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PO JED Y N C ZE  PĘ K N IĘ C IA  DN A  FIB RO BLA STÓ W  
O D  OSÓB Z ZESPO ŁEM  D OW N A

W pracy ba dano  radioczułość trzech trisomicznych (trisom ia  + 2 1 ) linii fibrob las- 
tów ludzkich na dzia łan ie  prom ieniowania  gamm a. O kreślano  przebieg indukcji 
i napraw y pojedynczych pęknięć w D N A  w kom órkach  hodow anych  in vitro. 
Stw ierdzono, że pojedyncze pęknięcia  w D N A  kom órek  praw id łow ych  i trisomicznych 
indukow ane są z jednakow ą wydajnością, różne jest natom iast tem po napraw y tych 
uszkodzeń . Trisom iczne kom órki napraw iają  uszkodzenia  ok. trzy  razy  wolniej, co być 
może jest przyczyną ich wysokiej wrażliwości na  prom ieniow anie  jon izu jące, w yrażają-
cej się m. in. zw iększoną śm iertelnością  kom órek  czy dużą ilością aberracji chrom o-
somowych w naprom ieniowanych  in vitro kom órkach .

1. W ST ĘP

Zespół D owna (DS) uw arunkow any trisom ią chrom osomu 21, związany 
jest z różnorodnym i zaburzeniam i, do których można zaliczyć szereg neuro-
path, zaburzeń fizjologicznych i zmian biochemicznych. K om órki DS posiada-
ją  zwiększony poziom i/lub aktyw ność enzymów [12, 22], zmienioną ilość lub 
własności metabolitów  [8], a wśród nich enzymów związanych z przemianami 
tlenu (SOD, G SH -Px) [4, 7, 8 , 13, 24],

Te biochemiczne nieprawidłowości są praw dopodobnie związane bezpo-
średnio lub pośrednio z efektem dawki genu wynikającym z obecności 
dodatkow ego chromosom u 21 [8 , 15], Pierwotne komórkow e, cytogenetyczne 
czy biochemiczne zmiany prow adzą do specyficznej klinicznej manifestacji 
zespołu Dow na. K om órki DS charakteryzują się nienorm alnie wysoką wraż-
liwością na promieniowanie jonizujące i związki chemiczne o mechanizmie 
działania podobnym  do tego typu promieniowania [20, 23, 28]. W yrazem tego 
jest wysoki poziom indukow anych aberracji chromosom ow ych w hodowanych 
in vitro kom órkach [9, 21, 27], praw dopodobny wysoki poziom aberracji



chrom osom owych in vivo i tym samym zwiększone ryzyko występowania 
chorób nowotworow ych [6 , 15]. Niejasny jest natom iast wpływ promieniowa-
nia UV na kom órki hodowane in vitro [28].

M iarą wrażliwości kom órek na działanie różnego rodzaju czynników 
fizyko-chemicznych może być, wśród innych param etrów , ilość pojedynczych 
i podwójnych pęknięć w łańcuchach D NA  oraz przebieg procesów napraw y 
tych uszkodzeń w komórce. Ściśle związany z obrazem tych zmian jest rodzaj 
i ilość aberracji chromosom owych obserwow anych w badaniach cytogenetycz- 
nych kom órek poddanych działaniu tych czynników.

W pracy za pomocą prom ieniow ania gamma indukow ano pojedyncze 
pęknięcia w D N A fibroblastów  ludzkich hodow anych in vitro oraz określano 
przebieg napraw y uszkodzeń D N A  w tych kom órkach.

2. M A T E R IA Ł  I M E T O D Y

2.1. Materiał

D o badań używano fibroblastów  ludzkich pochodzących z wyselek-
cjonow anych linii kom órkow ych będących w posiadaniu banków  komórek 
przy instytucjach naukow ych. K omórki były przechowywane w temperaturze 
-196°C, w roztw orze surowicy cielęcej z dodatkiem  3% D M SO . W ykorzystano 
fibroblasty należące do czterech linii kom órkow ych, których charakterystykę 
przedstaw iono w tab. 1.

