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[
3
H]dThd: [

3
H]timidin 

CHO: C  

DAPI: 2,6-diamidino-2-phenilindol 

DTT: dithiotreitol 

EGTA: ethylene glycol tetraacetic acid 

FAK:  

FBS: Foetal bovine serum (  

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

IM: I  

K562:  sejtvonal 

LED: Light Emitting Diodes  

LTS:  

NER:  

preB-M8: -  

RPMI 1640:  

25 cm
2
-  

TCA: trichloroacetic acid (  

UVA: ultraibolya  (320 400 nm) 

UVB: ultraibolya  (280 320 nm) 

UVC: ultraibolya  (100 280 nm) 
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1  

 

  kromato

 

 el. Eukari

-

 

-  figyelte meg 1842-ben, illetve Ascaris 

megalocephala-ban, Edouard Van Beneden (1846-

- -

Comings i, 1980, Zo i, , 1981). A 

, 1999).   

 

, 1985; Earnshow, 

nek 

. 

- , melyek 

- -

mtsai, 2004). A kromat

-
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, 1998, Anjanabha , 2002). 

 sorozat 

ik meg (Heslop-

 

ren , 2002). A kondenz  folyamat 

 s technika 

 , az ATP 

 . A kromatin 

kon

nfalvi -

, mivel ebben 

szubsztituensek, 

, 1981, Basnak

C-  

(

, 1989

szakaszok ( nfalvi, 1989). 

DNS-sel 

Heslop-

Harrison , 1989 nfalvi, 1984). 
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 lehet 

 

sor ker

, 2006). 

A 

be . Ez  

 fejtik ki 

destruk , 

a

k fel , 2004). A CHO sejtek 

 - nagy 

 -  

preB-  

gamma   

 

 

magasabbrend

-
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in vitro eml s 

 sejtvonalakon. 

 

ek 
 

 

    

: 

- Reverzibilisen p  

[
3 3

H]timidin-   

-  a  vizs a 

 

-   

- depend

ATP independens repair  

-  C (haploid genom tartal

 

   :  

-  A sejtciklus  

 

-   kroma

 

-  

 

- 
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2  

2.1  

 

 

(Watson, Crick, 1953). Az els

 

2.1.1  

 

 n

Munkacsoportunk szupranukl  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

1.  hurkos-rozetta-modellje  

-

z

szervez

, 1980). D. 
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-cakk-os, illetve 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.  Nukleos eli elrend  

A. -  

hurok. nfalvi G., 2007). 

 a munkacsoport, amelyben 

dolgozom, Drosophila sp. sejtekben a hurkos 

  , 

2007)

 Az eukari

 prokari ta 

 

 

 

  

 

mtsai, 2007). 
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s fonal (folded 

-

hurkos szerkezet. A   nukl

-

illetve a , 2007, nfalvi MTA 

doktori nfalvi, 1986). 

4.  ta DNS kromosz  

 

  

 (  

 

 -

amelyhez -  - 35-

- ogatva 
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k   

 

-

-el.  

2.2  

 

 

  

. Az UV 

-

lya  

-  

(0,01 Nap -a az UV 

szre bontani: UVA (320 400 nm), UVB (280 C (100 280 

3

 

-  

, hogy az 

- - 

- 
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300-400 nm-  (UVA, UVB)  

 

 

zott az, hogy milyen 

, 2004). 

2.2.1 Az ultrai szerkezetre 

 

  

. 

 ek 

 , 

. oncsol

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.  rbe 

 

 

  



  

 

  
14 

 

  

-apoptotikus bcl-2 tartalmuk miatt az 

ti, hanem jellegzetes 

 (Fekete, egyetemi jegyzet). 

 A kiseb  UVA sugarak, melyek 

) 

 nek i 

okozza

, 2009)  

2.2.2   

 

  A

-

 

A DNS-

y, mint 

 UV 

  

-citozin, citozin-timin, timin-timin, pirimidin 

-adenin dehidrodimer, Dewar pirimidinon, (6-4) fotoproduktum), 

amelyek -ben .  
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6.  A DNS-  

, egyetemi jegyzet) 

 

  Leggyakoribbak a timin dimerek 

- -C 

(5-   . A dimerek 

Ez 

Ez ad 
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  M 

- Sooki- , 

. 

