Ezist-nitrat hatasai a kromatin
kondenzalodasra HaCaT és K-562

sejtvonalon.
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Kulcsszavak, roviditések

Ag: eziist
AgNOg: eziist-nitrat

HaCaT: (Human Adult skin keratinocyts, low Ca?* elevated Temperature),

immortalizalt keratinocita sejtek

K-562: human myleoid leukémia

FBS: Fetal bovine Serum

PBS: phosphate buffered saline

DAPI: 4'6-diamidino-2-phenylindole

Ldso: Lethal Dose, 50% - halalos adag-50%

MICso: minimal inhibitory concentration — minimalis gatl6é koncentracié



Bevezetés

A mindennapi életben egyre gyakrabban taldlkozhatunk az eziist gyogyitd hatasat hirdetd
reklamokkal, hirdetésekkel. Azonban ha nem megfelel6 mdédon alkalmazzuk ezen eziist
vegyiileteket (kolloidot), sulyos egészségkarositd hatast valthatunk ki veliik. Sajnalatos
moédon a nagyobb profit érdekében az ilyen termékekrdl sok esetben a nem megfeleld

tajékoztatas miatt jelentds egészségiigyi problémak Iéphetnek fel.

Az eziistnek ¢és vegyiileteinek a biocid tulajdonsagat mar évszazadok oOta ismerik, és mind a
mai napig, hasznaljak gomba-¢és baktériumolé hatasa miatt. Ezen tulajdonsagat mar a gorog,
¢s a romai birodalom idején ismerték. A gorogok eziist edényekben taroltak a vizet, romaiak a
bort, hogy tovabb friss maradjon. Hippokratész szerint az eziist kivaldéan alkalmas vagott
sériillések gyogyitdsara vértisztitd, fertdtlenitdé hatdsa miatt. Az Okori egyiptomi
feljegyzésekben is talalunk utaldsokat az eziist jotékony hatdsaira. A kozépkorban az eziist
evOeszkozok hasznalata sokat segitett a fertdzések ellen. A vizbe és a tejbe még napjainkban
is ezilist érméket, evoeszkozoket raknak, hogy tovabb maradjanak frissen, illetve hogy a

vizben megakadélyozzak a moszatok €s a baktériumok megjelenését.

Az antibiotikumok ¢és a modern fertdtlenitdszerek megjelenése eldtt a korhazakban,
egészségiigyl intézményekben eziist vegylileteket haszndltak fertStlenitésre. A modern
orvoslasban egyre kevesebb szerepet kapnak az eziisttartalmu készitmények, gyogyszerek.
Azonban tobb teriileten pl.: kozmetikai iparban (tobb szépségapolasi cikk Osszetevdje),
novénytermesztésben (novényvédd szerek Osszetevdje) meég mindig elterjedt az

ezlistvegyiiletek felhasznélésa.



Az eziist-nitrat (AgNOQOs lapisz, pokolko)

Az eziist Ag (Argentum)

Rendszam: 47
Olvadaspont: 960 °C
Forraspont: 2162 °C
Stirtiség: 10,49 g/cm®

Relativ atomtomeg: 107,88 g/mol

1. abra Az eziist

A kép forrasa: http://www.vilaglex.hu/Kemia/Html/Ezust.htm

Az eziist a természetben leggyakrabban szulfid-dsvanyokban, kevésbé gyakran elemi
allapotban is el6forduld fehéresen csillogd6 nemesfém. Fizikai jellemz6i koz¢é tarozik a jo
megmunkalhatosag, és a nagyon jo termalis és elektromos vezetdlépesség. Régota hasznaljak
¢kszerek, érmék alapanyagaként, de evOeszkozoket, edényeket, disztargyakat, tiikrot is

készitenek beldle.

Vegyiileteinek széles kort felhasznaldsa van:

rrrrrr

e A fotoiparban a fényképek (filmek papirok) eléhivasanal eziist-nitratot haszndlnak a

fényérzékenysége miatt.

e A jo vezetOképessége miatt fontos vegyiilet az elektronikai ipar szdmdra pl.:

nyomtatott &ramkorok gyartasanal.

e A robbanodipar szamara az eziist-fulmiat és az eziist-acetilid fontos vegyiilet, mivel

ezek az anyagok érzékeny robbanoszerek.

o (Gyobgyaszatban és az ivovizkezelésnél fertdtlenitésre hasznaljak.


http://www.vilaglex.hu/Kemia/Html/Ezust.htm

Az eziist biologiai tulajdonsagai

Az eziist f0leg az egysejtli szervezetek és a vizi ¢élélények (halak) szamdra kifejezetten
vesz€lyes. A magasabb rendli szervezetekbe keriilve felhalmozdédik. Maga az elemi fém
ezekre a szervezetekre nem toxikus hatast, de a vegyliletei azok lehetnek. Az eziistvegyiiletek
toxikus képességét azonban tobb tényez0 hatdrozza meg. Ilyen tényezOk: az oldhatdsag, a

fehérjékhez valod kotodési képesség, illetve a szervezetbdl valo kiiiriilés mechanizmusa.

Az eziistot kimutattdk az emberi szervezetbdl, a funkcionalisan betoltott szerepe azonban nem
ismert. A majban halmozédik fel, de az epe kivalasztja, és a széklettel a nagy része tavozik a
szervezetbdl. Normalis szoveti koncentracidja ezért elég csekély Tuladagolva karos, de ha
elemi formdban van, nem mérgezd, ha vegyiiletben, vagy kolloid formaban van, akkor

toxikus.

Levegdbdl belélegezve hosszu kitettség esetén, altalaban foglalkozasi artalom kdvetkeztében,
eléforduld tiinetek: 1égzési nehézség a torok és a tiido ingerlése, irritacidja. Egyes
személyeknél Dbdrirritacio, kilités, és duzzanat keletkezhet, ha hosszi ideig eziisttel

érintkeznek.

Az eziistmérgezés legjellemzObb formdja az argyria. A bdrben, nyalkahartydkon
felhalmozddott eziist kékes-sziirkére szinezi a bdrt. Ez a folyamat nem életveszélyes, de
visszafordithatatlan allapothoz vezet. Az elszinezddés mértéke és lokacidja az eziistvegyiilet
hasznalati modjatol, és az egyéni érzékenysegtdl fligg. A legtobb esetben az argyriat a nem

megfelelden alkalmazott eziist kolloid oldat indukalja.(1)

Az eziist ionok DNS-be kotdédve viszont jelentés DNS karositd hatassal rendelkeznek. Az
ezist (I) ion  erdteljes kotéanyag, ¢és a  DNS-el komplexet képez
Fourier-transzformacios infravords spektrofotométerrel és kapillaris elektroforézissel mérve
megallapitottak, hogy az eziist (I) ion a glutaminhoz kotédik, és kétféle komplexet is képezhet

a DNS-sel:
| Ag*-DNS komplex: a G-C bazisparhoz kotédik az eziist-ion

I1 Ag™-DNS komplex: a G-C és A-T bazisparokhoz kotédik az eziist-ion. (2)



Az eziist vegyiileteit a baktericid és fungicid hatdsa miatt még mindig fontos szerekként

tarthatjuk szdmon a gyogyaszatban.

