal kezelt human
keratinocita sejtek nagyobb apoptotikus szazalékot mutattak, és olyan sejtek voltak nagyobb

szazalékban melyek kaszpaz aktivitast mutattak (4). A tumorok mar kis koncentracioban is



érzékenyek. A normadl és a tumoros sejtvonalaknal a hosszantarto kitettség az idével korrelald
pusztulast mutat. Azonban a tumorsejtek esetében a limitalt expozicidé mellett is
megallapithatd volt a sejtek érzékenysége. Azt figyelték meg, hogy a toxikus hatast
befolyasolja a sejtciklus, az érzékenységet pedig a mitotikus szakasz (4). Ez az analizis jo
példa arra, hogy az antibiotikum fehérje szintézis gatlé hatdsa nemcsak a korokozora
érvényes, hanem a normal sejtekre, hisz blokkolta a humdn sejtek DNS replikaciojat, igy
antiproliferativ hatassal rendelkezik. A chloramphenicol leukocitakra vald hatasat is
vizsgaltak. A limfocitak differencialodasara nem volt hatassal a kezelés. A mitotikus indexre
viszont hatassal volt, a kezelt sejtek kisebb mitotikus index-el rendelkeztek. Ez linearis
kapcsolatot enged feltételezni a drog jelenléte és a mitotikus index csokkenése kozott.
Megfigyelték, hogy a kezelés idejével is ardnyos a mitotikus gatlas, 24 és 48 6ra utan kisebb

gatlast tapasztaltak, mint 72 oras kezelés utan (5).

A chloramphenicol antiproliferativ hatasat csontveld sejtek esetében is vizsgaltak. Az
eredmények azt mutatjdk, hogy a koloénidk mind szdmban mind méretben is kisebbek lettek,
60 sejtbodl allo koldniandl nem tapasztaltak nagyobbat. A kisérlet arra enged kovetkeztetni,
hogy a chloramphenicol gatolja a koloniaformalo sejtek osztodasat, igy a kolonidk szamban és
méretben is redukaltabbak lettek. Azonban ez a hatas 24 oran belil reverzibilisnek
mutatkozott.(6)

A rifampicin hatdsmechanizmusa az RNS- polimerizacio gatlasan alapul. Baktericid hatasa
mind intracellularis mind extracellularis korokozokra érvényes. A rifampicin az egyik
leghatasosabb antibiotikum a patogén baktériumok ellen és kulcskezelés a tuberkulozissal
szemben is, mivel blokkolja a bakterialis RNS polimerazt (RNAP). A vizsgalat soran
meghataroztak a Thermus aquaticus core RNS-polimeraz-rifampicin komplexének a
kristalystruktarajat. A szerkezeti ismeretet és a biokémiai eredményeket felhasznalva
magyarazatot adtak a rifampicin hatdsair6l RNAP-ra, tovabba arra az indikator funkciora is
fényt deritett a vizsgalat; hogy a rifampicin kozvetleniil gatolja az RNS elongacié folyamatat
mikor a transzkripcid 2-3 nukleotid hosszisagt.(7) A rifampicin és rokon vegyiiletei gatoljak
tobb baktériumfaj novekedését a DNS-fiigg6 RNS polimerazok blokkolasaval, igy a

transzkripcié inicializalasnak megakadalyozasaval. (8,9)

A jelenleg forgalomban 1év6 szemészeti gyodgyszerek ilyen mechanizmuson alapulnak.

Azonban nem csak a kérokozok sejt metabolizmusat tudjadk blokkolni, hanem az egészséges,



crer

tavolabbrol nézve pedig a paciens sejtjeiben. Tehat nincs hamositdo hatasuk. Baktericid
hatasuk mellett nem rendelkeznek olyan hatiasokkal, melyek a szovetek regeneralodasat, a
sejtek osztddasat idézné eld. Ezaltal kart okozva a szdveti regeneracidoban, az egészséges
szovetekben, sejtekben. Kisérletiink célja az volt, hogy ezt kiilonb6zé technikakkal és

kezelésekkel bemutassuk, é¢s megfigyeljiik a hatdsmechanizmusokat.



Anyagok és modszerek

Klinikai eredetii szaruhdrtya (cornea) korongbdl szarmazd primer sejtek kitenyésztése és

felszaporitasa.
Eusenol C konzervaléd folyadékban kaptuk a cornea szovetet, melyben 4 C°-on tébb mint 14

napig lehet eltartani a kapott szovetmintat.

