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WPLYW SUBLETALNYCH DAWEK PROMIENIOWANIA GAMMA
' NA SUPERHELIKALNOSC DNA
ORAZ PRZEZYWALNOSC FIBROBLASTOW LUDZKICH

W pracy badano wplyw subletalnych dawek promieniowania gamma na organiza-
cje i strukture DNA oraz przezywalnosé¢ fibroblastow ludzkich (linia T7g).

Przezywalnos$é oznaczano metoda wzrostu klonalnego komérek w hodowli mono-
warstwowej in vitro, zmiany strukturalne DNA - na podstawie stopnia relaksacji
nukleoidu, metoda wirowania lizowanych Tritonem X-100 komérek w 15-30%
obojetnym gradiencie gestosci sacharozy. Do oznaczenia zawartosci DNA we frakcjach
gradientu stezeri sacharozy stosowano fluorochrom 33258 Hoechst. Superhelikalnos¢
DNA okreslano na podstawie interkalacji bromku etydyny.

Stwierdzono znaczne zmiany w organizacji i strukturze DNA w zakresie dawek
promieniowania stosowanych do oznaczenia przezywalnosci komoérek — 30% utratg
ujemnej superspiralizacji DNA po dawce 2 Gy i dalsze 2-3% zmiany w superhelikalno-
dci po dawkach wiekszych (6-10 Gy). Wyniki te wskazuja na znaczng relaksacje
nukleoidu komoérek napromieniowanych dawkami promieniowania gamma wigkszymi
od 4 Gy. Po dawkach tych zaobserwowano réwniez bardzo niski procent przezywalno-
dci (1-3%). Znaczna utrata ujemnej superhelikalnosci DNA i relaksacja nukleoidu,
spowodowana rozwinigciem superstruktur domen DNA (wyciagnigciem petli DNA] po
dawkach promieniowania gamma, po ktérych réwniez znacznie obnizal si¢ procent
przezywalnosci komorek wskazuje, ze indukowane przez promieniowanie zmiany
w trzecio- i czwartorzedowej strukturze DNA uniemozliwiaja wlasciwe funkcjonowanie
i replikacje genomu, co w konsekwencji prowadzi do reprodukcyjnej $mierci komérki.

1. WSTEP

Jednym z istotnych czynnikéw mutagennych, z ktorymi cztowiek spotyka
sie na co dzieri, jest promieniowanie jonizujace, a W szczegdlnosci male jego
dawki, akumulowane w organizmie w wyniku naturalnego promieniowania
érodowiska oraz stosowania promieniowania do celow diagnostycznych i tera-
peutycznych. Napromieniowanie komorki powoduje uszkodzenie jej struktury
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i zakl6cenie pelnionych przez nia funkcji biologicznych. Koncowy efekt
promieniowania zalezy m. in. od takich czynnikéw, jak dawka promieniowa-
nia, wrazliwos¢ komorki na promieniowanie, skuteczno$¢ mechanizmow
reperacyjnych DNA. Wplyw promieniowania na przezywalnos¢ komorki
stanowi sumaryczny efekt wszystkich tych proceséw.

Dotychczasowe badania nad wplywem promieniowania jonizujacego na
organizmy zywe wykazaly, ze jednymi z najpowazniejszych uszkodzen w géno-
mie eukariotycznym sa indukowane przez czynniki mutagenne pojedyncze
i podwojne peknigcia DNA [14].

Pojedyncze peknigcia (SSB) powstaja w wyniku rozerwania Jednego
z lancuchéw heliksu DNA. Sa to uszkodzenia wystepujace najczesciej,
indukowane niewielkimi dawkami promieniowania i prowadzace do réznego
rodzaju mutacji w organizmie. W wigkszosci komorek pojedyncze peknigcia sg
naprawiane za pomoca roznych mechanizmoéw reperacyjnych, przy udziale
enzymow [18].

Rzadzigj wystgpujacym uszkodzeniem sa podwojne peknigcia DNA (DSB),
bedace wynikiem rozerwania obu laricuchoéw heliksu w tych samych lub
sasiadujacych ze sobg o kilka par zasad miejscach. Sq one szczegolnie grozne
dla orgamzmu gdyz niszcza natywna strukturg DNA, a wigkszos¢ z mch nie
jest naprawiana przez komorke [35].

Pojedyncze i podwdjne peknigcia moga powstawaé rowniez w wyniku
dzialania mutagenéw chemicznych [34].

Z uwagi na ciagle narazenie organizmu ludzkiego na dzialanie niskich
poziomoéw czynnikéw uszkadzajacych, wzrasta zainteresowanie opracowaniem
czulych i niedrogich metod, umozliwiajacych wykrycie i analiz¢ okreslonej
mutacji oraz testowanie efektow genotoksycznych mutagenow s$rodowisko-
wych [16]. Wiele z wysitkow w tej dziedzinie skierowanych jest na opracowanie
metod, pozwalajacych na wykrycie i monitorowanie mutacji w pojedynczej
komorece.

Praca przedstawia nieskomplikowana i szybka metod¢ umozliwiajaca
oceng wplywu subletalnych dawek promieniowania, gamma na organizacijg
i strukture materialu genetycznego komérki ludzkiej w polaczeniu z ocena
zdolnosci komorki do przezycia indukowanych uszkodzen.

2. MATERIAL
2.1. Komorki

Materialem do badan byly fibroblasty ludzkie linii T74, dostarczone przez
Bank Komodrek Centrum Zdrowia w Warszawie.
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3, METODY
3.1. Hodowla fibroblastow

Hodowlg komérek prowadzono w medium Eagla (MEM) z dodatkiem
10% plodowej surowicy cielgcej oraz gentamycyny (50 ug/ml), w atmosferze
5% COy, temp. 37°C i 100% wilgotnosci. Medium wzrostowe zmieniano raz
tygodniowo.

3.2. Napromieniowanie fibroblastéw

Komorki napromieniowywano w monowarstwie, w temp. od 0° do 4°C,
dawkami od 0 do 10 Gy promieniowania gamma (zrédlo °Co, wydajno$é
zrodla 530 Gy/godz., mierzona za pomoca dozymetru Fricke'go). Probe
kontrolna (dawka 0 Gy) przygotowywano analogicznie i na czas napromienio-
wania przechowywano w temp. od 0 do 4°C.

