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I. Bevezetés

1. A kromatin kondenzalodas mechanizmusanak részletei
feltaratlanok

Eukaryotakban, a genetikai informaciot hordozé deoxiribonukleinsav
hiszton és nem-hiszton fehérje tartalmi kromoszémahoz kototten
helyezkedik el a sejtciklus soran. A DNS kot6 fehérjék interakciojanak
egyik leglatvdnyosabb megnyilvanuldasa maga a kromatin kondenzélas
folyamata. A sejtek mitotikus osztédasa kdzben fénymikroszkoéposan
¢észlelhetd metafazisos kromoszomakat eldszor 1842-ben figyelte meg
Karl Wilhelm von Néageli (1817-1891) svéd botanikus, illetve Ascaris
megalocephala-ban, Edouard Van Beneden (1846-1910) belga tudos.
Bazikus anilin festék alkalmazasaval, a német anatomus Walther
Flemming (1843-1905) mar 1882-ben leirta a mitozis folyamatat
szalamandraban.

Az interfazisos kromatin szervezddése a replikacid soran kevéssé
ismert, mivel ebben a fazisban koriilhatarolt kromoszomak nem
kiilonithetok el. A kromatin szervezddésének kozvetlen megfigyelésére
iranyuld vizsgélatok részleges informdaciokkal szolgéltak (Comings,
1980; Cremer és mtsai.,, 1979; Sperling and Luedtke, 1981). A
magmatrix szerepére a metafdzisos kromoszémak kialakuldsdban
kromatin eltavolitasi kisérletek utalnak. ( Wan és mtsai., 1999 ). A
kromoszéma kondenzélasrdl és a kromoszoma strukturarol alkotott
modellek és hipotézisek tobbsége metafazisos kromoszoémakon végzett
vizsgélatok eredményein alapul (Paulson and Laemmli, 1977; Cook

and Brazell, 1980; Earnshow and Laemmli, 1983; Rattner and Lin,
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1985; Earnshow, 1988). Ismert a kromatin kondenzalas génregulacios
szerepe, melyben a gének kolcsondsen visszahatnak a kromatin
struktarara (Rein és mtsai.,1995). Szamos magfehérjén azonositottak
kromodoméneket melyek valtozatos interakcidkat alakitanak ki
hisztonokkal, DNS-el és RNS-el (Brehm ¢és mtsai., 2004). A kromatin
kondenzalasa transzkripcios aktivitassal all kapcsolatban €s korrelaciot
mutat a H3 hiszton foszforilaltsagaval (deCampos-Vidal ¢és mtsai.,
1998; Juan és mtsai., 1998). A kromatin nukleoszémakon végbemend,
ATP-fliggd Gjraszervezddési mechanizmusa a DNS torzids
dinamik4ajanak szerepét mutatja a kromatinalloméany szervezddésében
(Xue és mtsai., 1998.; Anjanabha és mtsai., 2002). Az interfazisos
kromatinallomany morfologiai vizsgalata azonban problematikus,
mivel paralell elektronmikroszkopos metszeteken csupan folytonos
halézatként jelenik meg (Heslop-Harrison és mtsai., 1988). A
sejtmagban rejtetten ¢és ardnylag gyorsan végbemend kromatin
kondenzalds morfologiai vizsgalata ezért technikai nehézségekbe

titkozik.



2. Célkituzések

1. abra. A DNS strukturalis atrendezddése a mitotikus sejtekben
nyilvanvalo, a kromoszémak kialakulasanak morfolégiai stadiumai
ugyanakkor feltaratlanok.

Munkank soran a kovetkezd kérdésekre kerestiink valaszt:

1. A folyamat el6rehaladtaval megkiilonboztethetdk-e morfologiai
stddiumok a kromatin 4allomany szervezddésében, illetve hogyan

viszonyulnak ezen szakaszok a sejt méretéhez, DNS tartalmahoz?

2. A genotoxikus agensek milyen morfologiai elvaltozasokat

okoznak a kromatin kondenzalas szintjén ?

3. A kromatin kondenzalas folyamata sejttipusra, fajra jellemz6

modon megy-e végbe, vagy altalanos sémat kovet?



I1. Irodalmi attekintés

1. A nukleinsavak strukturalis szervezodése

Az ¢l6 anyag szervezOdésében kozponti szerepet jatszik a
struktarat leird kod ribonukleinsavakban vald rogziilése. A szerkezeti
informacid ilyen mdodon vald tarolasa tette lehetdvé az élet szamara,
hogy bolygdénkat valtozatos formakban birtokba vegye. A genetikai
informécid6 nemzedékrél nemzedékre vald oOrokitésének elsédleges
anyaga a deoxiribonukleinsav (DNS). A DNS el6bb ribonukleinsavra

(RNS) irédik at, majd az RNS-rdl fehérje nyelvre forditodik.

A DNS elsodleges szerkezete
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2.abra: A DNS elsédleges szerkezete




A DNS deoxiribonukleozid monofoszfat monomerekbdl épiil fel. A
szerkezet gerincét a foszfodiészter kotésekkel kapcsolt deoxiribdz-
foszfat lanc alkotja. Az informéciét ehhez a gerinchez kapcsolddo purin
(adenin, guanin) €s pirimidin (citozin, timin) bazisok hordozzak. A lanc
novekedése 5°-> 3’ irdnyban a nukleotidok fej — 1ab kapcsolodasaval
valosul meg. Az elsddleges szerkezet egy egyszali DNS-ben 1évo
Osszes kovalens kotést magaban foglalja, ideértve a nukleotidok

linearis sorrendjét is. (2. abra.)

A DNS masodlagos szerkezete

3.abra: A DNS kettés helix

A bazisok kozotti polaros és apolaros kolcsonhatasok alakitjak ki a
DNS masodlagos szerkezetét. (3. abra.) A polaros jellegi H-hidas
kolcsonhatas a komplementer bazisparok kozott jon 1étre, oly mddon,

hogy az A-T part kettd, a G-C part pedig harom H-hid koti Ossze.



Mivel a bazisparok a cukor - foszfat palast belsejében nem atlosan
helyezkednek el, ezért egy kis €s egy nagy arok jon létre a masodlagos
szerkezetben. A duplaszala DNS-en beliil érvényesiil az egymas felett
elhelyezkedd aromas bazisok kozotti apolaros kolcsonhatas (,,kazal
hatds”) is. A kétféle kolcsonhatas fiziologias koriilmények kozott,
hosszt lancokban jelentds kotéserdt képvisel. A fizioldgidstol eltérd
kornyezetben kiilonb6z0 masodlagos szerkezetek johetnek Ilétre. A
Watson ¢és Crick altal felfedezett kettdsszali DNS szerkezeteknek
napjainkra egész csoportja valt ismertté. Jobbmenetes formak az A, B,
C, D, E, K, T DNS-ek. Az RNS-DNS hibridek ¢és a cruciform (kereszt
alaku) szerkezetek szintén jobbmenetes lefutdstiak. Balmenetes
szerkezetli a Z DNS. Fiziologids DNS-nek tartjuk az A, B és Z-DNS-t.
A fizioldégids viszonyoktol tavol esé kristdlyos DNS-mintdk
elemzésével felfedezett C, D, L, S, T, V szerkezetek in vivo
eléfordulasa kétséges. A Watson-Crick féle kettésszala DNS-en B-
DNS-t értiink. A B-DNS kettds szalanak lefutdsa antiparalel
bazissorrendet eredményez a két szalon. Fiziologidsan a DNS
rendszerint a B alakot veszi fel mind a prokaryotakban, mind pedig az
eukaryotakban. Az ecukaryotak nukleoszémaiban 10 bazispar esik a
kettds szal egy fordulatdra, ami kissé lazabb szerkezetet eredményez,
mint a prokaryota DNS-re jellemzé 10,4-es atlagérték. A B-DNS
bazisparjai merdlegesek a hélix tengelyére. A szemkdzti bazisok sikja
12°-0s torzids eltérést mutat, ezt nevezzik propeller csavarulatnak. A
B-DNS bazisparonkénti rotacidja 34,6°, a bazisparok tavolsaga 0,34
nm, egy menet magassaga 3,4 nm, a ketts hélix atmér6je 2 nm. Helyi

torzios fesziiltségek hatasara a B-DNS szalelvalasztds ¢€s lanctorés
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nélkiil balmenetes hurokba fordulhat at. A balmenetes hurkoknal a
DNS linearis lefutasa megtorik. Ennek a jelenségnek szerepe lehet a
DNS hajtogatasaban ¢és szupertekercselésében. A  B-DNS-nek
onmagaban is van némi gorbiilete (19°) egy virtualis tengelytél 112A
tavolsagban mérve. Ez az enyhe gorbiilet kedvez a zart korkorés DNS

kialakuldsanak €s a szupertekercselddésnek.