A fontosabb eziist vegyiiletek felhasznalasa az egészségiigyben:

Eziist-szulfadiazin: gomba ¢s baktérium elleni hatdsossdga miatt az égési sebek

gyogyitasara,

Eziist nitrat: a gyermekgydgyaszatban fert6tlenitonek, valamit kelések, szemdlcsok
kezelésére, korabban szemcseppként is,

Eziist-jodid, eziist-klorid: fertdtlenitéként,

Eziist-laktat: gyulladas elleni készitményekben talalhaté meg,

Eziist-oxid: kordbban kolera és epilepszia gyogyitasara,

Eziist pikrat: moniliasis. trichomoniasis kezelésére.



Az eziist-nitrat (AgNO3)

Olvadéaspont: 212 °C

Forraspont: 444 °C

Stirtiség: 4,35 g/cm3

Molaris tomeg:169,87 g/mol

2. abra Az eziist-nitrat

A kép forrasa: http://www.amesgoldsmith.com/products/silver-nitrate.asp

Az eziist —nitrat piszkosfehér szinli, szagtalan, szobahOmérsékleten kristdlyos megjelenésu

anyag.

Eléallitasa: a tiszta fémeziistot salétromsavban oldva, és az oldatot beparolva eziist-nitrat

kristalyokat kapunk:

3 Ag + 4 HNOs -> 3 AgNOs + 2 H20 + NO

Vizben jol oldédik, vizes oldata semleges, vagy enyhén savas kémhatasu.

Szerepel az ENINECS (European Inventory of Existing Commercial Chemical Substances.
1981. szeptember 18-an az Eurdpai Kozosség piacan jelen levé valamennyi anyagot
tartalmazé Létezd Kereskedelmi Anyagok Eurdpai Jegyzéke) listan, (szama: 231-853-9) mard

hatasu (R 34), oxidalo (R 8), és a kdrnyezetre veszélyes besorolasu vegyiiletként (1).


http://www.amesgoldsmith.com/products/silver-nitrate.asp

Elettani hatdsa:

Nagy adagban lenyelve az eziist-nitrat maro hatast, hastdji fajdalmat, hasmenést, hanyast,

sokkos allapotot, gorcsoket és halalt okoz. (3)

Hosszt ideig tartd kitettség esetében az eziist-oxid és eziist-nitrat porokat belélegezve
megfigyelték, hogy a szemben eziistlerakddasok jelentek meg —s ez csokkenti az ¢éjszakai

latast,- és hastaji fajdalmakat okozott. (4)

Az eziist-nitrat oldatok bdrrel érintkezve, nyalkahartyara és szembe keriilve erdteljesen mard
hatasuak. A kristalyok borrel érintkezve enyhe allergias reakciot valthatnak ki (5), és fekete

elszinez6dést okoznak a boron.

Hosszu tavon szdjon at adagolva a kisérleti allatoknal az eziist-nitrat a vese glomerolusok
sejtjeiben az alapmembran csekély vastagodasat, a sejtek novekedésének lassulasat és az
¢lettartamuk csokkenését figyelték meg. Emellett a borben, szemben, belsd szervekben

szemcsés eziist lerakddasokat is tapasztaltak. (6, 7, 8)

Az eziist nitrat toxicitdsi szintjei:

Az eziist-nitratra vonatkozé toxikolodgiai adatok a szervezetbe vald bejutdas modjanak és a
vizsgalt allatfaj fliggvényében:

e LD50 intraperitonealis, macska: 22,0 mg/kg

e LD50 orélis, macska: 50,0 mg/kg

e LDLo intraperitonealis, tengerimalac: 216,0 mg/kg

e LDLo intravénas, nyal: 9,00 mg/kg

e [DLo oralis, kutya: 20,0 mg/kg

e [DLo oralis, nyul: 800 mg/kg

e [DLo szubkutan, tengerimalac: 62,0 mg/kg

e LDLo ismeretlen, ember: 29,0 mg/kg

Irodalmi adatok szerint nagy a valoszinlisége, hogy az eziist egyik form4ja sem toxikus az

immun-, a kardiovaszkularis, az ideg- és a reproduktiv rendszerre, tovabba nem tekinthetd

karcinogénnek (1).
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A sejtciklus

A sejtciklus vizsgalatahoz a sejtek tenyészetben torténd fenntartdsa jo lehetOséget biztosit.
Az 0szt6do sejtpopulaciokban mitdzisok €s interfazisok valtjak egymast ezek, a folyamatok
alkotjak a sejtek életciklusat, a sejtciklust. Vizsgalataink soran alapvetden a sejtciklusban
bekovetkezd valtozasok alapjan tudunk megfelelé kovetkeztetéseket levonni a vizsgalt

anyagok hatasairol

A sejtciklus fazisai:

G1 fazis: az els6 novekedési fazis. Ezt a szakaszt még nyugalmi fazisnak is szoktdk hivni.
Ekkor megy végbe az mRNS-ek, tRNS-ek, a DNS megkettdzddéséhez sziikséges fehérjék
(riboszomak, enzimek), és a centriolumok szintézise. Kiemelt szakasza a restrikcios (R) pont,

amikor a sejt a G1 szakasz végén elkotelezi magat az osztodasra (ez az elsé check-point).
S fazis: a DNS megkett6zodésének szakasza.

G2 fazis: ujabb novekedési iddszak, melyben fehérje- és mRNS szintézis folyik. A mitézishoz

sziikséges fehérjék szintézise zajlik ebben a szakaszban.

M fazis: a sejtek osztddasi szakasza. Ekkorra alakulnak ki a kromoszomak a sejtmagban. A

kromoszoémak kettévalasa utan a sejt kétfelé osztodik.

Ha az R pont el6tt nincs mitotikus szignal, az emlds sejteknél ez éaltaldban a sejtre jellemzd
novekedési faktor, akkor a sejt kilép a sejtciklusbdl, ezt a nyugalmi allapotot mas néven GO

fazisnak hivjuk (9)
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3.4braa sejtciklus morfologiai és idébeli lefolyasa

A kép forrasa: http://www.tumorbio.sote.hu/TB/APOPTOZIS-REPAIR-TELOMER.htm

A sejtciklus szabalyozasa:

A novekedés és osztddas ciklusat szabalyozo fehérjék Osszetett rendszere iranyitja. Ezen
rendszer meghatdrozza a folyamatok Iépéseit, és biztositja a mechanizmus pontos
végrehajtasat. Az ellenérzés tobb ponton torténik, a kiilsé ¢és belsé szignalok

figyelembevételével.

