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Blazej Rozga

POJEDYNCZE PEKNIECIA DNA FIBROBLASTOW
OD OSOB Z ZESPOLEM DOWNA

W pracy badano radioczulos¢ trzech trisomicznych (trisomia +21) linii fibroblas-
tow ludzkich na dzialanie promieniowania gamma. Okreslano przebieg indukcji
i naprawy pojedynczych peknig¢ w DNA ‘w komdérkach hodowanych in vitro.
Stwierdzono, ze pojedyncze peknigcia w DNA komorek prawidlowych i trisomicznych
indukowane sa z jednakowa wydajnoéeia, rozne jest natomiast tempo naprawy tych
uszkodzen. Trisomiczne komorki naprawiaja uszkodzenia ok. trzy razy wolniej, co by¢
moze jest przyczyna ich wysokiej wrazliwosci na promieniowanie jonizujace, wyrazaja-
cej sie m. in. zwigkszona $miertelnoscia komorek czy duza iloscia aberracji chromo-
somowych w napromieniowanych in vitro komdrkach.

1. WSTEP

Zespol Downa (DS) uwarunkowany trisomia chromosomu 21, zwigzany
jest z roznorodnymi zaburzeniami, do ktérych mozna zaliczy¢ szereg neuro-
patii, zaburzen fizjologicznych i zmian biochemicznych. Komorki DS posiada-
ja zwigkszony poziom i/lub aktywnos¢ enzymoéw [12, 22], zmieniong ilos¢ lub
wlasnosci metabolitow [8], a wérdd nich enzyméw zwiazanych z przemianami
tlenu (SOD, GSH-Px) [4, 7, 8, 13, 24].

Te biochemiczne nieprawidlowosci sa prawdopodobnie zwigzane bezpo-
srednio lub posrednio z efektem dawki genu wynikajacym z obecnosci
dodatkowego chromosomu 21 [8, 15]. Pierwotne komorkowe, cytogenetyczne
czy biochemiczne zmiany prowadza do specyficznej klinicznej manifestacji
zespotu Downa. Komérki DS charakteryzuja si¢ nienormalnie wysoka wraz-
liwoscia na promieniowanie jonizujace i zwiazki chemiczne o mechanizmie
dziatania podobnym do tego typu promieniowania [20, 23, 28]. Wyrazem tego
jest wysoki poziom indukowanych aberracji chromosomowych w hodowanych
in vitro komérkach [9, 21, 27], prawdopodobny wysoki poziom aberracji
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chromosomowych in vivo 1 tym samym zwigkszone ryzyko wystepowania
choréb nowotworowych [6, 15]. Niejasny jest natomiast wplyw promieniowa-
nia UV na komoérki hodowane in vitro [28].

Miara wrazliwosci komorek na dzialanie réznego rodzaju czynnikow
fizyko-chemicznych moze by¢, wérod innych parametréw, ilosé pojedynczych
i podwdjnych peknig¢ w taricuchach DNA oraz przebieg proceséw naprawy
tych uszkodzeri w komoree. Sci§le zwiazany z obrazem tych zmian jest rodzaj
1 1lo$¢ aberracji chromosomowych obserwowanych w badaniach cytogenetycz-
nych komoérek poddanych dzialaniu tych czynnikéw.

W pracy za pomoca promieniowania gamma indukowano pojedyncze
peknigcia w DNA fibroblastow ludzkich hodowanych in vitro oraz okreslano
przebieg naprawy uszkodzen DNA w tych komorkach.

2. MATERIAL | METODY
2.1. Material

Do badann uzywano fibroblastow ludzkich pochodzacych z wyselek-
cjonowanych linii komdrkowych bedacych w posiadaniu bankéw komorek
przy instytucjach naukowych. Komorki byly przechowywane w temperaturze
~196°C, w roztworze surowicy cielecej z dodatkiem 3% DMSO. Wykorzystano
fibroblasty nalezace do czterech linii komdrkowych, ktérych charakterystyke
przedstawiono w tab. 1.

Tabela 1

Aktywno$é wybranych enzyméw zwigzanych z przemianami tlenu w fibroblastach ludzkich

SOD - 1 U/mg Katalaza CI;S):I{:I);PH /
Linia Kariotyp n biatka k[1/S]/mg biatka |"C, "
I %8 min/mg biatka
= