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1. BEVEZETES

A tézisek, melyet a tisztelt olvasok a keziikben tartanak, a genotoxikus dgensek hatdsanak
vizsgélatat elemzi a kromatin kondenzdlds szintjén, érintve az interfazisos kromatin szervezO6dés
vizsgdlatanak el6zményeit és problémakorét, a kondenzal6dds mechanizmusédnak jellegzetes, minden
fajra kiterjedo 1épéseit, €s a folyamatot karosit6 dgensek okozta tipizdlhaté morfoldgiai elvaltozasokat.

Az interfazisos kromatin szervezddése a replikacié sordn kevéssé ismert, mivel ebben a fazisban
koriilhatarolt kromoszomak nem kiilonithetok el. Eukariotdkban, a genetikai informdciét hordozé
deoxiribonukleinsav hiszton €s nem-hiszton fehérjékhez kotott. A DNS kotd fehérjék interakcidjanak
egyik leglatvdnyosabb megnyilvdnuldsa maga a kromatin kondenzalds folyamata. A sejtek mitotikus
osztodasa kozben fénymikroszképosan észlelhetd metafdzisos kromoszémdkat eldszor Karl Wilhelm
von Nigeli svdjci botanikus figyelte meg 1842-ben, illetve Ascaris megalocephala-ban, Edouard Van
Beneden belga tudds. Bézikus anilin festék alkalmazasédval, a német anatomus Walther Flemming mér
1882-ben leirta a mitézis folyamatdt szalamandrdban. A kromatin szervezddésének kozvetlen
megfigyelésére irdnyuld vizsgdlatok csupdn részleges informdaciokkal szolgaltak. A magmadtrix
szerepére a metafdzisos kromoszomdk kialakuldsdban kromatin eltdvolitdsi kisérletek utalnak. A
kromoszoma kondenzaldsrdl és a kromoszoma strukturdrdl alkotott modellek és hipotézisek tobbsége
metafazisos kromoszémakon végzett vizsgalatok eredményein alapul. Ismert a kromatin kondenzalas
génregulacids szerepe, melyben a gének kolcsondsen visszahatnak a kromatin struktirdra. Szamos
magfehérjén azonositottak 40-50 aminosavbdl 4ll6 kromodoméneket, melyek véltozatos interakcidkat
alakitanak ki hisztonokkal, DNS-el és RNS-el. A kromatin kondenzdldsa kapcsolatban 4ll a
transzkripcios aktivitdssal és Kkorreldciot mutat a H3 hiszton foszforildltsdgaval. A kromatin
nukleoszomdkon végbemend, ATP-fiiggd ujraszervezddési mechanizmus a DNS torzids
dinamikdjdnak szerepét mutatja a kromatindllomdny szervezddésében. Az interfazisos
kromatindllomdny morfoldgiai vizsgdlata azonban nehézségekbe iitkozik, mivel paralell sorozat
elektronmikroszkdpos metszeteken csupan ragacsos hdlézatként jelenik meg. A sejtmagban rejtetten és
ardnylag gyorsan végbemend kromatin kondenzdlds morfoldgiai vizsgdlata ezért technikai
akadalyokba iitkozik.

A 30 nm atméréjli kromatinszal folotti szervezddés kialakuldsarél kevés adat 4ll
rendelkezésiinkre. A kondenzdldsi folyamat koztitermékeinek meghatdrozaséhoz egy olyan
permeabilizacids technika kidolgozasdra volt sziikség, amely a sejtek életképességét nem csokkenti.

Hazankban elsoként Gardos Gyorgy alkalmazta a permeabilizélast egy nukleotid, az ATP bevitelére
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emlOs sejt intracelluldris vizterébe. A kromatin kondenzéldssal kapcsolatos kisérleti munkank
elézményei a reverzibilis permeabilizdlast kovetd, interfazisos sejtek magjanak kromatin
kondenzéldsara vezethetOk vissza. A permedbilis sejtek replikdcids koztitermékeit C-5 pozicidban
szubsztitualt pirimidin analégok felhaszndldsdval vizsgaltdk, mivel ebben a pozicidban ugy
helyezhet6k nagy térkitoltésii szubsztituensek, mint példaul a Hg, hogy azok a DNS nagy arkdba
épiilve, a DNS polimerdz funkcidjat nem korlatozzdk. A biotin beépitése a nukleotidok C-5
pozicidjaba szintén nem zavarja meg a replikaciot, ugyanakkor inkorporalédik a permedbilis sejtekbe.
A biotinélt nukleotidok segitségével immunfluoreszcens modszerrel lathatova tehetdk az djonnan
szintetizdlédott DNS szakaszok. A permeabilizalt sejtek regenerdldsdval a membran funkcid, a sejtek
életképessége €s a replikacidos gépezetének intaktsdga megdrizhetd. Az eldzetes vizsgdlatok azt is
leirtdk, hogy a biotin beépiilése lassitotta a kromatindllomany kondenzdldsdnak folyamatét, igy
alkalmas lehet a rendszer dinamikdjanak pontosabb megfigyelésére. A biotindlt DNS-sel feldusithatok
a kromatin kondenzalas 1épéseire jellemzd koztitermékek. Ezeknek a mddszereknek a kidolgozasaval
sikeriilt meghatdrozni a kromatin kondenzici6janak alapvetd jellegzetes 1épéseit, ezdltal jol
elkiilonithetd morfoldogiai stddiumokat lehet megkiilonboztetni egymdstol, illetve az egyes
stddiumokban megfigyelhetdé kromatinszerkezetek és a sejtciklus adott szakaszdban a sejtméret és a
DNS tartalom kozotti szoros Osszefliggések feltdrasara is sor keriilhetett. A kiilonbozd sejttipusokban
mindenhol hasonlé formékat sikeriilt elkiiloniteni.

A kromatin kondenzdcidjanak folyamatarél elmondhatd, hogy nem sejttipusra vagy fajra
jellemzé moédon megy végbe, hanem dltaldnos sémét kovet. Ezért a tovédbbi vizsgélatok arra
irdnyultak, hogy a kiilonb6z6 genotoxikus dgensek milyen morfoldgiai elvéltozdsokat okoznak a
kromatin kondenzicié szintjén. A genotoxikus dgensek a kromatindllomédny fizikokémiai
sebezhetdségének koszonhetden fejtik ki destruktiv hatdsukat. A kromatin dekondenzdlt allapotdban,
igy a DNS replikacio, és a kromatin kondenzaldsa sordn az orokitdanyag sériilékenyebb. A kordbbi
vizsgdlatok, a kadmium és a gamma sugdrzds genotoxicitdsdnak kromatinkondenzélast befolydsold
szerepét tartak fel. A CHO sejtek kromatindllomanydnak vizsgélatdndl is alkalmazott - nagy felbontdsu
elutridlassal végrehajtott - sejtszinkronizalassal sikeriilt kovetni a gamma sugédrzas hatdsat egér preB-
M8 sejttenyészeten. Az irodalmi elézményeknek megfeleléen els6sorban apoptotikus testek
megjelenése volt varhat6 és tapasztalhaté gamma sugérzas hatdsara.

Korabban elsdsorban metafdzisos kromoszomakon végeztek vizsgdlatokat, melyek alapjin
szamos adat valt ismertté a kondenzalt kromoszomék biokémiai és morfologiai valtozasair6l. Az

eukariota DNS topoldgiai (harmadlagos) szerkezetére és magasabbrendli, kromoszomalis



szervezddésére vonatkozo hipotézisek és modellek mdig nem nyertek bizonyitdst, a tényleges
morfoldgiai struktirdi feltaratlanok maradtak. Rdadédsul a metafazis idOtartama a sejtciklusnak csupan
mintegy 10%-at teszi ki, mig a kromoszémdk kondenzdldsi és dekondenzdldsi folyamata az
interfdzisban torténik. Munkacsoportunk az interfdzisban zajlé kromatin kondenzaldsi folyamatok
vizsgdlatara szakosodott és azok strukturdit irta le kezeletlen sejtekben és kiillonbozd genotoxikus
kezelések utén.

Feladatul kaptam az interfadzisos kromatin kondenzélds biokémiai €s morfoldgiai valtozasok
feltarasat. UVB, illetve UVA sugdrzds, valamint egyéb genotoxikus dgensek, elsdsorban nehézfémek

hatdsdt tanulmanyoztam in vitro emlds és human sejtvonalakon.



Célkitiizések
Célunk az UVB sugdrzds hatdsara az interfazisos kromatin kondenzdlds szintjén torténd
biokémiai és morfoldgiai valtozdsok bemutatdsa a K562 human eritroleukémia sejtvonal segitségével,

valamint az egyéb genotoxikus dgensek hatdsdra kialakuld, a normdlistdl és egymadstdl eltérd

struktirak, apoptotikus jelenségek Osszevetése és rendszerezése:

S UVB sugarzas hatdsara bekovetkezd biokémiai valtozasok vizsgdlata permeabilizalt

K562 sejtekben:

- Reverzibilisen permeabilizdlt sejtek regeneraldsinak vizsgdlata [*H]timidin és
[3 H]timidin-trifoszfat inkorporacié mérésével

- UVB kezelést kovetden a DNS szintézis helyredlldsanak vizsgdlata a nukleozid
inkorporacié mértéke alapjén

- UVB sugdrzas hatdséra kialakul6 apoptdzis vizsgalata

- UVB kezelést kovetden ATP dependens replikativ DNS szintézis és ATP independens
repair DNS szintézis vizsgélata

- Az UVB kezelt majd szinkronizdlt sejtfrakcié6 C ért€k (haploid genom tartalménak)

meghatdrozdsa

S UVB sugarzas hatasara bekovetkez6é morfologiai valtozasok tanulmanyozasa:

- A sejtciklus sordn az apoptotikus morfologia idObeli vdltozasdnak vizsgélata
szinkronizalt sejtpopulaciokon

- UVA és UVB sugarzas hatdsanak kromatinszerkezet szintjén torténd 0sszehasonlitasa

- A gamma sugdrzas éltal okozott kromatin valtozasok 6sszehasonlitdsa az UVB sugdrzas
okozta morfoldgiai médosulasokkal

- Hozz4jarulds a kromatin kdrosoddsok genotoxikus ,,ujjlenyomatainak™ rendszerezéséhez,

egyéb toxikus dgensek okozta morfoldgiai mintdzatok Osszehasonlitdsa alapjdn (gamma,

UVA, UVB sugarzas, Cd, Hg, Pb, Ni)



2.  ANYAGOK ES MODSZEREK
Sejtvonalak, sejttenyésztés

A humaén eritroleukémia K562 szuszpenzids sejtek eritroid és megakariocita irdnyba is
differencidltathaté leukémids progenitorok, differencidlatlan granulocita sejtek, melyek a krdnikus
mieloid leukémia blasztos transzformdcidi. Lozzio & Lozzio altal szabadalmaztatott immortalizalt
sejtvonal (1985 jul. 22.), melyet egy végso stddiumban 1évd mielogén leukémidban szenvedd 53 éves
no pleurdlis folyadékabdl nyertek. A Philadelphia kromoszéma (t(9;22) transzlokacié) mellett még egy
reciprok transzlokéciot tartalmaz, amely a 15-6s kromoszéma hosszu karja €s a 17 kromoszoma kozott
jott 1étre. RPMI 1640 médiumban tartottuk fenn, kiegészitve 10% FBS-sel, valamint 50 U/ml
penicillinnel és 50 pg/ml streptomycinnel.