3.3. Oznaczenie przezywalnosci fibroblastéw
na podstawie wzrostu klonalnego komoérek in vitro

Napromieniowane i kontrolne komérki przemywano dwukrotnie zimnym
(od 0° do 4°C) PBS, dodawano medium i hodowano przez okres 3 tygodni.
Medium zmieniano raz tygodniowo. Napromieniowane fibroblasty do mo-
mentu ponownego umieszczenia w- inkubatorze przechowywano w lodzie,
w temp. od 0° do 4°C. Po uplywie 3 tygodni barwiono komorki 0,05%
roztworem fioletu krystalicznego w 10% formaldehydzie i pod mikroskopem
liczono kolonie skladajace si¢ z co najmniej 50 komorek.

3.4. Fluorymetryczne oznaczenie DNA fluorochromem 33258 Hoechst

Do identyfikacji DNA we frakcjach gradientu stezeri sacharozy stosowano
fluorochrom 33258 Hoechst w stezeniu 1 ug/ml. Oznaczenia fluorescencji
przeprowadzano przy Aex = 350 nm i Aoy, = 490 nm (szczeliny 10 nm) na
spektrofluorymetrze Jobin-Yvon (Francja).

3.5. Wirowanie nukleoidu w obojetnym gradiencie gestosci sacharozy

Uwolnione z lizowanych komoérek nukleoidy wirowano w obojetnym
gradiencie gestosci sacharozy (15-30% sacharoza w 2 M NaCl, 0,01 M EDTA
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i 0,01l M Tris o pH 7,5 oraz 1 ug/ml 33258 Hoechst). Gradienty stgzen
sacharozy formowano przy uzyciu automatycznego urzadzenia Gradient
Former, firmy ISCO, USA. Bezposrednio przed wirowaniem fibroblasty
lizowano na powierzchni sacharozy w ciagu 1 godz., w ciemnosci, w tem-
peraturze pokojowej, plynem lizujacym o skladzie 1% Triton X-100, 0,2
M EDTA, 0,01 M Tris pH 8,0 i 2 M NaCl. Préby wirowano w rotorze
wychylnym SW-60 w ultrawiréwce Beckman L5-65, w temp. 15°C i 15 000
obr./min, po czym frakcjonowano na 30 frakcji przez podwarstwienie 50%
sacharoza, na urzadzeniu Gradient Fractionator, firmy ISCO, USA. Zawar-
tos¢ DNA w poszczegolnych frakcjach oznaczano na podstawie pomiaru
natezenia fluorescencji w warunkach opisanych w p. 3.4.

3.6. Oznaczenie superhelikalnosci DNA

Superhelikalnos¢ DNA oznaczano na podstawie relaksacji nukleoidu
w obecnosci bromku etydyny (EB). Nukleoidy wirowano w obecnosci réznych
stezen EB w warunkach identycznych do opisanych w p. 3.5. Stosowano
stezenia w zakresie 1-20 ug EB/ml sacharozy. Natezenie fluorescencji, po
interkalacji EB do DNA, mierzono na spektrofluorymetrze Jobin-Yvon
(Francja) przy Aex = 360 nm i Aeyy = 590 nm (szczeliny 10 nm).

4. WYNIKI

4.1. Wplyw promieniowania na przezywalno$¢ fibroblastow

Subletalne, oraz zblizone do nich, dawki promieniowania moga powodo-
waé interfazowa lub reprodukcyjna $mier¢ komorki [6]. W przypadku pierw-
szym komorka ginie natychmiast lub wkroétce po napromieniowaniu, w drugim
za$ funkcjonuje nadal, lecz nie jest zdolna do reprodukcji. Komorki, ktore
przezyly okreslona dawke promieniowania i odzyskaly w pelni zdolnos¢
reprodukcyjna, podejmuja normalny cykl zyciowy i w wyniku kolejnych
podzialéw mitotycznych tworza kolonie identycznych komoérek. Kazda z kolo-
nii powstaje z podziatu i wzrostu klonalnego pojedynczej komorki.

Przyklad szalek z koloniami pokazano na fot. 1, gdzie szereg A zawiera
kolonie, utworzone przez fibroblasty nienapromieniowane, szeregi B, C,
D i E - kolonie, utworzone przez fibroblasty napromieniowane dawkami od
2 do 8 Gy promieniowania gamma.
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Fot. 1. Kolonie utworzone przez napromieniowane i nienapromieniowane fibroblasty Tudzkie linii
Ty4. 1o$¢ komorek/szalke 60 mm przed napromieniowaniem ~ 5,0 x 10%; A — 0 Gy (kontrola),
B-2Gy, C-4Gy, D-6Gy, E-8 Gy

4.1.1. Okreslenie minimalnej ilosci komérek, przy ktorej fibroblasty ludzkie
linii T74 zdolne sa do wzrostu klonalnego in vitro

W warunkach in vitro poszczegdlne rodzaje komorek zdolne sa do wzrostu
klonalnego przy roéznej poczatkowej ilosci komorek. Jest ona inna dla
komorek poszczegdlnych linii tego samego rodzaju, w znacznym stopniu
zalezy takze od warunkéw prowadzenia hodowli. W zwiazku z tym konieczne
jest kazdorazowe wyznaczenie minimalnej ilosci komorek, przy ktorej w da-
nych warunkach hodowli (wielko$¢ naczyn, rodzaj surowicy i plynéw hodow-
lanych, czestotliwo$¢é zmiany medium wzrostowego itp.), komorki danej linii
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zdolne sa do wzrostu klonalnego in vitro. Metoda kolejnych rozcienczen
wartos¢ t¢ dla nienapromieniowanych fibroblastow linii T74 okreslono na
1,0 x 10> komoérek/szalke o érednicy 60 mm i na 1,5x 103 komoérek — dla
fibroblastow napromieniowanych (tab. 1).