A cornea korongokat fertdtlenitettiik 70%-o0s etanollal az esetleges fert6zések elkertilése
végett, majd 2x2 mm-esre daraboltuk Oket. A szaruhartya darabokat bekevert RPMI-1640
médiumban (+10% FBS, +1% PSN) inkubaltuk. Ezzel a protokollal cornealis fibroblasztokat

sikeriilt izolalni a primer szaruhdrtya korongb6l enzimes emésztés nélkiil.

Limbalis eredetil primer sejttenyészetek izolaldsa, stabil sejtpopulaciok 1étrehozdsa:

A limbus az atlatsz6 cornea és az atlatszatlan szaruhartya kozott helyezkedik el. Kiviilrdl a
limbus alkotja a cornealis és a conjuktivalis hamot. Ezen hamok megkiilonboztetésére
szolgald technikak alapjan gy tinik, hogy a régidét multipotens cornedlis limbus sejtek
alkotjak. A limbus elliptikus alakkal rendelkezik hosszu vizszintes tengellyel. A limbalis z6na
a Descemet-membran periférialis kiterjedése és a cornealis endothelium kapcsolodasanal
kezdédik. A trabecularis halozat eliilsé kiterjedése ugyanigy, mint a Schwalbe-vonal
gonioszkoppal azonosithatd. A limbus nem nagyon sejtes rész, inkabb magas kollagén
tartalma kotoszovet. A legtobb sejtet tartalmazo rész az conjuktiva és a cornealis epithelium
hataran van és a trabekularis halézatnal. A bizonyitékok azt mutatjdk, hogy a multipotens
sejtek a limbus conjuktivalis részénél vannak, nemrégiben megfigyelték ezen sejtek
aktivitasat a trabekularis haldzatnal, ami azt mutatja, hogy a multipotens sejtek a Schwalbe-
vonal kozelében helyezkednek el (10).
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1. abra: A limbus elhelyezkedése a szemben

A limbust felépitd sejtek

A limbalis epithel éssejtek ugyanolyan sajatsagokkal rendelkeznek, mint a felnétt szomatikus
Ossejtek, tehat kisméretliek és magas mag-citoplazma arannyal rendelkeznek. Hianyoznak
beldliik a differencidcios markerek kifejezddései, mint példaul a citokeratin 3 és 12. Ezeknek
a sejteknek lassu a ciklusuk a homeosztazis soran, azonban ha sériilés torténik, nagyon
proliferativva valnak. A &ssejteknek meg van az a képességiik, hogy aszimmetrikusan
osztodnak (11).

A melanocytak bonyolult elagazo strukturaval rendelkeznek. Ezek koziil a legelérhetdbbet is
nehéz megkdzeliteni vagy vizsgélni az epithel sejtek vagy a sajat melanin pigmentjiik miatt,
melyek betakarjak a melanocytat. A tranzit-kiegészité sejtek az Ossejtekbol erednek és
végtelenszer tudnak osztodni, mig differencialtta nem valnak. A fibroblaszt a kotészovet
sejtje, mely rostokat szekretal, mint példaul kollagént. Ez fenntartja az extracellularis

matrixot, foként szovet regeneracional és sebgyogyulasnal (12).

A transzplantaciora szant cornea limbus gallérjat is Eusenol C-ben tartositva kaptuk. Az el6z6
protokollhoz hasonldan fertétlenitettiik 70%-0s etanolban majd Betadine-nal is atmostuk.
Feldaraboltuk, majd enzimes emésztést végeztiink (800 U/ml collagenase). Az izolalt sejteket
a szovetdarabokkal egyiitt T-25-0s tenyésztéflaskaba tettiik, melyet 5Sml DMEM-+Ham’s F12
tapfolyadékkal toltottiink fel kiegészitve 10% FBS-sel és 1% PSN-nel. A flaskat inkubatorba
helyeztiik, ahol 37 °C, és 5% CO2 tartalom van. A cornealis és limbalis eredetli primer

crer

jellegli és endo- vagy epithel jellegii sejteket sikertilt izolalnunk.