 

 

v 

-

egyetlen bees  

vagy  

) a 

bees energias r (J/cm
2
) vagy bees  (foton/cm

2
) 

(cm
2
/J, 

cm
2

 ezi 

ki a  

 

 1, vagyis az elnyelt kvantumok 1/10 

sul  (Fekete, egyetemi jegyzet). 

 Az ultraibolya 

B 

amely a p53 tumor 

e akt . Az UVB 
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apoptotik B  kitett 

HL-60, mielomonocita U937, T-limfoblasztoid Molt- -3 sejtvonalak igen 

B 

sokkal nek  

mtsai, 1991). 

A pre- -limfoblaszt

B 

 (B , 1997). Az ultraibolya B 

  

, 2003)  

UVB 

, 1998).  

2.2.3   

 

 

 sejtek fokozatosan 

. A plazma

. 

ak -

-

- Sakahira, 
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, 2000). 

-  G) (Twiddy  2004). A 

-

 , 1992). Az 

elhelye

-

 mtsai, 

elengedhetetlenek  

az oka annak, hogy in vivo 

vezetett. A folyamat an 

. 

2.2.4  

 

 A m   

 a DNS-  

 vagy a kromatin szerkezetben megnyi

smert, hogy az ejt ki a magmem -

-re.  

  

repair rendszer (NE  lehet ki tani. A repair mechan
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egy  

dimert , majd  -

 a DNS-  (7 . 

Az UV-  

-  

. 

 

 

). A 

legi  

DNS   a legmagasabb szintet, 

 a leg  van a 

  UV 

szemben. 

 

 (Hanawalt, 1995). 

 

NER- sejtciklus S f

timin  

. K

-  

xeroderma pigmentosum, amely 

 

7.  a  
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, tsai, 1997). 

2.2.5  

 

 

lanok, 

- -Weiss-

O2 t

 

2.3  

2.3.1 A kromatin   

 

hetero

i

1998). 

modell 

kromatin ma -

, 1977, 

20
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, 

 , 

melyet rad  

mtsai

nfalvi, 1993). 

eddig nem voltak 

. A reverzi

 

 

 

  

A munkacsoportnak 

sejteken mutatok be. 

 

  2-3. 

S- - 8. 

8  

jobb panel A-D). 

- -

fo -

-H). Az 
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-

.   

 

 

8. 

 , 2006) 

 

 

. Gyakran a 
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(7.fr  E, G, H). 

-

-G). A 

J), nfalvi , 2006). 

2.3.2  

 

Ezt az  

(k i h o  (CHO, Chinese Hamster Ovarium), i szarvas (IM, Indian 

Muntjac -

nak egy eddig 

, 

fel.  T   a  az 

  

 

 

 

-  
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9  

(A- n szarvas sejtkult - -L) e -B 

s -  ( )

2006). 
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3   

3.1  

1.    

                 9 mM Hepes, pH 7,4                                

                 5,8 mM DTT                    

                 4,5 mM MgCl2                            

                 1 mM EGTA                        

                 -150 (MS 75000) 

                 48 ml H2O (5           

_______________________________________________________ 

2.  (Swelling) puffer:  

50 mM KCl,  

10 mM MgSO4,   

3 mM dithiotreitol (DTT),  

5 mM NaPO4 puffer, pH 8,0 

      _______________________________________________________ 

3. PBS  (pH 7,4): 

137 mM NaCl, 

2,7 mM KCl,  

10 mM Na2HPO4, 

1,8 mM KH2PO4   

4. ) oldat 

A kromatins

oldatot , amellyel az izo  

(metanol- 3:1  

5.  

k
6
 sejt/ml ) 

6. Fluoreszcen  

1. A 2,6-diamino-2-phenylindol (DAPI) a Braunschweig Chemie 

-diazobiciklo-

(2,2,2)- - -

 



  

 

  
26 

 

  

2. Propidium-jodid (PI) -jodid (Sigma)   

7.  

A [
3
H]-thymidine 5'-triphosphate (3.03 TBq mmol 134

-1 3
H]-

thymidine (2.86 TBq mmol 134
-1

 

3.2 Sejtvo  

 

  

Lozzio & Lozzio 

  ( , melyet 

nyertek. 

- a 

, 1983, Lozzio & Lozzio, 1975). RPMI 1640 

-

. 

 Az e -B 70Z/3-M8 adherens sejtvonal, -B 70Z/3 sta , 

ja. -on, 5% CO2- 

 mellett, RPMI 1640  tartottuk fenn,  10% FBS-

sel mikofenolsavval, 150 , 2x10
-5

M 

-merkaptoetanollal , 2001)

. 

 -K1, ATCC #CCL61) 

-on, 5% CO2 

let - -

-

 . Az -B 70Z/3- -K1 sejteket a 
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3.3 UVA, UVB  

 

Philips UVB (2 db) 

 

 -320 nm 

 -770 

2
 

  

  

 

216 sec 

  

 
2

   

 -25 J/m
2

  

 
7 

sejt/ml PBS-ben 

 

Philips UVA TLK 40W 10R  

  

 

sec 

  2-25 J/m
2

  

 
7 

sejt/ml PBS-ben 

 

 

 

 

 

- -25 J/m
2

 -320 nm), 

UVA (365 nm) 
7 

-

-1640  10% FBS 

 

3.4 Gamma  

 

A K562 
60

Co gamma s

-

 4 Gy), melyet 

- , a 

Weizm  
8
 

60
ion 

 90 rad/min (~0,9 Gy/min, 0,9 
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sejtekkel. 

3.5  

 

 A higany- ot (Hg(CH3COO)2), nikkel-kloridot (NiCl2) - ot 

(Pb(NO3)2),  kadmium-kloridot (CdCl2)  a Sigma-Aldrich Kft.- . A 

n -es steril , 

sejtekkel. A 24   

3.6  

 

A 

  

 

alkalmazva (10

nfalvi, 2008).  

 

 

9.  

. Ha a 

 ). 
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A sejtek n 500 g , 5 percig, 5 
o
C-on 

1% FBS-tar
7 

  1.8 x 10
8 
sejt/ml 

-6 MI centrifug  egy 

JE-  (Beckman 

Instruments, Inc., Palo Alto, CA) (10

perisztaltikus pumpa (Cole-

t 20 
o
C-  akci , 

-es 

- . A 

 elpusztul  . 

-

 PBS-  10%-os FBS tartal -ben 

ek e az 

Coulter Multisiz . 

- -

 

3.7  

 

- -jodidot 

 15 percig, 0 
o
C-on -os 

ltuk. A sejteket FACS flow cytometer (Becton Dickinson) 

a CellQest (Becton Dickinson) software . A mag DNS 

genom tartalomnak felel meg). Az 

o

gyarapodik az S f
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ki, majd minden frakc  , 

1989). 

3.8 ATP  

 

A sejteket (10
6
/ml) , majd in vitro t 

val 

mtsai

 

UV
2
) is alkalmaztun ) 

tartalmazott 100 mM, 7.8 pH- -t, 210 mM NaCl-ot, 15 mM ATP-t, 0.3 mM 

dATP-t, dGTP-t, valamint dCTP-t, 0.01 mM dTTP-ot, [
3
H]dTTP-ot (37 kBq, 3.03 TBq 

mmol/l), 5.8 mM dithiothreitol-t (DTT), 2 mM MgCl2-ot, illetve 0.2 mM CaCl2-ot. A 

37 
o
C- izo

-os 

r Filter) 

. A TCA- a 

 meg.  