A sejtciklus szabalyozo molekuldi:

A legfontosabb szabalyozomolekuldk a G1 és mitdzisos ciklinek, és a ciklinekkel komplexet

alkotd6 ciklin dependens kinazok.

A CDK-oknak gatld, és serkentd funkcidju valtozatuk is van. A hatasukat a ciklinekhez
kapcsolodva fejtik ki a G1-, S-, és M fazisban. A CDK-ok miikodését a tobbek kozott CDK-

12
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inhibitorok is befolyasoljdk, megakadalyozva a ciklinekhez torténd. Ezen inhibitorokbdl

emlds sejteknél legalabb hétfélét ismeriink.

A ciklinek CDK-k mellett a sejtciklus szabalyozasaban az APC (anafazis-promoting
komplex) is fontos szerepet t6lt be. Funkciojuk a testvér kromatidakat Osszekoté cohesin

lebontasanak beinditasaval, és az M fazis ciklinjeinek lebontéasaval toltik be.

Fontos szerepe van a p53 fehérjének is a sejtciklus szabalyozéasaban, azzal, hogy jelzi a DNS
szintézisében bekdvetkezd hibdkat. A ,kis”, javithatdo hibdk a sejtciklus felfliggesztéséhez

vezetnek, a nagy, nem javithatd hibak az apoptdzist indukaljak (9).

13



Célkitiuzeések

Munkank célja az volt, hogy eldontsiik, hogy az eziist-nitrat, ill. az eziist-ion milyen hatassal

van a kromatin kondenzalodasra, illetve a sejtek viselkedésére.

A vizsgalatot két kiilonb6z0 sejtvonalon, az adherens tipusu HaCaT (humaéan keratinocita), és a
szuszpenzios kultarat 1étrehozo K-562 (human erytroleukémia) sejteken végeztiik. Azért esett
a valasztasunk ezekre a sejtekre, mert a HaCaT sejteken jol vizsgalhato kisérleti koriilmények
kozott az ezilist-nitrdt erdsen irritativ hatdsa, ami a bOron, nyalkahartydn és a szemen
érvényesiil (10). A K-562 sejtvonalat azért valasztottuk, mert foglalkozéasi artalom miatt
belélegzett eziist-nitrat és eziist-oxid por okozta hasi fajdalom szignifikdnsan korrelal a vér

eziist szintjeivel (4).

A citotoxicitas vizsgalatat a sejtek osztodasainak szintjén kovetjiik végig kezelt és kontroll

Imaging médszerrel végeztiik, mely lehetdvé tette szdmunkra, hogy valds iddben figyelhettiik

meg a kiilonb6zo koncentraciok hatasara adott populacids szintii sejtvalaszt.

A kromatin-kondenzalodas  intermedierjeinek  vizsgalata régéta  beletartozik a
munkacsoportunk profiljaba. Ezzel a moddszer érzékenyebb a tobbi toxikoldgiai vizsgélati

modszernél, mivel itt a kromoszémak szintjén tudjuk nézni az adott anyag hatasat.

Célunk volt még, hogy eldontsiik azt, hogy az eziist-nitrat kromatin-kondenzaldédasra mutatott

hat4sai mennyire specifikusak az eddigi nehézfém-vizsgalatok eredményeivel dsszevetve.

14



Anyagok és modszerek

Sejtkultirak

A kutatdsaink soran szuszpenzios, (K-562, human eritroleukémia sejtvonal) és adherens
(HaCaT human keratinocita immortalizalt sejtvonal) sejtkulturdkat vizsgaltunk kiilonb6z6

ezlist-nitrat koncentraciok jelenlétében.

A sejteket RPMI-1640 tapfolyadékban tenyésztettiik. A médiumhoz 10% FBS-t, (fetal bovine
serum) és 1% antibiotikum-antimikotikum keveréket adtunk kiegészitésként. A sejteket a
kisérletek teljes idotartama alatt- a long term scann vizsgalatok teljes idOtartamat is beleértve-

fiziologias koriilmények kozott tartottuk (37 °C és 5 % CO»).

K-562 sejtek

A K-562 sejtek human myleoid leukémia (CML) sejtek. Ezt a sejtvonalat egy 53 éves

leukémias ndi pacienstdl szarmaznak (11).

A sejtekre jellemzd, hogy lekerekitettek, lebegnek a tapkozegben, majd leiilepednek a

tenyésztéedény aljara. Ezekre a sejtekre jellemz6é a gyors és kontrollalatlan proliferalodas,

crer

A HacCaT sejtek (Human Adult skin keratinocyts, low Ca?* elevated Temperature),

HaCaT sejtvonal sejtjei bizonyitottan nem tumoros human keratinocita sejtek. EQy
melanomaban szenvedd kaukazusi férfi hatbérének azon részébdl szarmaznak, amit még nem

érintett a malignus elvaltozas.
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Kalcium tartalmu kdzegben tenyésztve spontdan médon immortalizalodtak. Ezekre a sejtekre is
jellemzd a nagy differencialodéasi potencial. A normal keratinocitdkhoz hasonldak, nude

egérbe lltetve keratinocitakkd differencialonak. (13, 14)

A vizsgalat menete

A sejtek tenyésztése soran ligyeltiink arra, hogy a kontaminaciot elkeriiljiik, ezt a steril

munkavégzés szabalyainak betartasaval értiik el.

A HaCaT és a K-562 sejteket is T-25-6s tenyésztéedényben tenyésztettik. Mindkét
sejtféleséget RPMI 1640 tapoldatban tenyésztettiik, amit 10% foetalis borju savoval, és 1%

antibiotikum-antimikotikum keverékkel egészitettiink ki

A sejteket a kisérlet megkezdése el6tt egy, - masfél nappal vettiik fel mélyfagyasztasbol (-70
°C). Az adherens HaCaT sejteknél a letapadasi 1d6 a fagyasztasbol torténd felvétel utan egy
napot olelt fel. A tenyésztés soran mindkét sejtvonalnal a kiindulasi sejtszam 10° sejt per
milliliter volt. A letapad6 sejteknél (HaCaT) a vizsgalat megkezdése elétt megvartuk, mig a
konfluencia mértéke eléri a 70-80%-ot, azaz a sejtek bendvik a rendelkezésre allo tertilet 70-

80%-at. A vizsgalatokat logaritmikus fazisban 1évd tenyészeteken végeztiik.