A DNS harmadlagos szerkezete

A harmadlagos szerkezet (topologia) a lineéris szekvencidban tavol
elhelyezkedd szakaszok topologiai viszonyaira utal. A legegyszeriibb
¢és legstabilabb harmadlagos szerkezet az un. relaxalt korkoros DNS,
mely nincsen hajtogatva, torzios fesziiltségektdl mentes. A relaxalt
DNS ugy jon létre, hogy a duplaszalu, linedris DNS gytiriivé zarodik. A
kromoszoémalis DNS tobb ezerszer nagyobb lehet a sejt méreténél, igy
csak hajtogatva fér bele. Nyilvanvalo, hogy a DNS kicsomagolasa is
csak szakaszosan torténhet. A  klasszikus értelemben  vett
szupertekercselodés soran a DNS Onmagara tekeredik. Ilyen
szupertekercselés a prokaryota sejtek DNS-ére jellemzo. A sejtben
talalhatdé  topoizomerek szdma magas ¢és  valtozékony. A
szupertekercselés termodinamikailag magasabb energiaju allapotot hoz
létre a relaxalt allapothoz képest, igy energetikailag kedvezden hat a
szalelvalaszto  folyamatok, példaul replikdcid, rekombinacid,
transzkripcio lezajlasdra. Ha a relaxalt korkoros B-DNS egy pontjat
rogzitve a DNS-t ettdl tdvolabb jobbra forgatjuk, pozitiv, ha balra

sodorjuk, akkor negativ szupertekercset kapunk. A szerkezet ugy
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rogziil, hogy kettds szaltorés utan, a hélix atflizédik majd ismét
egyesiill. Ezt a szupertekercselési folyamatot a Il-es tipusu
topoizomerdz, a bakteridlis girdz katalizalja. Egyéb topoizomerek is
létrehozhatdk: hurkolt, csomos, katenalt, katenalt és szupertekercselt,
katenalt és csomo6zott DNS.

A bakterialis DNS 6nmagara tekeredik plektonémasan és ily modon
szupertekercselddik, mely kisebb kompaktsagot eredményez, mint az
eukaryotak nukleoszoma fiizérjébol 1étrejovo szolenoid forma. Az
eukaryota DNS-re jellemzO szolenoid abban kiilonbozik a
plektonématdl, hogy a nukleoszéma flizér nem Onmagara tekeredik,
hanem ujabb helikdlis elrendezddésben kondenzalodik, és nagyobb
kompaktsagot eredményez, mint a plektonéma. Lanctorés nélkiili
szupertekercselodés is létrejohet és szupertekercselt DNS szakaszok
jOhetnek 1étre a torzids fesziiltség egyenetlen eloszlasa miatt. A DNS
egyes szakaszainak denaturdlodasa, példaul szalelvalasztd folyamatok
eredményeként a szadl mas pontjain szupertekercselédés johet létre.
Ennek a replikacido szalelvalasztasi fazisaban és a replikacios villa
haladésa soran van jelentésége. Két duplaszali DNS 6nmagéra valo
feltekeredése tetraplex szerkezetet eredményez, pozitiv és negativ
szupertekercseket hozva létre a szal tavolabbi részein.

A DNS harmadlagos szerkezetének valtozéasait a topoizomerazok
katalizaljak a DNS lanc torésével és ujraegyesitésével. Az I-es tipusu
topoizomerdzok egy szélon hasitanak ¢és miikddésiikh6z nem
igényelnek ATP-t, mig a II-es tipusuak mindkét szalon hasitanak és

ATP-igényesek.
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A szupertekercselédés  jelvaltés modellje szerint a pozitiv
szupertekercsek bakterialis giraz altal katalizalt lanctorés €s atflizodés
révén negativ szupertekercsekké alakulnak, ATP igényes folyamatok
soran. A folyamat Iépései: A pozitiv szupertekercselt DNS kettds
lanctoréssel relaxalodik. A torések mentén atflizodik a duplaszalit DNS,
ezaltal negativ szupertekercs jon létre. A negativ szupertekercs
stabilizalodik a lancok tjracgyesiilésével. Ez a modell nem tételezi fel a
szdlak torések mentén torténd elforduldsit és energetikailag
kedvezdtlen az ismétlddd lanctérés és Ujraegyesités miatt. A negativ
szupertekercsel6dés dinamikus rotaciés modellje szerint, a DNS
b.), majd a szilak tovabbi forgatasaval (4.abr. c.-d.) negativ
szupertekercs jon létre. (4.abr. e.) A szupertekercselés a szalak

Ujraegyesitésével ér véget. (4.4br. f.)
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4.3bra: A negativ szupertekercselés dinamikus rotaciés modellje
(Bénfalvi G., 1986)

Ez a modell kevésbé energiaigényes, mert nem tételezi fel a szalak
ciklikus torését és ujraegyesitését.

A ll-es tipusu prokaryota és eukaryota topoizomerazok képesek
katalizalni a katenalast, dekatenalast, csomokotést és oldast a jelvalto

modellnek megfeleld médon.
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Az eukaryota szupertekercs analog: nukleoszéma

Mig a bakteridlis DNS-ben a torzids fesziiltség ardnyos a
szupertekercselés mértékével és a sejt energetikai allapotaval, vagyis
ATP-tartalmaval, addig eukaryotakban a hiszton orséhoz régzitett DNS
torzios fesziiltsége nem additiv mddon izolaloédik. Ezért a DNS
kettésszalat a (H4)2, (H3)2, (H2a)2, (H2b)., hiszton oktetten rogzité H1
hiszton fehérje a feleloés. Az igy létrejové nukleoszoma 11 nm
atmérdjli, magassaga 5,7 nm, a DNS 145 bazisparja 1,8 fordulattal 2,8
nm-es menettdvolsaggal fut korbe rajta. A nukleoszomak kozotti
tavolsagot egy atlag 60 bazispar hosszasagu linker régid hidalja at.

(5.4br.)

5.abra: A nukleoszéma és a H1 hiszton

A prokaryotak és az eukaryotak genomjanak harmadlagos
szerkezetében tapasztalhatd kiilonbségek eltérd  génregulacios
mechanizmusok kifejlodéséhez vezettek. A prokaryota genomban
jelenlévo torzios fesziiltségek a gének kifejezédésének kedveznek, mert

a szal felnyilasa alacsonyabb energiaszintet jelent. Ennek megfeleléen
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a prokaryota informacié atvitelre altalaban a negativ szabalyozas a
jellemz6. Az eukaryota genom, a nukleoszémakban izolalt alacsonyabb
torzios feszililtség miatt inaktivabb, itt a pozitiv regulaci6 dominal. A
torzios fesziiltség mértéke a DNS szintézis sebességét is befolyasolja,
erre  vezethetd vissza a prokaryota ¢és eukaryota DNS szintézis

sebességében mutatkozo jelentds eltérés is.

2. A kromoszomalis szervezodés

A prokaryota nukleoid
Az E. coli mintegy 4 megabézis méretli cirkularis genomja a

Ebben a régioban a DNS mellett RNS-t és fehérjéket mutattak ki.
Autoradiografias vizsgalatokbol kideriilt, hogy a szupertekercselt DNS
a sejt egész ciklusa alatt érintkezik a sejtmembrannal, rogziilési pontja

pedig a replikacids origd.

ORI

‘\\\\\\\‘\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
\\\“ PSS = T AP >
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\\\\
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6.abra: Az E. coli nukleoid régidja (Banfalvi G.)
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Az eukaryota kromoszoma Kialakulasa
Az eukaryota sejtek kromatinjanak fehérjetartalma messze

meghaladja a prokaryota genomhoz asszocialt fehérjék mennyiségét. A
gyongysorszerien megjelend nukleoszoma  flizér képezi a
kromoszomalis szervezddés alapjat. Ez a 11 nm atmérdjii struktira
onmagaban a DNS kompaktsagat hatszorosara noveli. A DNS
kompaktabba valasdban a kovetkezd szint a DNS eredeti hosszahoz
képest negyvenszeres rovidiilést biztositd szolenoid szerkezet, mely a
nukleoszoma fonal spirdlis felcsavarodasaval létrejové kromatin
fonalra jellemzd. A kromatin fonal rendszertelen felcsavarodasaval egy
300 nm atmér6jii bolyhos szerkezet, Gn. bolyhos fonal (folded fibre)
jon létre, 400-800 szoros rovidiilést biztositva ezzel. Az interfazisos
kromatin valosziniileg ilyen, magmatrixhoz kotott bolyhos fonalak altal
alkotott szabalytalan hurkos szerkezet. A bolyhos fonal a nuklearis
matrixra tekeredve és nem-hiszton fehérjékkel asszocialva hozza 1étre a
kormatidakat, kromoszomakat (7. abra.) Egy alternativ kromoszoma
szervezOdési modell szerint a szolenoid szupertekercs plektonémasan
onmagara tekeredve hat hurokbol allé rozettdkat alkot és ujabb
szolenoid szerkezetet létrehozva kondenzalodik kromatida tekerccsé.
(8. abra.)

