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Roviditések jegyzéke:

[*H]dThd: [*H]timidin

CHO: Chinese hamster ovary (kinai horcsog fibroblaszt sejtkultara)
DAPI: 2,6-diamidino-2-phenilindol

DTT: dithiotreitol

EGTA: ethylene glycol tetraacetic acid

FAK: fokalis adhézios kindz

FBS: Foetal bovine serum (magzati borju szérum)

HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine ethanesulfonic acid

IM: Indian muntjac (indiai szarvas) sejtkultura

K562: human eritroleukémia sejtvonal

LED: Light Emitting Diodes

LTS: Long Term Scanning (hosszt tavu megfigyelés)

NER: Nucleotide Excision Repair (nukleotid excizids repair rendszer)
preB-M8: egér pre-B M8 sejtkultara

RPMI 1640: K562 sejttenyésztéséhez sziikséges médium

T25 edény: 25 cm’-es tenyésztéedény

TCA: trichloroacetic acid (triklérecetsav)

UVA: ultraibolya A sugarzas (320—400 nm)

UVB: ultraibolya B sugarzas (280-320 nm)

UVC: ultraibolya C sugarzas (100-280 nm)
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1 Bevezetés

Az értekezés kiilonb6z6 genotoxikus dgensek kromatotoxikus hatasat vizsgalja,
érintve az interfazisos kromatin szervezddéssel kapcsolatos kutatasok elézményeit €s
problémakorét, a kondenzalas mechanizmusanak jellegzetes struktarait és a folyamatot
karosito dgensek okozta tipizalhaté morfologiai elvaltozasokat.

Az interfazisos kromatin szervezddése a replikacid soran kevéssé ismert, mivel
ebben a fazisban koriilhatarolt kromoszomak nem kiilonithetok el. Eukariotakban, a
genetikai informacidt hordozé deoxiribonukleinsav hiszton és nem-hiszton fehérjékhez
kotott. A DNS kotod fehérjék interakcidjanak egyik leglatvanyosabb megnyilvanulasa
maga a kromatin kondenzédlds folyamata. A sejtek mitotikus osztédasa kozben
fénymikroszkoposan észlelheté metafazisos kromoszomakat eldszor Karl Wilhelm von
Nageli (1817-1891) svajci botanikus figyelte meg 1842-ben, illetve Ascaris
megalocephala-ban, Edouard Van Beneden (1846-1910) belga tudds. Béazikus anilin
festék alkalmazasaval, a német anatomus Walther Flemming (1843-1905) mar 1882-
ben leirta a mitézis folyamatdt szalamandrdban. A kromatin szervezddésének
kozvetlen megfigyelésére iranyuld vizsgalatok csupan részleges informaciokkal
szolgaltak (Comings €s mtsai, 1980, Zorn és mtsai, 1979, Sperling és mtsai, 1981). A
magmatrix szerepére a metafazisos kromoszdmak kialakuldsdban kromatin eltavolitdsi
kisérletek utalnak (Wan ¢&s mtsai, 1999). A kromoszoma kondenzalasrél és a
kromoszoma struktararol alkotott modellek €s hipotézisek tobbsége metafazisos
kromoszomakon végzett vizsgalatok eredményein alapul (Paulson és mtsai, 1977;
Cook és mtsai, 1976; Earnshow és mtsai, 1983; Rattner és mtsai, 1985; Earnshow,
1988). Ismert a kromatin kondenzéalas génregulacidés szerepe, melyben a gének
kolcsonosen visszahatnak a kromatin struktirara (Rein és mtsai, 1995). Szamos
magfehérjén azonositottak 40-50 aminosavbol 4ll6 kromodoméneket, melyek
valtozatos interakciokat alakitanak ki hisztonokkal, DNS-el és RNS-el (Brehm és
mtsai, 2004). A kromatin kondenzélasa kapcsolatban all a transzkripcids aktivitassal és
korrelacidt mutat a H3 hiszton foszforilaltsagaval (de Campos Vidal és mtsai, 1998,
Jouan ¢és mtsai, 1998). A kromatin nukleoszomakon végbemend, ATP-fiiggd

Ujraszervezddési mechanizmus a DNS torziés dinamikdjanak szerepét mutatja a
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kromatinallomany szervezddésében (Xue és mtsai, 1998, Anjanabha és mtsai, 2002).
Az interfazisos kromatindllomany morfoldgiai vizsgdlata azonban nehézségekbe
titkozik, mivel paralell sorozat elektronmikroszkdépos metszeteken csupan ragacsos
halozatként jelenik meg (Heslop-Harrisonés mtsai, 1989). A sejtmagban rejtetten és
aranylag gyorsan végbemend kromatin kondenzéalds morfologiai vizsgalata ezért
technikai akadalyokba iitkozik.

A 30 nm atméro6ju kromatinszal f6lotti szervezddés kialakulasardl kevés adat all
rendelkezésiinkre  (Belmont és mtsai, 2002). A kondenzalasi folyamat
koztitermékeinek  meghatarozasdhoz egy olyan permeabilizaciés  technika
kidolgozasara volt sziikség, amely a sejtek életképességét nem csokkenti. Hazdnkban
elsoként Gardos Gyorgy alkalmazta a permeabilizalast egy nukleotid, az ATP
bevitelére emlds sejt intracellularis vizterébe (Gardos és mtsai, 1957). A kromatin
kondenzélassal kapcsolatos  kisérleti munkank elézményei a reverzibilis
permeabilizalast kovetd, interfazisos sejtek magjanak kromatin kondenzalasara
vezethetok vissza (Banfalvi, 1993). A permedbilis sejtek replikdcids koztitermekeit C-
5 pozicioban szubsztitudlt pirimidin analogok felhaszndldsaval vizsgaltdk, mivel ebben
a pozicioban ugy helyezhetdk el nagy térkitoltésli szubsztituensek, mint példaul a Hg,
hogy azok a DNS nagy arkaba épiilve, a DNS polimeraz funkciojat nem korlatozzak
(Langer és mtsai, 1981, Basnakian ¢s mtsai, 1989). A biotin beépitése a nukleotidok
Blow ¢s mtsai, 1987), ugyanakkor inkorporalddik a permedbilis sejtekbe (Hunting és
mtsai, 1985, Nakayasu ¢s mtsai, 1989). A biotindlt nukleotidok segitségével
immunfluoreszcens mddszerrel lathatova tehetdk az wjonnan szintetizdlodott DNS
szakaszok (Banfalvi, 1989). A permeabilizalt sejtek regeneraldsaval a membran
funkcid, a sejtek életképessége €s a replikacios gépezetének intaktsaga megdrizhetd
(Béanfalvi és mtsai, 1984). Az eldzetes vizsgélatok azt is leirtdk, hogy a biotin
beépiilése lassitotta a kromatindllomdny kondenzéldsanak folyamatat, igy alkalmas
lehet a rendszer dinamikijanak pontosabb megfigyelésére. A biotinalt DNS-sel
feldasithatok a kromatin kondenzalas Iépéseire jellemzé koztitermékek (Heslop-

Harrison és mtsai, 1989, Banfalvi, 1984). Ezeknek a modszereknek a kidolgozéasaval
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ezaltal jol elkiilonitheté morfoldgiai stddiumokat lehet megkiilonboztetni egymastol,
illetve az egyes stadiumokban megfigyelhetd kromatinszerkezetek és a sejtciklus adott
szakaszaban a sejtméret és a DNS tartalom kozotti szoros 6sszefiiggések feltarasara is
sor keriilhetett. A kiilonb6z6 sejttipusokban mindenhol hasonld formakat sikertiilt
elkiiloniteni (Banfalvi és mtsai, 2006).

vagy fajra jellemz6 mdodon megy végbe, hanem altalanos sémat kovet. Ezért a tovabbi
vizsgalatok arra irdnyultak, hogy a kiilonb6z0 genotoxikus 4gensek milyen
morfoldgiai elvaltozasokat okoznak a kromatin kondenzacié szintjén. A genotoxikus
agensek a kromatindllomany fizikokémiai sebezhetdségének koszonhetden fejtik ki
destruktiv hatasukat. A kromatin dekondenzalt allapotaban, igy a DNS replikacio, €s a
kromatin kondenzalasa soran az orokitdanyag sériilékenyebb. A korabbi vizsgalatok, a
kadmium és a gamma—sugarzas genotoxicitasanak kromatinkondenzalast befolyasolo
szerepét tartak fel (Banfalvi és mtsai, 2005, Nagy és mtsai, 2004). A CHO sejtek
kromatindllomanyanak vizsgéalatanal is alkalmazott - nagy felbontast elutridlassal
végrehajtott - sejtszinkronizalassal sikeriilt kovetni a gamma sugéarzas hatdsat egér
preB-M8 sejttenyészeten (Nagy ¢&s mtsai, 2004). Az irodalmi el6zményeknek
megfelelden els6sorban apoptotikus testek megjelenése volt varhatd €s tapasztalhato
gamma sugarzas hatdsara.

Korabban elsosorban metafazisos kromoszomakon végeztek vizsgalatokat,
melyek alapjdn szamos adat valt ismertté a kondenzalt kromoszdmak biokémiai és
morfologiai valtozasairdl. Az eukariota DNS topoldgiai (harmadlagos) szerkezetére €s
magasabbrendii, kromoszomalis szervezddésére vonatkozd hipotézisek €s modellek
maig nem nyertek bizonyitast, a tényleges morfoldgiai strukturai feltaratlanok
maradtak. Raadasul a metafdzis idOtartama a sejtciklusnak csupan mintegy 10%-at
teszi ki, mig a kromoszémak kondenzaldsi ¢és dekondenzélasi folyamata az
interfazisban torténik. Munkacsoportunk az interfazisban zajlé kromatin kondenzalési
folyamatok vizsgalatira szakosodott €s azok struktarait irta le kezeletlen sejtekben és
kiilonbozd genotoxikus kezelések utan.

Feladatul kaptam az interfazisos kromatin kondenzalds biokémiai és

morfologiai valtozdsainak feltdrasat. UVB, illetve UVA sugarzds, valamint egy¢b
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genotoxikus agensek, elsdsorban nehézfémek hatasat tanulmanyoztam in vitro emlds

¢s human sejtvonalakon.

Célkitiizések
Célunk az UVB sugarzas hatasara az interfazisos kromatin kondenzalas szintjén
torténd biokémiai és morfologiai valtozasok bemutatasa a K562 human eritroleukémia
sejtvonal segitségével, valamint az egyéb genotoxikus dgensek hatdsara kialakulo, a
normalistél ¢és egymastol eltérd struktirdk, apoptotikus jelenségek Osszevetése ¢&s
rendszerezése:
» UVB sugdrzas hatasara bekovetkezd biokémiai valtozasok vizsgalata
permeabilizalt K562 sejtekben:
- Reverzibilisen permeabilizalt sejtek regeneralasanak vizsgalata
[*H]timidin és ["H]timidin-trifoszfat inkorporacio mérésével
- UVB kezelést kovetden a DNS szintézis helyredllasanak vizsgélata a
nukleozid inkorporacié mértéke alapjan
- UVB sugérzas hatdsara kialakuld apoptdzis vizsgalata
- UVB kezelést kovetoen ATP dependens replikativ DNS szintézis és
ATP independens repair DNS szintézis vizsgalata
- Az UVB kezelt sejtfrakciok C érték (haploid genom tartalmanak)
meghatarozasa

» UVB sugarzés hatasara bekovetkez6 morfologiai valtozasok tanulméanyozasa:

A sejtciklus soran az apoptotikus morfoldgia idébeli valtozasanak

vizsgalata szinkronizalt sejtpopulaciokon

- UVA ¢és UVB sugarzas hatdsdnak kromatinszerkezet szintjén torténd
Osszehasonlitasa

- A gamma sugdrzas altal okozott kromatin valtozasok Osszehasonlitdsa
az UVB sugarzas okozta morfologiai médosulasokkal

- Hozzajarulds a kromatin karosodasok genotoxikus ,,ujjlenyomatainak”

rendszerezéséhez, egyeb toxikus agensek okozta morfoldgiai mintazatok

Osszehasonlitasa alapjan (gamma, UVA, UVB sugarzas, Cd, Hg, Pb, Ni)
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2 Irodalmi attekintés

2.1 A DNS magasabbrendii szervez6dése

Watson és Crick klasszikus kozleménye irta le eloszor a kettdsszala DNS
szerkezetét €s javaslatot tett a genetikai anyag masoldsanak valdszinli mechanizmusara
(Watson, Crick, 1953). Az elsédleges és masodlagos DNS szerkezet jol ismert, viszont
az eukaridta DNS magasabbrendé kromoszomalis szervezOddésére, a harmadlagos

szerkezetre vonatkoz6 hipotézisek nem nyertek bizonyitast.
2.1.1 Az eukariéta kromoszoma kialakulasa

A 30 nm atmérdjii kromatinszal szervezddési szintje folott nem egyértelmiien
tisztazott, hogy a DNS kromoszomalis szervezddése milyen strukturatoél kezdddik.
Egyesek mar a DNS harmadlagos szerkezetét is a kromoszomalis szervezddési korbe
soroljak, masok a nukleoszomatél kezdik a kromoszéma szervezddés targyaldsat.
Munkacsoportunk  szupranukleoszomas szinttdl kezdve beszél kromoszoma

szervezOdésrol.

1. abra A kromatin kondenzalds hurkos-rozetta-modellje
A. Egyedi elemek (cikloszomak-globoszomdak) plusz egyedi hisztonoktol mentes DNS hurkok
és azok kettozodései linearis formaban rendezodve. B. Csoportos hurkos szerkezet kialakuldasa
egy kozponti mag koviil az egyszerii hurkoktol a ciklomérekig, melyek a kromomérek
kiilonbozo  szervezodesi szintjeit képviselik. C. Szupergyongyck és szupranukleoszomdk
kialakulasa (Hozier és mtsai, 1977; Jorcano és mtsai,1980; Scheer és mtsai, 1980). D.

Politenizalasi folyamat, szamos kromatid lateralis rendezodése (az dbran csak 4 van

feltiintetve) (Laird, 1981).
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Egy alternativ kromoszomaszervezddési modell szerint a szolenoid
szupertekercs plektonémésan 6nmagara tekeredve hurkokbdl allo rozettakat alkot és
ujabb szolenoid szerkezetet 1étrehozva kondenzalodik kromatida tekerccsé (1. abra).

A korabban feltételezett szolenoid szerkezettel szemben jelenleg inkabb a

kromatin szalak cikk-cakk-os, illetve hurkos elrendezddését fogadjak el (2. éabra).

D

(Banfalvi és mtsai, 2005). A

2. abra Nukleoszomdk lehetséges térbeli elrendezddése
A. és B. szolenoid, C. nyujtott cikk-cakk modell, D. nyujtott leveles rozetta, E. nyujtott
hurok. (Banfalvi G., 2007).

Ezek kozil a munkacsoport, amelyben
dolgozom, Drosophila sp. sejtekben a hurkos
szerkezetet irta le (2. abra, E) (Banfalvi és mitsali,
2007), mely alapjdn a kondenzalédds folyamata is
masként alakul. Az eukariota sejtek kromatinjanak

fehérjetartalma messze meghaladja a prokariota

genomhoz asszocialt fehérjék mennyiségét. A
gyongysorszertien megjelend nukleoszoma fiizér
képezi a kromoszdémalis szervezddés alapjat. Ez a 11
nm atméréji  struktura Onmagaban a  DNS

kompaktsagat hatszorosara noveli.

3. abra Drosophila sp. sejt kromatinjanak szupranukleoszomdlis hurkos szerkezete
(a.) kép analizissel (a bekeretezett rész a nukleoszomak szervezédesét mutatja), (b.) illetve a
hurkos szerkezet sematikus abrazoldsa, (c.) valamint a szolenoid struktura lathato (Banfalvi és

mtsai, 2007).
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A DNS kompaktabbd valasaban a kovetkezd szint a DNS eredeti hosszéhoz képest
negyvenszeres rovidiilést biztositdé hipotetikus 30 nm atméréjlii szolenoid szerkezet,
mely a nukleoszoma fonal spiralis felcsavarodasaval 1étrejové kromatin fonalra
jellemzd. A rozetta modellel szemben a tovdbbiakban a kromatin fonal rendszertelen
felcsavarodasaval egy 300 nm atmérdjii bolyhos szerkezet, un. bolyhos fonal (folded
fibre) jon létre, 400-800 szoros rovidiilést biztositva ezzel. Az interfazisos kromatin
valdsziniileg ilyen, magmatrixhoz kotott bolyhos fonalak altal alkotott szabalytalan
hurkos szerkezet. A bolyhos fonal egy koriilbeliil 100 nm a4tmérdjii nuklearis matrixra
tekeredve és nem-hiszton fehérjékkel asszocidlva hozza 1étre a kromatidakat (700 nm),
illetve a kromoszomakat (1400 nm) (3. abra) (Béanfalvi és mtsai, 2007, Banfalvi MTA
doktori értekezése, 1987, Banfalvi, 1986).

Naszcens DNS

hiszton

4. abra Az eukariota DNS kromoszomalis szervezodése és replikacioja
(A) metafazisos kromoszoma, (B) kondenzdlt kromoszoma részlet, (C) kromoszoma hurkok,
(D) szolenoid szerkezet, (E) inaktiv nukleoszoma fiizér, (F) aktiv nukleoszoma fiizer, (G)

replikdcios villa (Banfalvi G. MTA doktori értekezése nyoman, 1987).