’

Tabela 1

lloé¢ kolonii utworzonych przez napromieniowane fibroblasty ludzkie linii T4
przy réznych poczatkowych stgzeniach komorek

B llos¢ komorek/szalke 60 mm

ka [05x10°] 10100 | 1,5%10° | 20x10° | 25x10° | 50x10° | 10010}
(Gy) :

Tloéé komorek/szalke o srednicy 60 mm (x+s)

0 0 13,6403 | 36,6+1,5 | 493440 | 643440 | 650+49 | 122,74+2,0
2 0 0 145+1,7 | 16,3+1,5 36,0+26 | 363+34 57,0+2,0
A 0 0 10,0+ 1,0 56:£0,50 | 22,34:3,2 19,3+3,2 27,7+3,2
6 0 0 1,0+£0,0 3,640,5 10,3429 4,040,0 8315
8 0 0 0 0,7+1,1 2,0+1.0 4323 3.0+1,0

4.1.2. Wplyw poczatkowej ilosci napromieniowanych komorek
na zdolnos$¢ tworzenia kolonii

W celu sprawdzenia czy poczatkowa ilos¢ fibroblastow badanej linii T74
ma wplyw na ich zdolnos$¢ tworzenia kolonii, komorki rozpasazowywano
w ilosciach: 1,5x 103, 2,0x 103, 2,5x 10, 5,0%10% i 10,0x 10’ komérek na
szalke o $rednicy 60 mm. Fibroblasty napromieniowywano dawkami 2, 4,
6 i 8 Gy promieniowania gamma, po czym hodowano przez okres 3 tygodni.

W badanym zakresie st¢zen nie stwierdzono istotnego wplywu poczatkowej
ilosci fibroblastéw na $rednia procentowa zdolnos¢ tworzenia kolonii — wraz
ze wzrostem dawki promieniowania procent zdolnych do reprodukcji komorek
zmniejszal si¢ w sposob podobny (tab. 2, rys. 1). Poréwnanie testem
F Snedecora, metoda analizy wariancji ANAWA II [33] wspotczynnikéw
regresji dla nachylenia prostych przedstawiajacych zaleznos¢ ilosci utworzo-
nych kolonii od dawki promieniowania, nie wykazalo statystycznie istotnych
réznic w poréwnywalnych parametrach przy poziomie istotnosci o = 0,95.
Niezaleznie od stosowanego stg¢zenia poczatkowego nastgpowal znaczny
spadek przezywalno$ci komodrek po dawkach wigkszych od 4 Gy i znikomy
procent przezywalnosci po dawkach 6 i 8 Gy (tab. 2, rys. 1). Nalezy jednak
zaznaczyé, ze w przypadku stezen wigkszych (5,0 x 103 i 10,0 x 10%), znaczna
liczba utworzonych kolonii stwarzala pewne trudnosci z dokladnym ich
policzeniem, w zwiazku z czym za optymalne dla tej linii komérkowej uznano
stezenia 2,0x 103 — 2,5x 10® komérek/szalke o $rednicy 60 mm.
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Tabela 2

Srednia procentowa zdolno§é tworzenia kolonii przez napromieniowane fibroblasty ludzkie
linii. T, przy roznych poczatkowych stezeniach komorek

llo$¢ komorek/szalke 60 mm
D&“’y‘;“ 1,5% 103 2,0 % 10° 2,5% 103 5,0% 10 10,0 % 103
lloé¢ kolonii/szalke 60 mm (w %)
0 100 100 100 100 100
2 39,2+4,3 33,1430 56,0+4.1 55,4451 46,5420
4 27,3430 11,54+1,1 34,7+49 298449 22,5+2,6
6 2,74+0,0 74413 16,1 +3.8 6,2+0,0 6,8+ 1.1
8 0 14423 3,1+1,3 3,64+3,5 2,4+08
y Przezywalno€é
0,1 =
0,01k
-
0,001 L L L L
0 2 4 6 ) 10
/ Dawka (Gy)
/

Rys. 1. Przezywalno$¢ napromieniowanych fibroblastow ludzkich linii Tzq
(na osi y - frakcja komorek, ktore przezyly dana dawke promieniowania)

4.2. Fluorymetryczne oznaczenie DNA
przy uzyciu fluorochromu 33258 Hoechst

lloé¢ DNA w poszczeg6lnych frakcjach gradientu gestosci sacharozy
oznaczano na podstawie natgzenia fluorescencji po przylaczeniu fluorochromu
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33258 Hoechst. Reaguje on z obszarami DNA bogatymi w A-T [5], mechanizm
reakcji dotychczas nie zostal dokladnie poznany.

Przylaczenie DNA powoduje przesunigcie maksimum fluorescencji czys-
tego fluorochromu z 350 do 358 nm w widmie wzbudzenia i z 490 do 458 nm
— w widmie emisji oraz znaczny wzrost natgzenia fluorescencji (30-krotny

 FLUORESCENCJE
(jednostki arbitralne)
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Rys. 2. Fluorescencyjne widma wzbudzenia: a. 33258 Hoechst (1 pg/ml), wzmocnienie 300 x :
b. 33258 Hoechst (1 pg/ml + DNA (0,5 pug/ml), wzmocnienie 30 x; c. 33258 Hoechst (1 pug/ml)
+ DNA (0,5 pug/ml) + sacharoza (20%), wzmocnienie 30 x ; d. 33258 Hoechst (1 pg/ml) + DNA
(0,5 pg/ml) + DNA (0,5 pg/ml) + sacharoza (20%) + plyn lizujgcy (30 ul/ml), wzmocnienie 30 x
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Rys. 3. Fluorescencyjne widma emisji: a. 33258 Hoechst (I uq/ml), wzmocnienie 300 x ; b. 33258

Hoechst (1 pg/ml) + DNA (0,5 ug/ml), wzmocnienie 30 x ; c. 33258 Hoechst (1 ug/ml) + DNA

(0,5 pg/ml) + sacharoza (20%), wzmocnienie 30 x; d. 33258 Hoechst (I pg/ml) + DNA (0,5
pug/ml) + sacharoza (20%) + plyn lizujacy (30 ug/ml), wzmocnienie 30 x
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w przypadku widma wzbudzenia i 15-krotny w przypadku widma emisji (rys.
2, 3). llosciowe oznaczenic reakcji na podstawie krzywych wzorcowych
wykazalo liniowg zalezno$¢ wigzania DNA do fluorochromu w zakresie stezen
nanogramowych i mikrogramowych, o duzym nachyleniu prostych (rys. 4, 5).