3.9  [3H]  

 

6
/ml) 0.5 ml RPMI 1640 

szusz k, majd 37 kBq [
3
H]timidin (2.86 TBq mmol

-1

37
 o

C- szemben 

t a 

-

-  (

radioaktiv nukleotid) t. 
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3.10  

3.10.1  

 

 

6
 -

o
C-on, majd a 

en a sejteket (10
6
/ml

  

3.10.2  

 

 

 kolcemides 

mely a sejtciklust meta . 

k 2-
 o

C-  

a PBS- tmostuk, majd 37
 o

C- Swelling 

 sejteket 500g-

500g-n 5 percig centrifug

 

-
o
C-  Multisizer 

 

3.10.3  

 

alkalmazott metodika 

 -

-sel mostuk, majd 
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3.10.4  

 

-

mm-

fl tuk, XBO 150W/1 vagy HBO 150W/1 

  

3.11  

 

Az adatokat Student t- a szintnek a p=0.01 vagy 

 

3.12  v  in vitro pia (Time lapse microscopy) 

 

 ozott 

 . 

2 , inverz 

 , melyben 

11. - 

  

 a  

at valamennyi 

 

 

etve 
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 juk a   

okozott -

 

press). 

 

 

11.  Long Term Scanning rendszer (LTS) 
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4 Eredm  

 

, 1978). Eredetileg 

, 

4 deoxiribonukl

mechanizmus szer

, 1997). Ezek az 

el

 

4.1  

 

A kezeletlen sejtek  -  .  

- -

 - ugyanabban a  -  is -kal 

 (12  Viszont a 

n T-    

-  a  sejtek 95%-

-  

  [
3
H]timidin 

[
3
H]timidin-   is. et a kezeletlen sejtek 

k ki. (12 .   

 

a [
3

nukleozidot 
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  80%-

3
H]timidin-  

deoxi
3

inko  (12  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

12.   -

 

(A) 

x-x , a 
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[
3

-
3

 -
3
H]timidin 

 a kezeletlen sejtek radioa  

3
- mint a  a felvett 

[
3
H]dTTP-ot - an adtuk meg. (B) et 

flow citometr (C) A 

2-25 J/m
2
 UV- , a kontroll 

3
H]timidin ([

3
H]dThd)  

2
 -

2
 -

2 
-

2
 (x-x) 

4.2  

 

A -24 J/m
2
) 

 12
2
 B 

2-
 o

C-os 

2

 

 

4.3 A nuk  

 

A K562 sejteket  (2-25 J/m
2
). 

3

(12
2
) kezelt sejtek DNS 

B 
2

 (80%) 

2
), 
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4.4 Az ultraibolya B a  a repair DNS 

 

 

K -

-
2
  

 ( , 1976)

 magasabb 

  kisebb volt, 

e
6  

10
5
/ml volt, 15 

J/m
2
   

uk. 

ATP- dATP, dGTP, 

dCTP  e nem adtuk az 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I.   ATP dependens DNS pendens repair DNS 

 

3
H]dTTP 

A DNS B 
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g %-ra %-ra 

, 

1985). Ezt a 

-   

  a 

-re is s

  

tte, majd a sejte

-

-t nem tartalmazott. Az I

A perm

 

szin (5:1 = 100%:19 .  Az UVB  az ATP 

   

Ez az  

 DNS 

 

4.5  

 

- - (13./A. 

 J/m
2
)  k 

-

me B keze  

- 3/  
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13  

 

A K562 sejteket 24 J/m
2
 PI-os 

- (A) 

(B) kezelt K562 sejtekben. 

 

C  

2.07-3.88 

C  

2.20-2.40 

24 J/m
2 
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4.6  

szerkezete 

 

A II

, 

, addig az UV  konden

az S blokkolja. Ez az UV nak a DNS-re gyakorolt 

 . 

 

II   

A sejteket 1.5 x 10
5

, 

2.4 x 10
5
/ml  (500g, 5 perc, 

4
o
C). A sejteket (1.8 x 10

8
) 20 ml 1% FBS-  1640 

maj  

(1.8 x 10
8

 24 J/m
2
 B 

 

o
C-on,  

E  10
8
 sejt 

n.  

n.s=  

 
 

Kezeletlen sejtek 
UVB 

sejtek 

C 

 
Kromatin szerkezetek 

C 

 

Kromatin 

szerkezetek 

2 21,5 2,07 n.s. n.d. 
atin 

4 23,5 2,2  n.d. 
kromatin 

6 25,5 2.49 szupertekercselt kromatin n.d.  