Emésztési kisérletek alapjan a kromoszdémak vdza nem-hiszton fehérjékbdol all,
amelyhez - az emlds replikon méretének megfeleld - 35-100 kilobazis nagysagu

hurkokban kapcsolddik a DNS. A DNS-t eredeti hosszanak tizezred részére hajtogatva
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az 1400 nm atméréji metafdzisos kromoszoémak tartalmazzdk. Az interfazisos
kromoszomak kiilonbozd régidiban eltéré a DNS kompaktsaga. A sejtmagon beliil a
heterokromatin kondenzaltabb, mint az eukromatin. A géndtirds az eukromatin
régidban torténik, melynek fontos szerepe van a génexpresszid szabalyozasdban. A
kondenzéltsagi fok novekedése (heterokromatin) a teljes kromoszoéma inaktivalasat is
eredményezheti. gy példaul az egyik n6i X kromoszéma inaktiv Barr-testté alakul. A
kromatin alloméany szélsdséges kondenzéldsa valdésul meg a spermiumban is, ahol a
hiszton fehérjék helyett a kisebb molekulatomegli spermin és spermidin 1ép

kolcsonhatasba a DNS-el.

2.2 Az ultraibolya sugarzas

Feladatom az UVB sugarzds kromatin szerkezetre gyakorolt hatdsédnak
vizsgalata, ezért elengedhetetlen az ultraibolya sugarzas rovid jellemzése. A Foldiinket
kortilvevd 1égkort ot rétegre lehet osztani. Az UV sugéarzds szempontjabol a
sztratoszféra a legjelentdsebb, amely 10-50 km magassagban taldlhatd. Ebben a
szféraban helyezkedik el az 6zonréteg, mely kiszliri az €l6lényekre artalmas UV
sugarzast. Az ultraibolya sugdrzds olyan elektromagneses sugarzas, melynek
hullamhossztartomanya (100—400 nm) a lathato (400-700 nm) és a rontgensugarzas
(0,01-100 nm) kozé esik. A Nap sugarzasi energidgjanak mintegy 10%-a az UV
tartomanyban van, aminek egy része a Fold felszinét is eléri. Az UV tartomanyt szokdas
harom részre bontani: UVA (320400 nm), UVB (280-320 nm) ¢s UVC (100-280
nm). A Fold felszinét a sztratoszférdban az oxigén és az UV hatasira képz6do
ozonréteg (O;) védi a Nap UV sugarzasatol. A magaslégkori (sztratoszférikus)
ozonréteg védelmérdl az ipari nagyhatalmak 1985 marciusdiban Montredlban egy
nemzetkdzi egyezményt irtak ald, amely Montredli Jegyzokonyv néven valt ismertté.
Magyarorszag 1989-ben irta ald a Montreali JegyzOkonyvet, egyben vallalva a tobbi
alaird orszaggal egyetemben, hogy az oOzonréteget karositd anyagok kibocsatasat
csokkenti. A csokkentést anyagcsoporttol fiiggden 10-15 év alatt - a kibocsatas teljes
megsziintetéséig - megadott ilitemezés szerint végzik el. A kornyezeti levegd

ozontartalma iddjarastdl, magassagtdl, vulkankitoréstol és foldrajzi szélességtol fiiggd

« ey
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tevékenység kovetkeztében a légkorbe jutd (foleg halogén tartalmi) szennyezések az
ozonréteg vékonyodasahoz vezetnek. Az 6zonréteg védelme alatt a foldfelszint csak a
300-400 nm-es tartomany (UVA, UVB) érte eddig el, az 6zonpajzs az UVC sugarzast
kisziirte, az €16 szervezetek igy ehhez a hulldmhossztartomanyhoz alkalmazkodtak, a
rovidebb hulldmhosszisagu tartomanyhoz viszont nem. Az O6zonréteg sériilésével
viszont mar szamolni kell ennek hatdsaval is. Kevésbé tisztdzott az, hogy milyen
kérosodasokat okoznak a rovid hullimhosszusdgu, vagyis nagy energiaja UV fotonok

az él6 szervezetben (Ozone Secretariat U. N. E.P., 2006, Ronto és mtsai, 2004).

2.2.1 Az ultraibolya sugarzas hatasa a fehérje szerkezetre

A rovidebb hullamhosszi UV sugarak a nukleinsavakon kiviil jelentds valtozast
okozhatnak a fehérjék térszerkezetében: felbonthatnak bizonyos kotéseket, mint pl.
hidrogénkotéseket, kénhidakat. Ezek a karosodasok jelentdsen veszélyeztetik a
fehérjék miikodoképességét. Megvaltozik a fehérjék szerkezete, igy mar nem képesek
enzim funkcidjuk betoltésére, a sejtek pusztulasat eredményezheti. A nap ibolyantuli
sugarai koziil az UVB sugarak a 1égkor felso rétegeiben részben elnyelddnek, bejutnak
a borbe, a bazalis sejtrétegig. Erdsen roncsold hatasuak, leégést okoznak, csak részben

felelosek a borrak kialakulasaért.

epidermis
t— melanocyta

> |— bazilis sejt
2 -

dermis

5. abra A kiilonbozo hullamhosszu fotonok behatoldasa a borbe

(Fekete Andrea, Elektromagneses sugarzasok biofizikdja, egyetemi jegyzet)

A bor napfényre vald érzékenységét a testfeliilet pigmentacidja alapvetden

meghatdrozza. Az egyedfejlodés soran a mélyebb rétegekbe bevandorolt
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neuroektodermalis eredetli melanocytdk nem mutatnak jelentds osztodési aktivitdst.
Részben éppen ezért, részben pedig magas anti-apoptotikus bcl-2 tartalmuk miatt az
UV Altal kivaltott sejtelhaldsban sem vesznek részt. Az altaluk termelt pigmenteket a
kornyezd keratinocytaknak adjak at. A barna eumelanin fényelnyelése révén védi a bor
mélyebb rétegeit a sugarzastol. Nemcsak a bejutd dozist csokkenti, hanem jellegzetes
abszorpcidjanak koszonhetden a spektrumot is megvaltoztatja. A narancssarga
pheomelanin viszont UVB hatasara oxigén gyokoket hoz létre, sot feltételezik
kozremiikodését a melanomak kialakulasaban is (Fekete, egyetemi jegyzet).

A kisebb energidju, am a borben mélyebbre hatol6 UVA sugarak, melyek
sokdig csak jotékony tulajdonsagaikrdl voltak ismertek, ma mar tudjuk, hogy rejtett
veszélyt jelentenek: jelentés mértékben, de csak hosszabb tavon karositjak
¢szlelhetden a boriinket. Hatasait részben reaktiv oxigén gyokok (ROS) kozvetitik.
Elsdsorban a kronikus UV A sugarzas a bor sejtjeinek 1d6 elotti dregedését, rancossagat
okozza, de ezek a sugarak feleldsek a napallergia fellépéséért is. Manapsdg mar az is
ismert tény, hogy UVA sugarak felerdsitik az UVB sugarak hatdsat, és maguk is

szerepet jatszanak a borrak kifejlédésében (Jiang €s mtsai, 2009) (5. abra).
2.2.2 Az ultraibolya sugarzas DNS karosito hatasa

Azok az UV sugarzasok altal okozott kémiai valtozasok okozzék a legstilyosabb
karosodast, amelyek a sejtek orokitdanyagat, a DNS-t érintik. A nagyenergiaja fotonok
nemcsak kovalens kotéseket képesek megsziintetni, hanem eldidézhetik Ujak (pl.
pirimidin dimerek) kialakulasat is. A DNS-ben UV fény hatasara kiilonb6z6
fotoproduktumok keletkeznek, tigy, mint DNS fehérje keresztkotések, szalon beliili és
szalak kozotti keresztkotések. A hatas maximuma 260 és 265 nm, amely egybeesik a
nukleinsavak, pontosabban a pirimidin bazisok fényelnyelési maximumaval. UV
sugarzas hatasara a DNS kettés spiral azonos szalan 1évd szomszédos pirimidin
bazisok kozotti kovalens kotések kialakulasaval lancon belill és a lancok kozotti
dimerek jonnek Ilétre (citozin-citozin, citozin-timin, timin-timin, pirimidin
fotohidratokat, 8,8-adenin dehidrodimer, Dewar pirimidinon, (6-4) fotoproduktum),

amelyek normal koriilmények kozott nem fordulnak elé a DNS-ben (6. abra).
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6. abra A DNS-ben UV fény hatasdara keletkezo fobb fotoproduktumok

(Fekete Andrea, Elektromagneses sugarzasok biofizikdja, egyetemi jegyzet)

Leggyakoribbak a timin dimerek (Lin és mtsai, 2009). Keletkezésiik soran a
timin és a szemben 1év6 adenin kozti H-hid kotések gyengiilnek. Ezt kdvetden a C-C
atomjai kozotti kettds kotés felszakad, és a szomszédos timin béazis azonos pozicidju
(5-6) szénatomjaival kovalens kotddéssel dimer, ciklobutan gytirQi jon létre. A dimerek
a nukleinsavak normalis szintézisének, replikalédasanak menetét zavarjak, amelynek
kovetkeztében a kovetkezd generdcidban hibas bazisparosodas (mutacid) 1ép fel. Ez
azért is veszélyes, mivel nem csak az eredeti sejt nem tudja az adott DNS szakasz altal
kodolt fehérjét tobbé eldallitani, de az utddsejtek sem. A mutansok 1étrejotte lehet
letalis, k6zombos, és elonyds (nagyon ritka). Az esszencidlis gének mutécidja a sejtek
pusztulasat eredményezi, ha a karosodast nem koveti enzimatikus javitds. Ez ad
lehetdséget az UV sugéarzas karositd hatasanak vizsgalatara, amelynek célja az
egészségi kockazat becslése és annak elorejelzése.

A DNS karositd hatasok endogén és exogén eredetiick lehetnek. Klasztrogén

vagy mutagén hatasok a gamma besugarzas, az ultraibolya sugarzas, kémiai behatasok,
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az oxidativ stressz €s a metabolit megvonas. A p53 kozponti szerepet jatszik a genom
integritasanak megdrzésében, mind a GO — G1 4tmenet sordan, mind pedig a G2 — M
atmenethez kotott DNS-repair aktivitdsdnak szabalyozasdban (Sooki-Téth és mitsai,
1986, Offer €s mtsai, 2001).

Az emberi boron végzett epidemoldgiai vizsgalatokkal természetesen csak
korlatozott mennyiségli informacié nyerhetd. Sejttenyészetekben azonban a
hulldamhossz, a kromoforok, a karosodas és annak mechanizmusa 6sszefiiggéseikben is
jol kovethetok. A mérési technikdk és a tudomanyos gondolkodas fejlddése a mult
szazad kozepén vezetett el a fény altal okozott bioldgiai valtozasok
hullamhosszfiiggésének kvantitativ elemzéséhez. A legegyértelmiibb bizonyitékot az
szolgaltatja, ha egy-egy biologiai végpontot (pl.: erythema, carcinogenesis, sejthalal)
sikeriil egyetlen molekuldris fotoproduktumra visszavezetni. Ebben az esetben a
kovetkezmény hatasspektruma és a keresett, sériilé vagy szenzibilizator kromofér (pl.:
DNS, vagy szenzibilizalé molekula) elnyelési szinképe megegyezik. Hatasspektrumon
az objektum altal a vizsgalt hatds szempontjabol egyetlen beesd foton felé mutatott
felulet (hataskeresztmetszet), vagy az atalakult molekuldk és az elnyelt fotonok
aranyanak (kvantumhatasfok) a hulldmhossz fiiggvényében vald abrazolédsat értjiik.
Lehetévé valt a kiilonbozd hullamhosszakon az azonos bioldgiai hatds kivaltdsdhoz
szilkséges beesé energiastirliség (J/em®) vagy beesé fotonszam (foton/cm?)
meghatarozésa. Az igy kapott érték reciproka az un. hatiskeresztmetszet (cm?/J,
cmz/foton). Egy adott fajta molekula gerjesztése esetén a felvett energia leadasa
tobbféle modon lehetséges, az egyes folyamatok lejatszodasanak valoszintiségét fejezi
ki a kvantumhatasfok. Tekintsiink példaul egy folyamatot, amelyben az elnyeld
molekuldk gerjesztése minden tizedik esetben eredményez kémiai atalakulast. Ennek a
fotokémiai reakcionak a kvantumhatasfoka 0.1, vagyis az elnyelt kvantumok 1/10
része hasznosul ezen a médon (Fekete, egyetemi jegyzet).

Az ultraibolya B sugarzds az egyik, a programozott sejthalal kialakuldsaért
felelés agens. Altalanos az a felfogas, hogy az UVB sugarzas indukalta apoptozis a
nukledris DNS karosodas (pirimidin dimerek) koévetkezménye, amely a p53 tumor
szupresszor fehérje aktivacidjan keresztiil kdvetkezik be. Az UVB sugarzas aktivalja

mind az extrinsic haladl receptorokat, mind pedig az intrinsic mitokondridlis
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apoptotikus jelatviteli utakat. A révid idejii UVB sugarzéasnak kitett human leukémia
HL-60, mielomonocita U937, T-limfoblasztoid Molt-4 és Molt-3 sejtvonalak igen
gyorsan apoptdzist szenvedtek, mig a hosszabb UVB sugarzasnak kitett sejtek egy
sokkal gyorsabb lefolydsu, nekrdzishoz hasonlé folyamatban haltak el. (Martin és
mtsai, 1991).

A pre-eritroid K562 ¢és B-limfoblasztoid Daudi sejtvonalak a tobbivel
Osszehasonlitva sokkal ellenallébbnak bizonyultak az UVB sugarzas halalt indukald
hatasaval szemben. Az endogén nukledz aktivitdsdnak mintdzatdit mutaté DNS
fragmentacié nem volt észlelhetd kozvetleniil az UVB sugéarzast kovetden. A kettds
szal DNS torések mérése alapjan a limfoid sejtek enyhe kdrosodast szenvednek, mig
a normal granulocitdk és mieloid leukémia sejtek esetében a kettds torések szama
oriasi mértékben novekedett (Bogdanov és mtsai, 1997). Az ultraibolya B sugarzas
hatalmas méretli DNS fragmentumok kialakuldsat idézte eld, melyet patkany glioma
sejtek magjaban figyeltek meg (Higuchi és mtsai, 2003). Hibridoma sejtekben mar az
UVB sugarzast kovetd 2 oran beliil oligonukleotid szinten zajlé kdrosodast észleltek

(Winter és mtsai, 1998).

2.2.3 Az apoptézis morfologidja és annak biokémiai hattere

crer

jellemzett formdja a sejtelhalasnak. Az apoptozis sordn elpusztuld sejtek fokozatosan
elvalnak a kornyezd sejtektdl, kapcsolatuk az extracelluldris matrixszal megsziinik. A
fokalis adhézid 1étrejottéért felelds kindzokat (FAK) kaszpazok hasitjak, melynek
kovetkezménye az extracellularis matrixtdl vald elszakadas. A plazmamembranon
kitiremkedések (bleb) jelennek meg. A sejtmaganyag kondenzalodasa (kariopicnosis)
figyelhetd meg, mely az apoptozis leglatvanyosabb jellemzdje. A kondenzalt sejtmag
ezutan darabokra esik szét (kariorexis). Az elhald sejtek sejtmagjaban enzimek
aktivdlodnak, melyek a nukleoszoméak kozott hasitjdk a DNS-t és ennek
eredményeként 200 bazisparnyi nukleoszémalis DNS fragmentek keletkeznek. A
jelenleg ismert leggyakoribb ilyen kromoszémalis DNS-t hasitdé enzim a CAD
(kaszpaz aktivalt DNaz), mely akkor valik aktivva, ha az apoptdzis soran aktivalodod

kaszpéz-3 az ICAD inhibitort elhasitja (Sakahira, 1998). A kromatin kondenzicio
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ugyancsak kaszpaz aktivalt, un. acinus fehérje kézremiikodésével zajlik (Ferri, 2000).
Az endoplazmatikus retikulum szerkezete fellazul, riboszémak szakadnak le réla és
aggregalodnak. A mitokondriumokbdl az apoptozis sordn fehérje kidramlas torténik
(citokrom-c, smac/DIABLO, AIF, Omi, Endonukle4dz G) (Twiddy €s mtsai, 2004). A
citoplazméaban vakudlumok jelennek meg. A sejt végiil kiillonbdzd sejtorganellumokat
¢s a fragmentalodott DNS-t magaba foglald, un. apoptotikus testekre darabolddik.
Fiziologias koriilmények kozott az apoptotikus testeket a kornyezo sejtek fagocitaljak,
majd lizoszdmalisan megemésztik, igy az elpusztult sejt anyagai nem aramlanak ki az
extracellularis térbe, és nem okoznak gyulladast (Fadok ¢és mtsai, 1992). Az
apoptotikus program lejatszoddasa sordn egyes, a plazmamembrian belsé oldalan
elhelyezkedd anyagok a kiilsé oldalra keriilnek. Ilyen anyagok az anionos
foszfolipidek, mint példaul a foszfatidil-szerin, bizonyos fehérjék, vagy lipidekhez
kapcsolddo cukorkomponensek (Johnson és mtsai, 1998). A fagocitdzis folyamatahoz
elengedhetetlenek az elhalt sejt membranjanak e molekulai, valamint az ezeket
felismerd, fagocita sejtek feliiletén talalhatd receptorok. Amennyiben a fagocitdzis
elmarad, az apoptotikus testek integritdsa egy id6é utan megszilinik, ¢s a sejttartalom
szekunder nekrdzis Utjan keriil a kdrnyezetbe. Az apoptotikus sejtek rendkiviil gyors
eltavolitasa (clearance) az oka annak, hogy in vivo aranylag kevés apoptotikus sejtet
lehet megfigyelni, ami sokdig a bioldgiai jelenség jelentdségének alabecsléséhez
vezetett. A folyamat altalaban az elsé morfoldgiai jelek megjelenése utan néhany 6ra
alatt lezajlik, emellett a fagocitozis kovetkeztében az elhalt sejt eltlinik, nem okoz

gyulladast, sem hegképzddést.
2.2.4 Az ultraibolya sugarzas altal okozott hibak javitasa

A membranban felszini receptorok altal medidlt apoptotikus utvonal
aktivalodasarol tobb ismerettel rendelkeziink, mint a DNS-karosoddsok apoptdzis
kivaltasdban jatszott szerepérdl, vagy a kromatin szerkezetben megnyilvanulo
valtozasokrol. Ismert, hogy az UV sugarzas karositdo hatast fejt ki a magmembran-
receptorokra és a DNS-re. A szomszédos pirimidin bazisok kozott kovalens kotéssel
kialakuld pirimidin dimereket kozvetleniil fotoreaktivacidval, vagy nukleotid excizids

repair rendszer (NER) segitségével lehet kijavitani. A repair mechanizmus soran
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excizids egy endonukledz a hiba el6tt és utan behasitja a hibés szélat és kihasitja a
dimert tartalmazo rovid DNS szakaszt, majd az igy keletkezett rést a DNS-polimeraz
bepdtolja, végiil a DNS-ligdz 6sszekoti a végeket (7. abra).