17



BNES =
T T

T T

......

“
himzton

7. abra. Az eukaryota DNS kromoszomalis szervezédése és replikacidja."
(A) metafazisos kromoszoma, (B) kondenzalt kromoszéma részlet, (C)
kromoszéma hurkok, (D) szolenoid szerkezet, (E) inaktiv nukleoszéma fiizér, (F)
aktiv nukleoszoma fiizér, (G) replikacios villa. ( Banfalvi G. nyoman)
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8. abra. A kromatin kondenzalas rozetta-modellie
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Emésztési kisérletek alapjan a kromoszomak vaza nem-hiszton
fehérjékbdl all, melyhez az emlds replikon méretének megfeleld 35-
100 kilobazis nagysagti hurkokban kapcsolédik a DNS. A DNS-t
eredeti hosszanak tizezred részére hajtogatva az 1400 nm atmérdji
metafazisos kromoszomak tartalmazzak. Az interfazisos kromoszoémak
kiilonbozé régidiban is eltéré a DNS kompaktsaga. A sejtmagon beliil a
heterokromatin kondenzaltabb, mint az eukromatin, tehat a génatiras
ebben a régidban nehezitett, aminek fontos szerepe van a génexpresszid
szabalyozasdban. A kondenzaltsagi fok novekedése (heterokromatin)
teljes kromoszoma inaktivalasat is eredményezheti. Igy példaul az
egyik néi X kromoszoma Barr testté¢ alakul. A kromatin 4llomany
sz¢lsOséges kondenzaldsa valdsul meg a spermiumban is, ahol a hiszton
fehérjék helyett a kisebb molekulatomegli spermin €és spermidin 1ép
kolcsonhatasba a DNS-el. A DNS karositd hatasok endogén és exogén
eredetiick lehetnek. Klasztrogén vagy mutagén hatdsok a gamma
besugarzas, az ultraibolya sugérzéds, kémiai behatasok, az oxidativ
stressz €s a metabolit megvonas. A p53 kozponti szerepet jatszik a
genom integritdsanak megdrzésében, mind a Go — G1 atmenet soran,
mind pedig a G2 — M atmenethez kotott DNS-repair aktivitasanak
szabalyozasaban. (Offer és mtsai, 2001)
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3. A kromatin kondenzalédas vizsgalata

A 30 nm atméréji kromatinszal folotti szervezddés kialakuldsarol
kevés adat all rendelkezésiinkre (Belmont, 2002). Permeabilizalt,
interfazisos sejtek magjan vizsgaltdk a kromatin kondenzalast a
membran regeneracidja mellett (Banfalvi, 1993). A permeabilis sejtek
replikécios koztitermékeit C-5 pozicidoban szubsztitualt pirimidin
analogok felhasznalasaval vizsgaltdk, mivel erre a pozicidéra ugy
helyezheték nagy térkitoltésii csoportok, mint példaul a Hg, hogy a
DNS nagy arkéba épiilve, a DNS polimeraz funkciojat nem korlatozzak
(Dale és mtsai., 1981; Langer és mtsai., 1981; Basnakian és mtsai.,
1989). A biotin beépitése C-5 pozicidoba szintén nem zavarja meg a
replikaciot (Hiriyanna és mtsai.,, 1988; Blow and Watson, 1987),
ugyanakkor inkorporalodik a permeabilis sejtekbe (Hunting és mtsai.,
1985; Nakayasu and Bereznay, 1989). A biotin segitségével
immunfluoreszcens modszerrel lathatévd tehetdk az Ujonnan
szintetizalodott DNS szakaszok (Banfalvi és mtsai. 1989). A
permeabilizalas megforditasaval, membran regeneracioval,
megoOrizhetd a sejtek életképessége és a replikacids gépezet intaktsaga
(Banfalvi és mtsai. 1984). Leirtak, hogy a biotin beépiilése lassitotta a
kromatinallomany kondenzéaldsanak folyamatat, igy alkalmas lehet a
rendszer dinamikajanak pontosabb megfigyelésére. A biotinalt DNS-sel
feldusithatok a kromatin kondenzalas 1épéseire jellemzd koztitermékek

(Banfalvi és mtsai. 1989; Banfalvi, 1993).
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4. A Kkisérleti rendszer elozményei

1. A biotin-11-dUTP beépitése naszcens DNS-be

Vizsgalatainkat kinai horcsdg ovarium sejteken végeztik. A
logaritmikus  fazisban novekedd sejteket reverzibilis modon
permeabilizaltuk. A ujonnan 1étrejové DNS a négy dNTP jelenlétében
szintetizalodott ugy, hogy a dTTP-t kicseréltiik biotin-11-dUTP-re. A
biotin nukleotidok nem zavarjdk meg a DNS replikaciot, de a DNS
nagy arkaba beépiilve hosszi spacer karjuk révén gatoljak a

kondenzalodast, igy a kozti termékek feldusulasat okozzak. (9. abra)
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9. abra: A biotin-11-dUTP beépiilése a DNS szalba
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A biotin immunfluoreszcens jelolésével tettiik lathatova az ujonnan
szintetizalodott DNS — szakaszokat. A nagyfelbontast elutriacioval
nyert szinkronizalt sejtfrakcidok vizsgalata sordn a biotindlast, és az
immunfluoreszcens jelolést elhagytuk, a sejtciklus lelassitasara a
reverzibilis permeabilizalas elégségesnek bizonyult. A sejtmagokat
izolaltuk, majd mechanikai feltarasnak vetettiik ala. Az intermediereket
diaminofenil-indollal (DAPI) valdé DNS festés utan fluoreszcens
mikroszkoppal vizsgaltuk. A rogzitett felvételek elemzése az e célra
altalunk  kifejlesztett Kromatin Image Analizis (CIA) nevii

célszoftverrel tortént.

2. A permeabilizalas hatiasa a sejtmag integritasara

Kontroll kisérletben megvizsgaltuk a permeabilizalas hatasat a

sejtmagokra (10. abra A, B).

10.4abra. Permeabilizalds  hatdisa a  CHO  sejtek
kromatinallomanyara. (A) DAPI-val festett permeabilizalatlan CHO
sejtmagok. (B) DAPI-val festett, permeabilizalt, majd helyreallitott
membranintegritasi CHO sejtek magjai. Vonal: 5 pm
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A kezeletlen sejtekrdl késziilt felvételeken interfazisos magokat
¢és metafazisos kromoszoémakat figyelhetiink meg. (11. dbra A, B).
Egy masik kontroll kisérletben nem regenerdltuk a mag- és a
vezetett. (11. abra C) A kondenzalddas intermedierjei azoknal a
sejtpopulacioknal figyelhetok meg jol, melyeknél a maghartya
regeneracioja nem volt tokéletes. Ezen sejtek magja a 30 cm-rél valod
lecseppentés hatasara felszakadt, lehetévé téve a mikroszkopos

megfigyelést. (11. abra D).

11.abra: (A) Interfazisos magok, (B) metafazisos kromoszémak, (C)
Dezintegralt mag, (D) Felszakadt mag (Banfalvi és mtsai. 1989)



3. A biotin-nukleotid beépiilés hatasa a CHO sejtek
Kkromatinszerkezetére

A membran integritdsanak helyreallitdsa utan a biotinalt DNS a
feltart magbol kiszabadulva dekondenzalt strukturat mutat. (12. 4bra,
A, B, C). A 12. abra D felvételén lathatd két mag koziil az alsd
replikacios fazisban van, mig a felsé replikdcidos nyugalmat mutat. A
biotin nem ¢épiil be metafazisos kromoszomakba pulse-chase labelling
utdn sem, hanem nagy kromatin klaszterek jonnek létre, a kordbbi

megfigyeléseknek megfelelden (Banfalvi és mtsai.1989). Ezért a

késObbi vizsgalatok soran a biotinalt nukleotidok beépitését elhagytuk.

12. abra. Biotinilalas hatasa a CHO sejtek kromatinstrukturajara.
(A) Permeabilizalt, biotinillalt, regeneralt CHO sejtek magja. (B, D)
Permeabilizalt, biotinillalt, regeneralt CHO sejtek magja
immunfluoreszcens amplifikdcié utan. (C) Azonos az elézdekkel,
de a biotinilalast 1 6ras inkubacid kévette 1mM dTTP-vel.

Vonal: 5 um. (Banfalvi és mtsai. 1989)
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III. Eredmények 1.

1. Dekondenzalt kromatin szerkezetek biotinalt CHO
sejtpopulacioban

A biotinalas elhagyasaval nyert mintdkon nem tapasztaltuk a
korai kondenzalasi intermedierek feldusulasat. Megfigyeléseink szerint,
a kondenzalas a magallomany polarizacidjaval kezdddik (13. abra). Az
S-fazisban 1évé sejtek a kromatin allomany kondenzaltsagi fokainak
sz¢éles spektrumat fogjak at. A maganyag polarizacidjaval szférikus
kromatinrészek jelennek meg, mint a kromoszomak elételepei (13. dbra
A, B, C, F, G, 0). A dekondenzalt DNS, bolyhos, fatyolszerii
struktardkat alkot (13. abra D, O, P, Q), melyek egy lemezszerii
magképlet kialakuldsat eredményezik (13. abra D, J, K, L, M, N, P). A
maganyag szalagszerli szerkezetet vehet fel, mely az elongalt

prekromoszomak kiindulasi alapja lehet (13. dbra Q).