Az egér pre-B 70Z/3-M8 adherens sejtvonal, az egér pre-B 70Z/3 stabilizélt, pSVLM8pS3 altal
transzfektdlt szubklonja. A tenyészetet 37 °C-on, 5% CO,- és telitett vizgdztartalom mellett, RPMI
1640 médiumban tartottuk fenn, kiegészitve 10% FBS-sel, 2ug/ml mikofenolsavval, 150 pg/ml
xantinnal, 15 pg/ml hipoxantinnal, 2x10°M B-merkaptoetanollal, valamint 50 U/ml penicillinnel és 50
pg/ml streptomycinnel.

Munkank sorédn a kinai horcsog ovarium sejteket (CHO-K1, ATCC #CCL61) 37 °C-on, 5% CO,
€s 95% levegd vizgbzzel telitett keverékében tenyésztettiik, letapadé kultira formdjaban. A sejtek
fenntartdsa F-12/Ham médiumban tortént 5 %-os hokezelt FBS és 50 U/ml penicillin/streptomycin
jelenlétében. A kromatin dllomdny kondenzdléddsdval kapcsolatos kisérletekben a CHO-KI1
sejtkultirdhoz T sejttenyésztd edényeket hasznéltunk. Az egér pre-B 70Z/3-M8 és a CHO-K1 sejteket

a kisérletek elvégzése elott 24 draval frissen passzéltuk.
UVA, UVB kezelés

Az UV kezelésekhez haszndlt lampdk: Philips UVB TL 20W/01 RS keskeny frekvenciasavu,
280-320 nm hulldimhossztartomdnyban emittalé csd, illetve Philips UVA TLK 40W 10R, 365 nm-es
cs6. Az UVB kezelést megel6zden a sejteket, 15 6rds logaritmikus novekedési fazis utdn, majd PBS-
sel val6 dtmosést kovetden, 2-25 J/m> kozotti UVB (280-320 nm), UVA (365 nm) sugarzasnak tettiik
ki, 107 sejt/ml sejtstirliség mellett PBS-ben felvéve. A tovabbiakban a kezelt sejteket 3 6rdig RPMI
1640 tapfolyadékban, 10% FBS tartalom mellett regeneraltattuk.



Gamma sugarzas

A K562 szuszpenzids sejtkultirat %cCo gamma sugirzdsnak tettik ki. A nagyenergidju
sugdrforrdssal torténd besugarzdst az ATOMKI-ban végeztikk. A sejteket a lehetd legvékonyabb
folyadék rétegben teritettiik szét (2 mm) a sugéarforrds alatt. A varhat6 karosodasok mértékéiil szolgalt
az a sugirddzis (400 R, 4 Gy), melyet egér pre-B, és CHO sejtek besugarzdsakor alkalmaztak
kordbban kooperdcioban, a Weizmann Intézetben. A sejteket 15 6ran keresztiil tenyésztettiik, majd a
2.5x10° stirliségli logaritmikus fdzisban 1év0 tenyészetet a Co forrassal ellatott MDS Nordion
Kanata, Ontario, Canada 150 sugarmodellel kezeltiik 90 rad/min (~0,9 Gy/min, 0,9 Joule/kilogramm)
dozisteljesitmény mellett. Minden kisérletben 400 R (~4Gy) dézist alkalmaztunk. Besugarzds utdn a
sejteket 2 6rdig inkubdltuk a szinkronizdlds megkezdéséig. Minden esetben parhuzamos kisérlet folyt

kontroll (kezeletlen) sejtekkel.

Nehézfémkezelés

A higany-acetitot (Hg(CH3COO),), nikkel-kloridot (NiCl,), O6lom-nitratot (Pb(NOs),),
kadmium-kloridot (CdCl,) a Sigma-Aldrich Kft.-td] rendeltiik. A torzsoldatokat steril bidesztillalt
vizben 0.22 pm-es steril filteren atsziirve sterilizaltuk, és készitettiik el a higitasi sorokat. Minden
esetben parhuzamos kisérlet folyt kontroll sejtekkel. A 24 6rés kezeléseket pedig logaritmikus fazisban

1évo sejteken végeztiik.
Sejtek szinkronizalasa elutrialassal

A sejtek nagysdga és a DNS tartalma kozotti 6sszefiiggés alapjan a sejteket méretiik szerint
szinkronizalva frakcidkra bontottuk. Az ugyanahhoz a frakcidhoz tartozé sejtek a sejtciklus azonos
szakaszat képviselték. Az Osszes frakcid a sejtciklus teljes spektrumdt felolelte. A frakcidk
elkiilonitése az ellendramldson alapulé centrifugdldsos elutridlds segitségével tortént, mely eljards
méret szerint kiiloniti el a sejteket, emelkedd folyadékaramlasi sebességet vagy novekvod centrifugdlis
er6t alkalmazva. Mi dlland6 centrifugdlis erd mellett az dtaramoltatott folyadék sebességét noveltiik. A
sejtek novesztését kovetden 500 g centrifugdlis erdvel, 5 percig, 5 °C-on centrifugdltuk, majd 1% FBS-
tartalmd RPMI 1640 médiumba reszuszpendaltuk a 10’ sejt/ml siirtiségiire bedllitott tenyészetet. Az
elutrialé kamraba osszesen 1.8 x 10° sejt/ml sejtet juttattunk. Az elutridlashoz Beckman J-6 MI
centrifugat hasznéltunk, amely egy JE-5.0 elutridlé rendszerrel és egy Sanderson kamrdval volt

felszerelve (Beckman Instruments, Inc., Palo Alto, CA). A sejteket egy MasterFlex tipust
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perisztaltikus pumpa (Cole-Parmer Instruments) segitségével juttattuk az elutridlé kamrdba. Az
elutridlast 20 °C-on végeztiik, melynek sordan 20 frakciét gyljtottiink, egyenként 100 ml-es
térfogatban. Az egymast kovetd frakciokat egyre novekvd dramldsi sebesség mellett 1% FBS-t
tartalmaz6 RPMI 1640 médiumba gytjtottiik. A betoltést kovetd elsd frakcidt, az elpusztult sejtek
nagy ardnya miatt nem vizsgaltuk. Az utolsé frakcidkat (19-20.) a sejtek heterogenitdsa, aggregacidja,
és az alacsony sejtszdm miatt ugyancsak nem hasznéltuk fel. Az Osszes frakciot fénymikroszképos
rutinvizsgélattal ellendriztiik, valamint FACS analizisnek vetettiik ald. A szétvdlasztdst kovetden a
sejteket atmostuk PBS-ben, és 10%-os FBS tartalmi RPMI 1640-ben reszuszpendéltuk, majd 3 6ran at
inkubdltuk. Az aggregdlatlan sejtek mérete az egymdst kovetd a frakcidkban egyre nétt. A sejtek
szamat, méretét, illetve térfogatat Coulter Multisizer, illetve Channelizer segitségével hatdroztuk meg.
A sejtszamot Biirker-kamras vizsgalat segitségével is ellendriztiik, valamint tripan-kék festéssel
viabilitast is mértiink az Osszes frakcioban. Az Osszes vizsgalati médszert haromszor megismételtiik és

azonos eredményeket kaptunk.

A sejtciklus vizsgalata FACS analizissel

A sejteket megfestettik 0.1 M ammoénium-citratot és 50 pg/ml propidium-jodidot (Sigma)
tartalmazé oldatban 15 percig, 0 °C-on jégen, majd egyenld térfogati 70 %-os metanol hozzdaddsdval
fixaltuk. A sejteket FACS flow cytometer (Becton Dickinson) a CellQest (Becton Dickinson) software
felhaszndlasaval vizsgaltuk. A mag DNS tartalmét C értékben fejeztiik ki (1 C érték a haploid genom
tartalomnak felel meg). Az emlds sejtek DNS tartalma 2 C értékrdl (G,/G1 fazis) 4 C értékre (G2/GM
fazis) gyarapodik az S fazis sordn. Az egyes frakciok C értékeit a flow citometrids profilokrdl késziilt
grafikus dbrak megfelel? teriileteinek elemzése alapjan szamitottuk ki, majd minden frakcid esetében a

DNS tartalom atlagét vettiik.

ATP dependens replikativ DNS szintézis a permeabilizalt sejtekben

A sejteket (10°/ml) reverzibilisen permeabilizéltuk, majd in vitro DNS szintézist hajtottunk végre

a replikdci6 szubsztratjainak (dNTP) hozzdadasdval. Ez a vizsgidlat a K562 sejtek

radioszenzitivitdsdnak meghatarozasat szolgalta UVB besugarzdst kovetden. Mivel a K562 sejtek

radioszenzitivitdsa alapvetden alacsonyabb a sejtvonal ellendllé tulajdonsdgdbol fakaddan, igy

magasabb UVB doézisi kezelést (15, 25 J/m2) is alkalmaztunk. Az inkubdciés keverék (100 pl)

tartalmazott 100 mM, 7.8 pH-ji HEPES-t, 210 mM NaCl-ot, 15 mM ATP-t, 0.3 mM dATP-t, dGTP-t,
10



valamint dCTP-t, 0.01 mM dTTP-ot, [3 H]dTTP-ot (37 kBq, 3.03 TBq mmol/l), 5.8 mM dithiothreitol-t
(DTT), 2 mM MgCl,-ot, illetve 0.2 mM CaCl,-ot. A 37 °C-on végzett 10 perces radioaktiv izot6pos
nyomjelzd kezelés utdn a DNS szintézist 1ml 5%-os triklérecetsav (TCA) oldat hozzdadasaval
allitottuk le. Miutdn a mintdk 1 Ordn 4t jégen élltak, a csapadékokat iivegszélas sziirén (Glass Fiber
Filter) keresztiil mostuk at. A TCA-ban nem old6d6 djonnan szintetizdlt DNS mennyiségét a

permedbilis sejtekbe beépiilt radioaktiv nukleotid alapjdn hatdroztuk meg.