Az UV-sugarzas karosito hatasa fligg:

1. Fajtél, mert az egyes fajok mas-mas

AN
i Sopierettroriis (- gl Ao sugarérzékenységgel rendelkeznek.
_%/o\ 2. A besugarzott tenyészet koratdl (a sejtciklus
T stadiumaiban t6lt6tt id6 aranyatol, a tenyészet
“On kordhoz viszonyitva). A log féazisban 1évo
W tenyészeteknek nagyobb az UV sugarzds irdnti
A— érzékenysége, mivel ebben a fazisban a
S P ¢ legintenzivebb a sejtek szaporodasa. Ekkor éri el a
: e DNS szalelvalasztds mértéke a legmagasabb szintet,
| e amely soran a legtobb sejt S fazisban van, ezéltal a
AN WA,

5, Tibajovitis (bepotis) kromatin lazdbb szerkezetli, sériilékenyebb. A

kondenzalt DNS védettebb az UV sugarzéssal

R

7. Osszekapesolas szemben.

7. abra UV sugdrzas adltal indukalt nukleotid excizios repair

1. UV dltal indukalt pirimidin dimer kialakulasa lokadlisan a hélikdlis szerkezet torzuldsat
okozza. 2. NER proteinek felismerik a karosodott részt. A DNS szal limitalt kinyilasa ebben a
szakaszban torténik. 3. Az excizios nukledz behasit. 4. Az excizios nuklaz enzim kihasija a
seriilést tartalmazo oligonukleotid szakaszt. 5. Hibdas DNS szakasz lebontdsa. 6. Repair DNS
szintézis. 7. DNS szal dsszekapcsolasa DNS ligazzal (Hanawalt, 1995).

NER-deficiens sejtek esetében a sejtciklus S fazisban a repair altal ki nem javitott
timin dimerek kettds szali DNS toréseket eredményeznek, gatoljak a DNS replikaciot,
RNS transzkripcidt. Kromoszoématorés, rekombinacid, mutacio, apoptozis kivaltd
tényz0i. Az UV kezelés utani elsd mitdzis soran megfigyelhetéek a rekombinacidok
altal okozott kromoszoma-aberraciok.

A NER deficiens korképek koziil az egyik a xeroderma pigmentosum, amely

egy fényérzékenységgel és keratdzissal jaro familiaris szindroma. Kialakulasaval
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fokozott boérrakveszEély 1ép fel (carcinoma, melanoma). Legaldbb 6 gén mutacidja
okozhatja, melyek termékei a DNS javitdsban vesznek részt (XPA: DNS és fehérje
kotd funkcidju fehérje, XPC: kdrosodast érzékeld fehérje, XPF: endonukledz, XPG:
endonukleaz), (Friedberg és mtsai, 1995, Wood és mtsai, 1997).

2.2.5 Nehézfémek okozta karosodasok vizsgalata

Az értekezés az UV sugdrzas mellett, kiegésziill a kadmium vizsgalatdnak
leirasaval, valamint tovabbi nehézfémek okozta kondenzélasi eltéréseket is taglal. A
nehézfémek koziil a legfontosabbak a kadmium mellett az 6lom, a higany, illetve ide
sorolhatd a nikkel, melyek a szennyezett ivovizzel, taplalékkal és levegdbol a
szervezetbe jutva, potencidlis veszélyforrdsok. A teljes szervezetet szennyezni,
karositani képes nehézfémek a mikroorganizmusok szamara lebonthatatlanok,
valamint a szervezetben akkumulalédva toxikus hatast fejtenek ki. A nehézfémek
generalta oxidativ stressz soran, a Fenton- és a Haber-Weiss-reakcion keresztiil a
fehérjék, a DNS, és a celluldris lipidek modosulnak (Kasprzak, 1995). A molekularis
O, tokéletlen, tobblépcsds redukcidja gyokoket general, melyek a DNS struktura, a

kromatin karosodasat okozzak.

2.3 A témahoz kapcsolddo kozvetlen kutatasi el6zmények

2.3.1 A kromatin kondenzalédas morfolégiai stadiumainak meghatarozasa

Az ecukaridta sejtmag DNS dallomanyanak nagy része tomor szerkezetli
heterokromatin format 6lt. Ahhoz, hogy a gének kifejezddhessenek éppen az ellenkezd
folyamat a kromatin dllomany dekondenzélasa jatszodik le, a transzkripcids faktorok
¢s az RNS polimerazok segitségével (Felsenfeld €s mtsai, 1996, Workman ¢s mtsai,
1998). A génexpresszid tanulményozédsara a human eritroid leukémia K562 sejtvonal
igen alkalmas, mint az egyik transzkripciondlisan aktiv rendszer bemutatasara szolgald
modell (Fordis és mtsai, 1984). Az emlds sejtek kromatin kondenzaldsanak és a
kromatin magasabb szinti szervezddésének megértése az 1970-es években
megallapitottakhoz képest jelentds mértékben nem valtozott (Kornberg és mtsai, 1977,
Klug & Butler, 1983). A 1étez6 kromoszoémakondenzacios modellek (Kireeva €és mtsai,

2004, Németh ¢és mtsai, 2004) ellentmondasosak, és hipotetikusak. Eddig nem alltak
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rendelkezésre olyan mddszerek, melyek lehetové tették a ragadds, nagy denzitdsu
kromatin anyag szerkezetének vizsgalatdit. A mar emlitett technoldgiai korlatoknak
koszonhetden, nem 1étezik olyan metodika, mely segitségével a kromatin valtozasok
kovethetdek lennének.

A kutatd csoport, melynek munkajaba bekapcsolodtam, ugy oldotta meg a
problémat, hogy a reverzibilis permeabilizalassal fenntartja a sejtek dletképességét,
melyet radioaktiv nukleotid €s nukleozid inkorporacié mérésével kovettek (Banfalvi és
mtsai, 1984). A replikaciot vizsgaltdk a permeabilizalt sejtekben, illetve az interfazis
alatt végbemend kromatin kondenzacié soran a sejtmembran permeabilitasanak
helyreallitdsa utan (Béanfalvi, 1993). Permeabilizalas nélkiil, mikroszkoposan csupan
kétféle kromatin szerkezet lathato: interfazisos sejtmag ¢és metafazisos kromoszoma.
Az interfazis soran a sejtmagban zajlé kondenzalasi események eddig nem voltak
megfigyelhetok. A reverzibilis permeabilizalas lehetdséget kinal az interfazisban 1évo
sejtmag felnyitasara, lathatéva téve a kromatinallomany kondenzaltsdganak kiilonbozo
allapotait, szinkronizalt sejtekben pedig kovethetové teszi a kondenzacid folyamatanak
egymast kovetd Iépéseit. Mivel a sejt viabilitdsa fenntarthatd, a reverzibilis
permeabilizalasi moddszer lehetové teszi, hogy a sejtmagot a sejtciklus barmelyik
szakaszaban feltarjuk.

A munkacsoportnak sikeriilt az interfdzisos kromatin kondenzacidjat
végigkiséri, illetve kiillonb6z6 morfoldgiai stadiumokat elkiiloniteni, melyeket CHO
sejteken mutatok be. A sejtek szinkronizalasdval nyert frakciok az S fazis korai
szakaszatol az M fazisig mutatjak be a kondenzalas lépéseit.

A folyamat Iépései: A centrifugélis elutridlassal nyert 2-3. frakcid sejtjei a korai
S-fazisban (2.21 C-érték), erésen dekondenzalt kromatin dllomannyal rendelkeznek (8.
abra bal panel). Kromatinszerkezetiikre a bolyhos, fatyolszerli formék jellemzoek. A
elutrialds 3. frakciojaban (2.55 C) a kromatin polarizacidja figyelheté meg (8. dbra
jobb panel A-D). Ebben a frakcioban mar megfigyelhetd bizonyos foku
szupertekercselddés is (8. abra jobb panel E-H). A 4. frakcid korai-kozép S fazisban
(2.76 C) 1évo sejtjeinek magjaban megfigyelhetd, amint a fatyolszeri kromatin
fokozatosan szupertekercselt hurkokat alkot (8. abra bal panel A-E). Koriilbelil 300

nm vastag, eukromatinhoz hasonlo, fonalak jelennek meg (8. dbra bal panel G-H). Az
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5. frakcioban (2.98 C) a fibrozus szerkezetek tovabb kondenzdlodnak szalagos

strukturakka (8. abra jobb panel A-F). A kondenzalas jol megfigyelhetd a 8. dbra jobb

panel G felvételén.

1. Korai S-fazisban szinkronizalt sejtek atmeneti kromatin formai 3. Prekromoszémak linedris elrendezddése
2-3. frakcioban (2.5-3.0 C)

a 6. frakciéban (3.0-3.5 C)

CHO sejt
kromatin
kondenzalodasa

Korai kromoszoma formak megjelenése (3.5-4.0 C)
4. frakcio|

7. frakcio 8. frakcio

Fraction 8

2. Korai és kozépso S-fazisban szinkronizalt sejtek dekondenzalt
kromatin formai (2.0 - 2.5 C)

8. abra 4 CHO sejtkulturaban megfigyelt kromatin kondenzacio morfologiai
stadiumai (jelzés: SuM) (Banfalvi és mtsai, 2006)

A 6. frakcidban linedris elrendez8désti kromatin struktardkat taldlunk. Gyakran a

linearis kromatinszalhoz, mint gerinchez asszocialdodott dekondenzélt kromoszémak

22



Az ultraibolya B sugarzas és egyéb genotoxikus agensek hatdsa interfazisos emlds sejtek kromatinszerkezetére

Ujvarosi Kinga

figyelhetdk meg (6. frakcio, A, D). Az el6z6 frakcioban észlelt kondenzéacios dinamika
itt is megjelenik a kromatinszal végein (6. frakcid, A). A 6. frakcid6 B felvételén
megfigyelhetd hosszii kromatinszal gerincét vonallal jeloltik, mig végeit az elemzés
soran korrel jeleztiik. A hurkok mellett nem taldlunk elkiilonithetd kromoszomakat,
ami egybevag azon megfigyelésiinkkel, miszerint a kromatinszal kontinuitasa egészen
az elongélt prekromoszomalis stddiumig fennmarad (6. frakcid, E). A késdi S fazisban
(7. frakcio) lathatéva valnak a kromoszomak ivesen, korkordsen elrendezodott
csoportjai. Ekkor mar kiilonalldo kromoszomak is megfigyelhetdk (7.frakcio, E, G, H).
Az utolsé szinkronizalt populacio (8. frakcio), mely az S-fazis végét, G2 fazist és a
metafazist is reprezentalja kompakt, de még nem teljesen kondenzalt kromoszémak
mellett, metafazisos kromoszomak (8. frakcid, H) is megjelennek (8. frakcid, E-G). A
linearis elrendezddés még a metafazisos kromoszémaknal is megfigyelheto (8. frakcid,

J), (Banfalvi és mtsai, 2006).

2.3.2 A kromatin kondenzalas altalanos sémaja

Ezt az eljarast kovetve a kiillonb6z0 tipust és kromoszoémaszamu sejtvonalakkal
(kinai horcsog ovarium (CHO, Chinese Hamster Ovarium), indian szarvas (IM, Indian
Muntjac), egér pre-B, human eritroleukémia (K562) sejtek) végzett kisérletekben a
kromoszoma kondenzacidjanak egy eddig ismeretlen altaldnos bioldgiai folyamata volt
megfigyelhetd, mely soran a kromoszoma szerkezet szdmos szerkezeti forméja tarult
fel. Tovabbi vizsgalatokkal sikeriilt megkiilonboztetni a kiillonb6z6 sejtvonalakon az
megallapithatd volt, hogy a kondenzédlodas nem fajra specifikusan, hanem altalanos
sémat kovetve zajlik le (9. abra).

A DNS normal szupranukleoszomadlis szervezOdésének feltardsan kiviil a
genotoxikus kezeléseket kovetden a kromatinban szerkezeti rendellenességeket
sikeriilt feltarni (Banfalvi és mtsai, 2006). Ezért a dolgozat egyik megvalaszolandd
kérdése az, hogy vajon a kiilonb6z6 genotoxikus &agensek specidlis kromatin

elvaltozasokat okoznak-e a kezelést kovetden.
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1. frakcio (362 2. frakcio

Polarizacioé

Dekondenzalt
szerkezet

Szupertekercselt

Szupertekercselodés
hurkok

Elongalt

Szalagos prekromoszomak
struktarak
Dekondenzalt
prekromoszomak Metafazisos
kromoszémak

9. abra A kromatin kondenzdacio jellegzetes intermedierjei oszloponként négy emlés fajban
(A-D) indian szarvas sejtkultura, (E-H) kinai horcség ovarium sejtkultura, (I-L) egér pre-B
sejtkultiura, (M-P) K562 human eritroleukémia sejtkultura (Vonal= 5 um)(Banfalvi és mtsai,
2006).
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3 Anyagok és modszerek

3.1 Felhasznalt vegyszerek és oldatok
1. Reverzibilis permeabilizdlo szer:

9 mM Hepes, pH 7,4
5,8 mM DTT
4,5 mM MgCl,
1 mM EGTA
4.5 % (w/w) dextran T-150 (MS 75000)
48 ml H,O (50 ml 6ssztérfogatnal)

2. Duzzaszt6 (Swelling) puffer:
50 mM KCl,

10 mM MgSOQy,
3 mM dithiotreitol (DTT),
5 mM NaPOy puffer, pH 8,0

3. PBS puffer ¢sszetétele (pH 7.4):
137 mM NacCl,

2,7 mM KCl,
10 mM Na;HPO,,
1,8 mM KH,;PO,4
4. Rogzitd (fixalo) oldat
A kromatinszerkezet izolalasanal mindig frissen készitett fixativos
oldatot hasznalunk, amellyel az izolalt sejtmag dtmosasat végezziik (2x)
(metanol-jégecet = 3:1 aranyu keveréke)
5. Metafézisos blokk
kolcemid: 0.1pg/ml, 10 pl/10° sejt/ml (Boehringer termék)
6. Fluoreszcens festés
1. A 2,6-diamino-2-phenylindol (DAPI) a Braunschweig Chemie terméke.
A fakulast gatlo (antifade) médium komponensei: 1,4-diazobiciklo-
(2,2,2)-oktan (90% w/w), 20 mM Tris-Cl, pH 8.0, 0.02% natrium-azid és
25 ng/ml DAPI a kék fluoreszcens festéshez.
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2. Propidium-jodid (PI): 50 ug/ml propidium-jodid (Sigma)
7. Replikativ DNS szintézis vizsgalata
A [’H]-thymidine 5'-triphosphate (3.03 TBq mmol 134") és a [*H]-
thymidine (2.86 TBq mmol 134™") izotopok beszerzési helye az ICN Isotope
¢s Nuclear Division (Irvine, CA, USA).

3.2 Sejtvonalak, sejttenyésztés

A human eritroleukémia K562 szuszpenzids sejtek eritroid €s megakariocita
iranyba is differencialtathatd leukémias progenitorok, differencidlatlan granulocita
sejtek, melyek a kronikus mieloid leukémia blasztos transzformacioi. Lozzio & Lozzio
altal szabadalmaztatott immortalizalt sejtvonal (1985 jal. 22.), melyet egy végso
stddiumban 1évé mielogén leukémidban szenvedd 53 éves nd pleurdlis folyadékabol
nyertek. A Philadelphia kromoszoma (t(9;22) transzlokacid) mellett még egy reciprok
transzlokaciot tartalmaz, amely a 15-6s kromoszoma hosszu karja és a 17 kromoszéma
kozott jott 1étre (Lozzio és mitsai, 1983, Lozzio & Lozzio, 1975). 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 stabilizalt,
pSVLMS8pS53 4ltal transzfektalt szubklonja. A tenyészetet 37 °C-on, 5% CO,- és telitett
vizgdztartalom mellett, RPMI 1640 médiumban tartottuk fenn, kiegészitve 10% FBS-
sel, 2pug/ml mikofenolsavval, 150 pg/ml xantinnal, 15 pg/ml hipoxantinnal, 2x10°M
B-merkaptoetanollal (Offer és mtsai, 2001), valamint 50 U/ml penicillinnel és 50
pg/ml streptomycinnel.

