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Bevezetés

Az emberi haldlokok kozott jelentds szerepet toltenek
be a rakos daganatok, mely megbetegedések jo része a sejtek
genetikai  allomanyanak hirtelen bekovetkezd 6roklodo
valtozasai, a mutaciok kovetkeztében alakul ki. A mutacidkat
okoz6 ugynevezett mutagén hatasok kozott kiilondsen
jelentések a leginkdbb emberi tevékenységek soran
kornyezetiinkbe keriild szennyezd anyagok, melyek altalanos
nézet szerint a daganatok 90%-at okozzdk. Mivel a mutagén
hatasu anyagok egyben rakkeltéek is, a daganatos betegségek
megeldzéséhez fontos, hogy ezeket az anyagokat ismerjiik fel,
¢s szurjiik ki kornyezetiinkb6l. A rdkmegel6zéshez hasznos
alapot Dbiztositanak a mutagének azonositasara szolgalod
ugynevezett mutagén-tesztek.

A mutaciok két csoportjanak a pontmuticidk és a
kromoszématorések, és azt kovetd szerkezeti valtozasok
kimutatdsara kidolgozott eljarasok széles korben elterjedtek
(Zeiger 2004). A mutdciok harmadik csoportjat képezd,
gyakran  aneuploidiat  eredményez6  kromoszomaszam
valtozasok kimutatasara kidolgozott eljarasok rutinszerlien nem
terjedtek el. Azért nem, mert altalaban nem elég érzékenyek,

tobbnyire bonyolultak, koltségesek. Ugyanakkor sziikség van



ilyen, a kromoszoma nyerések és/vagy vesztések kimutatasara
szolgalé un. aneuploidia-tesztekre, mivel az aneuploidia
kovetkezményei kozott rosszindulata daganatok kialakulasa is
szerepel (Pfau and Amon 2012). Szokas az aneuploidiat a rakos
daganatok jelz6jének is tekinteni (Gordon et al. 2012).

Kromoszémavesztés kimutatasara dolgoztak ki Szabad
Janos és munkatérsai (Szabad et al. 2012) egy 0j eljarast, az
ugynevezett CLADS technikat (Chromosome Loss Assay in
the Drosophila Soma; 1. abra), és mutattak be miikodését négy
ismert  mutagén  (ROntgen-sugarzas,  kolhicin,  etil-
metanszulfonat és formaldehid) esetében.

A CLADS eljaras soran mwh"Y kromoszoémat hordozo
mwh/mwh muslica larvak vannak kitéve kezelésnek. Ha
szarnyaikon a kezelés hatasira az mwh mozaik foltok
gyakorisaga egy kezeletlen kontroll mintdhoz képest
megemelkedik, az a kezelés kromoszomavesztést indukald
hatasat jelenti. A foltok gyakorisdga és mérete alapjan a hatas

erdssége is jellemezhetd.
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1. 4bra: A CLADS technika elvi alapjai. Az Y kromoszomaba iiltetett mwh™
transzgén megakadalyozza az mwh mutans fenotipus kifejezodését, az
egyébként mwh homozigota sejtekben. Ha a szarnykezdemény sejtek
mitotikus osztodasa soran az mwh'Y kromoszoma elvész, a sejtben az mwh
tulajdonsag megnyilvanul. Minden mwh homozigéta sejt 2-7 szdrszalat
noveszt a szokasos egyetlen helyett. A lednysejt utodsejtjei mwh mozaik

foltot képeznek a szarnyon.

PhD munkam célkitiizése volt hogy:

- igazoljam a CLADS technika kornyezeti mintak
vizsgalatara valo alkalmassagat,

- megvizsgaljam és igazoljam a CLADS technikaval a
benzol aneuploididt okoz6 hatasat,

- megvizsgaljam egy altalainosan hasznalt parkett lakk
gbzeinek kromoszomavesztést okozd hatasat, és

- megvizsgaljam egy széles korben hasznalt szintetikus

higité gézeinek kromoszémavesztést okozo hatasat.



Anyag és modszer

A vizsgalatokat Drosophila melanogaster w/mwh™Y; mwh/mwh
torzsének felhasznalasaval végeztiik. (Ahol w egy recessziv
marker mutaciot hordozé X kromoszoma jele.) 84-92 oras
larvakat tettiink ki kiilonbdz6 koncentracioban ill. kiillonb6zo
ideig a vizsgalt anyagok gbzei hatasanak. A kezelés
toxikussaganak jellemzésére megallapitottuk, hogy a larvak
hany szazaléka fejlodott imagdva. Az imagdva fejlodott himek
szarnyait izolaltuk, preparaltuk és mikroszképpal 400x-0S
nagyitassal vizsgaltuk, mwh foltokat kerestiink rajtuk. Az
adatokat statisztikai modszerekkel értékeltiik.