8 27,6 2.74  n.d. 
szerkezet 

10 29,7 2,97  n.d. 
zus 

szerkezet 

12 31,9 3,24 kromatin testek n.d. 
szerkezet 

14 34 3,5  n.d. 
szerkezet 

16 36,1 3,72   n.d. 
szerkezet 

18 38,3 3,88  n.d. 
szerkezet 
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A DNS-  

 

. 

4.7  

 

 

 

 

alaktalan kromatin 

massza al  nk. 

 c) Reverzibilis per

 

n a szinkron

(2.0-  3.88 C 

fluoreszcens mikro att. Ezeket a szerkezeteket a 14

-16).  

 

- 

n. A szupertekercselt 

 



  

 

  
42 

 

  

-

 

14    intermedierjei kontroll K562 sejtekben  

 

sejtmag izol 1-2. 

3-4. fr.; 5-6. fr.; kromatin hurok, 7-8. fr.; 

kromatin szalag, 9-10. fr.; szupertekercselt kromatin szalag, 11-12. fr.; kromatin testek, 13-

14. fr. 15-16, fr.

-  -nek felel 

meg. 
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A maganyag a megmarad a haj

hajtott form  

-  

4.8 Kromatin-  

 

 A B 2, 6, 12 J/m
2
) 

Magas UVB 
2

15 s 

 

k, 

5 -

n megjelennek (3-  

-

9-

gamma s B   tipikus 

B 

a

-  
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15  A k  

A K562 sejteket 24 J/m
2
 UVB 

 k

-  

- st alkalmaztunk. Minden  -nek felel meg. 
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4.9   

 

 

elut propidium-jodiddal megfestett 

fluoresz 6

B 

2

megfigyelni, valamint teljesen  

 

16  UVB 

kezelt (24 J/m
2

  

tak szerint perme olcemides 

 a sejteket

(A) T . (B) A kromatin 

 kromos  A 

- -nek felel meg. 

 

 



  

 

 
46 

  

 konden . 

4.10    Az UVB  

 

 taltuk, 

hogy az UVA  ak 

J/m
2
 

2
a  

 

        

17  A 3 J/m
2
, 6 J/m

2
, 12,5 J/m

2
 UV  kormatin szerkezete  

-  -nek felel 

meg. 

hely

7  
2

szenvednek (18 , e)

 az 

  . 

              3 J/m
2
                                      6 J/m

2 
                     12,5 J/m

2
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 (18

 

A munkacsop  

nak 

  

 

18  25 UV  

- -nek felel 

meg. 

4.11   -  

 

- K562 tikus 

 (c)  

a sejtciklus folyamata a 

 

apopotikus test, valamint 

amely 
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ez -

 , 2007). - eket 

, 2004), h

k  sejt  

- . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III  A gamma   

4.12 Kondenz  

 

 

n szerkezeti 

 -B sejtekben, 

sok, mint a gamma , UV

(kadmium- - -klorid, higany- )

kem -klorid, ethidium-  

, 

kezeletlen sejtekkel 

gamma 

 

(CHO, K562, 

-B 

sejtek) 

 

(K562 sejtek) 

   

 emelkedett emelkedett 

   

   

 sok nincs 

 alacsonyabb 
alacsony 

 
2.4 C 2.2-2.4 C 

foka 
  

 sok  
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Minden esetben azonos 1x10
6
/ml sejt 

.  

4.13 Kadmium-klorid (CdCl2) 

 

 A 1  kadmium-kloridos 

pre- en is (19  

 

19  -

szak   

 DAPI, : -  

 

9 -3. 

-

szupertek

-
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intermedierje (F). 

  

maga -E), valamint 

  

 

meg. (B, C). 

lyukakkal (A-

(H, J)  

 

. 

 

20  - -

korai s   

2- - -  

- .,2007) 
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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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