Munkank soran a kinai horcsog ovarium sejteket (CHO-K1, ATCC #CCL61)
37 °C-on, 5% CO, és 95% levegd vizgodzzel telitett keverékében tenyésztettiik,
letapad6 kultura formajaban. A sejtek fenntartdsa F-12/Ham médiumban tortént 5 %-
os hokezelt FBS és 50 U/ml penicillin/streptomycin jelenlétében. A kromatin allomany
kondenzaldédasaval kapcsolatos kisérletekben a CHO-K1 sejtkultirdhoz T
sejttenyesztd edényeket hasznaltunk. Az egér pre-B 70Z/3-M8 és a CHO-K1 sejteket a

kisérletek elvégzése elott 24 oraval frissen passzaltuk.
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3.3 UVA, UVB kezelés

Philips UVB TL 20W/01 RS cs6 (2 db) + Sejtdenzitas: 10’ sejt/ml PBS-ben
keskeny frekvenciasdvu felvéve
* Hullamhossz: 280-320 nm Philips UVA TLK 40W 10R
* Sugarzas intenzitdsa:  710-770 *  Hulldamhossz: 365 nm
pW/cm2 * Besugarzasi iddtartam: 72, 144, 216
* Besugarzési idotartam: sec
— elutridlasnal: 288 sec + Leadott dézis: 2-25 J/m’
— tovabbi kisérletek: 72, 144, * Sejtdenzitas: 107 sejt/ml PBS-ben
216 sec felvéve

e Leadott dozis:
— elutrialasnal: 24 J/m>

— tovabbi kisérletek: 2-25 J/m>

Az UVB kezelést megeldzden a sejteket, 15 6ras logaritmikus novekedési fazis
utan, majd PBS-sel valé atmosast kdvetéen, 2-25 J/m” kozotti UVB (280-320 nm),
UVA (365 nm) sugarzasnak tettiik ki, 107 sejt/ml sejtsiirtiség mellett PBS-ben felvéve.
A tovéabbiakban a kezelt sejteket 3 6rdig RPMI-1640 tapfolyadékban, 10% FBS

tartalom mellett regeneraltattuk.

3.4 Gamma sugarzas

A K562 szuszpenzios sejtkulturat ®°Co gamma sugarzasnak tettik ki. A
nagyenergidju sugarforrassal torténd besugarzdst az ATOMKI-ban végeztik. A
sejteket a lehetd legvékonyabb folyadék rétegben teritettiik szét (2 mm) a sugarforras
alatt. A varhato karosodasok mértékéiil szolgalt az a sugardozis (400 R, 4 Gy), melyet
egér pre-B, és CHO sejtek besugérzasakor alkalmaztak kordbban kooperacioban, a
Weizmann Intézetben. A sejteket 15 oran keresztill tenyésztettik, majd a 2.5x10°
stiriségli logaritmikus fazisban 1évo 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) dozist
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alkalmaztunk. Besugdrzas utan a sejteket 2 Oraig inkubdltuk a szinkronizalas
megkezdéséig. Minden esetben parhuzamos kisérlet folyt kontroll (kezeletlen)

sejtekkel.

3.5 Nehézfémkezelés

A higany-acetatot (Hg(CH3COO),), nikkel-kloridot (NiCl,), 6lom-nitratot
(Pb(NOs);), kadmium-kloridot (CdCl,) a Sigma-Aldrich Kft.-t6]1 rendeltik. A
torzsoldatokat steril bidesztillalt vizben 0.22 pme-es steril filteren atsziirve sterilizaltuk,
¢s készitettiik el a higitasi sorokat. Minden esetben parhuzamos kisérlet folyt kontroll

sejtekkel. A 24 6ras kezeléseket logaritmikus fazisban 1€v6 sejteken végeztiik.

3.6 Sejtek szinkronizalasa elutrialassal

A sejtek nagysaga €s a DNS tartalma kozotti Osszefiiggés alapjan a sejteket
méretiik szerint szinkronizalva frakciokra bontottuk. Az ugyanahhoz a frakcidhoz
tartozo sejtek a sejtciklus azonos szakaszat képviselték. Az Gsszes frakcid a sejtciklus
teljes spektrumat felolelte. A frakcidk -elkiilonitése az ellenaramlason alapulo
centrifugalasos elutridlas segitségével tortént, mely eljaras méret szerint kiiloniti el a
sejteket, emelkedd folyadékaramlasi sebességet vagy novekvo centrifugalis erot
alkalmazva (10. abra). Mi allandd centrifugélis er6é mellett az dtdramoltatott folyadék

sebességét noveltiik (Banfalvi, 2008).

1. A szuszpenzio 2. A folvadeék ellenarammal 3. A nvomasnévekedéssel
beinjektaldsa egvensulviarto szedimentdcio megindul az elutriacio
9. abra Az elutrialo kamra miikodeési elve. A centrifugalis erd balrol jobbra, a folyadék
aramlasa jobbrol balra hat az elutrialo kamraban lévo sejtekre. Ha a két ellentétes

erd egyensulyban van, a sejtek lebegnek a kamrdaban (Banfalvi, 2008).
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A sejtek novesztését kovetden 500 g centrifugdlis erdvel, 5 percig, 5 °C-on
centrifugaltuk, majd 1% FBS-tartalmi RPMI 1640 médiumba reszuszpendaltuk a 10’
sejt/ml stirliséglire beallitott tenyészetet. Az elutriald kamraba Sszesen 1.8 x 10® sejt/ml
sejtet juttattunk. Az elutridlashoz Beckman J-6 MI centrifugéat hasznaltunk, amely egy
JE-5.0 elutrialé rendszerrel és egy Sanderson kamrdval volt felszerelve (Beckman
Instruments, Inc., Palo Alto, CA) (10. abra). A sejteket egy MasterFlex tipusu
perisztaltikus pumpa (Cole-Parmer Instruments) segitségével juttattuk az elutrialo
kamraba. Az elutridlast 20 °C-on végeztiik, melynek soran 20 frakcidt gyiijtottiink,
egyenként 100 ml-es térfogatban. Az egymast kovetd frakciokat egyre novekvo
aramlasi sebesség mellett 1% FBS-t tartalmazé RPMI 1640 médiumba gytjtottik. A
betoltést kovetd elsé frakciot, az elpusztult sejtek nagy aranya miatt nem vizsgaltuk.
Az utolsd frakcidkat (19-20.) a sejtek heterogenitdsa, aggregacioja, és az alacsony
sejtszam miatt ugyancsak nem hasznaltuk fel. Az 6sszes frakciot fénymikroszkdpos
rutinvizsgalattal ellendriztiik, valamint FACS analizisnek vetettiik ald. A szétvalasztast
kovetden a sejteket atmostuk PBS-ben, és 10%-os FBS tartalmi RPMI 1640-ben
reszuszpendaltuk, majd 3 oran 4t inkubdltuk. Az aggregalatlan sejtek mérete az
egymast kovetd a frakciokban egyre ndtt. A sejtek szamat, méretét, illetve térfogatat
Coulter Multisizer, illetve Channelizer segitségével hataroztuk meg. A sejtszdmot
Biirker-kamréas vizsgalat segitségével is ellendriztiik, valamint tripan-kék festéssel
viabilitast is mértiink az Osszes frakcioban. Az sszes vizsgalati modszert haromszor

megismételtiik és azonos eredményeket kaptunk.

3.7 A sejtciklus vizsgalata FACS analizissel

A sejteket megfestettiik 0.1 M ammonium-citratot és 50 pg/ml propidium-jodidot
(Sigma) tartalmazo oldatban 15 percig, 0 °C-on jégen, majd egyenlé térfogati 70 %-os
metanol hozzdadasaval fixaltuk. A sejteket FACS flow cytometer (Becton Dickinson)
a CellQest (Becton Dickinson) software felhasznalasaval vizsgaltuk. A mag DNS
tartalmat C értékben fejeztiik ki (1 C érték a haploid genom tartalomnak felel meg). Az
emlos sejtek DNS tartalma 2 C értékrdl (G,/G1 fazis) 4 C értékre (G2/GM fazis)
gyarapodik az S fazis soran. Az egyes frakciok C értékeit a flow citometrids

profilokrol késziilt grafikus abrak megfeleld tertileteinek elemzése alapjan szamitottuk
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ki, majd minden frakcié esetében a DNS tartalom atlagat vettiik (Basnakian és mtsai,

1989).

3.8 ATP dependens replikativ DNS szintézis a permeabilizalt sejtekben

A sejteket (106/ml) reverzibilisen permeabilizaltuk, majd in vitro DNS szintézist
hajtottunk végre a replikacié szubsztratjainak (dNTP) hozzdadasidval (Banfalvi és
mtsai, 1997). Ez a vizsgalat a K562 sejtek radioszenzitivitdsanak meghatarozasat
szolgalta UVB besugarzast kovetden. Mivel a K562 sejtek radioszenzitivitdsa
alapvetden alacsonyabb a sejtvonal ellenallé tulajdonsdgabdl fakadoan, igy magasabb
UVB dézist kezelést (15, 25 J/m®) is alkalmaztunk. Az inkubacids keverdk (100 pl)
tartalmazott 100 mM, 7.8 pH-ja HEPES-t, 210 mM NaCl-ot, 15 mM ATP-t, 0.3 mM
dATP-t, dGTP-t, valamint dCTP-t, 0.01 mM dTTP-ot, [’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 izotopos nyomjelzd kezelés utan a DNS
szintézist 1ml 5%-os triklorecetsav (TCA) oldat hozzaadasaval allitottuk le. Miutan a
mintak 1 6rdn at jégen alltak, a csapadékokat iivegszalas szliron (Glass Fiber Filter)
keresztiil mostuk. A TCA-ban nem o0ld6do Ujonnan szintetizalt DNS mennyiségét a

permeabilis sejtekbe beépiilt radioaktiv nukleotid alapjan hatéroztuk meg.

3.9 [3H]timidin bejutasa 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 ™) hozzaadasaval 10 percig
37 °C-on inkubaltuk. A timidin nukleozid a timidin trifoszfat nukleotiddal szemben
bejut az ép sejtekbe is és beépiilése a DNS szintézis mértékeként szolgal. A reakciot a
médiummal azonos térfogati TCA hozzdadasaval allitottuk le. Miutan a mintak 1 orat
jégen alltak, a csapadékokat tivegszalas szlirdre vittiikk. TCA-val és abszolut alkohollal
tortént mosas utan a sejtekbe felvett, TCA-ban nem old6do radioaktivitds (beépiilt

radioaktiv nukleotid) szolgalt a DNS szintézis mértékeként.
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3.10 Kromatinszerkezetek izolalasa

3.10.1 Reverzibilis permeabilizalas

Eredetileg ezt a metodik4t a munkacsoportunk az egér limfocitdk reverzibilis
permeabilizalasara fejlesztette ki, melyet atdolgoztunk a human K562 sejtvonalra.
Roviden, 10° sejthez 1 ml hipotonias puffert adtunk, dextran T-150 jelenlétében, mely,
mint egy molekularis kabat védelmezi a sejtet a sejtmembran felszakadasatol, a sejt
dezintegralodasatdl. A permeabilizalast 2 percig alkalmaztuk 0 °C-on, majd a
folyamatot a hipotdnids oldat lecserélésével sziintettik meg. A permeabilizalast
kovetben a sejteket (10%/ml) 10% FBS tartalmu tapfolyadékban regeneréltuk 3 6raig a

sejttenyésztésnek megfeleld koriilményei kozott.
3.10.2 Sejtmagizolalas

Szamitasba véve a kromatin kondenzacid és a kromoszoma dekondenzacid
ciklikusan ismétlddé sajatossagat, a szinkronizalt sejtpopuldcidkat, kolcemides
kezelésnek vetettilk ald, amely a sejtciklust metafdzisban blokkolja. A 0.1pg/ml
kolcemides kezelés 2 oraig 5% CO,-tartalmi 37 °C-os inkubatorban tortént. Ezek utin
a PBS-sel atmostuk, majd 37 °C-on, 10 percig inkubaltuk a sejteket Swelling
pufferben. Ezutdn pedig a sejteket 500g-n 5 percig centrifugaltuk. A sejtmagokat
rogzitd oldat cseppenkénti hozzaadasa kdzben izolaltuk (methanol: jégecet=3:1), majd
500g-n 5 percig centrifugaltuk. Tiszta magpreparatum nyerése ¢érdekében a rogzitd
oldat hozzdadasat kétszer megismételtiik, végiil 1 ml rogzitd oldatban vettiik fel, €s
felhasznalasig (1-2 hét) +4 °C-on taroltuk az izolalt sejtmagokat. Coulter Multisizer

segitségével hataroztuk meg a sejtek, illetve a sejtmagok térfogatat és atmérojét.

3.10.3 Kromatin preparalas

A preparalas sordn a metafdzisos kromoszémakra alkalmazott metodika
modositott valtozatat hasznaltuk. A sejtmagokat koriilbeliil 30 cm-es tavolsagbol
cseppentettitk ki targylemezre. Majd a mintdk egy éjszakan 4t szobahOmérsékleten
szaradtak. Masnap PBS-sel mostuk, majd felszallo alkoholsorozattal (70, 90, 95 and
100%) dehidrataltuk a mintakat.
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3.10.4 A kromatinszerkezet lathatova tétele

Az izolalt, majd dehidratalt kromatinszerkezeteket tartalmazo targylemezekre
35ul fakulds gatld (antifade) médiumot (propidium-jodid vagy DAPI tartalmit)
pipettaztunk, majd lefedtik oket 24 x 50 mm-es feddlemezzel. A festék altal ilyen
moddon lathatéva valt fluoreszkald kromatinszerkezeteket Olympus AX70 tipust
fluoreszcens mikroszkop segitségével vizsgaltuk, XBO 150W/1 vagy HBO 150W/1

lampa vilagitas mellett.
3.11 Adatok feldolgozasa

A kisérleti adatok minimum harom mérés atlag és szoras értékeit tartalmazzak.
Az adatokat Student t-probaval értékeltiik. A szignifikancia szintnek a p=0.01 vagy
ennél kisebb értéket vettilk. Az eredményeket kozépérték + standard devidcidoban

fejeztiik ki.
3.12 Hosszatavu in vitro mikroszkodpia (Time lapse microscopy)

A sejtek viselkedésének vizsgalatat, a cellularis etologiat, a tanszéken 1étrehozott
nagy iddbeli felbontdsu mikroszkdpos rendszer tette lehetdvé. Ez a technologia nem
mas, mint egy CO, inkubatorba telepitett nagy ¢érzékenységli, inverz
fénymikroszkopokhoz csatlakoztatott kétkameras rendszer, melyben a kontroll és a
kezelt mintak egyidejli megfigyelésére nyilik lehetdség standard (a sejttenyésztésnek
megfeleld) kortilmények kozott (11. dbra). A megvilagitds ho- és fototoxicitasa
minimalisra csokkentett. A kameran taldlhatdo hideg fehér fényt kibocsatdé LED
szinkronizalva van a sejtkultarardl késziilt képek idoperiddusaival. A sejtkulturdk T25
tenyésztdedényeik a mikroszkopok alatt maradnak a vizsgéalat teljes ideje alatt.
Megosztott képernyOn percenkénti frissitésben (a képek mentése mellett)
nyomonkdovethetd a kontroll és a minta tenyészet egyedi sejtjeinek mozgésa és 1épésrol
1épésre kovethetok morfologiai valtozasaik. Az exponalasi idépontokat valamennyi
felvételen feltiintettiik. A képsorozatokbol 30 kép/mp sebességli videdfilm késziil. A
szuszpenzidbol kivalasztott egyedi sejtek segitségével a cellularis etoldgia
szempontjabol nyomon kovethetjiik a sejtek kortorténetét, és ,,csaladfijukat”, a

sejtosztédasuk  gyakorisagat, a képzodott lednysejtek  viselkedését, illetve
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elemezhetjiik, kategorizdlhatjuk ¢és kvantifikdlhatjuk a genotoxikus agensek altal
okozott sejthaldl-formakat. A rendszer tovabbi eldnye, hogy a tobb napos folyamat

internet segitségével tavoli, akéar otthoni elérést is lehetdévé tesz (Nagy és mitsai, in

press).

NEHEZFEM-ION
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Y
-

11. abra Long Term Scanning rendszer (LTS)
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4 Eredmények

Korabban szdmos vizsgalathoz hasznaltak nukleozidokat (pl. timidin, uridin), a
kezeletlen sejtekben €s sejtmagokban folyd aktiv transzport folyamatok egymast
kovetd 1épéseinek megismerése érdekében (Castellot €s mtsai, 1978). Eredetileg
baktériumokban irtak le, hogy a permeabilizalt sejtekben térténd DNS szintézis ATP
jelenlétében hasonlo a kezeletlen sejtek replikativ DNS szintéziséhez (Moses €s mtsali,
1970). Munkacsoportunk korabban leirta, hogy permeabilis timocitdk sejtmagvaiban a
4 deoxiribonukleozid trifoszfat (ANTPs) ATP dependens inkorporacidja replikativ
mechanizmus szerint torténik (Banfalvi és mtsai, 1984). A DNS replikacid, annak
inhibitorai révén gatolhato, mig ATP hidnydban a DNS ¢épitékoveinek
Osszekapcsolodasa repair szintézist tikréz (Banfalvi és mtsai, 1997). Ezek az
elé6zmények segitséget nyujtottak abban, hogy a reverzibilisen permeabilizalt K562

sejtekben is kovetni tudjuk a DNS szintézis 2 tipusat.