Az eziist-nitratot desztillalt vizben oldottuk fel, majd sterilre szlrtiik. A vizsgalathoz harom
torzsoldatot hasznaltunk 0,1; 1; és 10 mM-os koncentracioban, és ezen oldatokbdl vettiik ki a
megfeleld koncentracidhoz (0,5; 5; 10; 15; 20; 30; és 50 uM) valé mennyiséget. Ezutan a
kiilonb6z6 koncentraciok hatasat tizenot oOran keresztiil vizsgaltuk a Long-Term Scan
rendszerrel. Az elkésziilt képeken a sejtszam valtozast, €s a mozgasi dinamikat figyeltiik, a

képekbdl videot is készitettiink.

A Long-Term Scan vizsgélat a legtobb esetben 15 6rés, vagy ennél hosszabb idétartamot Slelt
fel. Abban az esetben, amikor a sejtek pusztuldsa a kezelést kovetden szinte azonnal
bekdvetkezett, nem tartott 15 6ran keresztiil a megfigyelés pl.: HaCaT sejtek esetében 50 uM-

0s AgNOs koncentracional.
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A kromatin kondenzalddas intermedierjeinek vizsgalatahoz a kontroll és a kezelt mintakbol is

izolaltunk sejtmagokat.
A sejtmagok izolalasa a kovetkezd 1épésekbdl all:

e Feliiluszo eltavolitasa, és az adherens kultaraknal sejtek tripsznes kezelése: ennek
hatdsara a sejtek felvalnak a tenyésztéedény aljar6l, ezutan centrifugaldssal

elvalasztjuk a sejteket a folyadéktol.

e Soboldatos (PBS) mosas utan reverzibilis permeabilizalas kovetkezik; ezzel a 1épéssel a

membran atjarhatosagat noveljik.

e A reverzibilis permeabilizalas utdn colcemides kezelés kovetkezik; ennek hatdsara a

sejtek megrekednek a metafdzisban

e A metafazisos blokk kialakitasa utan swelling-puffert adunk a sejtekhez, melynek

hatasara a sejtek megduzzadtak.

o A sejteket ezek utan metanol-jégecet 3-1 aranyu keverékébe vettiik fel, majd ebben a
fixalooldatban 30 cm magasrol cseppentettiik tiszta targylemezre. Egy ¢€jszakan

keresztiil szaradni hagytuk, majd felszallo alkoholsorban viztelenitettiik.

e A kész mintdkat propidium-jodiddal, vagy DAPI-val megfestettiik, és XBO
megvilagitast haszndlva fluoreszcens mikroszkoppal néztik meg. A kromatin

szerkezetekrol fotokat készitettiik.
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Time-Lapse Imaging médszer

Long-Term Scan rendszer

A Debreceni Egyetem Mikrobidlis Biotechnologiai ¢€s Sejtbioldgiai Tanszék eTox
munkacsoportja altal 2005-ben Kifejlesztett mikroszkopos rendszer, amely lehetové teszi
citotoxikus anyagok hatasanak valos idejli, cellularis szintli vizsgalatat a teljes sejtciklus alatt.
A munkacsoportunk szamara fontos kutatési teriilet a kiilonb6z6 toxikus hatdsok vizsgalata. A
kutatdsunk alapjat a toxikus agensek hatasara bekovetkezd kromatin kondenzéalodasi
rendellenességeinek vizsgalatai jelentik. A mikroszkopos rendszer 1étrehozasanak egyik oka,
hogy a sejtek kozotti variabilitas, illetve a sejt-sejt kozotti interakciok jelentés mértékben

befolyéasoljak az eredményeket.

A rendszer segitségével a standard tenyésztési korlilmények kozott tartott tenyészetek
mikroszkopos megfigyelése akar szazhatvannyolc oOréds intervallumban, hat masodperces
idébeli felbontasban torténhet. Az igy nyert képsorozat videofelvétellé alakithatd, mely a
citotoxicitds kdzvetlen, sejt és populacids szintli tanulmanyozéasara alkalmas. A képadatbazis
statisztikai képelemzd modszerekkel vald feldolgozasa nagy iddbeli felbontasti adatokat
biztosit a toxikus folyamatok dinamikai vizsgdlatdhoz (15). Az adatgylijtés harom, hat
sejtgeneraciot  atfogd idotartama lehetévé teszi a transzgenerdcios, akkumulalodo

genotoxicitas, illetve kemotaxis vizsgalatat is (16).

4. abra A Long-Term Scan rendszer
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Felépitése

A Long-Term Scann rendszert két inverz mikroszkop alkotja, melyek egy sejttenyésztésre
alkalmas CO> inkubatorban helyezkednek el. A mikroszkdpok objektivjéhez egy-egy nagy
érzékenységli CCD kamera van csatlakoztatva. A kamerakat vezérld egység soros porton
keresztiil kapcsolodik a szamitogéphez. A vezérlés feladata a vilagitas be- és kikapcsolasa, a

kamera kivalasztasa, és a kamerak kozotti atkapcsolas.

A szamitogépen a munkacsoport altal kifejlesztett szoftver segitségével végezziik a képek
rogzitését. Lehetdségiink van a szoftver segitségével a kamera kivalasztasara (eszkoz
kivélasztasa, eszkoz bedllitasa), €s a fény beallitdsara is. A bedllitasok kozott kivalaszthatjuk
¢s menthetjiik az aktudlis nézetet. A szoftver hasznélatdval megoldhatdva valik az esetleges
képhibak sziirés (cut margins), a készitendd képek informacio tartalmanak ndvelése
(Averaging, Auto intensity, Grayscale 9 bit (SIVA), Display transfer), illetve a képi adatok
értelmezhetéségének  eldsegitése (Negative, Histogram, Grayscale, Distance). A
mentéspanelen a képtarolds formatumat is valtoztathatjuk (BMP, agy JPEG forméatum). A

szoftver lehetdvé teszi az interneten keresztiil torténd tavvezérlést is.

A Long Term Scan rendszer eldnyei:

Vilagitas Vilgitas
A mikroszkp B mikroszkGp e Id6korlatja nincs, a sejtek szamadra a
fiziologias koriilmények
biztositottak.

e A sejtek egyedileg vizsgalhatok.

Vezérlo elekironika e Az  ¢életfolyamatok  az  id6
’ fiiggvényében jellemezhetdk.
e A time-lapse imaging mobdszer

Szamitogép

segitségével az apoptozis ¢és

nekrozis is részletesen
Wwww etox net

tanulmanyozhato.

5. abra A Long-Term Scan sematikus felépitése

19



Time-Lapse Imaging modszer a citotoxikolégiai kutatasokban

A rendszerben mikodd két azonos felépitésii vided mikroszkop segitségével az egyazon
tenyészetbol szarmazo kontrol, és a kezelt sejtpopulaciok egyideji vizsgalata is
megvaldsithatd. A rendszerrel végzett vizsgalataink soran meghataroztuk szamos citotoxikus

agens sejttenyészetekre gyakorolt hatasat.