T a b e l a  1

A ktyw ność wybranych enzymów zw iązanych z przem ianam i tlenu  w fib rob lastach  ludzkich

Linia K ario typ n
SO D -  1 U /m g 

b iałka
x ± s

K atalaza  
k[l/S ]/m g b iałka

X +  S

G SH -Px 
nm ol N A D PH / 
m in/m g b iałka

X +  S

B  2 46,XY 15 2,6 0,4 0,043 0,002 13,6 0,6*
B - l 47 ,XX, +  21 15 4,2 0,8 0,047 0,002 18,5 1,2
T -74 47,X X ,+ 21 10 3,5 0,5 0,034 0,006 17,8 0,8
T -107 47 ,X Y ,+  21 12 4,0 0,3 0,041 0,002 18,4 2,0

* n =  4
Pochodzenie komórek: Linia B - l ,  B 2 -  fibroblasty  skóry  -  Insty tu t G enetyk i M edycznej, 

A kadem ia N au k M edycznych, Z SR R ; L inia T -74 , T -107  -  fib rob lasty  tkanki p łodu  -  C entrum  
Z drow ia  D ziecka, W arszawa.



2.2. Metody

2.2.1. Hodow la komórek

Hodow lę komórek prow adzono klasyczną techniką jednowarstw ow ych kultur 
kom órek diploidalnych. K omórki po wyjęciu z par ciekłego azotu szybko 
rozm rażano i umieszczano w medium wzrostowym Eagle’a, wzbogaconym 
10% surowicą cielęcą i 15% R TN  z dodatkiem  gentamycyny (5 /ig/cm 3 
pożywki). K omórki inkubow ano w temperaturze 37°C, stężeniu C O 2 5% 
i wilgotności 100% w inkubatorze Heraeus, R FN . D NA  fibroblastów 
znakow ano metyl-3H -tymidyną (Radiochemical Centre, A mersham) o aktyw -
ności specyficznej 2 Ci/m M . K om órki inkubow ano przez 48-60 godz. w poży-
wce zawierającej 1 //Ci/cm 3 izotopu. N astępnie wymieniano medium i przez 24 
godz. hodow ano komórki w pożywce bez izotopu. K om órki pobierano do 
badań po trypsynizacji i dw ukrotnym  przemyciu roztw orem PBS. Po poli-
czeniu komórek, sporządzano zawiesinę fibroblastów  w PBS o zawartości
1 x 106/cm 3.

2.2.2. W arunki napromieniow ania

Zawiesinę fibroblastów  w PBS o stężeniu 106/cm 3 napromieniow ywano 
w tem peraturze 0°C, w powietrzu, promieniow aniem gamma. Źródłem był 
60Co o energii ok. 1 MeV i wydajności 530 Gy/godz. Po napromieniow aniu, 
dla zahamow ania procesów reperacyjnych, komórki przechow ywano w tem-
peraturze 0°C.

W celu określenia przebiegu procesów reperacyjnych fibroblasty naprom ie-
niowywano daw ką 100 Gy i następnie inkubow ano w medium hodowlanym 
w tem peraturze 37°C.

2.2.3. U ltraw irow anie DN A  
w gradiencie gęstości sacharozy alkalicznej

Ultraw irow anie DN A  w gradiencie gęstości sacharozy alkalicznej prow a-
dzono według metody Mc G rath  i Williams [17]. Liniowy 5-20%  ww. gradient 
(5-20%  sacharoza w 1,0 M N aO H , 0,9 M N aCl, 0,001 M ED TA ) przygotow y-
w ano w 4 ml poliallomerowych probów kach przy użyciu autom atycznego 
urządzenia G radient Form er typ 570, ISCO, USA.

Lizę komórek przeprowadzano na powierzchni roztw oru sacharozy w tem-
peraturze pokojowej przez 40 min za pom ocą roztw oru lizującego o składzie: 
0,5 M N aO H  i 0,1 M ED TA. W irowanie w ykonyw ano w ultrawirówce



Beckman model L5-65 używając roztw oru SW-60 przez 90 min przy 40 45 tys. 
obr./m in w temperaturze 10°C.

O dwirow ane próby frakcjonow ano na ok. dwadzieścia cztery frakcje za 
pom ocą urządzenia G radient F ractionato r model 640, firmy 1SCO, USA.

Położenie DN A  z fibroblastów  po ultrawirow aniu oznaczano metodą 
radioizotopow ą w płynie scentylacyjnym do roztw orów  wodnych przy użyciu 
spektrom etru Beckman-9000, USA.