4.1 Areverzibilisen permeabilizalt sejtek életképességének vizsgalata

A kezeletlen sejtek életképességét tripan-kék festék kizarasa alapjan ellendriztiik.
A kisérlet elején a kezeletlen sejtek kevesebb, mint 2%-a vette fel a tripan-kék
festékmolekulakat. 10 o6rds novekedési id6 elteltével a sejtek manipulacidjanak
betudhatdan - ugyanabban a populécidban - is csak koriilbeliil 5%-kal csokkent az €16
sejtek szama (12./A. abra). Viszont a human eritroleukémia K562 sejteket 4.5%
dextran T-150 tartalmu hipotdnids pufferrel tortént permeabilizaldsa utan — a korabbi
mas sejteken tortént vizsgalatoknak megfeleléen - 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
fejeztiik ki. (12./A. abra). A sejtek regeneralédasanak iitemét kovetve azt tapasztaltuk,
hogy a folyamat kezdetén a reverzibilis permeabilizalas sebessége gyors volt, majd 4
ora elteltével csokkent. A permeabilis sejtek, melyek eredetileg nem képesek felvenni
a [’H]timidint, az idé el6rehaladtaval fokozatosan kezdték felvenni a radioaktiv

nukleozidot a permeabilitds mértékének csokkenésével. Megkozelitdleg 10 oOra
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elteltével a sejtek visszanyerték integritasuk 80%-at. Ezzel a folyamattal egy idében
egy ellenkez tendencia volt megfigyelhetd a [*H]timidin-trifoszfat felvételének
regisztralasakor. A permeabilizalt sejtek fokozatosan vesztették el a 4
deoxiribonukleotidot (ANTPs), beleértve a ["TH]dTTP felvételének képességét, melyek
csak permeabilis sejtbe képesek inkorporalodni (12./A. abra).
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12. abra Reverzibilis permeabilizalas és a DNS-replikacio gatlasa UVB sugarzast
kovetden
(A) A kezeletlen K562 sejtek viabilitdsat tripan kék kizdardsos teszt segitségével végeztiik,
és a teljes sejtszamot szazalékban adtuk meg (x-x). A sejtek regenerdlodasa érdekében, a

permeabilizalt sejteket 10% FBS tartalmi RPMI 1640 médiumban vettiik fel. Meértiik a
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[Hjtimidin (e-8) és [FHJATTP inkorpordcidjdnak (o-o) mértékét. A [ HJtimidin
inkorporaciojat a kezeletlen sejtek radioaktiv nukleozid inkorpordciojanak szdazalékban
fejeztiik ki. A [H]dTTP inkorporaciot - mint a frissen permeabilizalt sejtekbe a felvett
[3H]dT TP-ot - szazalékban adtuk meg. (B) A permeabilizalt sejteket 3 ords regenerdcio utdan
Sflow citometrids vizsgalatnak vetettiik ala, mellyel az apoptozis kialakulasat teszteltiik. (C) A
2-25 J/m’ UV-sugdrzdst kivetden, a DNS szintézis helyredlldsdnak mértéke lathatd, a kontroll
sejtekhez képest. Megfigyeltiik a [H]timidin ([3H]dT hd) inkorpordciojat a kévetkezé UVB
dozisok utan: 2 J/m’ (4-4), 5 J/m’ (A-A), 15 J/m’ (0-0), 25 J/m’ (x-x)

4.2 UVB sugarzast koveto6 flow citometrias analizis

Az exponencialisan novekvd K562 sejtpopulaciot novekvé dozisa (6-24 J/m?)
UVB sugarzanak tettiik ki, melybél a 12./B. dbra csak a 24 J/m®> doézisa UVB
sugarzasnak kitett populaciot mutatja. A sejteket ezutan 3 6rds regeneracids idore
visszahelyeztiik az 5% CO,-tartalmi 95% relativ nedvességtartalmu, 37 °C-os
inkubatorba. A kisméretli apoptotikus sejtek hidnya, melyet az 12./B. abran is
lathatunk, azt mutatja, hogy a sugarzast kovetden ez alatt a kis id0 alatt nem
kovetkezik be apoptdzis. Tartdsabb inkubdlast (24 h) kovetden viszont mar jelentdsen

megnovekszik az apoptotikus sejtek szdma (dbran nincs feltiintetve).

4.3 A nukleozid inkorporacié helyreallasa a sugarzast kovetéen

A K562 sejteket novekvé dozisa UVB sugarzasnak tettik ki (2-25 J/md).
(12/C. 4bra). Ez alapjan, az alacsony dézissal (2 és 5 J/m?) kezelt sejtek DNS
szintézisének mértéke fokozatos regeneracidt mutatott 3 oraval a kezelést kovetden. A
magasabb dozisu UVB sugarzas (15 J/m?) utan részleges (80%) regeneralddas tortént.
Mig azok a sejtek, amelyek a legmagasabb dézisu sugarzasnak lettek kitéve (25 J/m?),

nem voltak képesek helyreallitani a DNS szintetizalo képességiiket.
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4.4 Az ultraibolya B sugarzas hatasa a replikativ és a repair DNS
szintézisre a permeabilis sejtekben

Korabbi tanulmanyban leirtak alapjan, koriilbeliil a fibroblaszt sejtek 60%-aban
gatlodott a DNS-szintézis mértéke, 5.2 J/m* dézisu, 254 nm hulldmhosszi UV
sugarzast kovetoen (Cleaver, 1982, Klein ¢és mtsai, 1976). A kezelési dozis
fliggvényében meghatarozhato a K562 sejtek sugéarérzékenysége, amely magasabb
dézist sugarzas alkalmazasa esetén kisebb volt, més sejtekhez viszonyitva, vagyis a
K562 sejteknek az atlagosnal kisebb az UV sugarérzékenységiik. Jelen tanulmanyban,
exponencialisan ndvekvé K562 sejteket (10°), melyek kezdeti denzitasa 10°/ml volt, 15
J/m* dozisti, 280 nm hullamhosszisagu ultraibolya sugarzasnak tettiik ki.

A sejteket a kezelést megeldzden permeabilizaltuk. A komplett inkubécids
keverék tartalmazta a DNS szintézishez sziikséges négy dezoxiribonukleozidot ¢&s
ATP-t. A nukletidok koziil a dTTP radioaktiv jelolést tartalmazott. A —dATP, —-dGTP,
—dCTP jelolés arra utal, hogy a DNS szintézis e hdrom szubsztratjat nem adtuk az

inkubdcios elegyhez.

DNS szintézis aktivitas a sejtekben
Inkubacios keverék

Kezeletlen sejtek (%) UVB sugarazott sejtek (%)

Osszes 100 352+3.6

dNTP-k nélkiil

(-dATP, -dGTP, -dCTP) 8,6=1,1 9,2 +1,2
Plusz novobiocin 1 mM 2,0+0,2 1,7+0,2
ATP nélkiil 19,7+ 2.6 31,6 £3.4

I. tablazat. ATP dependens replikativ DNS szintézis és ATP independens repair DNS
szintézis vizsgdlata, kontroll és besugarzott, permeabilis K562 sejtekben
Az anyagok és mdédszerek cimii fejezetben leirt protokoll szerint mértiik a [TH]dTTP
inkorporaciot. A DNS szintézis végbement mind a kezeletlen kontroll, mind az UVB
sugarzassal kezelt sejtekben. A DNS szintézis aktivitasanak mértékeként (100%) az UVB

sugarzasnak ki nem tett, frissen permeabilizalt sejtek szolgaltak, melyek DNS' szintézise
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komplett inkubdcios elegyben (dANTP, és ATP jelenlétében) tortént. Az értékek harom mérés
atlagai.

ImM novobiocin hozzdadasa mellett az ATP dependens DNS szintézis maximalis
gatoltsaga 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
azzal, hogy tonkreteszi a mitokondrialis szerkezetet (Downes és mtsi., 1985). Ezt a
mértékili gatoltsdgot sem a ANTP-k megvondsa (8.6+1.1), sem az UVB sugarzas hatasa
(9.2£1.2) nem multa feliil. Permedbilis sejtekben a replikacios DNS szintézis
biztositdsa ¢érdekében ATP-re is sziikség van. Ennek hidnydban replikativ. DNS
szintézis nem folyik a sejtekben csak hibajavito, repair szintézis.

A kezelést 3 d6ras inkubdalas kovette, majd a sejteket permeabilizaltuk, és az ATP
dependens replikativ DNS szintézis 65%-o0s gatlasat mértiik. A repair szintézis mérése
permeabilis sejtekben ehhez hasonloan tortént azzal a kiilonbséggel, hogy az
inkubaciés keverék ATP-t nem tartalmazott. Az 1. tdblazat vilagosan szemlélteti a
kezeletlen sejtekben zajlé replikativ DNS szintézis ATP sziikségletét. A permedbilis
sejtekben, melyek nem lettek sugarkezelésnek alavetve, a teljes DNS és repair DNS
szintézis aranya (5:1 = 100%:19.7+£2.6%). Az UVB sugarzast koveton az ATP
independens repair szintézis €s a teljes DNS szintézis kozel azonos mértékii volt
(35.243.6% ~ 31.643.4%). Ez az 6sszefliggés vildgosan jelzi, hogy az UVB sugarzas a
replikacidt csaknem teljesen blokkolja, és a sejtek 6sszes ATP készelete repair DNS

szintézisre forditodik.

4.5 A sejtciklus analizise ép és sugarkezelt sejtekben

c ey

flow citométeres profil szolgalt alapul. Az exponencialisan novekvd kezeletlen sejtek
szinkronizalt frakcidiban a DNS tartalom 2.07-r61 3.88 C-értékre nott (13./A. abra). A
besugarzott sejtek (24 J/m?) flow citométeres abrait is kiértékeltiik, 4am a C értékek
nem voltak meghatarozhatok, a sejtek DNS-e altal felvett fluoreszcens festék eltérd
megoszlasanak koszonhetéen. Az UVB kezelt sejtek frakcioinak becsiilt C értékei 2.2

és 2.4 C-értékek kozé estek (13/B. abra).
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24 J/m’ sugarzast

A B kovetoen
|
f 1 | 4] EnN
|
En
jAL)

C érték 8 & C érték
2.07-3.88 & F 2.20-2.40

@V

n 0

E10 _—
kontroll
kontroll
2C 4« 2C 4C 2C 4C
DNS tartalom DNS tartalom

13. abra Centrifugalasos elutrialassal szinkronizalt sejtpopulaciok flow citometrias
analizise UVB sugarzas elott és utan.
A K562 sejteket 24 J/m’ UVB sugdrzds utdn elutridltuk. Pl-os festést kovetd FACS elemzés

utan, a kiilonbozé elutridlassal nyert frakciok sejtciklus-mintazatat lathatjuk, (A) kezeletlen és

(B) kezelt K562 sejtekben.
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4.6 Kezeletlen és UVB sugarzasnak Kitett sejtek frakcidinak kromatin
szerkezete

A 1I. tablazatban is jol lathatd, hogy amig a kontroll populaciok C értéke
folyamatosan novekedik, az S fazis végére megduplazédik, valamint a DNS az S
fazis végére jelentds kompaktsagot ér el, addig az UVB sugérzas a kondenzalddast
az S fazis korai szakaszaban blokkolja. Ez az UVB sugarzasnak a DNS-re gyakorolt

hatasaval, timin dimerek kialakulasaval ¢s lanctorésekkel magyarazhato.

. UVB sugarzassal kezelt
p .. Kezeletlen sejtek & .
.. Aramlasi sejtek
Frakcio ) -
sebesség C . C Kromatin
-y Kromatin szerkezetek , .
érték érték szerkezetek
2 21,5 2,07 n.s. nd. | . dekondenzalt
fibrézus kromatin
4 23,5 2,2 dekondenzalt kromatin n.d. polarizalt flprozus
kromatin
6 25,5 2.49 szupertekercselt kromatin n.d. fibrézus szerkezet
8 27,6 2.74 fibrézus kromatin n.d. csavart fibrézus
szerkezet
10 29,7 2,97 kromatin szalak nd. EESEIEIEE
szerkezet
12 31,9 3,24 kromatin testek nd. [
szerkezet
14 34 3,5 megnyult prekromoszémak n.d. BRI oL
szerkezet
16 36,1 3,72 prekondenzalt kromoszémak | n.d. EEENEN A
szerkezet
18 38,3 3,88 | kondenzalt kromoszémak | nd. | csavartfibrézus
szerkezet

I1. tablazat. Szinkronizalt K562 sejtek elutrialdasa

A sejteket 1.5 x 10°/ml sejtsiiriiségtdl kezdtiik el néveszteni 1200 ml médiumban, majd 12 éra
mulva 2.4 x 10°/ml denzitdst értiink el. A sejteket centrifugdldssal gyiijtottiik (500g, 5 perc,
4°C). A sejteket (1.8 x ]08) 20 ml 1% FBS-t tartalmazo RPMI 1640 médiumban vettiik fel,
majd bevezettettiik a sejteket az elutriator kamrajaba 13 ml/perc kezdeti aramlasi
sebességgel. A sejtek (1.8 x 1 08) elutridlasat elvégeztiik egy elézetesen 24 Jim’ erosségii UVB
sugarzasnak kitett populacioval is. Az elutridlast egy Beckman J21 tipusu centrifugaval 20
°C-on, 1850 rpm fordulatszamon végeztiik.

Elutridlt sejtmennyiség: 1.8 x 10° sejt

n.d= not determined (nem meghatarozott)

n.s= not specified (nem specialis)
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A DNS-ben bekovetkezd lanctérések meggatoljak a kondenzaldédas tovabbi
folyamatat, illetve a sejtciklus késobbi szakaszdban 1évd (kozépsod €s kései S fazis)
kondenzaltabb formdk koriil is fatyolszerti képletet alkotd burok veszi korbe a

struktarakat.

4.7 AKezeletlen sejtek interfazisos kromatin szerkezete

A reverzibilis permeabilizalasnak koszonhetden, a sejtmagbdl kiszabadult
kromatin szerkezetek konnyen vizsgalhatdk.
A kontroll sejtek vizsgalata: (a) permeabilizalatlan, (b) permeabilizalas utan,
regeneralas nélkiili sejtekbdl izolalt kromatin szerkezetek, c) permeabilizalt és
regeneralt sejtek nukleuszabol izolalt kromatin strukturak.
a) Permeabilizalatlan sejtekbodl két alapvetd nuklearis struktura izolalhato: interfazisos
sejtmag és metafazisos kromoszoma. Mindkettd ismert. Kiilon nem vizsgaltuk.
b) Permeabilizalas utan, ha a regeneralasi lépés elmarad, ragadds alaktalan kromatin
massza alakul ki, melyet szintén nem vizsgaltunk.
c) Reverzibilis permeabilizdlds utan a kromatin szerkezetek lathatéva valtak. A
tovabbiakban csak ezekkel foglalkozunk.
Kontroll sejtek reverzibilis permeabilizalasat kovetdoen a szinkronizalt frakciokbol
(2.0-t61 3.88 C értékig) a kromatin szerkezetek formajanak fokozatos valtozasat lattuk
fluoreszcens mikroszkdp alatt. Ezeket a szerkezeteket a 14. abra Osszegzi (elutrialt
frakciok, 1-16).

Az 1. és 2. frakcidbban nagyrészt dekondenzalt kromatin allomanyt,
mikroszkoposan felhd- vagy fatyolszert képet lathatunk. A 3. és 4. frakciora jellemzo,
hogy a sejtek kissé polarizalt, megnyult vagy ovalis format 6ltenek. A tovabbiakban a
megnyult kromatin fokozatosan szupertekercselddik, szalagszeri csavart format
alkotva, melyet az 5. és 6. frakcioban lathatunk. A 7. és 8. frakcioban a fibrillaris
szerkezet fibrozus format 6lt, illetve megfigyelhetd egy linedris folytonossag a korai
dekondenzalatlan kromoszomék kozott a 9. és 10. frakcidban. A szupertekercselt
formaju kromatin testekre, mint a késObb kialakuld kromoszomak el6hirndkeire

tekinthetiink.
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Ezeket a gytrls, kondenzaldddé kromatin szerkezeteket a 11-12. frakcioban

lathatjuk legeldszor a sejtciklus S fazisanak kozepétol.

1-2. frakcio 3-4. frakcio 5-6. frakcno 7-8. frakcio

inl ..
% | |

\"E-

Diclalr

11-12. frakcio 13-14. frakcio

, B
®B o @

14 . abra A kromatin kondenzalas intermedierjei kontroll K562 sejtekben
Az elutrialas utan a sejtek szubpopuldacioinak permeabilizalasat a sejtek regenerdlasa kovette,
mellyel a sejtmembran intaktsaga megorizhetd. Ezek utan a kolcemides kezelés, majd a
sejtmag izoldlasa kovetkezett. Az egyes frakciokra jellemzé strukturdk: 1-2. frakcio;
fatyolszerii kromatin, 3-4. fr.; polarizalt kromatin fatyol, 5-6. fr.; kromatin hurok, 7-8. fr.;
kromatin szalag, 9-10. fr.; szupertekercselt kromatin szalag, 11-12. fr.; kromatin testek, 13-
14. fi.; korai elongalt kromoszomdlis formdk, 15-16, fr.; prekondenzalt korai kromoszomadk.
A magképletek lathatova tételéhez Pl-os festést alkalmaztunk. Minden jelzés 5 um-nek felel

meg.
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A maganyag folytonossaga megmarad a hajlott kromoszomalis formakban is, amelyet
megfigyelhetiink a 13. és 14. frakcioban. A hajtott format a linearis kromoszoma
szerkezet kialakuldsa koveti, mely még nem éri el a metafazisos kromoszomak

tomorségét (15-16. frakcio).