Eddig megjelent publikaciokban bizonyitottuk, hogy rendszeriinkben a citotoxicitds
kvantitativan jellemezhetd, karakterisztikus valtozasokat hoz 1étre mind celluléris, mind pedig
populacids szinten (21). A citotoxicitds kromatinszinti megnyilvanuldsat szinkronizalt
sejtpopulaciokon sztenderdizalt kromatinszerkezet elemzéssel vizsgaltuk (17, 19, 20). Az LTS
rendszerrel megvizsgalt tenyészetekbdl izoldltuk a sejtmagokat, ¢és reverzibilis
permeabilizalast kovetéen a  feltart sejtmagok  kromatinstruktarajat  fluoreszcens
mikroszkdpidval elemeztiik (22). Bizonyitottuk, hogy az interfdzisos kromoszoémak
metafazisos kromoszomakka szervezddése (a kromatin kondenzal6dds) morfoldgiailag jol
jellemezhetd modon zavart szenved citotoxikus hatasokra (23, 24). A kivaltott kromatin-
kondenzalodasi  zavarok  jellegzetes  kondenzalddasi  intermedierek  megjelenését

eredményezik.
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Eredmények

HaCaT és K-562 sejtek viabilitasa az eziist kezelés utan

A szakirodalomban kozolt Ldso koncentracidk alapjan (25, 26, 27) hasonld koncentracidkat
hasznaltunk a vizsgalataink soran. Mindkét sejttipusndl ugyanazokat az eziist-nitrat

mennyiségeket hasznaltuk

Mindkét sejtkultiranal (10° sejt/ml) 0.5- és 50 pM-os koncentraciojii AgNOs oldattal 15 6ran
keresztiil és 37°C-os hdmérsékleten tartva kezeltiik a sejteket. A kontrollt nem vetettiik ala
AgNOs-os kezelésnek. Az eziist-nitrat (< 0,1 puM) szubtoxikus szintjei nem okoznak

toxicitast, ezért ezeket a koncentraciokat nem vizsgaltuk.

A 15 oras vizsgalati id6 utan minden koncentracid esetében viabilitds tesztet végeztiink. A
sejtek életképességét tripankékes festési eljarassal ellendriztik. Ennek a lényege, hogy a
tripankék csak az elpusztult sejtek membranjan tud atjutni, és ott a citoplazmdhoz koétddve
megfesti a sejtet. A K-562 sejteket az eziist-nitratos kezelés el6tt és utan is leszamoltuk,
mindig a kiindulasi allapotot vettiik 100%-nak €s a 15-6ras kezelés utdn kapott sejtszdmot

viszonyitottuk hozza.

A HaCaT sejteknél ez a modszer nem kivitelezhetd, mivel ezek a sejtek a flaska aljara
tapadnak. gy ezeknél a sejteknél a 15 6ras kontrollnal kapott sejtszamhoz (ez a 100%)

viszonyitottuk a kezelt tenyészeteknél a kapott 15 6rds sejtszamot.

A kapott eredmények alapjan megallapitottuk, hogy az eziist-nitrdt hatdsa fiigg a
koncentraciotol: a kiilonbozd eziist koncentraciok jelenlétében a sejtpusztulds és az eziist

ionok mennyisége kozott egyenes aranyossagot figyeltiink meg.
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1. grafikon: A kiilonbozé AgNO3 koncentraciok hatasa HaCaT sejteken

A nyolc HaCaT sejtkultira esetében a kiindulasi sejtszam 10° sejt/ml volt. A grafikonon a
kontrollhoz viszonyitva bekovetkezd sejtszdm valtozas lathaté a kiilonbozd eziist-nitrat
kezelések utan. A ,,C” jeli oszlopokon abrazoltuk a kontroll, azaz a nem kezelt sejtek a

nulladik 6raban, és a 15 6rés vizsgalatot

A 0,5 uM-os kezelést kovetden a sejtszam a kiindulasi sejtszamhoz képest valamivel
magasabb, mivel itt a sejtek szamara az Ag*-ion koncentracid még nem olyan magas hogy

gatolja az osztédasukat.

Az 5-50 pM-os koncentraciokndl a sejtszam csokkenése és a koncentraciok nodvekedése

egyenesen aranyos.
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2. grafikon A kiilonb6z6 AgNO3 koncentraciok hatisa K-562 sejteken

A K-562 sejtek szamanak novekedése lathatd a vizsgalt eziist-nitrat koncentraciok
jelenlétében. A kiindulasi sejtszam ez esetben is 10° sejt/ml volt. A ,,.C” a kontroll
sejtpopuléciot jelenti kezdeti sejtszam, és 15 ora elteltével megszamolva. Itt is megfigyelhetd

a sejtszam novekedése a 0,5 uM-os eziist-nitrat dozisnal.

AgNO3

koncentracé | 0.5 uM | 5uM 10uM | 15uM |20uM | 30uM |50uM
HaCaT 28 47 52 58 62 67 75
K-562 32 54 60 64 69 72 77

1. tablazat Az AgNO3 koncentraciokra bekiovetkezé %-os sejtpusztulis

A két sejtpopuléacio esetében kapott sejtszamokat 6sszehasonlitva a K-562 sejtek estében is a
HaCaT sejtekhez hasonld jelenséget tapasztaltunk, de itt a sejtszdm csokkenés nagyobb
mértékl volt, tehat ezek a sejtek érzékenyebbek az eziist-nitrat hatdsaira, mint a HaCaT
sejtek. Ezt a megallapitasunkat jol alatdmasztja az 1. tablazatban lathatd szézalékos sejtpusztulds az

adott koncentracio értékeket nézve, ahogy a sejtvonalakat dsszehasonlitottuk.
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Mindkét sejtvonalnal meghataroztuk a minimalis inhibicidés koncentraciot, azaz a MIC 50
értéket. ez az a legkisebb koncentracid, ami a populdcié novekedését 50%-ban gatolja. A

minimalis gatldo koncentracié HaCat sejtek esetében 6,4 uM AgNOs.

Hasonlo, de némiképp magasabb sejtpusztulasi aranyt figyeltink meg ugyanazon

koncentraciok mellett a K562 sejtek esetében is, itt a MIC 50 érték: 3,5 uM AgNOa.

24



A Time-Lapse Imaging médszerrel végzett megfigyeléseink

A HaCaT sejtek esetében:

6. abra HaCaT kontroll Time-Lapse Imaging foték

A kontroll tenyészeten jol lathato volt, hogy a sejtek bendvik a rendelkezésiikre allo teriiletet,
és elérik a 100%-o0s konfluencia értéket. Az éppen 0sztodo sejtek a monolayer felett lathatok.
JOl elkiiloniilnek attol a denzitasuk és az alakjuk miatt, mivel kerek format vesznek fel, és mas

a fénytorésiik, mint a letapadt sejteknek.