[*H]timidin bejutisa a sejtekbe

Az ép permeabilizalatlan K562 sejteket (10%ml) 0.5 ml RPMI 1640 médiumban szuszpendaltuk,
majd 37 kBq [*H]timidin (2.86 TBq mmol ™) hozzdaddsaval 10 percig 37 °C-on inkubdltuk. A timidin
nukleozid a timidin trifoszfat nukleotiddal szemben bejut az ép sejtekbe is és beépiilése a DNS
szintézis mértékeként szolgal. A reakciét a médiummal azonos térfogati TCA hozzaadasaval éllitottuk
le. Miutan a mintdk 1 6rat jégen dlltak, a csapadékokat livegszdlas szlirdre vittiik. TCA-val és abszolut
alkohollal tortént mosds utin a sejtekbe felvett, TCA-ban nem old6dé radioaktivitds (beépiilt

radioaktiv nukleotid) szolgalt a DNS szintézis mértékeként.

Kromatinszerkezetek izolalasa
Reverzibilis permeabilizdlds

Eredetileg ezt a metodikat a munkacsoportunk az egér limfocitdk reverzibilis permeabilizdldsara
fejlesztette ki, melyet dtdolgoztunk a human K562 sejtvonalra. Roviden, 10° sejthez 1 ml hipoténids
puffert adtunk, dextran T-150 jelenlétében, mely, mint egy molekuldris kabat védelmezi a sejtet a
sejtmembran felszakaddsatol, a sejt dezintegraldéasatol. A permeabilizéldst 2 percig alkalmaztuk 0 °C-
on, majd a folyamatot a hipotdnids oldat lecserélésével sziintettiik meg. A permeabilizalast kovetden a
sejteket (10%ml) 10% FBS tartalm tdpfolyadékban regeneraltuk 3 6rdig a sejttenyésztésnek megfeleld

koriilményei kozott.

Sejtmagizoldlds

Szamitasba véve a kromatin kondenzacio €s a kromoszoma dekondenzéci6 ciklikusan ismétl6do
sajatossagdt, a szinkronizdlt sejtpopuldciokat, kolcemides kezelésnek vetettiik ald, amely a sejtciklust
metafazisban blokkolja. A 0.1ug/ml kolcemides kezelés 2 o6rdig 5% CO,-tartalmi 37 °C-os

inkubdtorban tortént. Ezek utdn a PBS-sel dtmostuk, majd 37 °C-on, 10 percig inkubdltuk a sejteket
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Swelling pufferben. Ezutin pedig a sejteket 500g-n 5 percig centrifugdltuk. A sejtmagokat rogzitd
oldat cseppenkénti hozzdaddsa kozben izoldltuk (methanol: jégecet=3:1), majd 500g-n 5 percig
centrifugdltuk. Tiszta magprepardtum nyerése érdekében a rogzité oldat hozzdadasat kétszer
megismételtiik, végiil 1 ml rogzité oldatban vettiik fel, és felhaszndldsig (1-2 hét) +4 °C-on téroltuk az
izolalt sejtmagokat. Coulter Multisizer segitségével hatdroztuk meg a sejtek, illetve a sejtmagok

térfogatat €s atmérdjét.

Kromatin prepardlds

A prepardlds sordn a metafdzisos kromoszomakra alkalmazott metodika mddositott valtozatat
haszndltuk. A sejtmagokat koriilbeliil 30 cm-es tdvolsdgbdl cseppentettiik ki targylemezre. Majd a
mintdk egy éjszakdn 4t szobahOmérsékleten szaradtak. Masnap PBS-sel mostuk, majd felszallo

alkoholsorozattal (70, 90, 95 and 100%) dehidrataltuk a mintakat.

Kromatin struktuirdk fluoreszcens mikroszkopos vizsgdlata

Az izoldlt, majd dehidratdlt kromatinszerkezeteket tartalmazé targylemezekre 35ul fakulds gatlé
(antifade) médiumot (propidium-jodid vagy DAPI tartalmui) pipettaztunk, majd lefedtiik dket 24 x 50
mm-es fedélemezzel. A festék altal ilyen modon lathatéva valt fluoreszkdlé kromatinszerkezeteket
Olympus AX70 tipusu fluoreszcens mikroszkdp segitségével vizsgaltuk, XBO 150W/1 vagy HBO
150W/1 lampa vildgitas mellett.

Adatok feldolgozasa

A kisérleti adatok minimum hdrom mérés atlag és szords értékeit tartalmazzak. Az adatokat
Student t-prébaval értékeltiik. A szignifikancia szintnek a p=0.01 vagy ennél kisebb értéket vettiik. Az

eredményeket kozépérték + standard devidcidban fejeztiik ki.

Hosszutava in vitro mikroszkoépia (Time lapse microscopy)

A sejtek viselkedésének vizsgdlatit, a celluldris etoldgiat, a tanszéken létrehozott nagy
idébeli felbontdsti mikroszképos rendszer tette lehetévé. Ez a technoldgia nem mads, mint egy CO,
inkubdtorba telepitett nagy érzékenységli kétkamerds rendszer, melyek inverz fénymikroszképokhoz
csatlakoznak, igy a kontroll és a kezelt mintdk egyidejii megfigyelésére nyilik lehetdség standard (a

sejttenyésztésnek megfeleld) koriilmények kozott. A megvildgitds hé- és fototoxicitdsa minimadlisra
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csokkentett. A kameran taldlhat6 hideg fehér fényt kibocsaté LED szinkronizdlva van a sejtkultirarol
késziilt képek idOperiddusaival. A sejtkultirdk T25 tenyésztéedényeik a mikroszkopok alatt maradnak
a vizsgalat teljes ideje alatt. Megosztott képernydn percenkénti frissitésben (a képek mentése mellett)
nyomonkdvetheté a kontroll és a minta tenyészet egyedi sejtjeinek mozgdsa €s 1épésrol 1épésre
kovethetok morfoldgiai valtozdsaik. Az expondldsi idépontokat valamennyi felvételen feltiintettiik. A
képsorozatokbdl 30 kép/mp sebességli videdfilm késziil. A szuszpenziobol kivélasztott egyedi sejtek
segitségével a celluldris etoldgia szempontjab6dl nyomon kovethetjiikk a sejtek kortorténetét, és
»csaladfdjukat”, a sejtosztédasuk gyakorisdgat, a képzdodott lednysejtek viselkedését, illetve
elemezhetjiik, kategorizalhatjuk €s kvantifikdlhatjuk a genotoxikus dgensek daltal okozott sejthaldl-
formdkat. A rendszer tovédbbi elonye, hogy a tobb napos folyamat internet segitségével tdvoli, akar

otthoni elérést is lehetové tesz.
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3. EREDMENYEK

Kordbban szdmos vizsgdlathoz haszndltak nukleozidokat (pl. timidin, uridin), a kezeletlen
sejtekben és sejtmagokban foly6 aktiv transzport folyamatok egymadst kovetd 1€péseinek megismerése
érdekében. Eredetileg baktériumokban irtdk le, hogy a permeabilizalt sejtekben torténd DNS szintézis
ATP jelenlétében hasonlé a kezeletlen sejtek replikativ DNS szintéziséhez. Munkacsoportunk
korabban leirta, hogy permeabilis timocitdk sejtmagvaiban a 4 deoxiribonukleozid trifoszfat (ANTPs)
ATP dependens inkorporicidja replikativ mechanizmus szerint torténik. A DNS replikdcié, annak
inhibitorai révén gatolhat6, mig ATP hidnydban a DNS épitokoveinek Osszekapcsoldddsa repair
szintézist tikkroz. Ezek az el6zmények segitséget nyujtottak abban, hogy a reverzibilisen permeabilizalt

K562 sejtekben is kovetni tudjuk a DNS szintézis 2 tipusat.

A reverzibilisen permeabilizalt sejtek életképességének vizsgalata

A kezeletlen sejtek életképességét tripdn-kék festék kizardsa alapjdn ellendriztiikk. A kisérlet
elején a kezeletlen sejtek kevesebb, mint 2%-a vette fel a tripin-kék festékmolekuldkat. 10 6ras
novekedési 1d0 elteltével a sejtek manipuldcidjanak betudhatdéan - ugyanabban a populdcioban - is csak
koriilbeliil 5%-kal csokkent az €16 sejtek szdma. Viszont a humadn eritroleukémia K562 sejteket 4.5%
dextrdn T-150 tartalmu hipotonids pufferrel tortént permeabilizaldsa utdn — a kordbbi mas sejteken
tortént vizsgalatoknak megfelelden - a sejtek 95%-a 5 percen beliil felvette a tripan-kék festéket.

Ezzel egy id6ben mértiik a permeabilizalt sejtekben a radioaktiv [*H]timidin és [*H]timidin-
trifoszfat beépiilését is. Az értékeket a kezeletlen sejtek szdzalékban fejeztik ki. A sejtek
regenerdléddsdnak iitemét kovetve azt tapasztaltuk, hogy a folyamat kezdetén a reverzibilis
permeabilizdlds sebessége gyors volt, majd 4 6ra elteltével csokkent. A permedbilis sejtek, melyek
eredetileg nem képesek felvenni a [*H]timidint, az idé elérehaladtéval fokozatosan kezdték felvenni a
radioaktiv nukleozidot a permeabilitds mértékének csokkenésével. Megkozelitdleg 10 ora elteltével a
sejtek visszanyerték integritdsuk 80%-at. Ezzel a folyamattal egy idOben egy ellenkezd tendencia volt
megfigyelhetd a [*H]timidin-trifoszfat felvételének regisztrdlasakor. A permeabilizdlt sejtek
fokozatosan vesztették el a 4 deoxiribonukleotidot (ANTPs), beleértve a [PH]dTTP felvételének

képességét, melyek csak permeabilis sejtbe képesek inkorporalddni.
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UVB sugarzast koveto flow citometrias analizis

Az exponencidlisan névekvé K562 sejtpopuldciét ndvekvé dézisd (6-24 J/m?) UVB sugdrzanak
tettiik ki. A sejteket ezutdn 3 6rds regeneracios idOre visszahelyeztiik az 5% CO,-tartalmi 95% relativ
nedvességtartalmu, 37 °C-os inkubdtorba. A kisméretli apoptotikus sejtek hidnya, azt mutatja, hogy a
sugéarzast kovetden ez alatt a kis id6 alatt nem kovetkezik be apoptozis. Tartésabb inkubdlést (24 h)

kovetden viszont mér jelentdsen megnovekszik az apoptotikus sejtek szdma.