4.8 Kromatin-szerkezet valtozasok UVB sugarzas utan

A kromatin valtozasok alacsonyabb UVB dézis (2, 6, 12 J/m”) esetében csak
esetenként alakulnak ki, és ritka eldforduldsuk miatt, nem lehet 6ket megjeleniteni.
Magas UVB dézis esetén (24 J/m?®) féleg tgy jelenik meg, mint egy fibrozus
felhdszerl képz6dmény a kondenzalddo kromatin struktira koriil (15. dbra). Az S fazis
korai szakaszaban megjelend fibrillaris szerkezetek joval dekondenzéltabbak, mint a
kezeletlen sejtek esetében, illetve a kromatin polarizdloddsa hamarabb elkezdddik,
ugyanazt a frakciot nézve (15. éabra, 1-2. frakcio). Az elongalt kromatin formak
kordbban megjelennek (3-4. frakcid), am a tovabbi elongéacid folyamata gatoltnak
tlinik (5-6. frakcio). Az 5. frakcioban lathaté kromatin szerkezetet egy finom fibrillaris
halé boritja. Kisméretli apoptotikus testek ritkdn fordultak eld (9-10. frakcid), de a
gamma sugarzassal ellentétben, ezek nem az UVB sugarzds hatdsanak tipikus
struktirdi. Az UVB sugéarzast kovetden sem a kromatin testek, sem egyéb tipikus
kromatin szerkezetek nem voltak megfigyelhetok. Lathattuk a kondenzalasi folyamat
primitiv, korai fazisait, amelyben el6forduld formak halvany fibrillaris szerkezettel
rendelkeztek. A kromatin szerkezet viszont sehol sem érte el a lathatdo kromoszémak

stadiumat (11-16. frakcidk).
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1-2. frakcio 3-4. frakcio 5-6. frakcio 7-8. frakcio

15. abra A kromatin struktura valtozasai UVB sugarzast kévetéen
A K562 sejteket 24 J/m’ UVB sugdrzds utén 1 rat inkubdltuk, majd elutriltuk, és reverzibilis
permeabilizalas utan inkubdltuk, mikozben kolcemides kezelést alkalmaztunk. Ezek utdan
izolaltuk a kromatin strukturdkat. Egy fibrillaris kromatin halo veszi koriil az 1-16. frakciok
kromatin szerkezeit. Tokéletlen atmenet jellemzi a fibrillaris szerkezetrol fibrozus szerkeztre
valo valtast. Kromoszomalis formak kialakulasa nem jellemzé. A magkeépletek lathatova

tételehez Pl-os festést alkalmaztunk. Minden jelzés 5 um-nek felel meg.
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4.9 A Kkromatin kondenzalasanak végso stadiuma

Osszehasonlitottuk a kezelt és kezeletlen sejtekbél szarmazo, az utolsd
elutrialasi frakcio (18. frakcio) kromatin szerkezeteinek propidium-jodiddal megfestett
fluoreszcens képeit (16. abra). A kezeletlen sejteknél a 18. frakcioban a kromatin

kondenzalasa elérte a végsd stadiumot, olykor a metafazist is. UVB sugarzast

megfigyelni, valamint teljesen kondenzalt kromoszémak nem voltak lathatok.

A 18. frakcio B 18. frakcio
E kontroll sejtek UV-kezelt sejtek

16. abra A kromatin kondenzdcio folyamatanak 6sszehasonlitasa kezeletlen és UVB

kezelt (24 J/m’) sejtek kozott a kései S fizisban
A kezelt és kezeletlen sejtek utolso frakcioi (mindketto esetben a 18. fr.) az anyagok és
modszerek fejezetben leirtak szerint permeabilizalodtak, regeneralodtak, kolcemides
kezelésnek vetettiik ala a sejteket, végiil a kromatin strukturakat izolaltuk, és mikroszkoposan
vizsgaltuk. (A) Tokéletes kromoszomaformak a kezeletlen sejtmagokban. (B) A kromatin
allomany szegregacioja kromoszomaformak kialakulasa nélkiil a kezelt sejtmagvakban. A

magképletek lathatova tételéhez Pl-os festést alkalmaztunk. Minden jelzés 5 um-nek felel meg.
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A halvany fibrillaris haloszeri szerkezet, mely koriilveszi a tokéletlentl
Osszecsomagolddott  primitiv  kromoszomakezdeményt,  feltételezhetd, hogy

megakadalyozza a kondenzal6édas folyamatat.

4.10 Az UVB és UVA sugarzas okozta elvaltozasok 6sszevetése

Az UVB sugarzassal végzett kisérlet eredményeihez hasonldan azt tapasztaltuk,
hogy az UVA sugérzas gatlo hatasanak mértéke a besugarzott idotartamtol figg. 25
J/m? alatti dozis esetén (3, 6, 12,5 J/mz), kezdetben a sugarzas a DNS szintézis
sebességét csokkenti, ezaltal a sejtciklusra kifejtett részleges gatlo hatasa érvényesiilt,

amibdl a sejtek tobbsége képes volt regeneralddni.

3 J/m*

17. abra A 3 J/m’, 6 J/m’, 12,5 J/m’ dézisii UVA sugdrkezelt sejtek kormatin szerkezete

A magképletek lathatova tételéhez Pl-os festést alkalmaztunk. Minden jelzés 5 um-nek felel
meg.

A DNS repair mechanizmusa, ha csak részlegesen is, de képes a DNS karosodast
helyreéllitani. A kormatinszerkezetek elemzése soran apoptotikus testek eléforduldsa
nem volt jellemzd (17. abra). Ezzel szemben a magas dozisu (25 J/m?) sugérzast
kovetden a K562 sejtek mar nem képesek regenerdlodni, €s vélhetden apoptdzist
szenvednek (18. abra, e). Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a rovid idétartamu
expoziciok, illetve az alacsony koncentracioji genotoxikus agensek késleltetett
apoptotikus halalt okoznak. Feltételezésiink szerint alacsony genotoxikus artalom az

apoptdzis kialakuldsadnak idétartamat megnyujtja.
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A fentiek alapjan elmondhato, hogy az UVB ¢és az
UVA hulldmhossztartomanyok altal kifejtett
kiilonb6z6 ddzisok hatdsa hasonld eredményhez
vezet. Erdekes modon a nagyobb
hullamhossztartomanyba es6, de gyengébb UVA
sugarzas mar alacsonyabb dozisban is érzékelhetd
morfoldgiai elvaltozasokat eredményezett,
szemben az UVB sugarzassal (18. abra). Ennek
hatterében az a repair rendszer allhat, mely els6
sorban az UVB karosodasok javitasaért felelos.

A munkacsoport tavlati célja az UVA és az
UVB sugarak 4ltal gyakorolt szinergista hatdsnak
a borrak kifejlodésében és a kromoszoma

kondenzélasaban jatszott szerepének tisztazasa.

18. abra 25 J/m2 dozisu UVA sugarkezelt kromatinszerkezetek
A magképletek lathatova tételéhez Pl-os festést alkalmaztunk. Minden jelzés 5 um-nek felel

meg.

4.11 AY - ésaz UVB sugarzas okozta elvaltozasok 6sszehasonlitasa

A y-sugarzast kovetden a K562 sejtekben a kovetkezd preapoptotikus
valtozasokat 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 kondenzacio folyamata a
fibrillaris kromatin kialakuldsanak fazisa és a prekondenzalt megnyult kromoszomalis
forma fazisa kozott gatlodott. (e¢) Az apoptotikus sejtek szdma és mérete forditott
aranyossagot mutat a sejtciklus elérehaladtaval. A korai S féazisra jellemzd sok apréd
apopotikus test, valamint kevesebb, 4m nagyobb méretii apoptotikus testek talalhatok a
kései S fazisban, mely megfigyelés Osszefiiggésbe hozhatd azzal a ténnyel, amely

szerint a kromoszoéma szerkezet a metafazisos kromoszémak esetében a legstiriibb

47




Az ultraibolya B sugarzas és egyéb genotoxikus agensek hatdsa interfazisos emlds sejtek kromatinszerkezetére

Ujvarosi Kinga

allomanyu, ezaltal az ionizdld sugdrzds a DNS-ben kevesebb lanctoréshez vezet
(Bénfalvi és mtsai, 2007). Egér pre-B sejtekkel végzett korabbi kutatdsi eredményeket
megerdsitve (Nagy és mtsai, 2004), hasonld eredményeket kaptunk a gamma sugérzast
kovetden, CHO sejtekkel végzett kisérlet soran is (Banfalvi és mtsai, publikélatlan
eredmények) A y-sugdrzas és az UVB sugarzas hatasa kozotti kiillonbségeket a II1.

tablazat foglalja 6ssze.

gamma
biokémiai és morfologiai SuUgAarzas _
valtozasok oszehasonlitasa a (CHO, K562, I(JIZ;;usge?:ezl?)S
kezeletlen sejtekkel egér pre-B ]
sejtek)
replikativ DNS szintézis gatolt gatolt
repair DNS szintézis mértéke emelkedett emelkedett
sejtméret novekedett novekedett
sejtmagméret novekedett novekedett
apoptotikus sejt (zsugorodas) sok nincs
C érték az S fazis soran alacsonyabb cgyfomdn
alacsony
aC ertell< novekec}esenek’ 24C 2224 C
megrekedése az S fazis soran
a kromatin jellemz6 kondenzaltsagi fibrozus fibrillaris
foka
apoptotikus testek kialakulasa sok néhany
metafazisos kromoszomak jelenléte lathato nem lathato

I11. tablazat 4 gamma és az UVB sugarzas hatasa a sejtekre
4.12 Kondenzaciods ujjlenyomat (fingerprint)

Korabbi kisérletek eredményeire alapozva tovabb bdvitettiik a hatasvizsgalatok
palettdjat mind sejttipus, mind genotoxikus agenstipus szempontjabol, melyeket a
teljesség igénye nélkill mutatok be a kovetkezOkben. Ezek alapjan szerkezeti
elvaltozasok voltak megfigyelhetdek interfazisos CHO, K562, egér pre-B sejtekben,
kiilonb6z6 genotoxikus hatdsok, mint a gamma sugarzas, UVA sugarzés, nehézfémek
(kadmium-nitrat, Olom-nitrat, nikkel-klorid, higany-acetat), illetve kiilonb6z6
kemikaliak, mint koffein, nikotinsav-klorid, ethidium-bromid, aktinomicin hatasara

(melyeket jelen disszertacidban nem taglalok), mely valtozasok apoptdzishoz vezettek.
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Minden esetben azonos 1x10%ml sejt denzitassal, logaritmikus fazisban 1év6
sejtpopulaciokkal dolgoztunk, illetve azonos koriilmények kozott végeztik a

kisérleteket, amelyet az Anyagok és mddszerek c. fejezet részletesen leir.

4.13 Kadmium-Kklorid (CdClz)

A 1 uM kadmium-kloridos kezelést kovetden szinkronizalt CHO, illetve egér
pre-B sejtek esetében is (19. abra) a jellemzé morfologiai elvaltozas a nagyméretli
lyukak kialakuldsa a sejtmembranon. Részletesen a CHO sejtek mddosult

kondenzécids sémajat taglalom.

2-3. frakcid 5. frakcio

19. abra | uM kadmium-klorid okozta kromatin valtozasok CHO sejtekben az S fazis korai

szakaszatol az M fazisig
(festék: DAPI, jelzés: 5uM-nek megfelelé minden képen) (Banfalvi és mtsai,2005)

Mar az S fazis korai szakaszdban megfigyelhetdek az apoptotikus testek,
amelyek prekondenzalt kromoszomakhoz hasonlé morfoldgiat mutatnak (19. dbra, 2-3.
frakcio, A-F). A kezeletlen sejtektdl eltérden jol lathatd a polarizélatlan maganyag
kilokddése a sejtmagbdl. Az S fazis korai kozépsd szakaszara jellemz6, hogy a
fatyolos szerkezetli kromatin, illetve a kilokddott polarizalt kromatin, valamint a
szupertekercselt szalak kialakuldsanak hianya megakadalyozza a sejtciklusnak ebben a
szakaszaban jellemz0 kondenzalt kromatin testek kialakulasat (4. frakcid). Az 5.
frakcioban a kromatin szalak (A-C) és kromatin testek (D, E) kialakulasa lathat6 az S

fazis kozépsd szakaszdban, amely megfelel a normalis intermediereknek ebben a
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fazisban. Ezzel szemben a fibrillaris kromatin a korabbi staddium jellemzé
intermedierje (F).

Az S fazis kései szakaszaban az elutridlas 6., 7. és 8. frakcidjaban novekvo
méreti €s szamu lyukak figyelhetéek meg a kromatinban. A 6. frakcidban a
kromatindllomany szétesése, a nukleuszon kisméretli lyukak és azon keresztiil a
maganyag kilokddése (B-E), valamint elongalt kromoszomakezdemények (F)
lathatéak. A 7. frakcidban kilokodott kromatin testek (A, B), nagyméreti
extranuklearis perikromatikus granulumok (E, F), megnyult sejmagok figyelhetdk
meg. (B, C). A 8. frakcioban jellemz6 a széttéredezett magmembran nagyméreti
lyukakkal (A-E), megnyult kromoszomaformak (F, G) ragados elongalt kromoszémak
(H, J) (Banfalvi és mtsai, 2005).

Ezeket az eredményeket figyelembe véve tovabbi toxikus dgensek altal okozott

morfologiai valtozasok vizsgalatat végeztiik el.

2. frakcioé 6. frakcio 10. frakcio

8. frakcié

20. abra I uM kadmium-klorid okozta kromatin valtozasok egér pre-B sejtekben az S fazis
korai szakaszatol az M fazisig
2-4. fr.:korai S fazis, 6-8. fr:kozépso S fazis, 10-12. fr.: kései S fazis (festék: DAPI,
jelzés: SuM-nek megfelelé minden képen) (Banfalvi és mtsa.,2007)
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A kadmium-klorid kromatin szinti hatasara bekovetkezd 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 agenseknek vannak hasonlo

karosodasokat indukalé hatasa, mint a denzitds novekedése, vagy éppen az

ellenkezdje, a dezintegraldédas, depolarizalddas, a magallomény kilokddése, valamint a

nukleusz membranjanak felszakadasa. Am megfigyelhetdek kiilsnbségek is, amelyek

az adott agensre jellemzd mintazatot adnak.

4.13.1 Higany-acetat (Hg (CH3C0O0);)

0. éra 24 éras inkubalas

sejtszam (x10%/ml)

kontroll 10 50 100 150 200
Hg(II)-acetat koncentracio (ulVI)

1000

(4) 10%ml kezdeti denzitdsi
sejtkulturadk 24 ords
inkubaldsa utan meghatarozott
sejtszamok kontroll
tenyészetben, illetve 10, 50,
100, 150, 200, 1000 uM
Hg(ll)-acetat jelenlétében. (B)
Sejtmozgas vizsgalata 10 uM
Hg(ll)-acetat  kezelés  utan
(fehér nyillal jelolve). A sejtek
pozicioja a 45. percet kovetéen
valtozatlan, a sejtek
elpusztultak. (C) 10 uM
Hg(ll)-acetat kezelést kovetien
apoptotozisbol kifolyo
sejméretcsokkenés (bal panel),
100 uM Hg(ll)-acetat kezelés
utan a nekrozis hatasara
sejmeéretnovekedes — jellemzo

(jobb panel).

21. abra In vitro Hg(Il)-acetat kezelés sejtciklust gatlo hatasa a K562 sejtekre
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A humén K562 sejteket 1.2 x 10°
denzitds mellett, 25 ml térfogta
tenyésztéedényben, 37 °C-on, 5%-o0s
CO, inkubatorban vizsgaltuk 24 oOras
kezelés alatt, a kontroll tenyészet
egyidejli megfigyelése mellett, ahol a
Long Term  Scanning  rendszer
segitségével folytattuk a sejtek etologiai
vizsgalatat 10, 50, 100, 150, 200 és 1000

c ey

s

22. abra [ uM-os subtoxikus Hg(Il)-acetat ardnyosan, a sejtek 52, 56, 63, 78, 85,

kezelés (festék: DAPI, jelzés: 5 um) valamint t6bb mint 99 %-a pusztult el
(21./A ébra). Szubtoxikusnak az 1 uM ¢s az alatti koncentracié tekinthetd, ahol nem
¢szelhetd csokkenés a sejtek
¢letképességében.  Egyedi  sejteket
vizsgalva, a 10 uM-os kezelést
kovetoen, osztodas kozben kialakulo
apoptotikus halaltanc jelensége
figyelhetd meg, mely HaCaT sejtek
o0lom kezelésére emlékeztetett (Nagy és
mtsai, kozlésre elfogadva). JelentOs

eltérést a tobbi nehézfém kezeléshez

képest az jelentette, hogy Hg(Il)-acetat

hatdsdra mar a 45. perc utan leallt a

23. abra 10uM-os Hg(ll)-acetat kezelés
apoptotikus hatasa (festék: DAPI,

Jjelzés: 5 um) felvételen a fehér nyil mutatja, hogy 45

sejtek  mozgdsa. A  mikroszkopos

perc kezelés utan a sejtek egymashoz viszonyitott helyzete nem valtozik, a sejtek
mozdulatlanokkd véalnak (21./B abra). A sejthaldl két tipusat a 21./C adbra mutatja. Az
apoptotikus folyamat az abra bal oldali panelén lathatd, amely 10 pM higany-acetat

hatdsdra mar 15 percen beliil bekovetkezik, mig a nekrdzis jelenségét a jobb panel
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prezentalja, 100 uM-os kezelésnél, ahol a sejtek a nekrozisnak megfeleléen hatalmas
méreteket 6ltenek. Ennél a koncentracional a sejtmozgés hidnya szembeszoko.