A limbdlis keratinocita sejtek karcmodelliének vizsgilata Long Term Scan rendszer
segitségével

A limbalis keratinocita sejteket tenyészt6flaskaba tettiik majd megvartuk, mig egy sejtréteget
alkotnak. Ezutdn a letapadt sejtpazsitot egy steril tiivel felkarcoljuk, ezzel imitalva a

szaruhartya felszinén keletkezo sériilést.

A sejtek kezelése antibiotikumokkal:

A megfeleld konfluencia szinten 1évo sejteket megkarcoltuk az eldzd kisérletben leirtak
szerint.
Kovetkezd 1épésként az antibiotikumokat a klinikumban alkalmazott dézisok alapjan

vonatkoztatott koncentracioban vizsgaltuk az alabbiak szerint:

Kontroll, amely nem tartalmazott antibiotikumot
Rifampicin els6 koncentracio (0,1mg/ml)
Rifampicin masodik koncentracio (0,2mg/ml)

Chloramphenicol elsé koncentracio (0,5mg/ml)

YV V. V V V

Chloramphenicol masodik koncentracié (1mg/ml)

A sejttenyészetek vizsgalatdit a Long Term Scan rendszerrel (sejttenyésztd inkubatorban
elhelyezett, célszerlien modositott HD felbontasti kameraval felszerelt inverz mikroszkopok)
veégeztik. Egy-egy vizsgalat id6tartama akar 168 oras is lehet, percenkét egy képkocka
idébeni felbontas mellett (15).
Az LTS-sel késziilt vizsgalatok soran a felvételeket mindségi és mennyiségi képelemzd
modszerekkel dolgoztuk fel a Fiji szoftver segitségével, majd a kapott adatokat grafikus
formaban értékeltiik ki. A képek feldolgozasa sordn az aldbbi paramétereket tervezziik

vizsgélni:
A cornedlis és limbalis eredetli primer sejtpopulacidkon:

> A sejtek morfologiai valtozasait
> Sejtszam novekedést (a sejtosztodasok szamanak valtozasaval)
» A monolayer konfluencia szintjének valtozasait a sebgyogyulas modellezéséhez a

megkarcolt teriileten
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A vizsgalat 24 6ran keresztiil tortént.

Sejtmagizoléalés, a kromatin-szerkezet kialakuldsanak vizsgalata

A kontrollt és a kezelt sejteket az alabbi protokoll szerint izolaltuk:

A tapfolyadékban 1év6 sejteket centrifugaltuk 1000 RPM-en 5 percig. A feliiluszot leontottiik,
majd PBS-sel atmostuk, szuszpendaltuk. A PBS mennyisége a sejtszam fiiggvénye. Ujra
lecentrifugaltuk 1000 RPM-en 5 percig, majd a feliiluszot ledntottik. A médiumot
visszaadtuk a sejteknek, szintén sejtszamtol fiiggéen. Felszuszpendaltuk oOket, ezutan a
centrifugacs6  kupakjat  meglazitottuk, hogy a  sejtek  levegét  kapjanak.
Majd betettiik inkubalni a sejteket 3 oOra hosszara,- ez a regeneralodas idGszaka. A

regeneralddas utan 14 pl/ml colchicine-t adtunk a sejtekhez (ez a metafazisos blokk).

Ezutan inkubaltuk 2 6ran keresztiil. Megint lecentrifugaltuk 1000 RPM-en 5 percig, majd
ledntottiik a feliiluszot. A sejtekhez hozzaadtunk 5ml dagaszto puffert és 10 percig inkubaltuk
a sejteket. Ezek utan centrifugaltuk 1000RPM-en 5 percig. A feliiluszot ledntottiik, atmostuk
fixativ oldattal-metanol jégecet 3:1aranyu keveréke- ezt az oldatot frissen kell elkésziteni. Az
elején cseppenként kell hozzaadni, folyamatos szuszpendalas mellett. Centrifugaltuk 1000
RPM-en 5 percig. A feliiluszot ledntottiik. Megismételtiik a fixativ oldattal valé dtmosast és a
centrifugalast-1000 RPM 5 perc. A feliiliszot ledntottiik, majd a sejteket felvettiik sejtszamtol
fliggden 1 ml fixativ oldatban.