A nukleozid inkorporacio helyreallasa a sugarzast kovetoen

A K562 sejteket novekvo dozisu UVB sugdrzasnak tettik ki (2-25 J/m?). Megmértiik a
[*H]timidin inkorporacidjit €p €s kezeletlen sejtekben és sugdrzds utan is. Ez alapjan, az alacsony
dozissal (2 és 5 J/mz) kezelt sejtek DNS szintézisének mértéke fokozatos regenerdciét mutatott 3
oraval a kezelést kovetden. A magasabb doézisi UVB sugarzds (15 J/mz) utdn részleges (80%)
regeneralddas tortént. Mig azok a sejtek, amelyek a legmagasabb dozist sugarzasnak lettek kitéve (25

J/m?), nem voltak képesek helyreallitani a DNS szintetizal6 képességiiket.

Az UVB sugarzas hatasa a replikativ és a repair DNS szintézisre a permeabilis sejtekben

Korédbbi tanulmanyban leirtak alapjan, koriilbeliil a fibroblaszt sejtek 60%-aban gatlodott a DNS-
szintézis mértéke, 5.2 J/m? dézisd, 254 nm hullimhosszd UV sugarzast kovetden. A kezelési dozis
fliggvényében meghatarozhaté a K562 sejtek sugarérzékenysége, amely magasabb doézisu sugédrzas
alkalmazdsa esetén kisebb volt, mds sejtekhez viszonyitva, vagyis a K562 sejteknek az atlagosnal
kisebb az UV sugérérzékenységiik. Jelen tanulményban, exponencidlisan novekvd K562 sejteket (10°),
melyek kezdeti denzitdsa 10°/ml volt, 15 J/m? dozisd, 280 nm hulldimhosszusdgu ultraviola
sugdrzasnak tettiik ki.

A sejteket a kezelést megel6zden permeabilizaltuk. A komplett inkubécids keverék tartalmazta a
DNS szintézishez sziikséges négy dezoxiribonukleozidot és ATP-t. A nukletidok koziil a dTTP
radioaktiv jelolést tartalmazott. A —dATP, -dGTP, —dCTP jel6lés arra utal, hogy a DNS szintézis e
harom szubsztritjat nem adtuk az inkubdacios elegyhez.

ImM novobiocin hozzdaddsa mellett az ATP dependens DNS szintézis maximalis gatoltsdga
kezeletlen sejtek esetében 2.0+0.2%-ra, kezelt sejteknél 1.7+0.2%-ra csokkent, vagyis a repair
szintézis is bénult. A novobiocin az ATP szintézis mechanizmusat szakitja félbe, az ATP deplécigjat

okozza azzal, hogy tonkreteszi a mitokondridlis szerkezetet. Ezt a mértékli gitoltsdgot sem a ANTP-k
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megvondsa (8.6+1.1), sem az UVB sugarzas hatdsa (9.2+1.2) nem multa feliil. Permedbilis sejtekben a
replikdcidos DNS szintézis biztositdsa érdekében ATP-re is sziikség van. Ennek hidnydban replikativ
DNS szintézis nem folyik a sejtekben csak hibajavitd, repair szintézis.

A kezelést 3 6rds inkubdlds kovette, majd a sejteket permeabilizaltuk, és az ATP dependens
replikativ DNS szintézis 65%-os gatlasat mértiikk. A repair szintézis mérése permedbilis sejtekben
ehhez hasonldan tortént azzal a kiilonbséggel, hogy az inkubdacios keverék ATP-t nem tartalmazott. A
permedbilis sejtekben, melyek nem lettek sugdrkezelésnek aldvetve, teljes DNS és repair DNS
szintézis ardnya (5:1 = 100%:19.7+2.6%). Az UVB sugarzist koveton az ATP independens repair
szintézis és a teljes DNS szintézis kozel azonos mértékii volt (35.2+3.6% = 31.6+3.4%). Ez az
Osszefiiggés vildgosan jelzi, hogy az UVB sugarzds a replikdciot csaknem teljesen blokkolja, és a

sejtek 0sszes ATP készelete repair DNS szintézisre forditodik.

A sejtciklus analizise ép és sugarkezelt sejtekben

A kezeletlen sejtek Osszes frakci6jandl az atlagos DNS tartalom szdmitdsdhoz a flow citométeres
profil szolgdlt alapul. Az exponencidlisan novekv0 kezeletlen sejtek szinkronizalt frakcidiban a DNS
tartalom 2.07-r61 3.88 C-értékre nétt. A besugarzott sejtek (24 J/m?) flow citométeres dbréit is
kiértékeltiik, 4m a C értékeik nem voltak meghatarozhatok, a sejtek DNS-e dltal felvett fluoreszcens
festék eltéré megoszlasanak koszonhetden. Az UVB kezelt sejtek frakcidinak becsiilt C értékei 2.2 és

2.4 C-értékek kozé estek.

Kezeletlen és UVB sugarzasnak Kkitett sejtek frakciéinak kromatin szerkezete

Amig a kontroll populdcidk C értéke folyamatosan novekedik, az S fazis végére megduplazodik,
valamint a DNS az S fazis végére jelentds kompaktsidgot ér el, addig az UVB sugirzds a
kondenzdlédast az S fazis korai szakaszdban blokkolja. Ez az UVB sugarzdsnak a DNS-re gyakorolt
hatdsdval, timin dimerek kialakuldsdval és lanctorésekkel magyardzhat6. A DNS-ben bekovetkezd
lanctorések meggatoljdk a kondenzalddas tovabbi folyamatat, illetve a sejtciklus késObbi szakaszaban
1évo (kozépso és kései S fazis) kondenzaltabb formadk koriil is fatyolszer(i képletet alkoté burok veszi

korbe a strukturakat.
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A kezeletlen sejtek interfazisos kromatin szerkezete

A reverzibilis permeabilizdldsnak kdszonhetden, a sejtmagbol kiszabadult kromatin szerkezetek
konnyen vizsgalhatok.

A kontroll sejtek vizsgdlata: (a) permeabilizdlatlan, (b) permeabilizdlds utdn, regeneralds nélkiili
sejtekbdl izolalt kromatin szerkezetek, c) permeabilizélt €s regenerdlt sejtek nukleuszabdl izolalt
kromatin struktdrak.

a) Permeabilizalatlan sejtekbdl két alapvetd nukledris struktira izoldlhatd: interfdzisos sejtmag és
metafdzisos kromoszoma. Mindkettd ismert. Kiilon nem vizsgaltuk.

b) Permeabilizdlds utdn, ha a regeneréldsi 1€pés elmarad, ragados alaktalan kromatin massza
alakul ki, melyet szintén nem vizsgéltunk.

¢) Reverzibilis permeabilizdlds utdn a kromatin szerkezetek ldthatova véltak. A tovdbbiakban
csak ezekkel foglalkozunk.

Kontroll sejtek reverzibilis permeabilizdlasat kovetden a szinkronizalt frakciokbdl (2.0-t6l 3.88 C
értékig) a kromatin szerkezetek formajanak fokozatos valtozasét lattuk fluoreszcens mikroszkép alatt.
Az 1. és 2. frakcidoban nagyrészt dekondenzdlt kromatin dllomdnyt, mikroszképosan felhd- vagy
fatyolszerli képet lathatunk. A 3. és 4. frakciora jellemz0, hogy a sejtek kissé polarizélt, megnyult vagy
ovélis format oOltenek. A tovdbbiakban a megnyult kromatin fokozatosan szupertekercselddik,
szalagszerli csavart format alkotva, melyet az 5. és 6. frakcioban lathatunk. A 7. és 8. frakcioban a
fibrillaris szerkezet fibrézus format olt, illetve megfigyelhetd egy linedris folytonossdg a korai
dekondenzdlatlan kromoszémdk kozott a 9. és 10. frakcidban. A szupertekercselt formdji kromatin
testekre, mint a késobb kialakuld kromoszomdk el6hirnokeire tekinthetiink. Ezeket a gyfris,
kondenzal6dé kromatin szerkezeteket a 11-12. frakcioban lathatjuk legeldszor, a sejtciklus S fazisanak
kozepétdl. A maganyag folytonossidga megmarad a hajlott kromoszémadlis formdkban is, amelyet
megfigyelhetiink a 13. és 14. frakciéban. A hajtott format a linedris kromoszéma szerkezet kialakuldsa

koveti, mely még nem éri el a metafdzisos kromoszémak tomorségét (15-16. frakcid).

Kromatin-szerkezet valtozasok UVB sugarzas utan

A kromatin véltozdsok alacsonyabb UVB doézis (2, 6, 12 J/mz) esetében csak esetenként
alakulnak ki, és ritka eléforduldsuk miatt, nem lehet 6ket megjeleniteni. Magas UVB dozis esetén (24
J/m?) foleg ugy jelenik meg, mint egy fibrézus felhdszeri képzédmény a kondenzdl6dé kromatin

struktira koriill. Az S fazis korai szakaszdban megjelend fibrillaris szerkezetek joval
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dekondenziltabbak, mint a kezeletlen sejtek esetében, illetve a kromatin polarizdléddsa hamarabb
elkezdédik, ugyanazt a frakciét nézve (1-2. frakcid). Az elongédlt kromatin formdk kordbban
megjelennek (3-4. frakcid), am a tovabbi elongicié gatoltnak tlinik (5-6. frakcid). Az 5. frakcidban
lathaté kromatin szerkezetet egy finom fibrillaris hdlé boritja. Kisméretli apoptotikus testek ritkdn
fordultak elé (9-10. frakcid), de a gamma sugarzdssal ellentétben, ezek nem az UVB sugirzds
hatdsdnak tipikus struktirdi. Az UVB sugarzast kovetéen sem a kromatin testek, sem egyéb tipikus
kromatin szerkezetek nem voltak megfigyelhetok. Lathattuk a kondenzdlasi folyamat primitiv, korai
fazisait, amelyben el6fordulé formdk halvany fibrillaris szerkezettel rendelkeztek. A kromatin

szerkezet viszont sehol sem érte el a lathaté kromoszémak stadiumat (11-16. frakcidk).