HaCaT kontroll
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3. grafikon HaCaT kontroll scan
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A Long-Term Scan rendszer altal készitett képek kiértékelésével késziilt grafikonon jol
lathato a sejtszam novekedése. Ez a novekedési tendencia azonban a 100%-0s konfluencia

szint elérése eldtt lassul, majd stagnalni kezd.

Fontos megjegyezni, hogy az igy készitett grafikonok nem a teljes populacidkat jellemzik,
hanem csak sejttenyésztdé edény a scan-rendszer altal ,atlatott” részét. A scan felvételek
alapjan csak a képeken lathato teriiletek konfluencia értékét tudjuk biztosan megallapitani.
Azonban a toxikus hatés a teljes sejtpopulaciora jellemzd, és minden sejtre hatast gyakorol,
Bar mi csak egy résziiket lattuk, de igy is a teljes populaciot meghatarozoé kovetkeztetéseket

vonhattunk le.

A vizsgalatok 15 6rés iddtartamot, azaz koriilbeliil 900 perces iddintervallumot oleltek fel. A
900 képet tizesével elemeztiik le. A grafikon vizszintes tengelyén 1év0 iddskala tehat tizszeres

értéket jelent.
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0,5 uM eziist-nitrdt scan, és grafikon

7. abra 0,5 uM AgNOs-mal kezelt HaCaT Time-Lapse Imaging fotok

0,5 uM-0s Ag" ion koncentracional a sejtek osztédasai normalis {itemben zajlottak, mozgasuk
dinamikaja megfeleld, azaz szamottevé hatast ebben az esetben nem figyeltiink meg.

crers

viselkedésiikben nem kovetkezett be szignifikans valtozas.
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4. grafikon 0,5 uM AgNOs-mal kezelt HaCaT tenyészet scan

Az elkésziilt képeket kiértékelve megallapitottuk, hogy a vizsgilat elején a sejtszam

novekszik, majd csokken. Ennek oka az, hogy a sejtek lassan bendvik a tenyésztofeliiletet, €s

ez okbol kifolyolag kevesebb sejt jon fel osztddni.
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15 uM eziist-nitrdt scan, és grafikon

8. abra 10 uM AgNOs-mal kezelt HaCaT Time-Lapse Imaging fotok

Enyhe valtozast az 5 uM-0S Ag koncentracional figyelhettiink meg. A sejtek osztodasanak
dinamikéjaban csokkend tendencia kovetkezett be. A 10 uM-os Ag koncentracional az
osztddasok sebessége tovabb csokken. A halott sejtek maradvanyai egyre nagyobb szamban

jelennek meg a képeket ennél a koncentracional. Sok sejt osztodas kdzben pusztul el.
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5. grafikon: 10uM AgNOs-mal kezelt HaCaT tenyészet scan

A grafikonon a sejtszam lasst novekedését lathatjuk, a scan alapjan a sejtek nagyobb hanyada
nem tudja befejezni az osztddast, de sokuknal ez a folyamat még végbemegy, bar a 100%-0s

konfluencia szintet nem tudja elérni a tenyészet.
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30 uM eziist-nitrdt scan, és grafikon:

9. abra 30uM AgNOs-mal kezelt HaCaT Time-Lapse Imaging foték

15 uM-0s Ag" ion koncentracional még viszonylag sok sejt osztodik, de az osztodasok
sebessége csokken, és a sejtek letapadasanak idStartama nd. 20 uM-os Ag® ion
koncentraciondl a monolayer egy kis része paralizist szenved, a sejtek mozgasa idével
megbénul. 30 pM-0s Ag" ion koncentracional a monolayer megmerevedik, gyors nekrdzis
kovetkezik be a kisebb konfluenciaju tenyészeteken. A 100%-os konfluencidju tenyészeten

még lathatd osztodas, de itt is gyorsan végbemegy a sejtek pusztulasa.

HaCaT 30 uM AgNO,
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6. grafikon 30 uM AgNOs-mal kezelt HaCaT tenyészet scan

A grafikonon az elpusztult sejtek maradvanyainak (rezidudlis testek) a mennyiség

novekedését kovethetjiik nyomon. A hirtelen csokkenés oka, hogy a sejtek mérete a

29



pusztulasuk—az eziist-nitrat hozzdaddsa utdn par perccel- soran megnétt, majd lecsokkent,

ahogy a sejtek felvaltak, és ezutan a citoplazmajuk felszakadasaval ujra megnott.

50 uM eziist-nitrdt scan, és grafikon

6. abra 50uM AgNOs-mal kezelt HaCaT Time-Lapse Imaging foték

Az éltalunk vizsgalt, legnagyobb, 50 uM-0s Ag" ion koncentracidnal az eziist-nitrat
hozzaadasat kdvetéen a monolayer azonnal felszakad, és a sejtek nekrozissal torténd
pusztulasa figyelhetd meg. A monolayer felszakadésa a mellékelt abran is nyomon kovethetd,
a kevésbé konfluens részeken indul meg. A folyamat sordn a sejtekbdl rezidudlis testek

képzddtek, melyek egymashoz csapodtak.
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7 grafikon 50 uM AgNOs-mal kezelt HaCaT tenyészet scan

A grafikonon az 30 puM-0s Ag" ion koncentracional mar leirt valtozasokat latjuk. Itt is
megfigyelhetd, hogy sejtek teriilete nd, majd csokken, de itt az eziist-nitrat rogton elpusztitotta
a sejteket, amint hozzaadtuk a tenyészethez. Mivel a sejtek szinte azonnal elpusztultak nem

folytattuk a scan vizsgalatot 15 6rén keresztiil.
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A K-562 sejtek time lapse imaging vizsgalata

A szuszpenzios kultirdknadl a scan vizsgalat kevésbé sokrétli, mint az adherens sejtek
esetében.

A K-562 sejtek scan vizsgalata soran a képek kielemzésénél a sejtszam valtozasat vizsgaltuk.
Ezek a sejtek, ha mar nagy sejtszdmmal vannak jelen a tenyészetben hajlamosak az
aggregalodasra. Ezt a folyamatot azonban toxikus hatdst anyagok is kivalthatjak.

A kontrol K-562 scan fotokon, a 11-es abran, a sejtek fokozatos aggregalodasa lathato.

11. abra K-562 kontrol

K-562 kontrol
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8. grafikon K-562 kontrolrol készitett grafikon
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A scan felvételek alapjan elkészitett grafikon jol szemlélteti a kontroll tenyészet esetében a
sejtszdm novekedését, ami a maximalis sejtszam elérése utan stagnalni, és a sejtek

aggregacioja kovetkeztében csokkenni kezdett.