Stałą sedymentacji S2o,w dla D N A  w poszczególnych frakcjach wirowanych 
prób obliczano z zależności Burgi-Hershey [5], masę cząsteczkową z rów nania 
Studiera [26], Dla każdej wirowanej próby wyznaczano średnią ważoną masę 
cząsteczkową M w i liczbę średnich mas cząsteczkowych M n według 
zależności opisanej przez O rm eroda [18].

2.4. Oznaczenia enzymatyczne

Aktyw ność enzymów w fibroblastach ludzkich oznaczano w cytosolu 
uzyskanym z badanych kom órek po uprzednim odw irow aniu homogenatu 
komórkow ego przy 100 000 xg . Aktyw ność dysmutazy ponadtlenkow ej ozna-
czano na podstaw ie reakcji redukcji N BT według metody opisanej przez 
Beauchamp i Fridovich [3], aktyw ność katalazy według m etody A ebi’ego [1], 
Podstawą oznaczeń w tej metodzie jest rozkład Ib O i przez katalazę i związany 
z tym spadek absorbancji przy 240 nm. D o oznaczeń aktywności peroksydazy 
glutationowej w cytosolu kom órkowym w ykorzystano metodę podaną przez 
H opkinsa [11].

3. WYN I K I

W pracy, chcąc określić rolę enzymów antyoksydacyjnych, oznaczano 
aktyw ność SOD, katalazy i peroksydazy glutationu w cytosolu prawidłowym
i trisomicznych fibroblastów  skóry i tkanki płodu. D ane opisujące aktywność 
ww. enzymów w badanych kom órkach przedstaw iono w tab. 1.

Stw ierdzono, że w kom órkach trisomicznych w poró,wnaniu z kom órkami 
prawidłowymi występuje o ok. 50% zwiększona aktyw ność dysmutazy ponad-
tlenkowej i niewiele -  w granicach 30% -  zwiększona aktyw ność peroksydazy 
glutationu. Aktyw ność katalazy w porównyw anych kom órkach była zbliżona.

M etodą ultrawirow ania w alkalicznym gradiencie gęstości sacharozy 
określano przebieg indukcji i napraw y pojedynczych pęknięć wywołanych 
promieniowaniem jonizującym w D N A  badanych kom órek. Badane fibroblas- 
ty napromieniow yw ano daw kami 50-300 Gy, zmieniając czas ekspozycji. 
Przykładow ą zależność zmian masy cząsteczkowej D N A  fibroblastów  uzys-
kaną dla kom órek prawidłowych przedstaw ia rys. 1. Podobne zależności 
otrzym ano po ultraw irow aniu D N A  kom órek pozostałych linii fibroblastów.



Rysunek 2 przedstawia zależności daw ka-efekt uzyskane dla indukcji pojedyn-
czych pęknięć D NA  fibroblastów  ludzkich w zakresie daw ek 50-300 Gy. 
Stw ierdzono, że promieniowanie jonizujące w zakresie stosowanych dawek 
w jednakow ym  stopniu indukuje uszkodzenia w D N A  porównyw anych 
komórek. Ilość indukowanych pęknięć wynosi ok. 3 x l 0 10 D ', Gy ', co 
odpow iada energii ok. 30 eV potrzebnej do wywołania pojedynczego pęk-
nięcia.

Mw x  1 0  7

d a w k a  [ G y ]

Rys. I. Z m iana masy cząsteczkowej (M w) D N A  fibroblastów  linii B-2 
pod wpływem prom ieniow ania  gamm a

daw ka [Gy]

linia B-e — linia T-107 Unia B-l — Unia T-74

Rys. 2. Z m iany  odw rotności średnich  m as cząsteczkowych w funkcji dawki prom ieniow ania
zależność daw ka-efek t



M W  ( %)

c z a i  I n k u b a c j i  ( m i n )

l i n i a  B- 2  - ® ~  l i n i a  B- l  l i m a  T-107 —b -  l i n i a  T - 7 4

Rys. 3. K inetyka zmian m asy cząsteczkowej D N A  podczas inkubacji

i l o ś ć  p o j e d y n c z y c h  p ę k n i ę ć  DNA [ % ]

czas inkubacji [min]

linia B-2 -B- linia B-l Unia T-107 -0- Unia T-74

Rys. 4. N a praw a pojedynczych pęknięć w D N A  fibroblastów

N a rys. 3 przedstawiono zmiany masy cząsteczkowej D N A  fibroblastów  
ludzkich napromieniow anych daw ką 100 Gy i następnie inkubow anych 
w temperaturze 37°C w medium hodow lanym. Zaobserw ow ano, że wraz ze 
wzrostem czasu inkubacji następuje wzrost masy cząsteczkowej D N A , co