[}
&

13. abra. Dekondenzalt kromatin szerkezetek
biotinilalt CHO sejtpopulécioban. Vonal: 5 pm

-
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2. Globularis, szupertekercselt, fibrozus, szalagszeri kromatin
szerkezetek biotinalt CHO sejtpopulacioban.

A kondenzalodd kromatin a fatyolszerkezet tekercselddésével
fokozatosan atalakul a globularis szervezédési szinten at az elongalt
kromoszomak fel¢ (14. abra). A dekondenzaltabb szférikus kromatin
testek (14. abra A-D), egyre kompaktabb korkoros és fibrozus alakot
Oltenek (14. abra D-E). A megfigyelheté szupertekercsek és kromatin
testek, feltehetden az interfazisos kromoszomaékat reprezentaljak. A
magrégid egyes részei ebben a stadiumban is dekondenzaltak (14. abra
F). A globularis testek kiilonb6z6 hosszusagu, és vastagsagu, egyre
kompaktabb struktrdkon 4t (14. abra D, E), alakulnak elongalt
kromoszomakka (14. éabra E-G). Az elongalt pre-kromoszomak

valosziniileg tovabbi hajtogatddas, és fehérjebeéplilés révén érik el a a

metafazisos kromoszoma allapotot (14. abra H).

14. abra. Globularis, szupertekercselt, ﬁbrézus, szalagszerli kromatin
szerkezetek biotinalt CHO sejtpopulacioban. Vonal: 5 um
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3. Kromatin kondenzalas biotinalatlan, szinkronizalt CHO
sejtpopulacioban

A biotin-nukleotidok a korai kondenzacids koztitermékek
feldGisulasa révén teszik lehet6vé a kromatinszerkezet vizsgalatat.
Szinkronizalt sejtpopulacidban azonban vizsgalhatok az intermedierek
biotinalas nélkiil is, ezaltal a replikaci6 €s kondenzalds megzavardsa
nélkiil figyelhetjik meg a folyamatot. Biotindlatlan, szinkronizalt
sejtpopulaciokon veégzett fluoreszcen mikroszkopos vizsgalataink soran
a szinkronizalt sejtfrakciokban rendszeresen megfigyelt, fizikai
behatasok altal nem deformalt koztiformdkat irtuk le. Ellendramu
centrifugalis elutriacid soran nyolc sejtfrakciot gyhjtottiink. A frakciok
sejtciklusban elfoglalt helyét az 4atlagos sejt- €s magméret, a

magatmérod, és a C-érték alapjan hataroztuk meg (1. tdblazat).

Frakcié | Aralmasi | Sejtszam | Sejttérfogat Atlagos Atlagos Atlagos
szam sebesség (x 109) (f magtérfogat | magatméré | C-érték
(ml/min) (f) (nm)

1 13.5 2.2 770 n/a n/a 2.02
2 19 3.51 836 190 6.8 2.21
3 24 12.83 988 230 7.2 2.55
4 30 17.87 1119 250 7.6 2.76
5 36 23.57 1268 280 8.0 2.98
6 41 14.08 1498 335 8.5 3.28
7 47 9.12 2004 470 9.9 3.72
8 52 3.14 2618 530 10.3 3.99

Kontroll 9.15 1231 265 7.9

1. Tablazat. Szinkronizalt sejtpopuliciok tulajdonsagai.

Elutrialt sejtek szima: 9.7 x 107 (100 %)

Elutrialédott sejtek szama: 8.6 x 107 (89 %)

Sejtveszteség az eljaras soran: 1.1 x 107 (11 %)
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A sejtciklus  paramétereit aramlasi citometrias vizsgalattal
hataroztuk meg, mely a sejtpopulaciok  szinkronizalasanak
kontrolljaként is szolgalt (15. abra A-C). Ugyanigy vizsgaltuk a
sejtpermeabilizalas, és a membran helyreallitas apoptdzis indukald
hatdsat. Azt tapasztaltuk, hogy minden frakcidban 5 % alatt maradt az

apoptotikus rata (15. abra D), a kezeletlen populaciokhoz hasonldan.
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15.4abra. A szinkronizalt sejtfrakciok (E1-E8) 4ramlasi cytomertias
jellemzése. (A) DNS-tartalom, (B) sejtmagméret, (C) Sejtméret és
sejttérfogat (D) Apoptdzis az egyes frakciokban. Ap: apoptotikus sejtek.
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4. Korai S-fazisban szinkronizalt sejtek dekondenzalt
kromatin formai (2.0 — 2.5 C)

A 2. frakcid sejtjei a korai S-fazisban (2.21 C-érték), erdsen
dekondenzalt kromatin alloméannyal rendelkeznek (16. abra bal panel).
Kromatinszerkezetiikre a bolyhos, fatyolszeri formdk jellemzdéek. A
elutridlas 3. frakcidjaban (2.55C) a kromatin polarizacidja figyelhetd
meg (16. abra jobb panel A-D), hasonl6an a biotinalt sejtekhez. Ebben
a frakcioban mar megfigyelhetd bizonyos foku szupertekercselddés is

(16. abra jobb panel E-H).

2. frakcio 3. frakcio

16. abra. Elutridcioval szinkronizalt CHO sejtek,
2.-3. elutriacios frakcio (2.0 — 2.5 C). Vonal: 5 um
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5. Korai és kozépso6 S-fazisban szinkronizalt sejtek atmeneti
kromatin formai (2.5 -3.0 C)

A 4. frakcio korai-k6zép S fazisban (2.76C) 1évo sejtjeinek
magjaban megfigyelhetd, amint a fatyolszerii kromatin fokozatosan
szupertekercselt hurkokat alkot (17. abra bal panel A-E). Koriilbeliil
300 nm vastag, eukromatinhoz hasonl6, fonalak jelennek meg (17. dbra
bal panel G-H). Az 5. frakcioban (2.98C) a fibrozus szerkezetek tovabb
kondenzalodnak szalagos struktirakka (17. abra jobb panel A-F). A
kondenzalas jol megfigyelhetd a 17. abra jobb panel G felvételén.

4. frakcid 5. frakcia

17. abra. Elutriacidval szinkronizalt CHO sejtek, 4.-5. elutriacids frakcio
(2.5-3.0 C). Bal panel (H (a-c)) és nyilak: eltér6é kondenzaltsaga
kromatinrészek folytonos szalon beliil. Vonal: 5 um
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6. Prekromoszémak linearis elrendezédése szinkronizalt CHO
sejtekben (3.0-3.5C)

A 6. frakcioban linearis elrendezddésti kromatin strukturakat
talalunk (18. abra). Gyakran linearis kromatinszalhoz, mint gerinchez
asszocialodott dekondenzalt kromoszomak figyelhetk meg (18. abra
A, D). Az ¢l6z6 frakcioban észlelt kondenzacidés dinamika itt is
megjelenik a kromatinszal végein (18. abra A). A 18. dbra B felvételén
megfigyelhetd hosszii kromatinszal gerincét vonallal jeloltik, mig
végeit az elemzés soran két korrel jeleztiink (18. abra C). A hurkok
mellett nem taldlunk elkiilonithetd kromoszomakat, ami egybevag azon
megfigyelésiinkkel, miszerint a kromatinszal kontinuitdsa egészen az

elongalt prekromoszomalis stadiumig fennmarad (18. abra E).

18. abra. Elutriacidval szinkronizalt CHO sejtek, 6. elutriacios frakcid (3.0 —
3.5 C). Vonal: 5 um
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7. Korai kromoszoma formak megjelenése szinkronizalt CHO
sejtekben (3.5-4.0 C)

A kés6i S fazisban (7. frakcio, 3.72C) lathatova valnak a
kromoszomak ivesen, korkorosen elrendez6dott csoportjai( 19. abra bal
panel). Ekkor mar kiilonallé kromoszomak is megfigyelhetok (19. abra
bal panel E, G, H). Az utols6 szinkronizalt populacidéban (8. frakcid, C
3.98), mely az S-fazis végét, G2 fazist és a metafazist IS reprezentalja
kompakt, de még nem teljesen kondenzalt kromoszomak (19. 4bra jobb
panel) mellett, metafazisos kromoszomék (19. 4bra jobb panel H) is
megjelennek (19. abra jobb panel E-G). A linedris elrendez6dés még a

metafazisos kromoszoémaknal is megfigyelhetd (19. dbra J).