Az 1zolalt sejtmagokat targylemezre csepegtettiik Pasteur pipettaval 30cm magasrol. Egy
¢éjszakan keresztiil szobahdmérsékleten szaradni hagytuk. Dehidrataltuk a sejteket felszalld
alkoholsorban: ~ 70-90-95-100 %-0s etanol oldatokban. Masnap felcimkéztik a

targylemezeket, majd targylemeztartoba raktuk oket.
e Fluoreszcens mikroszkopos vizsgalat

A vizsgalat soran a mar fixalt, izolalt sejtmagokat 20 ul DAPI fluoreszcens festékkel festettiik
meg, melyet antifade médiumban vettiink fel. A feddlemez levegémentes rahelyezése utan, a
targylemezt a targyasztalra helyezve elkezdtiik a vizsgalatot. Elesre llitas elétt immerzids
olajat csepegtettiink a feddlemez és az objektiv kozé a jobb kép elérése érdekében. A

targylemezen egyediilallo, jol kivehetd sejtmagokat kerestiink és azokat ToupView program
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segitségével lefényképeztiik, majd az adott targylemezrél elmentettiik a képeket tovabbi

analizisre.

A vizsgalat soran torekedtiink arra, hogy mind a kontroll és mind a kezelt sejtmagokrol a
kromatin kondenzaldédas kiilonb6z6 fazisaiban tudjunk képet késziteni, minél tobb

informaciot nyerve a kezelés eredményérdl.

Atlagosan egy targylemezrdl 100 felvételt készitettiink, majd ezeket a felvételeket atnézve
kivalasztottuk a szamunkra legmegfelelébb képeket a munkankhoz. Ezutan a képeket a

kromatin kondenzalddas fazisai szerint csoportositottuk.
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Eredmények:

A klinikai szovetmintabol kétféle sejttipust sikertilt izoldlni:

e Keratinocita jellegii sejteket (eddigi atoltasok szama: 11),

o fibroblaszt jellegii sejteket (eddigi atoltasok szama: 7).

A karcmodellek és az LTS rendszer segitségével megallapitottuk, hogy a kontroll és a kezelt

sejtek kozott jelentds kiillonbség van.

Long Term Scan vizsgalatok:

A kontroll karcmodell a LTS- rendszerrel vald vizsgalat alatt id6beli valtozast mutatott,
mégpedig a steril tlivel megkarcolt felszint (sebet) az 0sztodo sejtek benotték. Ezzel szemben

a kezelt karcolt tenyészetben ez nem volt megfigyelhetd.

Kontroll:

A felvételek jol
mutatjak a sebgyogyulés
folyamatat. Az els6 par
felvételen jol kivehet6 a
karcolt tertilet, mely az
0sztodo sejtek miatt el is
tinik. A folyamat
gyorsan lezajlik, hiszen
sok  osztédd  sejtet
figyelhetiink meg.
' Apoptotikus sejtek
nincsenek  jelen. A

felvételek végén egy

100%-o0s konfluenciaju
2. abra Kontroll tenyészet tenyészetet lathatunk.
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Chloraphenicol 5x higitas, 1 mg/ml koncentracio

Az els6 képen lathato a karcolt
rész a tenyészetben.
Tovabbiakban megfigyelhetd,
ahogy elkezdddik a
sebgyogyulas, de a folyamat
igen lassi, ¢és be sem
fejezédik. Az osztédd sejtek
szdma 1s  alacsony  ¢és
megfigyelhetok  apoptotikus
sejtek is. A kezelt tenyészet

nem ¢éri el a kontrollra

jellemzd konfluencia szintet.

3. abra: 1 mg/ml koncentraciéju chloraphenicollal kezelt tenyészet

Chloraphenicol 10x higitas, 0,5 mg/ml koncentraci6

Az els6 felvételen lathato a
karcolt minta a
monolayerben. A
sebgyodgyulads folyamat itt is
lassu, de az 5X higitashoz
képest itt a folyamat mar
befejezdodik ,.eltlinik a seb”.
Az 0szt0do sejtek szama itt is
alacsony és az elpusztult
sejtek is jelen vannak.
Kontrollhoz viszonyitva, itt is
befejezddik a sebgyogyulasi
folyamat, de lassabban.

4, abra: 0,5 mg/ml koncentracioju chloraphenicollal kezelt tenyészet
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Rifampicin 5x higitas, 0,2 mg/ml koncentracid
— _

Az abra azt mutatja, hogy
a rifampicin ebben a
koncentracidban

semmilyen sebgyogyulasi
aktivitdst nem mutat a
karcmodellben. A steril
tivel megkarcolt
monolayerben a karcolast
kovetéen a sejteknél nem
tortént proliferacid, ennek
| kovetkeztében a seb nem
tlint el a vizsgéalat végén

sem.