A tovabbiakban, a Hg(II)-acetat
kezelést kovetden, megvizsgaltuk a
kromatin  kondenzalds  strukturilis
szervezOdésének a kontrolltél vald
sajatos eltéréseit. A hossza tava
megfigyelés alapjan a szubtoxikus 1
uM-os  kezelés kromatin  szinten
befolyasolja a denzitds mértékét, amely
a képeken erésen polarizalt
fluoreszcens  kromatin  mintazatok

formajaban tlinik fel, és a DNS

allomény polarizaltsdgara utal (22.

24. abra 100uM-os Hg(Il)-acetdt kezelés

nekrotikus hatdsa abra a-q). A felvételeken fibrillaris
(festék: DAPI, jelzés: 5 um)

halo vonja be a kromatin szerkezeteket.
A kromatin elvaltozasok érzékenységét mutatja, hogy mig mas mddszerekkel az 1uM-
0s Hg(II)-acetét koncentracio még szubtoxikusnak mutatkozott, kromatin szinten mar
fokozatosan stulyosbod6 apoptotikus elvaltozadsokat okoznak, a; a kromatin
polarizalodasa (a-e) és lyukak megjelenése a nukleusz membranjan (e, f, h, j, k), b; a
kromatin felbomlasa (a-¢) és c; apoptotikus testek kialakulasa (h-q). Az apoptotikus
testek Osszefliggésben allnak a sejtciklus statuszaval. Az S fazis korai szakaszaban sok
kisméretli dekondenzalt, mig a kései szakaszdban kevesebb nagyobb méretli, am
kondenzaltabb forma figyelheté meg. 100 uM felett a nekrotikus hatas jellemz6
(21./C jobb panel, 24. abra). Megfigyelhetd nagyméretii lyukak képzodése a sejtmagon
beliil. Hg(Il)-acetat hatasara - a kadmium kezeléssel szemben - a nukleusz nem esik
szét darabokra. A magmembran szétnyildsa nyilvanvalova teszi, hogy a kromatin
folyamatos strukturat képez, és két véggel rendelkezik, a korabbi megfigyeléseknek
megfeleléen (Banfalvi és mitsai, 2006). Esetenként sok aprd, azonos méretli

részecskére esik szEét a sejtmag. Az azonos aprd méret nem jellemz6d az apoptotikus
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testekre, inkdbb a kromoszéma-szervezddés kisebb egységeire utal. A dezintegracio
ellenére, valodszinlileg a ragadds kromatinnak koszonhetden a megnagyobbodott
sejtmag kerek formaja felismerhetd (24. abra, q).

A kadmium-klorid és a Hg(Il)-acetat kezelést kovetd elvaltozasok kozotti
hasonldsag a nagyméretli repedések képzodése a nukleusz membranjan. A hasonlosag
ellenédre a kadmium-klorid 4ltal okozott merev szakadidsok konnyen
megkiilonboztethetoek a Hg(Il)-acetat okozta, lekerekitett szabalyos lyukaktol (Farkas
¢s mtsai, 2009).

4.13.2 Olom-nitrat (Pb(NO3)2)

A 2-40 pM koncentracioji olom-nitrattal kezelt K562 sejtekre jellemzd (25.
abra), hogy 2 és 5 uM-os kezelést kovetden, az S fazis korai szakaszdban tomor,
korives, szalagos kromatin formak (2 uM, D, E, F) jelennek meg. Az S fazis k6z&pso
szakaszaban fibrézus kromatin (2 uM, C), vékony és vastag kromatin szalak (2 uM, G,
H; 5 uM, B, E, F, H) figyelhetdk meg. A kései S fazis és M fazisdban a sejtmagméret

megnagyobbodasa jellemz6, amely rendellenes sejtosztédashoz ¢és kromatin

kondenzélashoz vezet. Lathatd tovabba felszakadt magmembran, a maganyag
PONOs )2

25. abra A4 olom-nitrat hatasa K562 human sejtek kromatin kondenzaldasdara (2-40 uM)
Jellegzetes alak pl.: 2 uM: C, 10uM: A, 20uM, 40uM: B
(festék: DAPI, vonalmeéret: 5 uM )
kiszabadulasa (5 uM, C, F), nagyméretli extracellularis perikromatikus granulumok (5

uM, A, C, D), illetve elongalt prekromoszomak jelenléte (2 uM, F, H ; 5 uM, B, F,
H). A 10, 20 és 40 uM-os Pb(NO;), kezelést kovetden, megfigyelhetiink az S fazis
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korai szakaszaban apoptotikus testeket (10 uM, H; 20 uM, G, H; 40 uM, H), az S fazis
kozépso szakaszaban kilokddott kromatin szalakat (10 uM, B-E, G; 20 uM, C, D; 40
uM, C), prekondenzalt kromoszémakat (20 uM, G), valamint ragados jellegiiknél
fogva Osszetapadt sejtmagokat (40 uM F,H).

A kromatin kerek, polarizalt, slrli, erdsen fluoreszcens marginalis foltjai
megkiilonboztetd jegyek az dlom-nitrat okozta elvaltozasokban (2 uM: C, D; 10 uM:
A, C, D, E, G; 20 uM: A, B; 40 uM: B, D, F). Ezek a polarizalt formak a kromatin
prekromoszomalis egységei lehetnek (pl; 10 uM: G, 20 uM: A) (Banfalvi és mtsai,
kozlés elotti eredményei). 10 uM feletti koncentracioknal a magallomany kilokodése

gyakori jelenség (10 uM: C, D).

1.0 pM-os nikkel-klorid
4.13.3 Nikkel-klorid (NiClz)

1-50 uM  nikkel-kloriddal n-
kezelt K562 sejtekre jellemzo (26. 6‘ *
abra), hogy mar 1 uM esetében zavart e f ” h
okoz a szupertekercselésben (b, d), a SRR & alkEAT kIS
szalagszerli kromatin szerkezetet is n -
torzitja (a, g) és apoptozist indukal (f, c
h). 5 uM-nél az interfazisos kromatin
kilokédése (b, g) mar megfigyelhetd. " f & h
A korai fatyolos szerkezetek jelenléte, 10 uM-os nikkel-klorid
a kondenzélas folyamatanak nikkel- -
klorid okozta gatlasaval magyarazhato 6 @ c
(d, e f). Mar ennél a kis
koncentracional is megfigyelhetd a -“

preapoptotikus forma (h). 10 uM-nal a 50 yM.os nikkel Klorid

REA

maganyag kilokddése (b-d), illetve
apoptotikus  testek jelenléte (e-h)
altalanosan jellemz6 jelenség. Nagy

polarizaltsagu tomor allomany, illetve

a felhdszeri dekondenzalatlan formak

26. abra A nikkel-klorid hatasa K562 human
sejtek kromatin kondenzalasara (1-50 uM)
(festék: DAPI, vonalmeéret: 5 uM )
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egyidejlileg jelennek meg (b-e). 50 uM esetében a meghatarozd forma a nekrotikus
megnagyobbodott sejtmag (a-f).

Tovabbi kisérleteket végeztiink egyeb vegyiiletekkel (nikotinsav-klorid, koffein,
aktinomicin, ethidium-bromid), melyek eredményei nem képezik jelen disszertacid

targyat.

4.14 Cellularis etologiai és életképesség vizsgalat LTS modszerrel (higany-
acetat, 6lom-nitrat, nikkel-klorid)

s

végeztiink, kontroll tenyészettel parhuzamosan. A vizsgélat 24 6ras megfigyelése alatt
percenként késziiltek felvételek a tenyészetekrdl. A képekbdl 30 kép/mp sebességii
videdfilm késziilt, majd a szuszpenziobol kivélasztott egyedi sejtek segitségével
nyomon kovethettiik a sejtek viselkedését. Minden esetben a nehézfém koncentracio
emelkedésével a sejtndvekedés gatlasa figyelhetd meg (27. abra), a sejtmembranok
degeneralddnak, és kiillonb6zé morfologiai formaban jelentkezd apoptdzis figyelhetd
meg a kultardkban.

Egy¢b eltérések:

1. Olom-nitrat: Az eltérd eredmények egyike az, hogy kezdeti kisebb
koncentracidindl atmeneti sejtosztodas ndvekedést indukalt, majd késdbb gatlas és a
letalis hatas is jol mérhetd.

2. Higany-acetat: A nikkel és az oOlom esetében apoptdzissal 1étrejott
sejttormelékek ¢és bomlastermékek elimindlddtak, illetve azokat a kornyezd sejtek
felvették, addig a higannyal kezelt sejteknél az elhalt sejtek is lathatoak maradtak, ami
a higany hatékony, bénito, fixal6 hatdsaval magyarazhato.

3. Nikkel-klorid: A kezelést kovetden a tenyészetekben aktivabb sejtmozgast
tapasztaltunk, a kontroll és a masik két nehézfémmel kezelt tenyészetek mozgéasahoz
képest. Ennek a jelenségnek a molekuldris hatterét nem ismerjikk, a nikkel

enzimaktivalo hatasaval fiigghet Ossze.
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27. abra Kezelt mintdk 10 sejtszam-valtozasai (higany-acetat, nikkel-klorid, olom-nitrat)
A. 10-1000 uM koncentracioju Hg(ll)-acetattal kezelt K562 sejtek pusztulasi gorbéje. Az élo
sejtek mellett, az elpusztult sejtek is lathatoak voltak fénymikroszkopos megfigyeléssel a
kezelés teljes idStartama alatt. B. 10%ml kezdeti denzitasii sejthkultiirdk 24 érds inkubdldsa

utan meghatarozott sejtszamok kontroll tenyészetben, illetve 0,2, 0,5, 1, 5, 10, 50, 100uM
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NiCl, jelenlétében. C. 10%/ml kezdeti denzitasii sejtkultirdk 24 ords inkubdldsa utdn
meghatarozott sejtszamok kontroll tenyészetben, illetve 1, 2, 5, 10, 20, 40 uM Pb(NO3),)

jelenlétében.

A sejtek életképesség-vizsgalatanak statisztikai elemzése sordn szintén eltérd
eredményeket kaptunk (IV. tdblazat). Kontroll sejtek esetében a kiindulasi sejtszamhoz
képest 24 ora elteltével megduplazddott az €16 sejtek szama. Az altalunk vizsgalt
legkisebb higany koncentracioban 75%-os volt a keletkezett €16 sejtek ardnya, viszont
mar ennél az alacsony koncentracidonal a pusztulds mértéke viszonylag magas, 37%.
Az altalunk vizsgalt legnagyobb koncentracioban ¢él6 sejtet mar nem tudtunk
megszamolni, itt a letalitdis mértéke 100%. Nikkel-klorid esetében is hasonld a
jelenséget tapasztaltunk a legkisebb toxikus koncentraciot illetéen, mint az 1uM-os
Hg(Il)-acetatnal. Itt is 75%-kal nott az €16 sejtek szdma a kiinduldshoz képest, a
sejtpusztulas mértéke itt 27%. Olom-nitrat esetében lathato hogy az 1uM-os
koncentracioban a kiindulasi sejtszamhoz képest 24 ora elteltével korilbeliil 2.5x-ére
noétt az élo sejtek szama. A sejtpusztulas mértéke pedig hasonld tendenciat mutatott,
mint a kontroll sejtek esetében. A legnagyobb koncentracidban viszont a letalitds

mértéke nagyobb (41%), mint a keletkezett é16 sejtek szamanak aranya (18%).

N’ N M P’
N M P
N M =]
SRRl 54 6 60 110 14 124 | 106%=12 | 13%z5
hiigany 52 = 57 74 35 109 75%45 37%:+4
(10 piv)
Higany
wEEI 53 5 58 0 48 48 0% 100%
Nikkel
(0,2 pM) 54 7 61 78 22 107 75%=4 27%=5
Nikkel
o 53 B 59 37 24 61 03%2 | 39%z=3
(C;'lj’,{’,?) 52 6 58 126 23 149 | 156%z3 | 15%z4
Olom
e 54 = 59 4 29 70 18%43 A1%2

IV.  tablazat Kezelt mintdk életképesség-vizsgalat atlageértekei (higany-acetat, nikkel-klorid,
olom-nitrat), Biirker-kamras sejtszamolasok 3 vizsgalat atlagabol kapott eredményei
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5 Megbeszélés

Kisérletes eredményeink alapjan a célkitiizéseinkben megfogalmazottaknak eleget
tettiink, melyeket pontokba szedve foglalok 6ssze:
I. biokémiai megkdozelitésben:

1. A reverzibilis permeabilizalas jelentds mértékben nem csokkenti a sejtek
viabilitasat, és a permedbilis K562 sejtekben folydo 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 sugarzas a sejtciklust az S fazis korai szakaszaban
blokkolja, a gamma sugarzast kovetoen pedig valamivel késobb, 2.4 C értéknél
torténik meg a sejtciklus gatlasa (Nagy és mtsai, 2005).

II. morfologiai megkdozelitésben:

1. Az UVB sugarzas okozta kromatin véltozasok alacsonyabb UVB dozis (2, 5, 15
J/mz) esetében csak esetenként alakulnak ki, és ritka elofordulasuk miatt, nem
lehet 8ket megjeleniteni. A magas UVB dozis esetén (25 J/m”) hatsa f6leg egy
fibrozus felhdszerli  képzédményként manifesztalodik a kondenzalodd
kromatinstruktara kortil.

2. Az UVB sugarzas nem valtoztatja jelentds mértékben a sejtek €s a sejtmagok
meéretét.

3. A metafdzisos kromoszomak jelenlétének hidnya arra utal, hogy az UVB éltal
karosodott fibrillaris kromatinszerkezetet a kondenzacids folyamat barmely
stadiumaban fellazitja, meggatolva a kromatin csomagolodasanak folyamatat.

4. A nagyobb hullamhossztartomanyba esd, gyengébb UVA sugarzds mar
alacsonyabb dozisban is érzékelhetd morfoldgiai elvaltozasokat eredményezett.

Ennek hatterében az a repair rendszer allhat, mely elsé sorban az UVB
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karosodasok javitasaért felelds. A fibrozus felhdszeri képzédmény kialakulasa
az UV A sugarzasra is jellemz0 a kondenzalodd kromatinstruktura koriil.

5. Alapvetd kiilonbség a gamma ¢s az UVB kezelt sejtek kozott az, hogy a gamma
sugarzas hatasdra a korai S fazisban sok aprd, a kései S fazisban kevés ¢&s
nagyobb apoptotikus test jelenik meg. Ezzel szemben az UVB kezelt sejtek
kromatinszerkezetében nem jellemz6 forma.

6. A tovabbi nehézfém kezeléseket kovetd morfologiai vizsgalatok tovabb
erositették azt a feltevést, hogy a kiillonb6z6 genotoxikus dgensek hatasai a
kromatin kondenzalasi szintjén is megkiilonboztethetdek, melyeket az adott
sejttipus etologiai vizsgalati is alatdmasztottak.

A tovabbiakban a fenti eredményekhez — a felsorolas sorrendjében — tovabbi

megjegyzéseket szeretnék fiizni.

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

(a) A reverzibilis permeabilizalas jelentésen nem befolyasolja a sejtek viabilitasat
és a permeabilis K562 sejtekben foly0 DNS szintézis egy ATP dependens
replikativ folyamat. A human eritroleukémia K562 sejteket 4.5% dextran T-150
tartalmi hipotdnids pufferrel permeabilizaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy a folyamat
kezdetén a membran regenerdlodasanak sebessége gyors volt, majd 4 ora elteltével
csokkent, a sejtek viabilitdsa fokozatosan megkozelitette a kontroll sejtek értékét. A
permedbilis sejtek, melyek eredetileg nem képesek felvenni a [*H]timidint, a
regeneralodas eldérehaladtaval fokozatosan kezdték felvenni a radioaktiv nukleozidot.
Megkozelitoleg 10 ora elteltével a sejtek 80%-a visszanyerte integritasat. Ezzel a
folyamattal egy id6ben egy ellenkezd tendencia volt megfigyelhetd a [*H]timidin-
trifoszfat nukleotid felvételének regisztralasakor. A permeabilizalt sejtek fokozatosan
vesztették el a 4 deoxyribonukleotid (dNTPs), beleértve a [3H]dTTP felvételének
képességét, melyeket csak permeabilis sejtek képesek felvenni és beépiteni a
szintetizalddd6 DNS-be. A vizsgalattal a reverzibilis permeabilizalas hatékonysagat
ellendriztik a DNS szintézis mérésével, és ebbdl a sejt életképességére vonatkozo
kovetkeztetéseket vontunk le. Permeabilizalt egér limfocitakkal végzett korabbi
kisérletek soran szintén megerdsitést nyert a sejtmembran integritasdnak helyrealldsa

scanning elektronmikroszkopos felvételek analizalasaval (Banfalvi és mtsai, 1984).
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Mivel a kisérlet tobbszori megismétlése utan is a sejtek visszanyerték integritasukat,
igy ez a modszer alkalmasnak bizonyult nem csak a DNS szintézis, hanem a kromatin
szerkezetek vizsgalatara is, mivel ezeknek a sejteknek a sejtmagja a sejtciklus
barmelyik fazisdban felnyithat6 volt, és a kromatin szerkezetek lathatova valtak.

(b) Az UVB sugarzas gatolja a replikativ DNS szintézist, mig a DNS repairt
aktivalja. Rovid idOtartamti expozicidk, illetve az alacsony koncentracidju
genotoxikus agensek késleltetett apoptotikus halalt okoznak. Az UVB sugarzést
kovetdn a teljes DNS szintézis és az ATP independens repair szintézis kozel azonos
mértékl 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 6sszefiiggés vilagosan jelzi, hogy az UV sugarzas
a replikaciot blokkolja és a mért nukleotid inkorporacio kizarélag a repair szintézisnek
tulajdonithato.