7. frakcia 8. frakcia
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Fraction 8

19. abra. Elutridcidval szinkronizalt CHO sejtek, 7.-8. elutriacios
frakcio (3.5 — 4.0 C). Vonal: 5 um

8. Kromatin image analizis

A 7. frakcionak (3.72C) egy DAPI-val festett sejtmagjan

mutatjuk be, az intermedierek digitdlis analizisét (20. &bra). A kép




intenzitastartomanyabol kalkulalt intenzitasi maszk illesztése tobb
Iépésben tortént (20. abra B-F). Az intenzitasi spektrum elemzését az
egyes  kromoszomakra  jellemzd  hisztogramm  tartomanyok
kétdimenzids egymasra vetitésével valositottuk meg. Az igy kapott
intenzitasi térkép altal mutatott maximumok szama megegyezett a
CHO sejtek kromoszomaszamaval. A kromoszoémak méret szerinti
elkiilonitése révén feltérképezhetdvé valt a kromoszomak kapcsolodasi
sorrendje ezen korai stddiumban (20. ébra F).

20. abra. 7. frakcio (3.72C) DAPI-val festett sejtmag digitalis
analizisének 1épései. Vonal: 5 um

9. Morfoldgiai valtozasok a kromatin kondenzalas soran

A korai dekondenzalt formak vatta-szerlien 6nmagukra tekeredd
szalai, a folyamat eldrehaladtdval fatyolszer struktirava szervezddnek,
melyek egy kozéprdl kondenzalodo fonal alaku atmeneti stadium utdn
gombformaju kromatin testekké allnak 6ssze. Ezek a kromatin testek a
tovabbi kondenzalds soran patko6 alakot vesznek fel. A folyamat végén
a patk6 alak kiegyenesedik ¢és megjelennek a metafazisos
kromoszémak.

Megfigyelhetd, hogy a biotin altal megakasztott kondenzalas
gyakran okozza a sejtek kondenzacids polaritasat. Az eldrehaladott
stddiumban 1évd kondenzécios alakok mellett is megfigyelhetok laza
vagy a kondenzalodas kezdeti stadiumdban 1évé formék ugyanazon
sejtmagban. Ez alatdmaszthatja azon feltételezést, miszerint az egyes

kromoszomak kialakuldsa nem azonos idében zajlik.
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IV. Eredmények 2.

1. Genotoxikus hatasok vizsgalata a kromatinallomany
szervezodésére

A genotoxikus agensek a kromatinallomany fizikokémiai
sebezhetdségének fiiggvényében fejtik ki destruktiv hatasukat. A DNS
replikécidja, és a kromatin kondenzaldsa sordn az Orokitdanyag
sériilékenyebb. Mivel a gamma — sugarzas genotoxicitasa régota ismert,
feltételeztiik kormatinkondenzalast befolydsolo szerepét is. A CHO
sejtek kromatinallomanyéanak vizsgéalatanal alkalmazott nagyfelbontas
elutriacids sejtszinkronizacidval kovettiik a gamma-besugarzas hatasat
egeér preB-MS sejttenyészeten.

Az irodalmi elézmények alapjan elsésorban apoptotikus testek
megjelenését vartuk gamma besugarzds hatdsara, bar a folyamat

interfazisos stadiumai kevéssé ismertek.
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2. A sejtmembran regeneracidja permeabilizalas utan

A sejtek életképességét tripankék vizsgalattal és 3H-timidin
inkorporacié méréssel vizsgaltuk.

Mind a besugarzott (O), mind a kezeletlen (A) sejtek timidin
inkorporacios rataja lelassult 4 oraval a regeneracio kezdete utan, mig a

permeabilizalatlan, kontroll sejteké (m) konstans maradkt.
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21. abra. 3H-timidin inkorporacio alakulisa a membran regeneralodasa
soran.
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3. Az szinkronizalt egér preB sejtfrakcidk flow -
citometrias jellemzése

Az elutriacios szinkronizalds sordn 13 frakcidt gyljtottiink.
Besugarzas el6tt €s utan aramlasi citometrias vizsgalatnak vetettiik ald
az elutrialt sejtpopulaciokat (22. abra). A G0-G1 fazishoz tartoz6 1.-2.
frakciokban ¢és a korai S fazishoz tartozo 3.-6. frakciokban csokkent,
mig a korai k6zéps6 S fazishoz tartozé 7.-8. frakcioban és a k6zépso S-
tazishoz tartozd 11.-12. frakcidban nétt besugarzas hatisara a sejtszdm
(22. abra A). A sejtek és sejtmagok térfogata besugarzas hatasara
minden frakcidoban nétt (22. abra B-C).

Sejtszam (x 107)

Sejttérfogat (f1)

Magtérfogat (f1)

2 4 6 8 10 12 Kontroll

Frakci6 szam
22. abra. Gamma besugarzas hatasa az egyes frakciok (A) sejtszdmara, (B)
sejttérfogatara és (C) magtérfogatara. (sotét 0oszlopok) kezeletlen sejtek,
(sziirke oszlopok) besugarzott sejtek.
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4. Korai S-fazis blokkolas gamma-besugarzas hatasara

Az elutrialt sejtek kétharmadat ad6 1.-6. frakcioban a korai S —
fazis sejtjei dominaltak, mig a maradek a k6zépso S-fazis és az M fazis
kozotti sejteket tartalmazta. A besugarzatlan sejtek citometrias profilja
a DNS tartalom fokozatos novekedését mutatja 2.03-t6l 3.86 C értékig
(23. abra A). A 400 R gamma-besugarzasnak kitett sejtek DNS tartalma
kétfazisti eloszlast mutat, mely a magéllomany heterogenitasara utal
minden besugarzott populdcidoban (23. abra B). A besugarzott sejtek
minden frakci6jaban alacsonyabb DNS tartalmat mértiink, mint a
besugarzatlan  sejtek  megfeleld frakcioiban. A besugarzott

populéciékban a DNS tartalom novekedése a 8. frakcional megall.

C valus
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23. abra. Gamma —besugarzas hatasa a sejtfrakciok DNS tartalmara. A kezeletlen sejtek (A)
és a besugarzott sejtek (B) sejtciklusmintdzata az elutrialt frakciokban. A (C) oszlop az
atfedo régiokat mutatja.
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5. A besugarzatlan sejtek kromatin morfolégiaja

A besugarzatlan egér preB sejtek alapvetéen a CHO sejteknél
felismert koztiformakat prezentaljdk. A kondenzalds lépései ennél a
sejttipusnal is a fatyolszer( struktaraktol a polarizacios stddiumon at az
elongalt prekromoszoma  szerkezetig, majd a  metafazisos

kromoszomakig terjedd intermedierekkel jellemezhetok (24.-25. abra).

24. abra. A kromatin kondenzalas intermedierjei kezeletlen sejtekben.

Megfigyelt szerkezetek: (A) 4. frakeié (2.19 C) csavart fatyol, (B) 6. fr. (2.57 C)
kromatin testek, szupertekercselt hurkok, (C) 7. fr. (3.04) linearisan kapcsolt
szupertekercselt hurkok, (D) 8. fr. (3.26) prekondenzalt kromoszomak, (E) 9. fr. (3.51)
megnyult, U- és L- alakia prekromoszomak, (F) 10. fr. (3.66) patko alaka kondenzalt
prekromoszémak.

Roviditések: CS:kromoszoma kezdemény, LP: csavart fatyol, SL: szupertekercselt
hurok, PC: prekondenzalt kromoszéma, UEC: U- alaku elongalt kromoszéma, LEC:
hurkos elongalt kromoszéma, UCC: U-alaku kondenzalt kromoszéma. Vonal= Spm
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25. abra. A kromatin kondenzalas jellegzetes intermedierjei kezeletlen egér
pre-B M8 sejtekben.