Munkank soran hdrom anyag hatéasat vizsgaltuk:

1. Benzol - amely k6zismert mutagén, rakkelté anyag - pozitiv
referenciaként szolgalt.

2. A Monolakk egykomponensii parkett lakk, az Akzo Nobel
coating Co. terméke.

3. Supralux H-100 szintetikus higit6, az Akzo Nobel coating
Co. terméke.

A kezelendd larvékat a ,kezelés” idejére légmentesen elzart

térben tartottuk a harom fenti anyag gézében.



Eredmények

Vizsgalataink soran a benzol és a parkett lakk bizonyult
toxikusnak a muslica larvakra. A benzol hatdsa mar kis
koncentracidban, illetve rovid ideji kezelés esetén is
megnyilvanult. A parkett lakk toxicitasa csak hosszabb ideig
vald kitettség esetében volt megfigyelhetd (1. tablazat). A
benzollal torténd kezelés utan az egyedek tOobbsége a

babozodas utan pusztult el.

1 tablazat. A toxicitas jellemzo6i

Kezelés Talélés (%)
Kontroll 78.2+1.8
0.005 77.0£1.2
__|0.016 < 68.1+1.6%*
E 0,047 S 59.02.6%*
2 [0.140 a 26.042.0%*
'S 10.175 9.443.6%*
E . 1 6ra 66.542.8%*
N 2 6ra 46.7+4.7%*
o 4 6ra 19.24+2 8%*
2 Ora -
6 ora 78.5+£2.0
Parkettlakk > 76.342.1
24 6ra 68.0+5.3%*
1 6ra -
Higito 2 bra -
(H-100) 4 6ra -
8 ora 79.0+£3.9

** szignifikansan kiilonbozik a kontrolltol; P<0,01; t- proba)



A benzol hatékonyan indukalta az mwh™Y kromoszéma
vesztését. A nagyobb koncentracidban illetve hosszabb ideig
tartd kezelés szignifikansan emelte az mwh foltok gyakorisagat
(2. tablazat).

Ez az 0Osszefiiggés arra enged kovetkeztetni, hogy a
benzol toxikussdga ¢éppen a kromoszémavesztést o0kozo
hatasaval kapcsolatos. E feltevést az is alatdmasztja, hogy a
larvak tobbsége a babozodast kovetden pusztult el. Ez arra is
utal, hogy a benzol a mitotikusan oszt6dd imagokorong sejtek
¢s neuroblasztok miikodését zavarja meg, a larvalis sejtekre
nincs, vagy csak kicsi hatasa lehet (YYan and Li 2011).

A parkett lakk esetében a 24 oOras Kkitettségnél
emelkedett szignifikdns mértékben a foltképzodés gyakorisaga.
A szintetikus higitd gdzei mar 4 és 8 oOras kezelés esetén is

szignifikansan emelték az mwh foltok gyakorisagat.



2. tablazat. Az mwh mozaikossag jellemz6i

Szarny | Mozaik | A mozaik Az egyetlen sejtb6l | A mozaik foltok | A foltok indukcidjanak
Kezelés folt foltc.)k’ allé foilt<’)k étlago_s mérete gyakorisaga
gyakorisaga gyakorisaga (sejt/folt)
N n n/N m f=n2m/NC
Control in Szabad et al., 2012 108 164 15 96 (0.9) 1.70+0.97 1.7x10™
Control 64 259 4.0 216 (3.4) 1.17+0.78 3.2x10"
0.005 40 188 4.7 163 (4.1) 1.14+0.74 3.6x10™
_. | 0016 £ 30 173 5.8 147 (4.9) 1.14+0.71 4.4x10™
g) 0.047 o) 30 218 7.3* 179 (5.9%) 1.18+0.79 5.7x10™
Z | 0.140 N 12 107 8.9* 84 (7.0%) 1.24+0.85 7.4x10*
g | 0175 18 227 12.6** 180 (10.0**) 1.22+0.81 10.3x10*
g o 1 hour 38 176 4.6 145 (3.8) 1.18+0.76 3.6x10™
& o 2 hours 12 80 6.7 65 (5.4) 1.20+0.79 5.3x10™
° 4 hours 20 236 11.8** 195 (9.8**) 1.17+0.76 9.2x10"
L= 2 hours 36 189 5.3 166 (4.6) 1.13+0.74 4.0x10*
253 6 hours 40 188 4.7 160 (4.0) 1.14+0.72 3.9x10"
RS § 12 hours 38 226 5.9 193 (5.1) 1.15+0.75 4.6x10™*
~ 24 hours 28 216 7.7* 176 (6.3%) 1.22+0.81 6.3x10™*
1 hour 38 180 4.7 157 (4.1) 1.15+0.80 3.6x10™
Thinner 2 hours 40 202 5.1 177 (4.4) 1.15+0.79 3.9x10™
(H-100) 4 hours 44 310 7.0% 248 (5.6%) 1.19+0.76 5.9x10™
8 hours 12 107 8.9* 87 (7.3%) 1.1940.78 7.1x10™