50
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Rys. 4. Krzywa wzorcowa oznaczenia DNA metoda fluorymetryczng
7 fluorochromem 33258 Hoechst
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Rys. 5. Krzywa wzorcowa oznaczenia DNA metoda fluorymetryczng
z fluorochromem 33258 Hoechst

W celu ustalenia optymalnych warunkéw oznaczenia DNA wykonano
widma wzbudzenia i emisji fluorochromu w obecnosci sktadnikéw gradientu
gestosci sacharozy. Stwierdzono, ze sacharoza w stosowanych stezeniach
(15-30%) powoduje nieznaczne wygaszenie fluorcscencji w obu widmach, plyn
lizujacy natomiast — nieznaczny jej wzrost (rys. 2. rys. 3). Pozostale skladniki
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(EDTA, Tris-HCI, NaCl) nie miaty wplywu na wielkos¢ fluorescencji. Wirowa-
nia kontrolne, w ktorych wirowano fibroblasty zawieszone w PBS, bez plynu
lizujacego lub PBS i plyn lizujacy bez fibroblastow, wykazaly, ze w przypadku
nielizowanych komorek w zadnej z frakcji nie wystgpuje przyrost nat¢zenia
fluorescencji; w przypadku drugim za$ — natezenie fluorescencji bylo wigksze
tylko w pierwszych 2-3 frakcjach, znajdujacych si¢ poza frakcjami szczytu
DNA nukleoidu lizowanych komdrek, wirowanych w tych samych warunkach
(rys. 6). :

FLUORESCENCJA
100

80

NUMER FRAKCJI

-8=-A =B

Rys. 6. Natezenie fluorescencji (jednostki arbitralnej) w poszczegélnych frakcjach 15-30%
obojetnego gradientu gestosci sacharozy po odwirowaniu: A — fibroblastéw nielizowanych,
B - plynu lizujacego i PBS bez fibroblastow

‘

4.3. Wplyw promieniowania na superhelikalnos¢ DNA

Uszkodzenia DNA oznaczano na podstawie stopnia relaksacji nukleoidu
napromieniowanych fibroblastow oraz zmian w superhelikalnosci DNA.

W zastosowanym 15-30% obojetnym gradiencie gestosci sacharozy, DNA
nukleoidu sedymentuje w postaci ostrego szczytu, obejmujacego 2-3 frakcje
w przypadku fibroblastow nienapromieniowanych i 3-4 frakcje w przypadku
fibroblastéw napromieniowanych. Szybkos¢ migracji DNA w gradiencie
gestosci sacharozy, ulegala zmniejszeniu wraz z wzrostem dawki promieniowa-
nia (rys. 7), co spowodowane bylo stopniowa utrata ujemnej superhelikalnosci
DNA wewnatrz jadra komorki i przejsciem czasteczki ze struktury zwarte]
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w strukturg bardziej otwarta i zrelaksowana. Maksymalny efekt zaobser-
wowano po dawce 2 Gy, po ktorej nastgpowala 30% utrata ujemnej
superspiralizacji heliksu w stosunku do kontroli (rys. 8). Przy dawkach
wigkszych zmiany byly mniejsze — wzgledny spadek szybkosci sedymentaciji
nukleoidow w przedziale dawek 8-10 Gy wynosit tylko 2,4% (tab. 3).

FLUORESCENCJA
00
150
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0 1 1 1 |
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=06y -+26y “*4Gy -S-iGy oy

Rys. 7. Przykladowe profile sedymentacji nukleoidu fibroblastéw ludzkich linii T4
w 15-30% obojetnym gradiencie gestosci sacharozy

Tabela 3

Procentowa utrata ujemnej superspiralizacji DNA i ilos¢ indukowanych pojedynczych peknigc
w funkeji dawki promieniowania

Dawka
0 2 4 8 10
(Gy) .
d;/d, % 100 100 694+3,5 63,2+24 51,8428 49,6+2,3

SSB/genom - 900 1700 3500 4300
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Rys. 8. Procent utraty ujemnej superspiralizacji DNA napromieniowanych fibroblastéw ludzkich
w stosunku do kontroli (fibroblasty nienapromieniowane)

Wzgledna droge sedymentacji nukleoidu w funkcji dawki promieniowania
przedstawiono na rys. 9. Liniowa cz¢$¢ krzywej wykorzystano do oszacowania
ilosci indukowanych pojedynczych peknig¢ DNA, ekwiwalentnych dla danej
dawki promieniowania [17]. Uzyskane wartosci dla dawek w zakresie 2-10 Gy
wynosza odpowiednio 900-4300 pojedynczych pgknig¢ DNA/genom komorki
(tab. 3).
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Rys. 9. Wzgledna odleglos¢ sedymentacji nukleoidu w 15-30% obojetnym gradiencie gestosci
sacharozy: d; - odieglosci sedymentacji nukleoidu fibroblastéw napromieniowanych: d, — odleg-
los¢ sedymentacji nukleoidu fibroblastow nienapromieniowanych (kontrola)