(A) 2. fr. (2.0 C) CV: kromatin fatyol

(B) 3. fr. (2.03 C) CF: kromatin szalak

(C) 4. fr. (2.19 C) LC: kromatin hurok

(D) 5. fr. (2.34 C) CS: kromatin testek,

(E) 6. fr. (2.57 C) SC: szupertekercselt kromatin

(F) 7. fr. (3.04 C) CR: kromatin szalag

(G) 9. fr. (3.51 C) EC: elongalt prekromoszomak

(H) 11. fr. (3.86 C) UC: U-alakban hajlott prekromoszémak.
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6. Apoptotikus valtozasok a kromatinszerkezetben gamma-
besugarzas hatasara

A fluoreszcens felvételek szerint a gamma-besugarzas hatasara a
kromatin kondenzalas az S fazisban zavart szenved. Sejtciklusfiiggd
szamban jelennek meg apoptotikus testek (26. abra), melyek a korai S-
fazisban szamos apré kromatinrogként lathatoak a sejtmagban (26. abra
A, B, C)). A kromatin kondenzalas retardacidja mellett, a DNS tartalom
novekedésének lassuldsa is megfigyelhetd a 4.-7. frakcidkban. Kisebb
karosodas figyelhet6 meg a 8.-11. frakciokban. A kozépsd S-fazis
sejtjeiben megfigyelhetd az eltérd stddiumokat jellemzd intermedierek
egylittes megjelenése (27. abra). A sejtmagallomany polarizaltsaganak
fennmaradéasa mellett fibrozus struktirdk el6fordulasa gyakori (27. dbra
A-C). Prekondenzalt kromoszémdk korai fibrézus szerkezetek mellett
figyelhetok meg (27. abra D-F). A kolhicinnel (Colcemid) torténd
metafazisos blokk elhagydsaval végzett vizsgdlatok sordn azt
tapasztaltuk, hogy a sejtciklus eldrehaladtaval a besugarzas hatasara
képzo6dott apoptotikus testek szdma csokkent, ugyanakkor méretiik nott
(28. abra). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a besugarzas genotoxikus

hatdsdban fontos szerepe van a kromatinadllomany kompaktsaganak és a

crer
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26. abra. 400 rad gamma-besugarzas hatasa a kondenzalas intermedierjeinek
morfologiajara.(A — C) Apoptotikus testek a 4.,5.,6. frakciobol.(D) Fibrozus
kromatinhal6zat a 7. frakciobodl.(E — F) Inkomplett atmeneti formék a
fibrozus kromatin és a prekondenzalt kromoszomak kozott a 8. — 9.
frakciobol.Vonal= Sum
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27. abra. Fibrozus kromatinszerkezetek akkumulacidja gamma-besugérzott
sejtekben a kozépso S-fazisban. (8. frakcid)

(A - C) Fibrozus struktarak polarizalt kondenzacios régiokkal.

(D, E) Fibrozus szerkezetek, U-alakt prekondenzalt kromoszomakkal

(F) Fibrozus struktira néhany torz prekondenzalt kromoszomaval.

Vonal= 5um
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28. abra. Gamma- besugarzas hatdsa a kromatin kondenzélasra , a
metafazisos blokk elhagyasaval. (A — D) 3. fr. — 4. fr., (E—H) 5. fr. — 6. fr.,
(J, K) 7. fr., (L, M) 8. fr., (N, O) 9. fr,, (P, Q) 10. fr., (R, S) 11. fr. Heterogén,

cre

(T, V) 12. fr., Vonal= Sum
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V. Eredmények 3.

1. A kromatin kondenzalas intermedierjei négy emlosfaj
sejttenyészetében

A kromatin kondenzalas intermedierjeinek vizsgalatat
elvégeztiik négy emldsfaj sejttenyészetében. Az Indian muntjac
sejtkultira, Chinese hamster ovary sejtkultira, Egér pre-B M8
sejtkultira, K 562 human erytroleukémia sejtkultura, parhuzamosan
elutridlt frakcidit hasonlitottuk dssze.( Az elsd frakcio a
tenyésztéfolyadékbol szdrmazo szennyezddések €s sejttoredékek miatt
nem keriilt értékelésre.)

A G1/G0 fazisban levo sejtek kromatin allomanya még
nagyrészt dekondenzalt, mikroszkdposan felh6-, vagy fatyolszeri képet
ad.

A korai S-fazis sejtjeiben a kromatin szerkezet kondenzaltsaga
heterogén, még azonos sejtmagon beliil is, mert a replikédcidoban éppen
résztvevo allomany fellazult.

Korai és kdzéps6 S-fazisban levo sejtek magjaban Osszecsavart,
szalagszerli kromatin fonalak figyelhet0k meg, melyek mikroszkoppal
¢lesen  abrazolédd  strukturak, ezen sejtmagok némelyikében
kromoszoma kezdemények mar kivehetdek.

A Kozépso, illetve késéi S-fazisban 1évé sejtmagokban a
kondenzalodas elérehaladott allapotban van, a sejtmag szinte teljes

egészére kiterjedt.
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A késOi S-fazis sejtjeinek magjaban jellemzdek az 0nallo,
gylrilis, kondenzalodd kromatin struktirdk, mint a késobb kialakulo
kromoszdémak eldhirnokei.

Kés6i S-fazist és G-fazisu sejtek alkotjak a legheterogénebb
frakciot, melyben kiilonb6z6 kondenzéaltsagh, de mar -elkiiloniilo
kromoszomak figyelhetok meg.

Az M és a késo1 S-fazisu sejtekben felkoriv mentén rendezddott
kromoszomafonalak, illetve azokban a sejtekben, melyek elérik a

metafazist, teljesen kondenzalt kromoszomak is megfigyelhetok.
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V1. Anyagok és modszerek

Reagensek, pufferek, tapoldatok:

A 2,6-diamino-2-phenylindol (DAPI) a Braunschweig Chemie
terméke. A dextran T-150 a Pharmacia, a colcemid a Boehringer, a biotin-11-
dUTP és a tobbi nukleotid illetve a 1,4-diazobicyklo-(2,2,2)-oktan Sigma
gyartmany. Az izotonias puffer 140mM szacharéz, 60mM KCl, 10mM
Hepes, pH 7.4, 5 mM KPO4, pH 7.4, 5 mM MgClz, 0.5 mM CacCly,
Osszetételi volt.

Az antifade médium komponensei: 1,4-diazobiciklo-(2,2,2)-oktan
(90% wiw), 20 mM Tris-Cl, pH 8.0, 0.02% natrium-azid és 25 ng/ml DAPI a
kék fluoreszcens festéshez.

A permeabilizalashoz hasznalt hipotonids puffer Osszetevéi: 9 mM
Hepes, pH 7.8, 5.8 mM ditiotreitol, 4.5 % dextran T-150, | mM EGTA és 4.5
mM MgCla.

Az F-12 tapoldat és a borjusavo GIBCO termékek.

Modszerek:

Sejtvonalak, sejttenyésztés

A kinai horcség ovarium sejteket (CHO-K1, ATCC#CCL61) F-12

médiumban tenyésztettiik letapad6 kultura forméjaban.

A sejteket 10%-os hokezelt foetalis borjusavoval (FBS) dusitott 20ml

F-12 Ham médiumban készitettiik el6 a szinkronizalashoz.
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. A sejteket 24 oraval a szinkronizacio eldtt passzaltuk.

Szinkronizacid eldtt a sejteket kétszer reszuszpendaltuk (1% FBS-t

tartalmazo F-12-es médiumban)

Sejtfrakcionalas elutrialo rotorral

Az elutrialas olyan centrifuga rotorral torténik, melyben a sejtek egy a
centrifugalis erdvel ellentétes irdnyll folyadékaramlas hatasara méret szerint
szeparalodnak, majd az elfolyé dgon méret szerint frakcionalva gytijthetok

Ossze. (11. abra)

Centrifugalis erd _ Ellenaramlas

1. A szuszpenzib beinjektdlasa 2. AfolyadSkellenarammal 3. A nyomasnGvekedessel
egyenstlyltartoszedimentacio megindul az elutriacio

31.abra. Az elutrial6 kamra mukodési elve

2,0 -2,5x 108 sejtet toltottlink 10 ml/perces pumpasebességgel
elutrialo rotorral ellatott J2-21 centrifugdba (Beckman Instruments, Palo
Alto, CA, USA), mely JE-5,0 tipusu szeparalo kamraval (Beckman
Instruments) volt felszerelve. A rendszer Sanderson elutriald kamraval
(Beckman Instruments, Inc.) és egy MasterFlex (Cole-Palmer Instruments)

perisztaltikus pumpaval volt elldtva. A perisztaltikus pumpat 70%-0S
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etanollal sterilizaltuk. Az elutrialdas 20C%-on 1%-0s FBS-t tartalmaz6 F-12
médiummal tortént. Az elutridlassal 8 sejtfrakciot nyertiink, melyeket
egyenként rutinszeriien flow-cytométerrel ellendriztiink. A szétvalasztast
kovetden a sejteket PBS-ben atmostuk, Coulter multisizerrel szamoltuk és
10%-0s FCS-t tartalmazd F-12-ben szuszpendaltuk, majd 37 °C-on 2-4 6ran
at inkubaltuk. A sejtek nagysagat Coulter Channelizer-rel ellendriztiik,

¢letképességiiket Biirker-kamraban tripankék festéssel vizsgaltuk.

A szinkronizalas flow-citometrias ellendrzése

A sejteket megfestettiik 0,1 M ammonium-citrat és 50 pg/ml propidium-jodid

(Sigma) oldataval 15 percig 0C%-on, majd egyenld térfogata 70%-0s metanol
hozzaadasaval fixaltuk. A megfestett sejteket FACS scan flow cytométerrel
(Beckton Dickinson) vizsgaltuk. A mérésekhez a CellQuest szoftvert

(Beckton Dickinson) hasznaltuk.