5. abra: 0,2 mg/ml koncentracioju rifampicinnel kezet tenyészet

Rifampicin 10x higitas, 0,1 mg/ml koncentracio

| Az abran jol lathatd, hogy
Y a sériilés utan a sejtek
osztddasba kezdtek,
¥ viszont a  rifampicin
. hatdsanak koszonhetden a
seb nem gyoégyult be
maradéktalanul. A
¢ karcmodell elején még a
sérillés  szemmel  jol
lathat6. Ezzel szemben az
utolsd képen a karc szinte

teljesen eltlint.

6. abra: 0,1 mg/ml koncentracioju rifampicinnel kezelt tenyészet
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Gydgyulasi 1do(h)

A: kontroll tenyészet
B: Chlorampheicol 0,5 mg/ml-es koncentracidja a tenyészetben
C: Rifampicin 0,1 mg/ml-es koncentracidja a tenyészetben

A kontroll esetében a sebgyogyuldsi diagramon a sejtszam ndvekedése figyelhetdé meg a
tenyészetben (A/a). Ezt jol mutatja a monolayer novekedési diagram is, mivel az eleinte
megugro érték azt a letapadasi feliiletet mutatja, ami a karcolas soran keletkezett (A/b).

A chloramphenicollal kezelt tenyészetnél a sejtszam novekedés mértéke nagyobb, mint az 1
mg/ml-es koncentracional, mivel az 1mg/ml-es koncentracidban a sejteknél apoptotikus
folyamatok indultak meg. A kontrollhoz képest viszont kisebb a Sejtszam ndvekedés a
chloramphenicol hatasanak koszonhetéen (B/a). A monolayer teriilete is novekszik a

kontrollhoz hasonldan, viszont itt sokkal lassabban megy végbe a sebgyogyulasi folyamat
(B/b).

A rifampicin diagramjan szembetlinik, hogy a monolayer nem nd teljesen 6ssze, nem éri el a
100%-ot és a sejtszam itt lassi novekedést mutat (C/a). A teljes teriiletet figyelve
megallapithat6, hogy a monolayer nem novekszik és a sebgyogyulas nem megy végbe a

rifampicin hatdsa miatt (C/b).
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A kromatin szerkezet kialakulasa:
A fluoreszcens mikroszkopia segitségével megfigyeltiik, hogy a kontrollban a kromatin

kondenzalodas teljesen végbemegy.

Eloszor a fatyolos szerkezet alakul ki (A1-C6). A késdi fatyolos szerkezeteken keresztiil
tinnek at a korai szalagos képletek kiinduldépontjai (C3). Mar a szalagos szerkezetben
szembetiinik, hogy a kondenzalddas folyamata ellentétes iranyba fog megindulni (D1-E3). A
fonalas szerkezetben a természetes felnyilds utdn a fonalak ellentétes irdnyba alakulnak ki
(E4-F5). Ekkor mar latszodnak a praeckromoszomak elételepei (F6-H3). Kialakulnak a
prackromoszomak (4-HS5), melyek késobb a metafazisos kromoszoémak kialakulasat

biztositjak (H6).

7. abra: A kromatin szerkezet kialakulasa
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Chloramphenicol

0.5 mg/ml koncentracid

A 0.5 mg/ml-es chloramphenicol koncentracional a fatyolos szerkezet elhtzodott. A
mikronukleusz helyén elvékonyodas figyelheté meg, mely késébb felszakitja a sejtmagot.
Néhany esetben ezen a helyen a kromatin allomany kiszabadul és a magon kiviilre triil. Mivel
a fatyolos szerkezet kialakuldsa elhuzodott, ezért a szalagos szerkezet is késébb figyelhetd
meg. A fonalas szerkezetnél a kontrollhoz hasonldéan a fonalak ellentétes iranyban indulnak
meg ¢és alakulnak ki. A praekromoszomak még kialakulnak, viszont a chloramphenicol

hatasara a kromatin szerkezet nem tud kiteljesedni €s nem jut el a metafazisos kromoszomaig.