4.4. Oznaczenie superhelikalnosci DNA

W celu stwierdzenia czy w zastosowanych warunkach lizy i wirowania
komérek sedymentacja nukleoidu uwarunkowana jest struktura DNA we-
wnagtrz jadra, a zmiany w szybkosci sedymentacji sa wynikiem zmian
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konformacyjnych zachodzacych w superstrukturach DNA in vivo, przeprowa-
dzono wirowanie nukleoidu w obecnosci bromku etydypy (EB) [10, 11].
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Rys. 10. Schemat lokalizacji pasma nukleoidu wirowanych w 15-30% obojetnym gradiencie
gestosci sacharozy w obecnosci roznych stezen bromku etydyny
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Rys. 11. Sedymentacja nukleoidu w 15-30% obojetnym gradiencie gestosci sacharozy w obecnosci
roznych stezen bromku etydyny (EB): d; — odleglosé sedymentacji nukleoidu w obecnosci EB; d,
— odleglos¢ sedymentacji nukleoidu bez EB (kontrola)
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Stwierdzono charakterystyczny dla superhelikalnego DNA dwufazowy
sposob sedymentacji, zalezny od stgzenia EB [2, 10, 11]. Na rys. 10
przedstawiono schemat lokalizacji pasm nukleoidu w probéwce wirowniczej,
widogznych pod lampa UV (filtr 254 nm), a na rys. 11 — zaleznos¢ wzglednej
szybkosci sedymentacji nukleoidu (dj/d,) od stezenia EB. Najwyzej potozone
bylo pasmo nukleoidu wirowanych w obecnosci 5 ug EB/ml sacharozy,
najnizej — pasmo nukleoidu wirowanych bez EB oraz nukleoidu wirowanych
w obecnosci 20 ug EB/ml. W zakresie stgzen EB od 0-5 ug/ml nastgpowat
spadek szybkosci sedymentacji nukleoidu na skutek stopniowego rozwinigcia
ujemnych superskretow heliksu DNA po interkalacji bromku etydyny. Stgze-
nie EB, przy ktorym nukleoidy badanej linii fibroblastow osiggnety najmniej-
sza szybko$¢ sedymentacji wynosilo 5 ug EB/ml. Stezenie to mozna okresli¢
jako ,,punkt rownowagi” (equivalence point) [2]. Punkt ten okresla ilos¢ \EB,
wystarczajaca do catkowitej relaksacji wszystkich dostgpnych ujemnych super-
skretow domen DNA. Od tego punktu zaczyna si¢ ich ,,przewijanie’” w kierun-
ku przeciwnym i formowanie superskretow dodatnich (stezenie EB od 5-20
pg/ml). Wprowadzenie dodatniej superspiralizacji heliksu powoduje stopniowe
upakowanie nukleoidu i wzrost jego szybkosci sedymentacji, ktora osigga
wartos¢ zblizona do sedymentacji natywnego, kontrolnego DNA przy stezeniu
20 pug EB/ml (rys. 12).
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Rys. 12. Przykladowe profile sedymentacji nukleoidu fibroblastéw ludzkich linii T74 w 15-30%
obojetnym gradiencie gestosci sacharozy w obecnosci réznych stezenn bromku etydyny
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5. DYSKUSJA

Hydrodynamiczne badania interfazowego genomu komorek eukariotycz-
nych wykazaly, 7ze widkna chromatynowe zawieraja mocno upakowane
struktury solenoidalne, zorganizowane w duze supersolenoidalne petle DNA,
utrzymujace swoja strukturg za pomoca wigzania do bialek nichistonowych [2,
10, 11, 26, 28]. Istnienie superhelikalnych domen DNA, podobnych do
wielkich petli, wychodzacych ze wspolnego szkieletu stwierdzono na zdjeciach
z mikroskopu elektronowego preparatow jadrowego DNA, otrzymanych przez
tagodna lize jader komorek, po oddysocjowaniu histonow i wiekszosci bialek
nichistonowych [11]. [ntegralno$¢ petli zostaje zapewniona przez ich zakot-
wiczenie w matriks jadrowej [1, 27, 28], skad mozna je uwolni¢ dzialaniem
detergentéw jonowych lub roztworéw 2 M NaCl i 5 M mocznika [25, 30, 40].
Powoduja one degradacj¢ struktury matriks, co sugeruje, ze istotng role
w zakotwiczeniu petli DNA odgrywaja wigzania wodorowe i jonowe.

Obecnie przyjmuje si¢, ze domeny DNA sa podstawowa jednostka
organizacji superstruktur DNA wyzszego rzgdu w komorce eukariotycznej. Sg
one obecne tak w jadrze interfazowym, jak i w chromosomach metafazowych
[11, 28, 41].

Szereg danych przemawia za tym, ze miejsca zakotwiczenia petli DNA
w matriks nie sa przypadkowe i znajduja si¢ w poblizu fragmentéw DNA
bogatych w A-T [27], a dlugos¢ petli DNA migdzy dwoma miejscami
zakotwiczenia rowna si¢ wielkosci replikonu [4]. Wybarwienie bromkiem
etydyny umocowanych w matriks petli DNA daje w mikroskopie obraz tzw.
aureol (halo) o srednicy 13-15 um [28, 32, 36, 39].

Poniewaz w bakteriofagach [20] i plazmidach [15] replikacja DNA nie moze
by¢ zainicjowana, dopoki DNA nie ulegnie superskreceniu, sugerowano przez
analogi¢, ze w komorkach eukariotycznych inicjacja replikacji wymaga
rowniez utworzenia superskreconej konfiguracjii DNA [29], a wysoce zor-
ganizowane struktury wyzszego rzgdu chromatyny moga bra¢ udzial w mecha-
nizmach kontrolowania procesow transkrypcji, replikacji i reperacji DNA [21].

Liza komorek eukariotycznych detergentami niejonowymi w obecnosci
wysokich stezen soli (2 M NaCl) uwalnia struktury podobne do jader, zwane
nukleoidami. Nukleoidy zawieraja superskrecony DNA, RNA i niektore
biatka niehistonowe, sa natomiast caltkowicie pozbawione histonow i lipidow.
Stopieri superskrecenia DNA w nukleoidzie mozna obserwowac podczas
sedymentacji przy niskim g, w 15-30% obojetnym gradiencie ggstosci sacharo-
zy, zawierajacej 2 M NaCl [8, 9, 10]. Wprowadzenie kilku pgknig¢ do
czasteczki DNA powoduje wykrywalng utrate ujemnej superspiralizacji heliksu
i jego relaksacje [13, 19, 23].

Relaksacja superskregconego DNA (generowanie wolniej sedymentujacych
nukleoidow) jest pierwszym etapem obserwowanym podczas reperacji DNA
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w komérkach ludzkich, na ktore dzialano promieniowaniem UV [10, 22, 42]
lub MNNG [22, 23].

W pracy badano wplyw subletalnych dawek promieniowania gamma na
organizacje i strukture DNA w jadrze fibroblastow ludzkich w powigzaniu ze
zdolnoscia napromieniowanych komorek do reprodukcji i przezycia induko-
wanych uszkodzen.