Permeabilizalas

Szinkronizalas utdn a sejteket centrifugalassal tlepitettiik. A sejteket
(2x10%) kiméletes razatassal reszuszpendaltuk 200 pl permeabilizald
pufferben 0 °C-on 15 percig. A permeabilizalas soran a sejteket a pufferhez
adott 4.5 % (w/w) dextran T-150 védte meg a dezintegraciotol. A sejtek 95%-

a 15 percen beliil felvette a tripankéket.
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Sejtek regeneralasa

Permeabilizalas utan in vitro DNS szintézist hajtottunk végre a
sejtekben a 4 nukleozid trifoszfat jelenlétében. A TTP-t biotin-11-dUTP-vel
helyettesitettiik az inkubalé pufferben. A permedbilis sejteket 200ul
permeabilizalé pufferben tartalmazod csdveket folyamatos rdzatas mellett
fokozatosan 10 ml-re egészitettik ki 10 % FBS-t tartalmazo F-12
médiummal. A sejteket ezutin 37 °C-on 5% széndioxid és 95% relativ
nedvesség tartalmii Assab T-304 inkubdtorban tartottuk. A  sejt
regeneralodast bizonyitotta, hogy a sejtek 3 oran beliil képesek voltak a
tripankéket kizarni. A permeabilizalatlan kontroll sejtek 5 %-a pusztult el a

procedura soran.

Sejtmagok preparalasa

2 x 106 darab sejtet 37 °C —on 3 6ran at inkubaltunk tapfolyadékban a
permeabilizalas utan magas (10%) foetalis borjii szérum koncentracid
mellett, regeneralas céljabol, majd metafazisos blokkot alkalmaztunk 0,1
ng/ml Colcemid-el torténd kezeléssel. Tovabbi két 6ra 37 °C-os inkubacio és
tripszines kezelés utan a sejteket PBS-el mostuk. Ezutan 37 °C-on 10 percig
10 ml duzzaszté pufferrel ( 50 mM KCI, 10 mM MgSO4 , 3 mM ditiotreitol
é¢s 5 mM NaPOs, pH 8.0 ) kezeltik Oket. A duzzasztdo puffert
centrifugéléassal (500g, 8 perc) tavolitottuk el. A magizolalés

20x térfogatu jégecet: metanol (1:3) elegy lassi hozzéadasaval
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tortént. A sejtmagokat ezzel a fixdldszerrel mostuk kétszer,

majd 2 ml fixalé elegyben vettiik fel.

A sejtmag preparatum targylemezre valo felvitele
koriilbeliil 30 cm magasrol vald lecseppentéssel tortént. A
lemezeket levegdn szaritottuk, majd szobahdmérsékleten ¢&jjel
allni hagytuk. PBS-sel torténd lemosast kovetden 70%-tol

100%-ig felszallo alkoholsorban dehidrataltuk a lemezeket.

Kromatin strukturak fluoreszcens mikroszkopos vizsgalata

A dehidratalt, majd levegdn szdritott targylemezeket 35 pl antifade
médium felvitele utdn 24 x 50 mm-es fed6lemezekkel takartuk le. A DAPI-
val ilyen modon festett lemezeket ezutan Dialux 20 (Leitz) fluoreszcens

mikroszkoppal vizsgéltuk.
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Kromatinszerkezet haromdimenzidos megjelenitése

A kromatin  kondenzalas  intermedierjeinek  fluoreszcens

mikroszképpal torténd vizsgalata nagy mennyiségli felvétel gyors
morfologiai elemzését teszi szilikségess€, ezért a folyamatot célszeri
bizonyos szinten automatizalni.
A szamitastechnika fejlédésével mind tobb laboratoriumban szamitégéphez
kapcsolt mikroszkdpkamerak valtjak fol a fotéapparatust. A nagyfelbontasu
CCD egységek elterjedésével egyre jobb mindségli felvételek készithetdk
rovid id6 alatt. A jelenlegi képfeldolgoz6é moddszerekkel nehezen kezelhetd
felvételek elemzésében az ember kulcsszerepet jatszik. A szadmitdégépek
szempontjabol adathalmazként megjelend felvételek azonban tartalmaznak a
kutatd szamara nehezen elkiilonithetd részleteket, melyeket célszerli
szemléletessé tenni.

Szoftveriinket a kromoszoma kondenzalodas intermediereit abrazold
felvételeken fejlesztettiik ki. A digitalis elemzés ilyen esetben nehéz, mert
ritkdk a tipizalhatd, betanithatd formak. A nehezen standardizalhato
képtartalom miatt adott felvételhez dinamikusan illeszthetd, ugyanakkor
konnyen kezelhetd human interfész kialakitasat lattuk célszerlinek.

A CCD kameraval digitalizalt mikroszkopos képet a szamitogép
voros, zold és kék szinek arnyalataiként tarolja. A médium altal kibocsatott
fény karakterisztikdjanak megfeleld vords, zold és kék beallitasokkal
eléallitjuk a fényintenzitds monokrom mintazatat. Az igy nyert adathalmaz
harom, szamunkra fontos paramétert tartalmaz. Az elsé kettd a képpont x és y
koordinatdi, a harmadik pedig a képponthoz tartozdé 0 és 256 kozotti
fényintenzitasi érték. A feldolgozés elsdé 1épésében a program elkiiloniti a
felvétel informaciot hordozé teriileteit. A tovabbi miiveletek mar ezen az

optimalizalt adatbazison torténnek. Az eltérd intenzitasi képpontokhoz
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egyéni vagy beépitett szinskaldkat rendelhetiink. Az igy nyert kép alkalmas
kvalitativ és kvantitativ értékelésre egyarant. Az intenzitdsi adatokat
megfeleltetjik egy virtudlis tér z koordindtainak is, Ilétrehozva egy
haromdimenzidés modellt. Az objektum ezutdin mar tetszéleges nézetbol
vizsgélhatd, megvilagithato, részletei kiemelhetéek. A monokrém modellre
rafeszithetjiik a kivalasztott szinskalat (32. abra). A folyamat a mikroszkdpos
munkdval parhuzamosan, valdés idében is futtathatd. Az elmentett
haromdimenzids objektumok tartalmazzak sajat megjelenité algoritmusukat,
igy a programtol fiiggetleniil is felhasznalhatok. A program illeszthetd
hangfelismerd alkalmazasokhoz, ezaltal szoban is vezérelheto.

A szoftver fejlesztéi kornyezete PC-s platformon Borland Delphi®
programnyelv, illetve DirectX® 8a utasitaskészlet. A szoftver Microsoft®
Windows® 9x és NT alatt fut DirextX8a mellett.

Minimalis rendszerkovetelmények:

CPU: AMD® Duron® 750MHz (900MHz ajanlott)

Memoria: 256MDb

Videokartya: 1024 x 768 16Mb Direct3D tadmogatassal (32Mb ajanlott)
Merevlemez: 200Mb

Hangkéartya: SB 16 kompatibilis (opcionalis)

Dinamikus- vagy kondenzatormikrofon (opcionalis)
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32.abra. A kromatinszerkezet haromdimenzios megjelentése

nitése

A mikroszkopkamerdk felbontdsdnak javuldsaval a nagyfelbontdsu

képek valosidejii feldolgozasa nehézkessé valt. Gyakran egyetlen

szamitogép kapacitasa nem elegendd arra, hogy a kutatonak valos idejii

informaciot szolgaltasson a vizsgalt objektumrol. Ezért fejlesztjiik a

tobb szamitogép szabad kapacitasat halozaton keresztiil kihasznalo
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Distributed Remote Image Processing rendszeriinket, mely a CIA2.5
szoftver jelentdsen atdolgozott, halozati verzidja. Alkalmazasaval a
koltséges szamitastechnikai teljesitmény megvasarldsa helyett a
tavolabb rendelkezésre 4ll6 szamitogépek szabad ilizemidejét

hasznaljuk az adatok valos idében torténd feldolgozasara (33. abra).

Nagy stamitasgenyu feadatnd elvegrese

A,

HMely! MR ToSIEND Mepe Tarolt tped, hopsoruzaton
v 3
- o emme 2l

) emenln MegIeienkes anaghy ) €3 DO A0S elil bassl

Iy r

St ast veg2l ahierses

33. abra. Megosztott eréforrasokat hasznalo, valos idejii képfeldolgozas
(DRIP) kromatinszerkezet vizsgalatahoz

55



VIIL. Osszegzés

Korabbi megfigyelések alapjan (Banfalvi ¢és mtsai.1989,
Banfalvi, 1993), a biotin-nukleotid beépiilés a DNS-be akadalyozza a
kromatin kondenzaciét. Mivel metafazisos kromoszoméakban nem
sikeriilt biotin jelolést megfigyelni, feltételezheté volt, hogy a
biotinalds a korai kondenzacids termékek stadiumdban allitja meg a
folyamatot. Vizsgalatainkat ezért a permeabilizalas altal biztositott
lehetdségekre alapozva, a biotinalt nukleotidok replikacio alatt vald
sejtbejuttatasdval végeztiik. Exponencidlisan ndovekvd sejttenyészetek
hasznalataval biztositottuk, hogy a sejtek tobbsége S — fazisban legyen
a kezelés soran. Ezaltal a dekondenzalt DNS-dllomanyba tudtuk a
biotin-nukleotidot inkorporalni. A membranintegritas helyreallitasaval
a koztitermékek vizsgalhatova valtak.