A kromatin kondenzalasanak végso stadiuma

Osszehasonlitottuk a kezelt és kezeletlen sejtekbdl szdrmazo, az utolsé elutridldsi frakcié (18.
frakcid) kromatin szerkezeteinek propidium-jodiddal megfestett fluoreszcens képeit. A kezeletlen
sejteknél a 18. frakcioban a kromatin kondenzaldsa elérte a végsd stddiumot, olykor a metafézist is.
UVB sugérzast kovetden viszont (24 J/m?%), csak a kromoszémak részleges szegregaciojat lehetett
megfigyelni, valamint teljesen kondenzalt kromoszémék nem voltak lathatok.

A halvény fibrilldris haloszerli szerkezet, mely koriilveszi a tokéletleniil 6sszecsomagolddott

primitiv kromoszoémakezdeményt, feltételezhetd, hogy megakaddlyozza a kondenzal6das folyamatét.

Az UVB és UVA sugarzas okozta elvaltozasok osszevetése

Az UVB sugarzassal végzett kisérlet eredményeihez hasonldan azt tapasztaltuk, hogy az UVA
sugdrzas gtlé hatdsinak mértéke a besugarzott idétartamtél fiigg. 25 J/m? alatti dézis esetén (3, 6,
12,5 J/m?), kezdetben a sugérzds a DNS szintézis sebességét csokkenti, ezdltal a sejtciklusra kifejtett
részleges gatld hatdsa érvényesiilt, amibdl a sejtek tobbsége képes volt regenerdlddni.

A DNS repair mechanizmusa, ha csak részlegesen is, de képes a DNS karosodast helyredllitani.
A kormatinszerkezetek elemzése sordn apoptotikus testek el6forduldsa nem volt jellemzd. Ezzel
szemben a magas dézisd (25 J/m?) sugdrzast kovetéen a K562 sejtek mér nem képesek regenerélédni,
és vélhetden apoptozist szenvednek. EbbOl arra kovetkeztethetiink, hogy a rovid idOtartamu
expozicidk, illetve az alacsony koncentriciéju genotoxikus dgensek késleltetett apoptotikus haldlt
okoznak. Feltételezésiink szerint alacsony genotoxikus dartalom az apoptdzis kialakuldsanak
idotartamat megnyudjtja. A fentiek alapjdn elmondhat6, hogy az UVB ¢és az UVA
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hulldmhossztartomanyok 4ltal kifejtett kiilonbozé dézisok hatésa hasonlé eredményhez vezet. Erdekes
médon a nagyobb hullimhossztartomanyba esd, de gyengébb UVA sugdrzds mar alacsonyabb
dézisban is érzékelhetd morfoldgiai elvaltozdsokat eredményezett, szemben az UVB sugarzéassal.
Ennek hétterében az a repair rendszer éllhat, mely els6 sorban az UVB kdrosodasok javitdsaért felelOs.

A munkacsoport tavlati célja az UVA és az UVB sugarak altal gyakorolt szinergista hatdsnak a

borrdk kifejlodésében és a kromoszéma kondenzécidban jatszott szerepének tisztazasa.
A v - és az UVB sugarzas okozta elvaltozasok osszehasonlitasa

A vy-sugarzast kovetden a K562 sejtekben a kovetkezd preapoptotikus véltozasokat tapasztaltuk:
(a) A sejtmag és a sejt mérete novekedett. (b) Az Osszes frakcidban alacsonyabb volt a sejtek DNS
tartalma, amely abbdl kovetkezik, hogy (c) a sejtciklus folyamata a korai S fazisban megrekedt. (d) A
kondenzécié folyamata a fibrillaris kromatin kialakuldsdnak fézisa és a prekondenzalt megnyult
kromoszomédlis forma fazisa kozott gatlédott. (e) Az apoptotikus sejtek szdma és mérete forditott
ardnyossagot mutat a sejtciklus el0rehaladtaval. A korai S fazisra jellemzd sok apré apopotikus test,
valamint kevesebb, dm nagyobb méretli apoptotikus testek taldlhatok a kései S fazisban, mely
megfigyelés Osszefiiggésbe hozhaté azzal a ténnyel, amely szerint a kromoszoma szerkezet a
metafdzisos kromoszomdk esetében a legsiirtibb dllomanyu, ezdltal az ionizdlé sugarzds a DNS-ben

kevesebb lanctoréshez vezet. Egér pre-B sejtekkel végzett kordbbi kutatdsi eredményeket megerdsitve,

hasonlé eredményeket kaptunk a gamma sugarzast kovetden, CHO sejtekkel végzett kisérlet soran is.

Kondenzacios ujjlenyomat (fingerprint)

Koréabbi kisérletek eredményeire alapozva tovabb bdvitettiik a hatdsvizsgalatok palettdjat mind
sejttipus, mind genotoxikus dgenstipus szempontjabol, melyeket a teljesség igénye nélkiil mutatok be a
kovetkezokben. Ezek alapjdn szerkezeti elvaltozdsok voltak megfigyelhetdek interfazisos CHO, K562,
egér pre-B sejtekben, kiilonbozé genotoxikus hatdsok, mint a gamma sugidrzds, UVA sugérzds,
nehézfémek (kadmium-nitrat, 6lom-nitrat, nikkel-klorid, higany-acetat), illetve kiilonb6z6 kemikalidk,
mint koffein, nikotinsav-klorid, ethidium-bromid, aktinomicin hatdsdra (melyeket jelen
disszertdcioban nem taglalok), mely véltozasok apoptézishoz vezettek. Minden esetben azonos
1x10°ml sejt denzitdssal, logaritmikus fizisban 1év$ sejtpopuldcidkkal dolgoztunk, illetve azonos
koriilmények kozott végeztiik a kisérleteket, amelyet az Anyagok és mddszerek c. fejezet részletesen

leir.
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Kadmium-klorid (CdCl,)

A 1 uM kadmium-kloridos kezelést kovetden szinkronizdlt CHO, illetve egér pre-B sejtek
esetében is a jellemzé morfoldgiai elvdltozds a nagyméretii lyukak kialakuldsa a sejtmembranon.
Részletesen a CHO sejtek modosult kondenzacids sémadjat taglalom.

Mar az S fézis korai szakaszaban megfigyelhetdek az apoptotikus testek, amelyek prekondenzalt
kromoszomdkhoz hasonlé morfolégiat mutatnak (2-3. frakcid). A kezeletlen sejtektdl eltéréen jol
lathatd a polarizdlatlan maganyag kilokddése a sejtmagbdl. Az S féazis korai kozépsd szakaszdara
jellemzd, hogy a fatyolos szerkezetli kromatin, illetve a kilok6dott polarizalt kromatin, valamint a
szupertekercselt szdlak kialakuldsdanak hidnya megakaddlyozza a sejtciklusnak ebben a szakaszdban
jellemzd kondenzdlt kromatin testek kialakulastdt (4. frakcid). Az 5. frakcidban a kromatin szédlak és
kromatin testek kialakuldsa lathaté az S fazis kozéps® szakaszdban, amely megfelel a normdlis
intermediereknek ebben a fazisban. Ezzel szemben a fibrilldris kromatin a kordbbi stddium jellemzd
intermedierje.

Az S fazis kései szakaszdban az elutridlds 6., 7. és 8. frakcidjdban novekvd méretli és szamu
lyukak figyelhetéek meg a kromatinban. A 6. frakcidban a kromatindllomany szétesése, a nukleuszon
kisméreti lyukak és azon keresztil a maganyag kilokddése, valamint elongalt
kromoszomakezdemények lathatéak. A 7. frakcidban kilokddott kromatin testek, nagyméretii
extranukledris perikromatikus granulumok, megnyult sejmagok figyelhet0k meg. A 8. frakcidban
jellemzd a széttoredezett magmembran nagyméretii lyukakkal, megnytlt kromoszomaformék ragadds
elongalt kromoszomdk. Ezeket az eredményeket figyelembe véve tovabbi toxikus dgensek altal
okozott morfoldgiai valtozdsok vizsgalatat végeztiik el.

A kadmium-klorid kromatin szintli hatdsara bekovetkezé elvaltozasok kiillonbozd sejttipuson is
azonosak voltak. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy egyéb toxikus anyagoknak is lehetnek specifikus
kromatotoxikus bélyegei. A tovabbi vizsgalatok fényt deritettek, arra, hogy a genotoxikus dgenseknek
vannak hasonlé kdrosoddsokat indukdlé hatdsa, mint a denzitds nOvekedése, vagy éppen az
ellenkezdje, a dezintegrdlédds, depolarizalodds, a magdllomany kilokddése, valamint a nukleusz
membranjanak felszakaddsa. Am megfigyelhetéek kiilonbségek is, amelyek az adott dgensre jellemzd

mintazatot adnak.

Higany-acetat (Hg(CH3COO),)

A humadn K562 sejteket 1.2 x 10° denzitds mellett, 25 ml térfogtu tenyésztdedényben, 37 °C-on,

5%-0s CO, inkubdtorban vizsgaltuk 24 6rds kezelés alatt, a kontroll tenyészet egyidejli megfigyelése
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mellett, ahol a Long Term Scanning rendszer segitségével folytattuk a sejtek etoldgiai vizsgélatat 10,
50, 100, 150, 200 és 1000 uM-os koncentracidji Hg(Il)-acetat jelenlétében. Az &4gens
koncentracidjaval ardnyosan, a sejtek 52, 56, 63, 78, 85, valamint tobb mint 99 %-a pusztult el.
Szubtoxikusnak az 1 uM és az alatti koncentracid tekinthetd, ahol nem észelhetd csokkenés a sejtek
életképességében. Egyedi sejteket vizsgdlva, a 10 uM-os kezelést kovetden, osztddds kozben kialakuld
apoptotikus haldltanc jelensége figyelhetd meg, mely HaCaT sejtek 6lom kezelésére emlékeztetett.
Jelentds eltérést a tobbi nehézfém kezeléshez képest az jelentette, hogy Hg(Il)-acetat hatdsdra mar a
45. perc utdn ledllt a sejtek mozgdsa. Az apoptotikus folyamat 10 uM higany-acetdt hatdsdra mar 15
percen beliil bekovetkezik, mig a nekrozis jelenségét 100 pM-os kezelésnél tapasztaltuk, ahol a sejtek
a nekrézisnak megfelelden hatalmas méreteket oltenek. Ennél a koncentraciondl a sejtmozgés hidnya
szembeszoko.