1 2 3 4 5 6

8. abra 0.5 mg/ml chloramphenicol
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Img/ml koncentracio

Ebben a koncentracioban a kromatin kondenzaloédas megakadt a korai fibrillaris stddiumban.
A kromatin szerkezet kialakulasa csak a szalagos szerkezetig jutott el. A kisebb
chloramphenicol koncentracié esetén a kromoszomak mentén torténik a hasadas, mig ezt itt

nem tudjuk megfigyelni mivel a kromoszoémak nem, jutnak el a hasadas szintjéig.

9. abra 1mg/ml chloramphenicol
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Rifampicin

A chloramphenicolhoz hasonl6 hatast mutat. Itt is tobb helyen megfigyelheté a
magallomanyban a gobszerii képlet. Itt a kromoszomak kialakuldsa nem megy végbe mar
kisebb koncentracid6 esetében sem. Ellentétben a chloramphenicollal, itt mar a
prackromoszomak sem alakulnak ki. Itt tobb esetben megjelenik a mikronukleuszok helyén az
elvékonyodas, azaz tobb esetben lesz megfigyelhetd a kromatin allomany magon kiviilre

urilése.

0,1 mg/ml koncentracid

Ebben a koncentracioban dekondenzalt magokat és fatyolszerti képleteket figyelhetiink meg.
A kromatinszerkezet mar a szalagos szerkezet kialakulasaig sem jut el. Egyes sejtmagoknal a
dekondenzalt sejtmag mellett az abbol kiomlott fatyol strukturaval rendelkezé maganyagot is

lathatjuk.

0,2 mg/ml koncentracid

Ezen koncentraci6 hatdsara a fatyolos dekondenzalt felépités mellett szalagszerii képletek is
megjelennek. Gyakran eléfordult, hogy a rifampicin feszitd hatdsanak koszonhetéen a
maganyag kilovellt a sejtmagbol. Ebben a koncentracioban a dekondenzacio még inkabb

megfigyelhetd, nagyobb a kiilvilagban 1év6 maganyag mennyisége. Az el6z6 0,1 mg/ml
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koncentraciohoz ~ képest  az itt  megfigyelt

sejtmagok

10. abra 0,1 mg/ml rifampicin és 0,2 mg/ml rifampicin

mérete

kisebb.
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Diszkusszio

A vizsgéalatok sordn tapasztaltuk, hogy szignifikdns kiilonbségek vannak a kezelt és a
kezeletlen sejtek/sejttenyészetek kozott.

Fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatot végeztiink, melynek soran az izolalt sejtmagokat
vizsgaltuk a szerzett képeken. A kontroll sejtek a kromatin kondenzal6édads minden fazisat
mutattdk, hiszen nem voltak befolyasolva antibiotikumokkal. Lathatoak a kialakult
kromoszémak, ami azt mutatja, hogy a tenyészetben voltak osztdédasra képes sejtek. A
rifampicin az RNS polimerizacidt, a chloramphenicol pedig a fehérjeszintézis lanc
kialakult kromoszomakat. Bizonyos fazisokig eljutottak a sejtek a képek alapjan, azonban az
utolsd fazisokat mar nem lehet latni, melyben az osztédasra képes kormoszémakat lehetne
latni. Ez bizonyitja azt, hogy ezek az antibiotikumok nemcsak a koérokozok osztddasat
gatoljadk, ami sziikséges a gyogyulds érdekében, de a normél human sejtek osztddasat is
blokkoljak kiilonb6z6 pontokon. Ramutat arra, hogy a kezelt tenyészetekben nem volt
0szt6do sejt, hiszen kiilonb6z6 mechanizmusokkal gatolva volt. Ez a kovetkeztetés negativ a
sebgyodgyulds szempontjabol, mert osztédd sejtek nélkil a keletkezett seb nem tud

begydgyulni, bar kérokozotol mentes.

A kromatin szerkezetek vizsgalatnal megfigyeltiik, hogy a kontrollhoz képest a kezelt sejtek
sejtmagjai nem egyenletesen gombolyl alakuak, hanem egy kis félkoriv alaka lyuk van
benniik. A két antibiotikum hatdsat 6sszehasonlitva arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy az
anyagoknak hasonl6 a hatasa, abbdl a szempontbol, hogy a sejtmaghartyajat felnyitjak és

ezaltal a maganyag a kiilvilagba keriil.
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