Do napromieniowania stosowano dawki od 0 do 10 Gy promieniowania
gamma, obejmujace zakres dawek biologicznych, ktore komoérka moze prze-
zy¢. Hodowle komérek napromieniowywano w monowarstwie, w temp. od 0°
do —4°C, w lodzie, w ktérym komoérki byly przechowywane do momentu
rozpoezecia hodowli poradiacyjnej lub lizy. Stosowanie niskiej temperatury
w trakcie i po napromieniowaniu jest- niezwykle istotne ze wzgledu na
zahamowanie procesow reperacyjnych DNA [14].

Niezaleznie od stosowanego stezenia poczatkowego napromieniowanych
fibroblastow stwierdzono znaczny spadek przezywalnosci komorek po daw-
kach 61 8 Gy (tab. 2, rys. 1). Wyniki te sg zgodne z rezultatami innych badan,
w ktorych stwierdzano bardzo niski procent przezywalnosci komoérek eukario-
tycznych po dawkach wigkszych od 4 Gy [6]. |

Uszkodzenia DNA w zakresie dawek stosowanych do przezywalnosci
komorek oznaczano metoda sedymentacji nukleoidu w 15-30% obojetnym
gradiencie gestosci sacharozy. Technika ta uwazana jest za jedna z najbardziej
czulych metod oznaczenia uszkodzenia i naprawy DNA w komoree [8, 19, 31].

DNA komorek nieuszkodzonych znajduje si¢ w konfiguracji superskreco-
nej, posiada strukture zwarta i sedymentuje szybko, podczas gdy DNA
komorek uszkodzonych, na skutek obecnych w czasteczee pojedynczych
peknie¢, wystgpuje w konfiguracji zrelaksowanej i sedymentuje wolnie;j.
Stopien relaksacji zalezny jest od ilo$ci indukowanych przez promieniowanie
pojedynczych peknie¢ w czasteczce DNA. W przypadku kolistego DNA
prokariontow i wiruséw wprowadzenie chociazby jednego peknigcia do jego
czasteczki powoduje rozplecenie nici DNA 1 zniszczenie superstruktury
heliksu. Indukcja podwéjnego peknigcia prowadzi do catkowitej utraty kolistej
struktury DNA i przejscia w strukture liniowa. W odréznieniu, wprowadzenie
jednego pojedynczego peknigcia do jadrowego DNA eukariontéw nie powodu-
je jego calkowitej relaksacji. Wynika to ze struktury genomu eukariotycznego,
w ktorym DNA zorganizowany jest w domeny roznej wielkosci, w kompleksie
z biatkami i RNA. Z tego wzgledu indukowane przez promieniowanie
pojedyncze peknigcia nie prowadza od razu do catkowitego zniszczenia
superhelikalnej struktury DNA, gdyz w zaleznosci od wielkosci dawki
uszkadzane sa stopniowo kolejne domeny. Znajduje to odbicie w szybkosci
sedymentacji DNA nukleoldu. W zaleznosci od wielkosci domen te same
dawki promieniowania relaksuja czasteczkg DNA w roznym stopniu i powo-
duja odmienne zmiany w szybkosci jego sedymentacji. Pozwala to, przy
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zastosowaniu odpowiednich rownar, obliczy¢ ilo$¢ pojedynczych peknigé,
koniecznych do osiggnigcia stanu catkowitej relaksacji DNA genomu badanej
komorki, a stad wielkos¢ domen [19].

Podczas gdy DNA w zasadowym gradiencie gestosci sacharozy sklada si¢
z sedymentujacych niezaleznie pojedynczych nici [7], nukleoid zbudowany jest
z duzej ilosci superhelikalnych petli DNA, ktore zachowuja si¢ podobnie do
czasteczek kolistego DNA — obecnos¢ jednego pojedynczego peknigcia w petli
powoduje calkowita utrat¢ jej superspiralizacji i rozciagnigcie. Powstaja
bardziej zrelaksowane, luzniejsze struktury, ktore w gradiencie gestosci sacha-
rozy sedymentuja wolniej. Pozwala to $ledzi¢ obecnos$¢ pojedynczych peknigé
DNA w genomie komorki na podstawie szybkosci sedymentacji nukleoidu [10,
13]. Obecnos¢ kilku pojedynczych peknigé w genomie powoduje wykrywalna
utrat¢ ujemnej superspiralizacji DNA nukleoidu. Metod¢ mozna stosowaé do
wykrywania bardzo niskich pozioméw uszkodzen DNA — ok. 1 SSB/2x 10!°D
masy DNA [3, 19], podczas gdy maksymalna ilos¢ pojedynczych peknig¢ DNA
wykrywalnych metoda wirowania w zasadowym gradiencie gestosci sacharozy
wynosi 0,1-1 SSB/10°D masy DNA [7, 19].

Stosowana w pracy metoda sedymentacji nukleoidu stanowi wlasne
opracowanie podobnych metod z pismiennictwa [10, 24, 37]. Szybkosé
sedymentacji nukleoidu byla niezalezna od stezenia komérek ponizej 1 x 106,
Przy wyzszych stezeniach komorki, w obecnosci ptynu lizujacego, wykazywaty
tendencje do agregacji, co powodowalo nieprawidlowa sedymentacje nukleo-
idu. Optymalna ilos¢ komorek stosowanych do wirowania wynosita 50-100
tys. Do pelnej lizy fibroblastow najbardziej odpowiednie okazalo si¢ 1%
stezenie Tritonu X-100. W literaturze opisywane jest stosowanie mniejszych
stezern Tritonu X-100 (0,1-0,5%) [8, 9, 10, 13, 21, 23, 31]. Okazaly si¢ one
niewystarczajace dla catkowitej lizy fibroblastow — przy tych stezeniach
stwierdzano pod mikroskopem niekompletna liz¢ komorek.