A tovabbiakban, a Hg(Il)-acetat kezelést kovetden, megvizsgdltuk a kromatin kondenzdlds
struktaralis szervezddésének a kontrolltol valo sajétos eltéréseit. A hosszu tdva megfigyelés alapjan a
szubtoxikus 1 uM-os kezelés kromatin szinten befolydsolja a denzitds mértékét, amely a képeken
erdsen polarizdlt fluoreszcens kromatin mintdzatok formdjdban tlinik fel, és a DNS &llomény
polarizaltsagara utal. A mikroszkdpos felvételeken fibrillaris hdlé vonja be a kromatin szerkezeteket.
A kromatin elvéltozdsok érzékenységét mutatja, hogy mig mas modszerekkel az 1uM-os Hg(II)-acetét
koncentracié még szubtoxikusnak mutatkozott, kromatin szinten mar megjelent a toxikus hatds. Az
alacsony koncentracidju (10-50 uM) kezelések 3 fokozatosan silyosbodé apoptotikus elvaltozasokat
okoznak, a; a kromatin polarizdlédasa és lyukak megjelenése a nukleusz membranjan, b; a kromatin
felbomldsa és c; apoptotikus testek kialakuldsa. Az apoptotikus testek Osszefiiggésben éllnak a
sejtciklus statuszaval. Az S fazis korai szakaszdban sok kisméretli dekondenzdlt, mig a kései
szakaszdban kevesebb nagyobb méretli, &m kondenzdltabb forma figyelhetd meg. 100 uM felett a
nekrotikus hatds jellemzd. Megfigyelhetd nagyméretli lyukak képzddése a sejtmagon beliil. Hg(II)-
acetat hatdsara - a kadmium kezeléssel szemben - a nukleusz nem esik szét darabokra. A magmembran
szétnyilasa nyilvdnvalova teszi, hogy a kromatin folyamatos struktirat képez, és két véggel
rendelkezik, a kordbbi megfigyeléseknek megfeleléen. Esetenként sok aprd, azonos méretii
részecskére esik szét a sejtmag. Az azonos apré méret nem jellemzd az apoptotikus testekre, inkabb a
kromoszéma-szervezddés kisebb egységeire utal. A dezintegricid ellenére, valdsziniileg a ragados
kromatinnak koszonhetéen a megnagyobbodott sejtmag kerek formdja felismerhetd.

A kadmium-klorid és a Hg(I)-acetdt kezelést kovetd elvaltozdsok kozotti hasonldsdg a

nagyméretli repedések képzddése a nukleusz membranjan. A hasonldsdg ellenére a kadmium-klorid
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altal okozott merev szakaddsok konnyen megkiilonboztethetéek a Hg(Il)-acetdt okozta, lekerekitett

szabdlyos lyukaktol.

Olom-nitrit (Pb(NO3),)

A 2-40 pM koncentracidji Slom-nitrattal kezelt K562 sejtekre jellemzd, hogy 2 és 5 uM-os
kezelést kovetden, az S fazis korai szakaszdban tomor, korives, szalagos kromatin formék jelennek
meg. Az S fazis koz€épso szakaszdban fibrozus kromatin, vékony és vastag kromatin szélak figyelhetok
meg. A kései S fazis és M fazisdban a sejtmagméret megnagyobboddsa jellemzd, amely rendellenes
sejtosztodashoz és kromatin kondenzaldshoz vezet. Lithatd tovabba felszakadt magmembran, a
maganyag kiszabaduldsa, nagyméretii extracelluldris perikromatikus granulumok, illetve elongélt
prekromoszomdk jelenléte (2 uM, 5 uM). A 10, 20 és 40 uM Pb(NOs), kezelést kovetden,
megfigyelhetiink az S féazis korai szakaszaban apoptotikus testeket, az S fazis k6zéps6 szakaszaban
kilokédott kromatin szdlakat, prekondenzdlt kromoszémadkat (20 uM), valamint ragadds jellegiiknél
fogva Osszetapadt sejtmagokat (40 uM).

A kromatin kerek, polarizalt, siirti, erdsen fluoreszcens margindlis foltjai megkiilonboztetd
jegyek az 6lom-nitrat okozta elvaltozdsokban. Ezek a polarizalt formdk a kromatin prekromoszomalis

egységei lehetnek. 10 uM feletti koncentracidkndl a magéllomany kilokddése gyakori jelenség.

Nikkel-klorid (NiCl,)

1-50 uM nikkel-kloriddal kezelt K562 sejtekre jellemz6, hogy mar 1 uM esetében zavart okoz a
szupertekercselésben (b, d), a szalagszer(i kromatin szerkezetet is torzitja és apoptdzist indukal. 5 uM-
ndl az interfazisos kromatin kilokddése mar megfigyelhetd. A korai fatyolos szerkezetek jelenléte, a
kondenzédlds folyamatdnak nikkel-klorid okozta gétlasdval magyardazhat6. Mar ennél a Kkis
koncentraciondl is megfigyelhetd a preapoptotikus forma. 10 pM-ndl a maganyag kilokodése, illetve
apoptotikus testek jelenléte dltaldanosan jellemzd jelenség. Nagy polarizaltsagd tomor dllomany, illetve
a felhdszerli dekondenzdlatlan formdk egyidejlileg jelennek meg. 50 uM esetében a meghatirozé
forma a nekrotikus megnagyobbodott sejtmag.

Tovabbi kisérleteket végeztiink egyéb vegyiiletekkel (nikotinsav-klorid, koffein, aktinomicin,

ethidium-bromid), melyek eredményei nem képezik jelen disszerticio targyat.
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Cellularis etologiai és életképesség vizsgalat LTS médszerrel (higany-acetat, lom-nitrat,
nikkel-Kklorid)

1x10° sejtdenzitds mellett ndvekvé koncentrdciéji nehézfém kezeléseket végeztiink, kontroll
tenyészettel pirhuzamosan. A vizsgdlat 24 6rds megfigyelése alatt percenként késziiltek felvételek a
tenyészetekrél. A képekbdl 30 kép/mp sebességli videdfilm késziilt, majd a szuszpenzidbol
kivélasztott egyedi sejtek segitségével a celluldris etologia szempontjabdl nyomon kovethettiik a sejtek
viselkedését. Minden esetben a nehézfém koncentricié emelkedésével a sejtnovekedés gatlasa
figyelhetd meg, a sejtmembranok degenerdlédnak, és kiilonb6z6 morfoldgiai formédban jelentkezd
apoptozis figyelhetdé meg a kultirdkban.

Egyéb eltérések:

1. Olom-nitrat: Az eltérd eredmények egyike az, hogy kezdeti kisebb koncentriciéindl 4tmeneti
sejtosztodas novekedést indukalt, majd késobb gatlds és a letdlis hatds is j6l mérhetd.

2. Higany-acetdt: A nikkel és az Olom esetében apoptézissal létrejott sejttormelékek é€s
bomlédstermékek elimindlddtak, illetve azokat a kornyezd sejtek felvették, addig a higannyal kezelt
sejteknél az elhalt sejtek is lathatdak maradtak, ami a higany hatékony, bénitd, fixdlé hatdsdval
magyarazhato.

3. Nikkel-klorid: A kezelést kovetden a tenyészetekben aktivabb sejtmozgdst tapasztaltunk, a
kontroll és a masik két nehézfémmel kezelt tenyészetek mozgasdhoz képest. Ennek a jelenségnek a
molekuldris hétterét nem ismerjiik.

A sejtek életképesség-vizsgdlatdnak statisztikai elemzése sordn szintén eltérd eredményeket
kaptunk. Kontroll sejtek esetében a kiindulési sejtszdmhoz képest 24 ora elteltével megduplazodott az
€10 sejtek szama. Az dltalunk vizsgalt legkisebb higany koncentraciéban 75%-os volt a keletkezett €16
sejtek ardnya, viszont mar ennél az alacsony koncentrdciondl a pusztulds mértéke viszonylag magas,
37%. Az altalunk vizsgélt legnagyobb koncentrdcidban €16 sejtet mar nem tudtunk megszdmolni, itt a
letalitds mértéke 100%. Nikkel-klorid esetében is hasonld a jelenséget tapasztaltunk a legkisebb
toxikus koncentraciot illetden, mint az 1uM-os Hg(II)-acetatndl. Itt is 75%-kal nott az €16 sejtek szdma
a kiinduldshoz képest, a sejtpusztulds mértéke itt 27%. Olom-nitrét esetében l4thaté hogy az 1uM-os
koncentracidban a kiindulési sejtszamhoz képest 24 o6ra elteltével koriilbeliil 2.5x-ére nott az €16 sejtek
szama. A sejtpusztulds mértéke pedig hasonld tendencidt mutatott, mint a kontroll sejtek esetében. A
legnagyobb koncentrdcidban viszont a letalitds mértéke nagyobb (41%), mint a keletkezett €16 sejtek

szdmdanak ardnya (18%).
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4. MEGBESZELES

1. A biokémiai kisérletek célja az volt, hogy bebizonyitsuk:

(a) A reverzibilis permeabilizalas jelentésen nem befolyasolja a sejtek viabilitasat és a
permeabilis K562 sejtekben folyéo DNS szintézis egy ATP dependens replikativ folyamat. A
humdn eritroleukémia K562 sejteket 4.5% dextrdn T-150 tartalmd hipotonids pufferrel
permeabilizaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy a folyamat kezdetén a membrin regeneralédasdanak
sebessége gyors volt, majd 4 ora elteltével csokkent, a sejtek viabilitdsa fokozatosan megkdozelitette a
kontroll sejtek értékét. A permedbilis sejtek, melyek eredetileg nem képesek felvenni a [*H]timidint, a
regeneralddas el6rehaladtdval fokozatosan kezdték felvenni a radioaktiv nukleozidot. Megkozelitdleg
10 ora elteltével a sejtek 80%-a visszanyerte integritdsat. Ezzel a folyamattal egy id6ben egy ellenkezd
tendencia volt megfigyelhetd a [*H]timidin-trifoszfat nukleotid felvételének regisztraldsakor. A
permeabilizélt sejtek fokozatosan vesztették el a 4 deoxyribonukleotid (ANTPs), beleértve a ["H]dTTP
felvételének képességét, melyeket csak permeabilis sejtek képesek  felvenni és beépiteni a
szintetizdlo6dé DNS-be. A vizsgdlattal a reverzibilis permeabilizdlds hatékonysagat ellendriztiik a DNS
szintézis mérésével, és ebbdl a sejt életképességére vonatkozd kovetkeztetéseket vontunk le.
Kordbban, permeabilizdlt egér limfocita sejtmembrdn integritdsdnak helyredlldsa scanning
elektronmikroszképos felvételekkel is megerdsitést nyert. Mivel a kisérlet tobbszori megismétlése utan
is a sejtek visszanyerték integritdsukat, igy ez a moddszer alkalmasnak bizonyult nem csak a DNS
szintézis, hanem a kromatin szerkezetek vizsgdlatdra is, mivel ezeknek a sejteknek a sejtmagja a
sejtciklus barmelyik fazisdban felnyithato volt, és a kromatin szerkezetek lathatova véltak.