Scan felvételek és elemzés a szubtoxikus és a legmagasabb dozisban

12 4bra 0,5 uM AgNO3-mal kezelt K-562

13. abra 50 uM AgNO3-mal kezelt K-562
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A kezelt sejteknél a scan-felvételeken szignifikdns valtozasokat a sejtszam fokozatos
csokkenésében lattunk. Minél nagyobb koncentraciot vizsgaltunk annal kevesebb ép sejtet
lattunk a felvételeken. A halott sejtekbdl szarmazé maradvanyok mennyisége viszont
fokozatosan nétt. Az alabbi grafikonokon (a 9-es és a 10-es grafikonon) ezt a tendenciat

kovethetjiik nyomon
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9. grafikon 0,5 uM AgNO3 scan grafikonja
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10. grafikon 50 uM AgNO3 scan grafikonja

A 0,5 uM-o0s koncentracional az eziist-nitrat még nem volt toxikus hatasu a sejtekre nézve. a
grafikon alapjan is megéllapitottuk, hogy ez a d6zis még enyhe sejtszam ndvekedést okozott.
Miutan a tenyészetben 1év0 sejtek elérték a maximalis szdmot enyhe csokkenést figyeltiink
meg a sejtszam valtozasaban. Ennek az volt az oka, hogy a sejtek dsszecsapzddtak.

Az 50 uM-os eziist-nitrat kezelés scan-jérdl készitett diagram értéktengelyén a rezidualis
testek szamat tiintettiik fel. Ebben az esetben azt tapasztaltuk, hogy a sejtek azonnal

elpusztultak, és a maradvanyaikbol 1étrejott rezidudlis testeket figyelhettiik csak meg.
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Interfazisos kromatin szerkezetek vizsgalata eziist ionok jelenlétében

Az interfdzisban 1évd sejtek kromatinjanak kondenzalédéasat a folyamat soran megjelend
intermedierek tanulméanyozasan keresztiil tudjuk vizsgdlni. Ezzel a vizsgalati mddszerrel a
toxikus anyagok mar kismértékii, a sejtmagban bekovetkezd hatasat vizsgalhatjuk. Ezen
modszerrel az eziist-ionok okozta valtozasokat konnyen karakterizalhattuk, és akar mas

nehézfémek okozta tipikus morfoldgiai valtozasokkal is 6sszevethetjiik.

A HaCaT sejtek kromatin szerkezetei

Kromatin szerkezetek a HaCaT kontroll sejtekben:

HaCaT control

kromatin fatyolszer.

szerkezetet vesz fel

képletek

e j-k: prackromoszomak

kromoszoémak

14. 4bra HaCat kontrol kromatin szerkezetek

A korai S fazisban 1év0 {istokos szerti kromatin eldszor fibrézus majd negativ szupertekercselt
szalagos format vesz fel, amit a kozép S fazistol a kés6éi S fazisig a kromatin testek
kialakulasa kovet. A kromoszémak kialakuldsa csak a metafazisban fejezédik be, a
metafazisos kromoszomak megjelenése elott ugynevezett prackromoszomékat is
megfigyeltiink.

Ezek a felvételek szolgaltak kontrollként az eziist-nitrattal kezelt sejtekkel szemben. Az abran

,»a -t0l ,,m”-ig a kondenzalodas soran megjelend intermediereket lathatjuk
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Kromatin szerkezetek az eziist-nitrdttal kezelt HaCaT sejtekben

Szubtoxikus doézis feletti koncentracid

A kezelés hatasara mar a szubtoxikus dozis felett is (0,5 uM) latunk valtozasokat a
kondenzalodasi intermediereket vizsgalva (kromatin polarizacio és fibrézus kormatin végek a
sejtmag koriil) és a magasabb koncentraciok felé haladva (5-10 uM) ez a hatas joval

er6sebben jelentkezett.

HaCaT 0.5 utM AgNOj

- )

7. 4bra HaCat 0,5 uM AgNO3-mal kezelt sejtek kromatin szerkezetei

f h
- r

A 0,5 uM-os koncentracioban adagolt eziist-nitrat hatasait vizsgalva megfigyeltiik, hogy a
kondenzalodas soran kialakulo jellegzetes formak megjelennek, de ezeket finom fibrozus
képlet boritja (a-h). A metafazisos kromoszomak nem alakultak ki megfelelden.

Megjelenésiikre jellemz6 volt, hogy a kontrolhoz viszonyitva befejezetlennek tiinnek (m).
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Alacsony dozis

HaCaT S utM AgNO3

8. abra HaCat 5, és 10 uM AgNO3-mal kezelt sejtek kromatin szerkezetei

Alacsony, 5-10 puM-0s eziist-nitrat koncentracional a leginkabb szembetiing jelenség a

sejtmag kortil elhelyezked6 fibrozus €s szalagos kromatin-farok megjelenése.

Fontosnak tartottuk tovabba az a megfigyelést is, miszerint a sejtmagok méretében csokkenést
tapasztaltunk, de ez a csokkenés az apoptotikus testek méretét vizsgalva nem jelentkezett

aranyosan.
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Kozepes dozis

97. abra HaCat 15, és 20 uM AgNO3-mal kezelt sejtek kromatin szerkezetei

Kozepes 15-20 uM-o0s eziist-nitrat koncentraciondl a sejtmagok méretének csokkenése
folytatodik, maga a maganyag kondenzebbé valik, egyre jobban tomorddik, és ez a jelenség
mindkét dbran végigkovethetd. A 15 pM-0s koncentracional megjelenik a kondenzalodasi
pontokat lefedd, finom szélas szerkezetli fatyolszert képlet (15 uM a, ¢, d, e, f, g, j, k, 1 kép).
A 20 uM-os dézisndl azonban ez a jelenség mar kevésbé jellemzd (20 uM h, j, 1 kép)

A megvizsgalt sejtmagok kozott nem tudtuk az apoptozis legkarakterisztikusabb bizonyitékat
az apoptotikus testeket megfigyelni. Ez a jelenség a magas koncentracioknal is megfigyelhetd

volt.
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Magas dozis

HaCaT 30 uM AgNO3

18. abra HaCat 30, és 50 uM AgNO3-mal kezelt sejtek kromatin szerkezetei

Magas koncentracional, 30-50 uM-0s eziist-nitrat esetében, nemcsak az listokds-szerli formak
megjelenése volt szembetiing jelenség szamunkra (30 uM a, d kép, 50 uM b, h, j kép), hanem
a szalagos szerkezetek letekeredése is. (30 uM fkép, 50 uM c, e, g kép)

Ebbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az eziist ionok befolydsoljak és gatoljak a

szupertekercselt kromatin szerkezetek kialakuldsanak mechanizmusat.
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A K-562 sejtek kromatin szerkezetei

Kromatin szerkezetek a K-562 kontroll sejtekben

A HaCaT sejtekhez hasonléan a K-562 sejteken is elvégeztiik a kromatin kondenzéalodas

intermediereinek vizsgalatat, a kontroll és a kezelt sejteken is.