Eredményeink megerdsitették, miszerint a biotin-11-dUTP
DNS-lancba vald beépiilése a kondenzacids koztitermékek feldtisulasat
okozza. A sejtmagok fluoreszcens mikroszkopos vizsgéalata soran
szamos atmeneti formaval jellemezhetd hajtogatdodasi dinamikat
figyeltiink meg: a dekondenzalt fatyolszerli szerkezetek a kondenzalas
eldrehaladtaval szalagszerkezetet vettek fel, majd globularis és fibroézus
struktardk alakultak ki. A globularis és fibrézus szerkezetek jelenlétét
nagyfelbontasi  scanning elektronmikroszkopos  vizsgalatok s
megerodsitették (Iwano és mtsai. 1997).

Mivel a biotinalas megakasztja a kondenzalast a fibrozus

stadiumban, nagyfelbontast centrifugalis elutriacioval, biotinbeépités
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nélkiil vizsgaltuk a koztiformakat tovabbi munkank soran. Kisérleteink
megerdsitették a biotinnal végzett vizsgalataink eredményét, és tovabbi
intermedierek vizsgalatat is lehetdvé tették. Az igy felfedezett atmeneti
formak vizsgalata soran felvetddott, hogy a megfigyelt globularis
szerkezetek a metafazisos kromoszomak interfazisos megfelel6i
lehetnek. A globularis szerkezetek fokozatosan kromatinhurkokka
kondenzalodnak, majd a folyamat eldrehaladtaval korkorosen
elhelyezkedd patkd alaktl struktdrdkon at linedris elrendezddési
elongalt prekromoszomakat alkotnak. Az elongalt kromoszomak a
rovidebb metafazisos kromoszomak dekondenzéltabb formai.

A kromatin kondenzalédasa egér pre-B sejtekben a CHO
sejteknél 1s megfigyelhetd tranzicids formakon keresztiil megy végbe.

Gamma- besugarzas hatasara a pre-B sejtek  kromatin
kondenzalodasa korai S fazisban retardalodott, a sejtmagok jelentOs
megduzzadasa 2.4 C —értéknél érte el maximumat. A korai S —fazis
dekondenzalt allapotaban aprobb, majd a késObbi stadiumokban
nagyobb apoptotikus testek képzddtek. Gamma besugéarzas hatisara a
kondenzalds blokkolddott a fibrillaris és a szupertekercselt szalag
formak kozotti atmenet stadiuméaban. A megfigyelt elvaltozasok egyik
lehetséges magyarazata a kromatin szupertekercselésébdl szarmazéd
torzios energia felszabadulasa 2.4 C értéknél a gamma sugarzas
kovetkeztében fellépd tobbszords szaltdrések miatt.

Négy emldsfaj sejtjeinek tenyészetében megvizsgaltuk a
kromatin kondenzalds intermedierjeit. Eredményeink azt mutatjak,
hogy a kondenzalds mind a négy vizsgalt faj esetében hasonld

koztitermékek keletkezése mellett megy végbe. Metodikank lehetévé
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tette, hogy fluoreszcens mikroszkdppal vizsgaljuk a sejtmagban zajléd
kromatin kondenzalodasi folyamatot. Az altalunk kifejlesztett
szamitdgépes szoftver segitségével morfologiai elemzést végeztiink a
fluoreszcens mikroszkopos felvételeken. Vizsgalataink arra engednek
kovetkeztetni, hogy a kromatin kondenzalédds a varakozasoknak
megfelelden, egy dinamikus folyamat, mely tobb morfoldgiailag
elkiilonithetd intermedier strukturan at zajlik le. A kondenzalodas
folyamata jellemezhetd a sejt nagysagéaval és DNS tartalmaval, de az
intermedierek egy sejtmagon beliil is heterogenitast mutathatnak. Ez a
megfigyelés arra enged kovetkeztetni, hogy a DNS kondenzalas nem
azonos fazisban megy végbe az egész genomon. A kromoszémak
kialakuldasdnak sorrendiségét a késObbiekben FISH - technikéval

kivanjuk vizsgalni.
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VIIl. DVD-ROM MELLEKLET

Az adathordozo az objektumok elkészitéséhez hasznalt programot nem

tartalmazza!
A csatolt DVD-ROM lemezen talalhat6 allomanyok:

Fajlok
Help.txt:

Rovid szoveges dokumentum a program telepitésérdl és kezelésérol.
Béarmilyen szovegszerkesztd alkalmazassal megnyithato.
License.txt:

A progammal kapcsolatos szerzéi jogi informdciok. Barmilyen
szovegszerkesztd alkalmazassal megnyithato
Demo.avi:

Rovid  demonstraciés  videoklipp. Videolejatszo — alkalmazéssal

tekinthetd meg.

DX80eng.exe:
A DX80eng.exe fjl a grafikus alkalmazéasok futtatdsdhoz sziikséges.

Ugy lehet meggy6z6dni arrdl, hogy az a szamitogépen mar installalva van-e
€z a program, hogy a Start menii / Futtatas (Run)-ra kattintva a kovetkezd
parancsot irjuk be: dxdiag [ENTER]. Ha megjelenik egy panel, akkor a
Rendszer fiilre kattintva alulrdl a mésodik sorban nézheté meg a gépen
jelenleg telepitett DirectX verzidszama. Amennyiben nem jelenik meg a
panel, tigy a gépen nincs DirectX, igy telepiteni sziikséges a CD-ROM-on
talalhato DX80eng.exe fajlra vald dupla kattintassal. A telepités automatikus,
a végén a szamitogeép yjraindul. Akkor is ajanlatos feltelepiteni a DixectX-et
ha a gépen 1év0 verzid szama 7.0-nél alacsonyabb. Ez esetben az eldzdekben

leirtak szerint kell eljarni.
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Konyvtarak:

Monokrom:

Monokromatikus intenzitdsi maszk nélkiili 3D objektumok.

Mixedspectrum:

Semi-monokromatizalt 3D objektumok a kiemelt részeken intenzitasi
maszkkal.

Spectrum:

Intenzitasi maszkkal ellatott 3D objektumok.

Mindharom tipusi objektum esetén a vertikalis kiterjedés aranyos a
fluoreszcens jel intenzitasaval, az Y-scale beallitas szerint.

A konyvtarakban talalhato fajlokra duplan kattintva indithatja el a 3D
megjelenitést. Mivel az objektumok sajat megjelenitdjiiket tartalmazzak, nem
sziikséges egyéb szoftver a megtekintésiikhoz, ha a DirectX installalva van a
szamitogépen.

A fajlnevek tartalmazzak az objektumokra vonatkozo informaciokat.
Kezeloszervek:

3D setup:

Ez a bedllitopanel teszi lehetdve, hogy kisebb teljesitményii gépen is
futtathato legyen a program. A Mesh quality alapbedllitds (High). Nagyobb
objektumok megtekintésé¢hez legaldbb 1 GHz-es processzort és legaldbb 16
MB-os videokartyat igényel. Ha szamitogép nem rendelkezik ilyen
teljesitménnyel, akkor kisebb Mesh mindséggel érdemes probalkozni. A
program automatikusan figyelmeztet, ha egy mivelet 20 masodpercnél
tovabb fog tartani. Ha a szamitdgép videokartyaja tdmogatja a hardveres 3D
gyorsitast, akkor hagyjuk a beallitast ,,enabled” allasban. Ha nem rendelkezik
hardveres gyorsitassal, akkor allitsuk ,,disabled”-re. Az Y-scale funkcioval a

vertikalis nagyitast allithatjuk be.
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gombok

feliilnézeti kép

2D like

Camera 1-5 elére beallitott kameraallasok
Camera 6-12 szabadon definialhatéo kameraallasok
Free move belépés a 3D térbe, szabad mozgas

Kezelogombok a 3D térben

Elore

elére nyil

Hatra hatra nyil

Oldalazas balra balra nyil

Oldalazas jobbra jobbra nyil

Fel Home

Le End

Forgas Egér

Kozelit Egér bal gomb

Tavolit Egér jobb gomb

F1-F12 Kameraallas betoltése

Ctrl + F1-F12 Kameraallas mentése
Kilépés

Exit

Animacio:

A gombra kattintva megjelenik egy panel, melyen a felhasznal6 altal

meghatarozott helyre lementhetjiik a demonstracidos videot. Itt tudjuk

beallitani a video felbontasat, a kezdd- és a befejezd kameradllast, illetve a

két kamerapozicio kozott felvett képkockak szamat. Filmet tigy készithetiink,

hogy free move moédban lementjiik (Ctrl + F1 — F12) a megtekintendd

kameraallasokat (max.12).
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