Technike sedymentacji nukleoidu stosowano w badaniach dotyczacych
identyfikacji i naprawy pojedynczych peknig¢ DNA, indukowanych przez
promieniowanie gamma, promieniowanie UV oraz mitomycyny C w komor-
kach HeLa [10], w leukocytach i fibroblastach 0séb zdrowych oraz osob
chorych na Xeroderma pigmentosum |7, 10], w badaniach nad wplywem
inhibitorow syntezy ADP-rybozy na przebieg reperacji DNA w mysich
komorkach leukemicznych Ly g [13, 24], jak réowniez do identyfikacji pojedyn-
czych peknigc i ich naprawy w komorkach sledziony i grasicy szczura [37].
Metode stosowano rowniez do wykrywania uszkodzern DNA watroby szczura
in vivo po dzialaniu kancerogenow z grupy aflatoksyn [19], zwiazkow
alkilujacych MNU i MNNG [12, 31], 4NOQ [31], w badaniach, dotyczacych
wplywu inhibitoréw reperacji DNA w napromieniowanych promieniowaniem
UV fibroblastach ludzkich [7, 23] oraz wplywu inhibitorow topoizomerazy lub
polimerazy DNA na reperacj¢ uszkodzeri DNA w napromieniowanych komor-
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kach nowotworowych [21]. Technika okazala si¢ szczegdlnie przydatna do
identyfikacji adduktow kancerogenow, ktorych dzialanie wplywa na des-
tabilizacj¢ trzecio- i czwartorzedowej struktury DNA i utrat¢ jego ujemnej
superhelikalnosci [12]. Czulo$¢ metody sedymentacji nukleoidu przewyzsza
20--30 razy czutos¢ tradycyjnej metody oznaczenia pojedynczych peknigé DNA
w zasadowym gradiencie gestosci sacharozy [3, 13]. Jest rowniez bardziej czuta
od elucji zasadowej: metoda sedymentacji nukleoidu mozna wykry¢ obecnosé
ok. 200-300 SSB/genom komorki, podezas gdy za pomoca elucji zasadowej
— ok. 500 SSB/genom [13, 14]. Lipetz i wsp. [19] okreslili prog wykrywalnosci
uszkodzen DNA na 0,3 Gy promieniowania X w przypadku sedymentacji
nukleoidu i 10 razy wigcej (3 Gy) w przypadku elucji zasadowej. Yew
i Johnson [42] zastosowali wlasny wariant techniki sedymentacji nukleoidu do
oznaczenia ilosci pojedynczych peknig¢ DNA, powstalych w wyniku dziatania
endonukleaz nacinajacych nici DNA w procesie naprawy DNA i udowodnili,
ze réwnolegle zastosowanie do tego samego celu metody elucji zasadowe;j
wymaga zastosowania dawek promieniowania UV o rzad wielkosci wigkszych
od stosowanych w sedymentacji nukleoidu. Durkacz i wsp. [13] okreslaja
czutos¢ metody na 1-5 Gy promieniowania gamma w zaleznosci od badanego
materiatu.

W przedstawionej pracy najnizsza stosowang dawka byly 2 Gy promienio-
wania gamma. Znaczny stopieni utraty ujemnej superhelikalnosci DNA po tej
dawce (ok. 30%) sugeruje, ze mozliwe jest rowniez oznaczenie uszkodzen
DNA nukleoidu fibroblastow po dawkach mniejszych. Ze wzgledu na duza
wydajnos¢ zrédla stosowanego do napromieniowania komérek nie bylo w tych
warunkach mozliwe stosowanie mniejszych dawek.

Duza zaleta metody sa jej warunki — fizjologiczne pH i lagodna liza
komorek bezposrednio na powierzchni gradientu gestosci sacharozy, ktore
pozwalajg wyeliminowa¢ dodatkowe uszkodzenia, jak np. indukowane w labil-
nych miejscach apurynowych pojedyncze peknigcia DNA w warunkach
wysokich (>12,5) wartosci pH oraz umozliwiaja zachowanie natywnej struk-
tury trzecio- i czwartorzgdowej DNA wewnatrz jadra.

Czulos¢ i przydatnosé metody zostaja znacznie podniesione przez wprowa-
dzenie technik fluorescencyjnych do identyfikacji DNA we frakcjach gradientu
gestosci sacharozy [5, 19]. Techniki fluorescencyjne poszerzaja zakres stosowa-
nia metody o badania populacji komérek nie dzielacych si¢ lub slabo
dzielacych si¢, ktérych wyznakowanie jest bardzo utrudnione lub wrecz
niemozliwe. Wymagaja rowniez niewielkich ilosci materialu do badan. Umoz-
liwia to zastosowanie metody do badan niejednorodnej populacji komérek
o réznej dlugosci cyklu komoérkowego, co w przypadku ich znakowania
radioizotopami moze prowadzi¢ do mylnej interpretacji wynikéw. Polaczenie
obu technik jest szczegblnie przydatne do oznaczenia niskich poziomoéw
pojedynczych peknigé DNA, akumulowanych w populacjach starzejacych sig
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komorek in vivo jako jeden z efektow naturalnego procesu starzenia si¢ [19].
Peknigcia te sq trudne do wykrycia innymi metodami.

W pracy do identyfikacji DNA uzywano fluorochromu 33258 Hoechst
stosowanego powszechnie w cytologicznych badaniach chromosomow [5, 11].
Stwierdzono duza czulosé i specyficzno$c reakcji fluorochromu z DNA oraz
jego przydatnos¢ do identyfikacji DNA we frakcjach gradientu gestosci
sacharozy. Metoda jest niezwykle prosta i szybka, gdyz nie wymaga dodat-
kowego przygotowania i inkubacji probek przed oznaczeniem. Czyni ja to
konkurencyjna nie tylko dla metod radioizotopowych, ale i w stosunku do
innych metod fluorymetrycznych, stosowanych do oznaczgnia DNA we
frakcjach gradientéw gestosci sacharozy.