Az alabbi abran a kontroll mintabdl szarmazo sejtmagokat latjuk. A képen A-tdl indulva P-ig
a korai S fazistdl kezdve nyomon kovethetjiikk a kromatin szerkezetekbdl a kromoszomak
kialakulasat. Korai S fazis a fatyolszeri szerkezetek jellemzOk. A kozép S fazisban fibrozus
¢és szupertekercselt forméak jelennek meg Az S fazis masodik felében a kromatin testek,

elongalt és a kondenzalt formak jellemzdek.

o A: dekondenzalt kromatin

szerkezet

C-D: fibrozus kromatin

E: kromatin testek

e F-L: szalagos szupertekercselt

kromatin

e M-O: praekromoszoémak

P: metafazisos kromoszémak

19. 4abra K-562 kontrol sejtek kromatin szerkezetei
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Kromatin szerkezetek az eziist-nitrattal kezelt K-562 sejtekben

Szubtoxikus dozis feletti és alacsony dozis

K562 0.5 ptM AgNO;j

10. abra 0,5 és 5 uM AgNO3-mal kezelt K-562 sejtek kromatin szerkezetei

Az alacsony 0,5-5 uM-0s eziist-nitrat koncentracional a HaCaT sejteknél megfigyelt
valtozasokat tapasztaltunk. A karakteresen iistokos-szerii szerkezetek megjelenését a K-562
sejtek esetében mar a 0,5 pM-os koncentracional is megfigyeltiik, bizonyitva hogy ezek a
sejtek érzékenyebbek az ezilist ionok jelenlétére (0,5 uM a-h kép). A K-562 sejtek
érzékenyebb voltat a mar kis dozisnal megfigyelhetd fatyolszerli szerkezetek megjelenése is

alatdmasztja (0,5 uM a-m kép).
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Az 5 uM-os eziist koncentracional ezek a jelenségek tovabbra is megfigyelhetok voltak, de ez

esethen az erésebben kondenzalddott kromatin szalas szerkezetei is megjelentek (5 uM k, 1
kép).

Kozepes és magas dozis:

K562 10 pM AgNO;

111. abra 10, 20 és 50 uM AgNO3-mal kezelt K-562 sejtek kromatin szerkezetei

Kozepes és magas 10-50 pM-os eziist-nitrat koncentracion a K-562 sejteknél is megfigyeltiik
a sejtmagok méretcsokkenését, illetve ezeknél a sejteknél a magban 1évd alkotorészek

méretének novekedését is.
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A mag méretének csokkenését 10 pM-os eziist-nitrat koncentracional figyeltiik meg eldszor.
Apoptotikus  testeket  figyeltink meg ahol a sejt apoptézison esett  at.
20-50 uM-os koncentraciondl a mag méretének csokkenése folytatodik, a maganyag
tomorddik, anélkiil hogy a mag szétesne. A sejtmag alakja ovalissa valik, a maganyag egyre
jobban megfesziill a magban. Az apoptotikus testek alacsony szdma ¢és a szétszakadozott

sejtmagok miatt nem volt egyértelmil az apoptdzis vagy a nekrozis tilstlya.
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Osszefoglalas

Az eziist-nitrat citotoxikologiai, és legfébbképpen a kromatin kondenzalodasi intermedierek

kialakulasara gyakorolt hatasdnak vizsgalataval az alabbi megallapitasokra jutottunk:

Az eziist-nitrat hatasai a sejtek viabilitasara

Bebizonyitottuk, hogy az eziist-nitrat toxicitasa koncentraciofiiggd, azaz az egyre nagyobb
dozisban adagolt eziist-nitrat egyre erbteljesebb toxikus hatast gyakorol a sejtekre.
Megallapitottuk, hogy a K-562 sejtek (erytroleukémia sejtek) érzékenyebbek az eziist-
nitrattal szemben, mint a HaCaT sejtek (keratinocita sejtek). Ez vilagosan latszik a
minimalis inhibicids koncentraciokbol is: HaCat sejtek esetében: 6.4uM AgNO3, K562
sejtek esetében: 3,5uM AgNO:s.

Az eziist-nitrat hatasai a cellularis etologiara

A valos id6ben tortént megfigyelések alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
minimalis inhibicids koncentraci6 alatti koncentraciok serkentd hatdsuak a sejtekre, az e
felettiek esetében pedig a dozis fliggvényében valosul meg a gatlas, illetve magas
koncentracioknal a kifejezett toxikus hatds. Populédcios szinten jelentOs elvaltozast nem
mutatnak a kezelt koncentraciok, az adherens sejteknél a toxikus hatds (sejtpusztulés és a

monolayer felvalasa) a tenyészet kisebb konfluencia értéki teriileteirdl indult ki.

Az eziist-nitrat hatasai a kromatin kondenzalodasra

Az eziist €és az eziist-ionok hatdsa a széles skalaju kromatin szerkezeten korabban még nem

volt vizsgalva. Az eziist-ion, mivel a DNS-be bekotddik, és azzal komplexet képez, hatassal
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van a DNS javitd6 mechanizmusaira, és a kromatin kondenzalodésra is, ezért feltételezhetden

mutagén lehet.

Az eziist-nitrat kezelést kovetden kapott mintdinkban nem lattunk metafazisos
kromoszoémakat. Ez azzal magyarazhatd, hogy az eziistnek mutagén hatasa lehet, mivel
megallitja a sejtciklus folyamatat a G2/M fazisban a replikacioban bekdvetkezd esetleges

DNS hibék javitasa miatt.

o Az eziist-nitrat hatasai az alacsonyabb koncentracidkon (10uM): a sejtmag
a mérsékelt csokkenése nem volt Osszhangban az apoptotikus testek
megjelenésével. A megfigyeléseink soran alacsony koncentracioknal nem
talaltunk apoptotikus vagy nekrotikus sejthalélra utal6 jeleket a kromatin

szerkezetek vizsgalata kdzben.

o Magas (10-5 uM) ezist-nitrat koncentracional figyeltik meg a maganyag
Sejtmagbol torténd expanzidjat. Elsédlegesen a maghartya atszakadasanal
elongalt strukturdk, és szalagszerli, kromatinra hasonlitd szerkezetek

jelennek meg a nekrozisra jellemzd sejtmagi morfologia nélkiil.

Dozistol fiiggden az apoptdzis €s a nekrozis morfologiai jellemzdinek keveredését lattuk.
Ezek a megfigyelések Osszeegyeztethetok azzal a feltevéssel, hogy az eziist malignus
elvaltozasokat okozhat az éllatokban. Mindkét sejtvonalon (HaCaT, K-562) megfigyeltiik,
hogy az ezist-nitrat mind alacsony, mind magas koncentrdcioban a kromatin struktirik

széttekeredését okozza, ezzel gatolva a kromatin kondenzalodésat.
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