(b) Az UVB sugarzas gatolja a replikativ DNS szintézist, mig a DNS repairt aktivalja. Rovid
id6tartamu expoziciok, illetve az alacsony koncentracidju genotoxikus dgensek késleltetett apoptotikus
haldlt okoznak. Az UVB sugérzast koveton a teljes DNS szintézis és az ATP independens repair
szintézis kozel azonos mértékill volt (35.2+3.6% ~ 31.6+3.4%), ami arra enged kovetkeztetni, hogy az
UVB kezelés DNS repairt indukélt. Az ATP dependens replikativ szintézis és az ATP independens
repair szintézis kozotti Osszefiiggés vildgosan jelzi, hogy az UV sugdrzas a replikaciot blokkolja és a
mért nukleotid inkorporaci6 kizardlag a repair szintézisnek tulajdonithato.

(c) Az UVB sugarzast koveté flow citometrias analizis kisméretii apoptotikus sejtek hianyat
mutatja, vagyis a sugdrzast kovetden ez alatt a kis id6 alatt nem kovetkezik be apoptdzis. Tartésabb

inkubadldst (24 h) kdvetden viszont mdr jelentésen megnovekszik az apoptotikus sejtek szama.
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(d) A sejtciklus analizise sordn exponencidlisan novekvd szinkronizdlt kontroll sejteknél, az
atlagos DNS tartalom 2.07-r61 3.88 C-értékre nétt. Kordbbi tanulmédnyban leirtdk, hogy a G1 és G2
stddiumban 1év6 sejtek sejtciklusdt az UVB sugdrzds blokkolja a humdén eritroleukémia és
neuroblasztéma sejtekben. A mi vizsgalataink szerint a kromatin kondenzacié az S fazis korai
szakaszaban gatlodik 2.2 és 2.4 C érték kozott a K562 sejtekben. Az a tény, hogy kezdetben mégis
mérhetd kis foku DNS szintézis, arra utal, hogy a replikdcié elkezdddik, igy a C érték is varhatéan
magasabb, mint a nyugalmi 2.0 C érték. A G2 fazis blokk azt jelzi, hogy a kromoszoémak képtelenek
belépni a metafdzisba, igy nem alakulnak ki tokéletesen kondenzdlt kromoszémaformdk az UVB
kezelést kovetden. Valéban nem ldttunk metafdzisos kromoszomakat az UVB sugdrkezelés utdn. A
csokevényes interfazisos kromatin szerkezetek megjelenésére pedig az S fazis blokk szolgélhat
magyarazatul, amely végig fennmarad az S féazis alatt és a G2 féazisban is. Az eredményeink
Osszhangban vannak azzal a megfigyeléssel, mi szerint az UVB sugdrzas generdlja azokat az Oridsi
DNS fragmentumokat, melyek fibrilldris kromatin szerkezeteknek tlintek. Osztjuk Higuchi és
munkatdrsai altal leirt nézeteket, mely szerint az apoptotikus sejtek hidnya nagy molekulaméretti DNS
kialakuldsara utal, amely megel6zi az internukleoszomdlis DNS fragmenticidjdnak létraszerti
formalodasat, kapcsolatban éllva - a kaszpdz aktivacion keresztiill - az apoptdzissal. A sejtciklus
megrekedését alatdmasztjak a kromatin kondenzdldst monitoroz6 morfoldgiai vizsgalataink.

(e) Az UVB sugarzas és a reverzibilis permeabilizalas nem indukalja a sejtek apoptotikus
zsugorodasat. A korabbi tanulmanyok alapjan, a HelLa sejteken végzett UV besugarzas utan, azt
lehetett tapasztalni, hogy a sugdrzds kovetkeztében kialakulé gétlé hatds kiterjedésének mértéke a
besugérzott idétartamtél fiigg. 10 J/m” alatti dézist alkalmazva, kezdetben a sugdrzds gatlé hatdsa
érvényesiilt, amibdl a sejt képes volt regenerdlédni. Viszont magasabb ddzis esetén, egy dllando és
alacsony intenzitdsi DNS szintézis volt tapasztalhaté legalabb 6 6ran keresztiil. Ezen megfigyeléseket
erOsitették az daltalunk vizsgédlt K562 sejtvonalon végzett kisérletek is. A K562 sejteknél az
alacsonyabb dézis esetén (2, 5, és 15 J/m?) a sejtek még képesek fokozatosan regeneralédni 3 éréval a
kezelést kovetden. A DNS repair mechanizmusa, ha csak részlegesen is (80%), de képes a DNS
kérosodast helyreallitani 15 J/m” dézisi kezelés utdn. Ezzel szemben a magas dézisd (25 J/m?)
sugarzast kovetden a K562 sejtek mar nem képesek regenerdlddni, és elveszitik DNS szintetizalo
képességiiket. Apoptdzisra utalo jeleket ennél a d6zisndl, ilyen idOintervallumban nem figyeltiink meg,
amit a flow citometrids analizis is aldtdmaszt, ezért beszéliink az UVB kezelés esetén preapoptotikus

hatasrol.
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2. A morfoldgiai vizsgdlatok sordn az aldbbi eredményeket kaptuk:

(a) Az UVB sugarzas okozta kromatin valtozasok alacsonyabb UVB dézis (2, 5, 15 J/m?)
esetében csak szorvanyosan jelennek meg, és ritka el6fordulasuk miatt nem ezeket alkalmaztuk.
Magas UVB dézis esetén (25 J/m?) féleg tigy jelenik meg, mint egy fibrézus felhészerii képzddmény a
kondenzal6dé kromatin struktdra koriil. Besugdrzds utdn, az S fazis korai szakaszdban megjelend
fibrillaris szerkezetek, kevésbé kondenzéltak, mint a kezeletlen sejtek hasonlé struktardi, a kromatin
polarizdléddsa hamarabb kezdddik, ugyanazt a frakciét nézve. Az elongélt kromatin formak kordbban
megjelennek, dm a tovabbi elongdcié folyamata a tovdbbiakban gétoltnak tlnik. A kromatin
szerkezetet egy finom fibrilldris hal6 boritja. A kisméretii apoptotikus testek az UVB sugarzasra nem
jellemz0 struktirdk. A kezelést kovetden sem kromatin testek, sem egyéb tipikus kromatin szerkezetek
nem voltak megfigyelhetok. Lathattuk a kondenzéldsi folyamat primitiv, korai fazisait, melyben
eldéfordul6 formdk halvany fibrilldris szerkezettel rendelkeztek. A kromatin kondenzalas viszont sehol
sem érte el a lathaté kromoszomak fazisat, alatdmasztva ezzel a sejtciklus analizisének eredményeit.

(b) A magasabb hullimhossztartomanyba es6, de gyengébb UVA sugiarzas mar
alacsonyabb dozisban is érzékelheté morfologiai elvaltozasokat eredményezett, szemben az UVB
sugdrzassal. Ennek magyardzata lehet az a repair rendszer, mely elsé sorban az UVB karosodasok
javitasaért felelos.

(c) Alapveto kiilonbség a logaritmikus fazisban lévo, gamma- és UVB-kezelt sejtek kozott
az, hogy az UVB-kezelt K562 sejtekben csak nagyon kevés apoptotikus test alakul ki, a
kondenzéltsagi fok mar a fibrillaris stddiumban nagyrészt megreked, igy metafdzisos kromoszémak
kialakuldsa nem jellemzd. Gamma sugdrzds hatdsdra a korai S fazisban sok aprd, a kés6 S fazisban
kevés €s nagyobb apoptotikus test jelenik meg. Ezt a K562 sejttipuson torténd vizsgalat mellett, az
egér pre-B, illetve a CHO sejteken végzett kisérletek is megerdsitették. Mivel kiilonb6zo sejteken a
gamma sugdrzas azonos apoptotikus mintdzatot mutatott, ez felvetette a sejttipustol fiiggetlen kromatin
kondenzal6dasi termékek keletkezésének és a karosoddsok genotoxikus dgensek alapjan torténd
osztalyozdsanak lehetdségét.

(d) A genotoxikus kezeléseket koveté morfolégiai vizsgalatok arra utaltak, hogy a
kiilonb6z6 kromatin karosodasi tipusok osztalyozhatok. Téagabb értelemben véve, a célunk az volt,
hogy karakterizaljuk a genotoxikus dgensek éltal kialakult (kiilsd kortilményekbdl fakadd) apoptotikus
valtozdsokat, és osztdlyozzuk Oket a kromoszomdk szerkezeti valtozdsainak megfelelGen.
Feltételezésiink szerint diagnosztikai jelentdségli lehet a kiilonb6zd kromatotoxikus hatdsok kozotti

kiilonbség, melyet a kadmium és gamma kezelés hatdsai mar aldtdmasztottak. A vizsgdlatok fényt
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deritettek arra, hogy a genotoxikus dgensek hatdsai egyrészt hasonld karosoddsokat indukdlnak, mint
pl. a kromatin denzitdsdnak novekedése, vagy éppen az ellenkezdje, dezintegrdlédds, depolarizalodas,
valamint a magdllomany kilok6dése, a nukleusz membranjdnak felszakaddsa. Am megfigyelhetdek
kiilonbségek is, amelyek az adott dgensre jellemzd kromatin mintazatot adnak.

A kiilonboz6 genotoxikus kezelések, sokféle hatdst fejthetnek ki a kiillonb6zd sejtvonalakra. A
kisérletekhez munkacsoportunk szdmos sejtvonalat tart fenn. A kadmium-kloridos kezelés két
sejtvonalon is megtortént (kinai horcsog ovarium és egér pre-B sejt). Mind a két sejtvonalndl ugyanaz
a nagyméretll feldarabolodds, a membréanon keletkezd lyukak, €s a nyulés tokéletleniil kondenzalddott
kromoszémék megjelenése volt jellemzd.