Superhelikalnos¢ DNA fibroblastow oznaczano na podstawie wzorca
sedymentacji nukleoidu w obecnosci wzrastajacych stezen bromku etydyny.
Natywny DNA komorki eukariotycznej znajduje si¢ w konformacji super-
skreconej, ktéra powoduje, ze podczas wirowania w obojetnym gradiencie
gestosci sacharozy nukleoid uwolniony w wyniku lagodnej lizy komorek
sedymentuje szybko. Wirowanie nukleoidu w obecnosci wzrastajacych stgzen
EB wywoluje, na skutek interkalacji bromku do czasteczki DNA, rozluznienie
superskretow petli domen DNA i wolniejsza sedymentacje¢ nukleoidu. Jest ona
wynikiem stopniowej utraty ujemnej superspiralizacji heliksu i trwa do
momentu osiggniecia minimalnej wartosci stalej sedymentacji, charakterystycz-
nej dla catkowicie rozwinigtego DNA. Przy tej wartosci czasteczka nie zawiera
skretow superhelikalnych i znajduje si¢ w postaci zrelaksowanej. Przy dalszym
zwigkszeniu stezenia EB szybkos¢ sedymentacji zaczyna wzrasta¢ — jest to
poczatek zmiany superspiralizacji czasteczki z ujemnej na dodatnia. Wraz
z dalszym wzrostem ste¢zenia EB postegpuje dodatnia superspiralizacja DNA,
w wyniku czego staje si¢ on bardziej zwarty i sedymentuje szybciej. W ten
charakterystyczny sposob sedymentuje tylko natywny, superhelikalny DNA.
Im bardziej struktura DNA jest gesta, o wysokim stopniu superhelikalnosci,
tym wigcej ujemnych superskretow obecnych jest w superheliksie i do
catkowitego ich usunigcia i rozwinigcia struktury DNA wymagane sg wyzsze
stezenia EB [11, 41]. Sedymentacja nukleoidu komorek napromieniowanych
i nienapromieniowanych w obecnosci roznych stezen EB pozwala oznaczy¢
stopien superhelikalnoéci DNA in vivo, uzyska¢ informacje o przestrzennej
organizacji DNA w komoree, oznaczy¢ ilosciowo indukowane przez czynniki
uszkadzajace zmiany w trzecio- i czwartorzgdowej strukturze DNA oraz
okreslic wielkos¢ domen DNA.

Stwierdzono charakterystyczny dla superhelikalnego DNA dwufazowy
sposob sedymentacji, zalezny od stezenia EB (rys. 10, 11). Sugeruje to, ze
w zastosowanych warunkach metody, bromek etydyny zmienia stopieri
superspiralizacji DNA in situ, a sposob sedymentacji nukleoidu odzwierciedla
rézne poziomy organizacji superstruktur DNA w genomie komorki.
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W podobnych badaniach z pismiennictwa mozna spotkac¢ wartosci od 2 do
5 pg EB/ml jako odpowiadajace punktowi réwnowagi (9, 10, 19, 21, 31],
roznice te moga wynikaé z wielkosci domen DNA w poszezegdlnych rodzajach
komoarek badz z réznic w stosowanych technikach wirowania i lizy komorek.

Wykazano znaczne zmiany w superhelikalnej strukturze DNA w zakresie
dawek promieniowania stosowanych do oznaczenia przezywalnosci. Najwigk-
sze zmiany zaobserwowano w przedziale 0-2 Gy (30% utrata ujemnej
superspiralizacji DNA). Znaczna utrata ujemnej superhelikalnosci DNA po
dawkach 2 i 4 Gy, kiedy to réwniez znacznie obnizal si¢ procent przezywalno-
éci komorek wskazuje, ze zmiany w trzecio- i czwartorzgdowej strukturze
heliksu DNA (wyciagnigcie petli DNA pod wplywem promieniowania) unie-
mozliwiaja wlasciwe funkcjonowanie i replikacj¢ genomu, co w konsekwencji
prowadzi do reprodukeyjnej smierci komorki.

Duza wrazliwo$¢ superhelikalnych struktur DNA na obecno$¢ pojedyn-
czych peknig¢ stanowi réwniez podstawe do opracowania czulych metod
wykrywania niskich pozioméw uszkodzern DNA i testowania mutagennego
wplywu - roznych czynnikoéw srodowiskowych (promieniowanie, mutageny
chemiczne) na DNA komorki eukariotycznej.
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EFFECT OF SUBLETHAL DOSES OF GAMMA RADIATION ON DNA SUPERHELICITY
AND SURVIVAL OF HUMAN FIBROBLASTS

Effect of sublethal doses of gamma radiation on cell survival and DNA superhelicity in
human fibroblasts was studied.

Cell survival was estimated on the basis of clonal growth of irradiated fibroblasts in
monolayer culture in vitro.



. Wplyw subletalnych dawek promieniowania gamma... 139

The nucleoid sedimentation technique was used to study ionizing radiation-induced DNA
damage in vivo as well as to examine DNA superhelicity.

Increased concentrations of ethidium bromide (EB) were used to titrate the DNA supercoiling
response in non-irradiated cells. This response consisted of a relaxation phase (1-5 ug/ml! EB) and
rewinding phase (5-20 ug/ml EB). Observed biphasic dependence of sedimentation distance of
nucleoid on the concentration of EB suggests that the dye altered the amount of DNA supercoiling
in situ.

The degree of DNA supercoiling and thus the sedimentation rate of nucleoid in absence of EB
was very sensitive to strand breaks induced in DNA by the doses of gamma radiation employed in
the cell survival assay. Doses of 2-8 Gy of gamma radiation induced a dose — dependent reduction
in the sedimentation of nucleoid. Loss of negative DNA supercoiling was initially rapid (about
30% after the dose of 2 Gy) and then proceeded at a slower rate (about 35% and 48% after the
doses of 4 Gy and 8 Gy respectively), indicating a significant relaxation of nucleoid structure at the
doses of gamma radiation greater than 4 Gy, at which also a significant decrease in fibroblasts
survival occurred.

Significant loss of negative DNA supercoiling within the range of doses of gamma radiation
resulting in significant decrease of cell survival suggests that destabilizing effect of radiation on
DNA tertiary- and quaternary structures (extensive DNA breaks and relaxation of nucleoid
superhelicity) disturb normal functions and replications of genomic DNA, in consequence leading
to a reproductive death of cells.

Considering the sensitivity and simplicity of the method, the nucleoid sedimentation technique
might be also a useful tool in the monitoring of DNA lesions induced by environmental mutagens
in a variety tissues and cell types.