* & ** szignifikansan kiilosnbozik a kontrolltol, P<0,05 és P<0,01 (x* proba)




A benzol toxicitasa és kromoszomavesztést okozd

hatasa kozt linearis Osszefliggés tapasztalhato (2. dbra).
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2.abra: A benzol toxicitasa (a larvak tulélési %-aban
abrazolva) és a Drosophila szarnykezdemény sejtekben
kromoszomavesztést indukald hatasa kozotti sszefliggés.

Mind a kontroll esetében, mind a kezelések soran
a vartnal 1ényegesen tobb egysejtes mwh folt alakult ki.
Ezeknek a foltoknak a létrejotte a 1égmentes kornyezettel
lehet kapcsolatos. Mar egy-két oras légmentes

kornyezetben tartds is novelte az egy sejtes foltok



eléfordulasanak gyakorisagat. Kérdés, hogy a csokkend
0, és/vagy novekvé CO, koncentracio mellett az mwh™
transzgén csdkkent kifejezédése, vagy az mwh'Y
kromoszoma elvesztése eredményezte az egysejtes foltok
gyakorisaganak novekedését. Valoszinlileg az
atalakulashoz kozeledve a sejtek konnyebben elveszitik
kromoszomaikat, de a kromoszomak elvesztése ellenére a
géntermékek perduranciaja kovetkeztében a mar nem
0sztodd aneuploid sejtek megorzik ¢életmiikodéseiket
(Garcia-Bellido and Merriam 1971). Azt, hogy a kifejlett
szarnykezdemény  sejtjei  kevésbé  érzékenyek a
kromoszomavesztésre az a megfigyelés is aldtamasztja,
hogy a 2 vagy tobb sejtb6l allo mwh foltok gyakorisaga
nem kiilonbozott a (i) korabbi és a jelen kontroll
esetében, valamint (ii) a kontroll és a foltgyakorisagot
szignifikdnsan nem emeld kezelések esetében.

Azok a kezelések melyek szignifikdnsan emelték
a foltgyakorisagot, egyarant emelték azt az egy és
tobbsejtes foltok esetében is. Az egysejtes mwh foltok
mind a légmentes kornyezet, mind a benzol, a parkett

lakk illetve a higit6 gézeinek hatasara képzddhettek.



Habar a parkett lakk és a higitd6 gézeinek hatasa
aranylag  gyenge  volt, bebizonyosodott, hogy
kromoszémavesztés indukdldsira képesek. Minden
valosziniség  szerint  nemcsak a  Drosophila
szarnykezdemény sejtjeiben, hanem mas sejtféleségekben
is okozhatnak aneuploidiat. Mindezek alapjan meglepd,
hogy a termékek hasznalati utasitdsdban nem szerepel,
hogy szabad levegén illetve megfeleld védomaszk

alkalmazasaval kell veliik dolgozni

Osszegzés

A vizsgalataink soran bebizonyosodott, hogy az
altalunk hasznalt CLADS eljaras a korabban kidolgozott
aneuploidia-tesztek sok hatranyat legy6zi, és alkalmas
kornyezetbdl vett mintdk kromoszdémavesztést okozd
hatasat kimutatni.

A kornyezeti minta vizsgalata soran a célsejtek
szama 5-6000 is lehet egy szarnykezdeményben. A
kezelés utan, a szarny kifejlddéséig tovabbi harom
sejtosztodas  torténik, amikor is mozaik foltok

képzddhetnek



Az mwh marker mutacio lehetévé teszi a 30 000
szarnysejt kozott egyetlen sejtbdl allo folt észlelését is.

A CLADS eljarés alkalmas a kromoszémavesztést
okoz6 hatas erdsségének a jellemzésére is.

A teszt hidnyossaga, hogy a kromoszoma
szambeli valtozasok koziil csak a kromoszdémavesztés
kimutatdsara alkalmas, a kromoszomanyerés

kimutatasara nem.
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