Tovabbi vizsgalatokat végeztiink egyéb nehézfémekkel (higany-acetdt, olom-nitrdt, nikkel-
klorid) és vegyiiletekkel (EtBr, aktinomicin, koffein, nikotin), ahol ugyancsak az adott dgensre
jellemz6 eltéréseket figyelhettiink meg.

A kadmium és a Hg(Il)-acetat kezelést kovetd elvaltozdsok kozotti hasonlésdg a nagyméretii
repedések képzddése a nukleusz membranjan. Ugyanakkor a kadmium daltal okozott szakaddsok
konnyen megkiilonboztethetbek a Hg(Il)-acetat okozta szabdlyos lyukaktol. A kromatin kerek,
polarizalt, stir(i, er6sen fluoreszcens margindlis foltjai megkiilonboztetd jegyek az Slom-nitrat okozta
elvéltozasokban. Ezek a polarizdlt formak mdskiilonben a kromatin prekromoszomadlis egységei
lehetnek. 10 uM feletti koncentracidkndl a magallomany kilokédése gyakori jelenség. 10 uM nikkel-
klorid hatdsara a nagy polarizédltsagi tomor dllomény, illetve a felhdszerli dekondenzalatlan formak
egyidejii megjelenése tipikus forma, ami az apotdzisra jellemzd zsugorodds, €s becsomagolddas
jellemzdje, mig a sértetlen dekondenzdlatlan magbdl kiszakadé maganyag nekrézisra utald jelenség.
50 uM esetében a meghatiroz6 forma a nekrotikus megnagyobbodott sejtmag.

(e) A cellularis etologiai és életképesség vizsgalat LTS modszerrel higany-acetat, 6lom-nitrat,
nikkel-klorid kezelt K562 sejtekben tortént. Minden esetben a nehézfém koncentracio
novekedésévésel a sejtciklus gatlodik, a sejtmembran degenerdlodik, €s a normadlistdl eltérd, az
apoptotdzis jegyeit hordozé kromatin elvdltozdsok figyelhetdk meg a kultirdkban. Az eltérd
jelenségek egyike az, hogy az 6lom-nitrdt, a kezdeti kisebb koncentraciokndl erételjes sejtosztodas-
novekedést indukdl, majd késdbb a letdlis hatds jol érzékelhetd. Amig a nikkel-klorid és az 6lom-nitrat
esetében apoptdzissal 1étrejott sejttormelékek és bomldstermékek elimindlddtak, illetve a kornyezd
sejtek ezeket felvették, addig a higannyal kezelt sejteknél az elhalt sejtek is lathatéak voltak, ami a

higany hatékony, bénito, fixal6 hatdsdval magyarazhat6. A nikkel-kloriddal torténd kezelést kdvetden
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a tenyészetekben aktivabb sejtmozgdst tapasztaltunk, a kontroll és a masik két nehézfémmel kezelt
tenyészetek mozgédsahoz képest.

Konklizié: Azon a feltevésen alapulva, hogy a toxikus dgensek a metabolikus funkcidkat és az
intracelluldris jeldtviteli mechanizmusokat kiilonb6z6 pontokon érintik, mely reguldld ttvonalak
jelentés része még ismeretlen, j6 az esélye annak, hogy a sejthaldl szdmos tipikus esete
kategorizédlhatova valik. A citotoxicitds korai detektaldsat illetden a lehetséges megoldasok koziil, a
vélaszt a primer informdciot szolgaltatd DNS szintjén keressiik. A hierarchia csticsan 1évé DNS-DNS
informdcié 4tviteli folyamatok (rekombinécid, replikdcid, repair) feleldsek a sejt genetikai

allomdnydnak integritdsaért. A genetikai informécié megvéltozdsdnak strukturdlis kdvetkezményei

vannak, melyek a kromatin elvaltozasok szintjén kdvethetok.
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5. OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink célja az UVB sugdrzds hatdsdra az interfazisos kromatin kondenzdlds szintjén torténd
valtozasok bemutatdsa volt, human eritroleukémia K562 sejtvonal segitségével, valamint az egyéb genotoxikus
dgensek hatdsdra kialakuld, a normadlistdl és egymdstdl eltérd struktirak, apoptotikus jelenségek Osszevetése és
rendszerezése.

A felvetett kérdést két iranybdl kozelitettiik meg: biokémiai és morfoldgiai szempontbdl.

Kimutattuk, hogy az interfazisos kromatin szerkezetek lathat6sdagat biztosité reverzibilis permeabilizalds
nem csokkenti a sejtek életképességét, és a permedbilis K562 sejtekben folyd DNS szintézis egy ATP
dependens replikativ folyamat. Az UVB sugdrzds gitolja a replikativ DNS szintézist, mig a DNS repairt
aktivdlja. Flow citometrids méréseink alapjdn, az UVB sugdrzdst kovetd néhdny ordn beliil kisméreti
apoptotikus sejtek nem jelentek meg, vagyis a sugdrzdst kdvetden ez alatt a kis id6 alatt nem kovetkezik be
apoptézis. Az UVB sugarzis €s a reverzibilis permeabilizalds nem indukdlja a sejtek apoptotikus zsugorodasat.
A mi vizsgélataink szerint UVB sugdrzds hatdsara a kromatin kondenzdlds az S fazis korai szakaszdban gatlédik
2.2 és 2.4 C érték kozott a K562 sejtekben.

Tovébbi kisérleteinkben az UVB sugdrzds okozta kromatin valtozdsok alacsonyabb UVB dézis (2, 5, 15
J/m®) esetében csak esetenként alakulnak ki, a magasabb hullimhossz tartomdnyba esé, de gyengébb UVA
sugdrzas viszont mar alacsonyabb dézisban is érzékelhetd morfoldgiai elvaltozasokat eredményezett. Alapvetd
kiilonbség a logaritmikus fazisban 1év6, gamma- és UVB-kezelt sejtek kromatin szerkezete kozott az, hogy az
UVB-kezelt K562 sejtekben csak nagyon kevés apoptotikus test alakul ki, a kondenzaltsdgi fok mar a fibrilldris
stidiumban nagyrészt megrekedt, igy metafdzisos kromoszomdk kialakuldsdra mar nem keriilhetett sor. A
vizsgdlatok fényt deritettek arra, hogy a genotoxikus dgensek hatdsai egyrészt hasonlé kdrosoddsokat
indukdlnak, dgy, mint a lokdlis kromatin denzitds novekedése, vagy éppen az ellenkezdje, dezintegralddas,
depolarizalédds, valamint a magillomany kilokédése, a nukleusz membranjanak felszakaddsa. Am
megfigyelhetdek kiilonbségek is, amelyek az adott d4gensre jellemzd kromatin mintazatot adnak. A genotoxikus
kezeléseket kovetd morfoldgiai vizsgalatok arra utaltak, hogy a kiilonb6zd kromatin karosoddsi tipusok
osztilyozhatok. A celluldris etoldgiai és életképesség vizsgdlat LTS moédszerrel - higany-acetdt, 6lom-nitrat,
nikkel-klorid altal kezelt K562 sejtekben - megerdsitette az dltalunk kapott morfoldgiai analizis eredményeit, a
folyamat nyomon k&vethetdsége mellett.

Ugy gondoljuk, hogy eredményeink hozzdjarulhatnak a genotoxikus dgensek kromatin szintli
hatdsmechanizmusanak megértéséhez, amely igy az eukariéta kromatin kondenzal6édas jobb megismeréséhez

vezet normdl, valamint patoldgids koriillmények kozott.
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6. UJ EREDMENYEK

Kisérletes eredményeink alapjan a célkitlizéseinkben megfogalmazottaknak eleget tettiink, melyeket
pontokba szedve foglalok Ossze:

L. biokémiai megkozelitésben:

1. A reverzibilis permeabilizdlds jelentds mértékben nem csokkenti a sejtek viabilitasdt, és a permedbilis
K562 sejtekben folyé DNS szintézis egy ATP dependens replikativ folyamat.

2. Az UVB sugarzas gatolja a replikativ DNS szintézist, mig a DNS repairt aktivalja.

3. Az UVB sugarzast kovetd flow citometrids analizis nem utal kisméretli apoptotikus sejtek jelenlétére,
vagyis a sugarzast kovetden ez alatt a rovid id6 alatt (néhany 6ra) nem kovetkezik be apoptozis.

4. Az UVB kezelt sejtek frakcidinak becsiilt C értékei 2.2 és 2.4 C értékek kozé estek, ami azt jelenti,
hogy a sugdrzds a sejtciklust az S fazis korai szakaszdban blokkolja, a gamma sugdrzist kovetéen pedig
valamivel késobb, 2.4 C értéknél torténik meg a sejtciklus gatldsa.

I1. morfologiai megkozelitésben:

1. Az UVB sugirzas okozta kromatin véltozdsok alacsonyabb UVB dézis (2, 5, 15 J/m®) esetében csak
esetenként alakulnak ki, és ritka el6forduldsuk miatt, nem lehet ket megjeleniteni. A magas UVB dézis (25
J/m®) hatdsa féleg egy fibrézus felhdszerii képzédményként manifesztalédik a kondenzalédé kromatinstruktira
koriil.

2. Az UVB sugirzas nem valtoztatja jelentds mértékben a sejtek és a sejtmagok méretét.

3. A metafazisos kromoszémdk jelenlétének hidnya arra utal, hogy az UVB dltal kdrosodott fibrillaris
kromatinszerkezetet a kondenzicids folyamat barmely stddiumdban fellazitja, meggitolva a kromatin
csomagoldéddsanak folyamatat.

4. A nagyobb hullimhossztartomdnyba es6é, gyengébb UVA sugdrzds mar alacsonyabb ddzisban is
érzékelhetd morfoldgiai elvaltozasokat eredményezett. A fibrozus felhdszerti képzddmény kialakuldsa itt is
jellemzé a kondenzal6dé kromatinstruktiira koriil.

5. Alapvet6 kiilonbség a gamma és az UVB kezelt sejtek kozott: a gamma sugdrzds hatdsara a korai S
fazisban sok aprd, a kései S fazisban kevés és nagyobb apoptotikus test jelenik meg. Ezzel szemben az UVB
kezelt sejtek kromatinszerkezetében nem jellemz6 forma.

6. A tovabbi nehézfém kezeléseket kovetd morfoldgiai vizsgalatok tovabb erdsitették azt a feltevést, hogy
a kiilénb6zd genotoxikus dgensek hatdsai a kromatin kondenzélési szintjén is megkiilonboztethetéek, melyeket

az adott sejttipus etoldgiai vizsgalati is aldtdmasztottak.
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