świadczy ,o tym, że w badanych kom órkach zachodzi napraw a uszkodzonego 
D NA . Szczególnie wyraźny wzrost masy cząsteczkowej występuje podczas 
inkubacji komórek linii B-2, tj. komórek o praw idłowym kariotypie. Przebieg 

•procesu napraw y pojedynczych pęknięć w D N A  przedstaw iono na rys. 4.
Z przedstawionych danych wynika, że w badanych kom órkach różne jest 

tempo napraw y powstałych uszkodzeń. Czas napraw y 50% pojedynczych 
pęknięć D N A  wynosi dla kom órek prawidłowych ok. 12 min, wobec 30 min 
potrzebnych do napraw y tej samej ilości uszkodzeń przez trisoiniczne komórki 
skóry i płodu. Sądzić należy, że mechanizmy napraw y uszkodzeń DNA 
w trisomicznych kom órkach funkcjonują z mniejszą wydajnością.

4. D Y SK U SJA

Podwyższona wrażliwość różnorodnych komórek pochodzących od osób 
z zespołem Downa na promieniowanie jonizujące, prom ieniowanie X czy 
szereg związków chemicznych o podobnym  w olnorodnikow ym  mechanizmie 
działania była przedmiotem szeregu doniesień [8, 15, 23],

W pracach tych wnioski autorów  opierały się głównie na obserwacjach 
ilości aberracji chromosom ow ych w kom órkach napromieniow anych in vitro 
[15, 21, 22] i różnorodnych testach żywotności komórek [15, 28]. N atom iast 
brak jest jednoznacznego stanowiska w sprawie indukcji i napraw y pęknięć 
w D N A  tych patologicznych kom órek.

Stosując prom ieniow anie jonizujące do indukcji pojedynczych i podw ój-
nych pęknięć w D N A  trisomicznych fibroblastów  Steiner i W oods [25] nie 
wykazali różnic w ilości tych uszkodzeń w zmienionych i prawidłowych 
kom órkach. Nie w ykazano również odmienności w obecności czy tempie 
procesów  reperacyjnych owych uszkodzeń.

N atom iast A hanasiou i wsp. [2] oraz Leonard i M erz [15] w pracach na 
hodowanych limfocytach uzyskali wyniki świadczące o obniżeniu szybkości 
napraw y pojedynczych pęknięć w kom órkach pochodzących od osób z ze-
społem Downa. O istnieniu różnic w indukcji pojedynczych pęknięć w D NA 
trisomicznych kom órek donosili również Łukaszewicz i wsp. [16] -  w lim-
focytach krwi obwodowej oraz K ędziora i wsp. [14] -  w hodow anych 
fibroblastach skóry.

Sądzić należy, że w porównyw anych kom órkach indukcja pojedynczych 
pęknięć przebiega z jednakow ą wydajnością, na tom iast w trisomicznych 
kom órkach pochodzących od osób z zespołem D ow na mechanizmy naprawy 
uszkodzeń D N A  funkcjonują z mniejszą wydajnością, co może pow odow ać, że 
część z nich nie zostanie napraw iona i poprzez podw ójne pęknięcia może 
zostać zm ieniona w obserwowane w metafazie aberracje strukturalne chrom o-
somów bądź pow odow ać zwiększoną śmiertelność kom órek.
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Blazej Rozga

D N A  S IN G L E  S T R A N D  B RE AK S IN FIB R O B L A ST  FR O M  D OW N 
SY N D R O M E  PA T IE N T S

T he rad iosensitiv ity o f tree trisomie (trisom ia + 2 1 ) stra ins o f hum an fib rob lasts to  gam m a 
rad ia tion  has been investigated in vitro and  the couses o f induction  a nd  repair o f single strand  
DN A  breaks in these cells have been estim ated . T he single strand  breaks in D N A  o f  norm al and 
trisom ie  cells have been found to be am eliorated  with an  ap proxim ately  equal efficiency. R epair 
has been found to be three times slower in trisomie cells com pared  to their norm al relevant, most 
likely due to their elevated sensitivity to  ion izing rad ia tion  and  the following m orta lity  o f trisom ie 
cells, a n d /o r the  po tentia l occurrence o f agreat num ber o f  chrom osom e aberra tions in cells 
irrad ia ted  in vitro.