(c) Az UVB sugarzast koveté flow citometrias analizis kisméretii apoptotikus
sejtek hianyat mutatja, vagyis a sugarzast kovetden ez alatt a kis 1d6 alatt nem
kovetkezik be apoptozis. Tartdsabb inkubalast (24 h) kovetden viszont mar jelentdsen
megnovekszik az apoptotikus sejtek szama.

(d) A sejtciklus analizise soran exponencidlisan novekvd szinkronizalt kontroll
sejteknél, az atlagos DNS tartalom 2.07-r61 3.88 C-értékre nétt. Korabbi tanulmanyban
leirtak, hogy a G1 és G2 stadiumban 1évo sejtek sejtciklusat az UVB sugarzas
blokkolja a human eritroleukémia és neuroblasztéma sejtekben (Gujuluva, 1994,
Ceruti, 2005). A mi vizsgalataink szerint a kromatin kondenzaci6 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 foki DNS szintézis, arra utal, hogy a replikacio
elkezdodik, igy a C érték is varhatdan magasabb, mint a nyugalmi 2.0 C érték. A G2
fazis blokk azt jelzi, hogy a kromoszomak képtelenek belépni a metafazisba, igy nem
alakulnak ki tokéletesen kondenzalt kromoszomaformak az UVB kezelést kovetden.
Valéban nem lattunk metafdzisos kromoszoméakat az UVB sugarkezelés utan. A
csokevényes interfazisos kromatin szerkezetek megjelenésére pedig az S fazis blokk
szolgalhat magyardzatul, amely végig fennmarad az S fazis alatt és a G2 fazisban is.

Az eredményeink Osszhangban vannak azzal a megfigyeléssel, mi szerint az UVB

61



Az ultraibolya B sugarzas és egyéb genotoxikus agensek hatdsa interfazisos emlds sejtek kromatinszerkezetére

Ujvarosi Kinga

sugarzas generalja azokat az oriasi DNS fragmentumokat, melyek fibrillaris kromatin
szerkezeteknek tlintek. Osztjuk Higuchi és munkatarsai altal leirt nézeteket, mely
szerint az apoptotikus sejtek hidnya nagy molekulaméreti DNS kialakulasara utal,
amely megelézi az internukleoszomdlis DNS fragmentacidojanak létraszerii
formalodasat, kapcsolatban allva - a kaszpdz aktivacion keresztiil - az apoptdzissal
(Higuchi és mtsai, 2003). A sejtciklus megrekedését alatdmasztjdk a kromatin
kondenzalast monitorozd morfologiai vizsgalataink.

(e) Az UVB sugarzas és a reverzibilis permeabilizalds nem indukalja a sejtek
apoptotikus zsugorodasat. A korabbi tanulmanyok alapjan, a HeLa sejteken végzett
UV besugarzas utan, azt lehetett tapasztalni, hogy a sugérzas kovetkeztében kialakuld
gatlé hatas kiterjedésének mértéke a besugarzott idétartamtol fiigg. 10 J/m? alatti
doézist alkalmazva, kezdetben a sugarzas gatlo hatasa érvényesiilt, amibdl a sejt képes
volt regeneralddni. Viszont magasabb dozis esetén, egy allando €s alacsony intenzitast
DNS szintézis volt tapasztalhatd legalabb 6 oran keresztiil (Edenberg, 1976). Ezen
megfigyeléseket erdsitették az altalunk vizsgalt K562 sejtvonalon végzett kisérletek is.
A K562 sejteknél az alacsonyabb dozis esetén (2, 5, és 15 J/m?) a sejtek még képesek
fokozatosan regeneralddni 3 oraval a kezelést kovetden. A DNS repair mechanizmusa,
ha csak részlegesen is (80%), de képes a DNS kérosodast helyreéllitani 15 J/m* dézist
kezelés utan. Ezzel szemben a magas dézist (25 J/m®) sugarzast kovetden a K562
sejtek mar nem képesek regeneralodni, €s elveszitik DNS szintetizalo képességiiket.
Apoptozisra utald jeleket ennél a dozisndl, ilyen iddintervallumban nem figyeltiink
meg, amit a flow citometrids analizis is alatdmaszt, ezért beszélink az UVB kezelés
esetén preapoptotikus hatasrol.

2. A morfologiai vizsgalatok sordn az alabbi eredményeket kaptuk:

(a) Az UVB sugarzas okozta kromatin valtozasok alacsonyabb UVB dézis (2, 5, 15
J/m?) esetében csak szérvanyosan jelennek meg, és ritka eléfordulasuk miatt nem
ezeket alkalmaztuk. Magas UVB dozis esetén (25 J/m?) féleg gy jelenik meg, mint
egy fibrozus felhdszeri képzddmény a kondenzaldodd kromatin struktira koril.
Besugarzas utan, az S féazis korai szakaszdban megjelend fibrillaris szerkezetek,
kevésbé kondenzéaltak, mint a kezeletlen sejtek hasonlé struktardi, a kromatin

polarizaloddsa hamarabb kezdddik, ugyanazt a frakciot nézve. Az elongalt kromatin
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formak kordbban megjelennek, am a tovabbi elongéacid folyamata a tovabbiakban
gatoltnak tlinik. A kromatin szerkezetet egy finom fibrillaris hald boritja. A kisméretii
apoptotikus testek az UVB sugarzasra nem jellemz6 strukturdk. A kezelést kovetoen
sem kromatin testek, sem egyéb tipikus kromatin szerkezetek nem voltak
megfigyelhetok. Lathattuk a kondenzaldsi folyamat primitiv, korai fazisait, melyben
eléfordulé formak halvany fibrillaris szerkezettel rendelkeztek. A kromatin
kondenzalas viszont sehol sem érte el a lathatd kromoszomak fazisat, alatimasztva
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 sugarzassal. Ennek magyarazata lehet az a repair rendszer, mely elso
sorban az UVB karosodasok javitasaért felelos.

(c) Alapveto kiilonbség a logaritmikus fazisban 1évé, gamma- és UVB-kezelt
sejtek kozott az, hogy az UVB-kezelt K562 sejtekben csak nagyon kevés apoptotikus
test alakul ki, a kondenzaltsagi fok mar a fibrillaris stidiumban nagyrészt megreked,
igy metafazisos kromoszomaék kialakuldsa nem jellemzé. Gamma sugarzés hatasara a
korai S fazisban sok aprd, a késd 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 kiilonb6z6 sejteken a gamma
sugarzas azonos apoptotikus mintazatot mutatott, ez felvetette a sejttipustdl fiiggetlen
kromatin kondenzalodéasi termékek keletkezésének és a karosodasok genotoxikus
agensek alapjan torténo osztalyozasanak lehetdségét.

(d) A genotoxikus kezeléseket kioveté morfologiai vizsgalatok arra utaltak, hogy

a kiillonb6z6 kromatin karosodasi tipusok osztialyozhaték. Tagabb értelemben véve,
a célunk az volt, hogy karakterizaljuk a genotoxikus agensek altal kialakult (kiilsd
koriilményekbdl fakadd) apoptotikus valtozasokat, ¢&s osztdlyozzuk Oket a
kromoszomak szerkezeti valtozasainak megfelelden. Feltételezésiink szerint
diagnosztikai jelentdségli lehet a kiillonbozd kromatotoxikus hatasok kozotti
kiilonbség, melyet a kadmium €s gamma kezelés hatdsai mar aldtamasztottak. A
vizsgalatok fényt deritettek arra, hogy a genotoxikus dgensek hatdsai egyrészt hasonld

karosodasokat indukalnak, mint pl. a kromatin denzitdsanak novekedése, vagy éppen
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az ellenkezdje, dezintegralddas, depolarizalodés, valamint a magallomany kilokddése,
a nukleusz membréanjanak felszakadasa. Am megfigyelhetéek kiilonbségek is, amelyek
az adott dgensre jellemz6 kromatin mintazatot adnak.

A kiilonb6z6 genotoxikus kezelések, sokféle hatast fejthetnek ki a kiilonb6zo
sejtvonalakra. A kisérletekhez munkacsoportunk szamos sejtvonalat tart fenn. A
kadmium-kloridos kezelés két sejtvonalon is megtortént (kinai horcség ovarium és
egér pre-B sejt). Mind a két sejtvonalnal ugyanaz a nagyméretli feldarabolodas, a
membranon keletkezd lyukak, és a nyulods tokéletleniil kondenzalddott kromoszdémak
megjelenése volt jellemzo.

Tovabbi vizsgalatokat végeztiink egyéb nehézfémekkel (higany-acetat, 6lom-
nitrat, nikkel-klorid) és vegyiiletekkel (EtBr, aktinomicin, koffein, nikotin), ahol
ugyancsak az adott agensre jellemzo eltéréseket figyelhettiink meg.

A kadmium és a Hg(Il)-acetat kezelést kovetd elvaltozasok kozotti hasonlosag a
nagyméreti repedések képzddése a nukleusz membranjan. Ugyanakkor a kadmium
altal okozott szakaddsok konnyen megkiilonboztethetoek a Hg(Il)-acetat okozta
szabalyos lyukaktdl (Farkas és mtsai, 2009). A kromatin kerek, polarizalt, siirli, erdsen
fluoreszcens marginédlis foltjai megkiilonboztetd jegyek az oOlom-nitrat okozta
elvéltozasokban. Ezek a polarizalt formak maskiilonben a kromatin prekromoszomalis
egységei lehetnek (Banfalvi kozlés elotti eredményei). 10 uM feletti koncentracioknal
a magallomany kilokddése gyakori jelenség. 10 uM nikkel-klorid hatasara a nagy
polarizaltsagli tomor allomany, illetve a felhdszerti dekondenzalatlan forméak egyidejti
megjelenése tipikus forma, ami az apotozisra jellemz6 zsugorodas, és becsomagolodas
jellemzdje, mig a sértetlen dekondenzalatlan magbol kiszakadd maganyag nekrézisra
utald jelenség. 50 uM esetében a meghatarozé forma a nekrotikus megnagyobbodott
sejtmag.

(e) A cellularis etologiai és életképesség vizsgalat LTS modszerrel higany-acetat,
olom-nitrat, nikkel-klorid kezelt K562 sejtekben tortént. Minden esetben a nehézfém
koncentracid novekedésévésel a sejtciklus gatlodik, a sejtmembran degeneralddik, €s a
normalistol eltérd, az apoptotdzis jegyeit hordozd kromatin elvaltozasok figyelhetok
meg a kulturdkban. Az eltérd jelenségek egyike az, hogy az dlom-nitrat, a kezdeti

kisebb koncentracioknal erdteljes sejtosztddas-novekedést indukal, majd késobb a
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letalis hatas jol érzékelhetd. Amig a nikkel-klorid és az Olom-nitrdt esetében
apoptozissal 1étrejott sejttormelékek ¢&s bomldstermékek elimindlddtak, illetve a
kornyez6 sejtek ezeket felvették, addig a higannyal kezelt sejteknél az elhalt sejtek is
lathatoak voltak, ami a higany hatékony, bénitd, fixald hatdsaval magyarazhatd. A
nikkel-kloriddal torténd kezelést kovetden a tenyészetekben aktivabb sejtmozgast
tapasztaltunk, a kontroll és a masik két nehézfémmel kezelt tenyészetek mozgasahoz
képest.

Konkluzid: Azon a feltevésen alapulva, hogy a toxikus agensek a metabolikus
funkciokat és az intracellularis jelatviteli mechanizmusokat kiilonb6z6 pontokon
érintik, mely reguldlod utvonalak jelentds része még ismeretlen, j6 az esélye annak,
hogy a sejthalal szamos tipikus esete kategorizalhatova valik. A citotoxicitas korai
detektalasat illetden a lehetséges megoldasok koziil, a valaszt a primer informaciot
szolgaltatd DNS szintjén keressiik. A hierarchia csucsdn 1évéd DNS-DNS informéacid
atviteli folyamatok (rekombinacid, replikdcio, repair) feleldsek a sejt genetikai
allomanyanak integritdsadért. A genetikai informacid6 megvaltozasanak strukturélis

kovetkezményei vannak, melyek a kromatin elvaltozasok szintjén kovethetok.
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6 Osszefoglalas

Kisérleteink célja az UVB sugérzas hatasara az interfazisos kromatin kondenzalas
szintjén torténd valtozdsok bemutatasa volt, human eritroleukémia K562 sejtvonal
segitségével, valamint az egyéb genotoxikus dgensek hatasara kialakuld, a normalistol
¢s egymastol eltérd struktarak, apoptotikus jelenségek 6sszevetése és rendszerezése.

A felvetett kérdést két iranybdl kozelitettik meg: biokémiai és morfoldgiai
szempontbol.

Kimutattuk, hogy az interfazisos kromatin szerkezetek lathatosdgat biztositd
reverzibilis permeabilizalds nem csokkenti a sejtek életképességét, €s a permedbilis
K562 sejtekben folyd DNS szintézis egy ATP dependens replikativ folyamat. Az UVB
sugarzas gatolja a replikativ DNS szintézist, mig a DNS repairt aktivalja. Flow
citometrids méréseink alapjan, az UVB sugarzast kovetd néhany oran beliil kisméretii
apoptotikus sejtek nem jelentek meg, vagyis a sugarzast kovetden ez alatt a kis id6 alatt
nem kovetkezik be apoptdzis. Az UVB sugdrzas és a reverzibilis permeabilizalas nem
indukalja a sejtek apoptotikus zsugorodéasat. A mi vizsgalataink szerint UVB sugarzas
hatasara a kromatin kondenzalas az S fazis korai szakaszaban gatlodik 2.2 és 2.4 C érték
kozott a K562 sejtekben.

Tovabbi kisérleteinkben az UVB sugarzas okozta kromatin valtozasok alacsonyabb
UVB dézis (2, 5, 15 J/mz) esetében csak esetenként alakulnak ki, a magasabb
hulldmhossz tartoméanyba esd, de gyengébb UVA sugéarzds viszont mar alacsonyabb
dozisban is érzékelheté morfologiai elvaltozasokat eredményezett. Alapvetd kiilonbség
a logaritmikus fazisban 1évo, gamma- és UVB-kezelt sejtek kromatin szerkezete kozott
az, hogy az UVB-kezelt K562 sejtekben csak nagyon kevés apoptotikus test alakul ki, a
kondenzaltsagi fok mar a fibrillaris stadiumban nagyrészt megreked, igy metafazisos
kromoszomak kialakuldsara mar nem kertilhetett sor. A vizsgalatok fényt deritettek arra,
hogy a genotoxikus agensek hatdsai egyrészt hasonld karosodasokat indukalnak, ugy,
mint a lokalis kromatin denzitds novekedése, vagy éppen az ellenkezdje,
dezintegralodas, depolarizalodas, valamint a magallomany kilokodése, a nukleusz
membranjanak felszakadasa. Am megfigyelhetdek kiilsnbségek is, amelyek az adott
agensre jellemzé kromatin mintdzatot adnak. A genotoxikus kezeléseket kovetod
morfoldgiai vizsgalatok arra utaltak, hogy a kiilonb6zd kromatin karosodasi tipusok
osztalyozhatok. A cellularis etologiai €s életképesség vizsgalat LTS modszerrel -
higany-acetat, 6lom-nitrat, nikkel-klorid altal kezelt K562 sejtekben - megerdsitette az
altalunk kapott morfologiai analizis eredményeit, a folyamat nyomon k&vethetdsége
mellett.

Ugy gondoljuk, hogy eredményeink hozzajarulhatnak a genotoxikus agensek
kromatin szintli hatdsmechanizmusanak megértéséhez, amely igy az eukaridta kromatin
kondenzéalddas jobb megismeréséhez vezet normal, valamint patologias koriilmények
kozott.
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7 Summary

The aim of our experiments was the visualization of chromatin changes taking
place in human erythroleukemia cells during the interphase upon UVB irradiation and
other genotoxic agents, to compare the different structures, apoptotic features and to
categorize them.

Two different approaches were used to answer the questions, involving
biochemical and morphological studies.

We have provided evidence that the reversible permeabilization that allowed the
visualization of chromatin structures of interphase nuclei did not reduce significantly
the viability of cells and that DNA synthesis taking place in permeable K562 cells is
an ATP dependent process. UVB irradiation inhibited replicative DNA synthesis and
activated repair synthesis. Our flow cytometry measurements proved that small
apoptotic cells did not appear within a few hours after UVB irradiation i.e. apoptosis
does not occur within this short period of time. UVB irradiation and reversible
permeabilization did not induce the apoptotic shrinking of cells. Based on our
measurements in K562 cells UVB irradiation blocked chromatin condensation in the
early stage of S phase between 2.2 and 2.4 C values.

In further experiments at lower UVB doses (2, 5, 15 J/m2) chromatin changes
were observed only occasioanally, while the weaker UVA irradiation of higher
wavelength generated noticable chromatin changes at lower doses. The basic
difference between the chromatin structures of exponentially growing K562 cells after
gamma and UVB irradiation was that in UVB treated cells there were only a few
apoptotic bodies, and chromatin condensation was blocked in its fibrillary stage,
preventing the formation of metaphase chromosomes. Examination shed light on
similar effects of genotoxic agents such as the local density increase of chromatin or
the quite opposite effects involving desintegration, depolarization, exclusion of nuclear
material, disruption of nuclear membrane. However, significant differences were also
observed, that resulted in a specific chromatin pattern, typical to the agent.
Morphological changes generated by genotoxic agents pointed to the possibility that
these changes could be categorized. Cellular ethology and viability studies by our long
therm scanning (LTS) system after mercuric acetate, led nitrate and nickel chloride
confirmed the results of morphological analyses.

These results may contribute to the understanding of the mode of action of
genotoxic agents at the chromatin level and contribute to the knowledge of eukaryotic

chromatin condensation under normal and pathologic conditions.
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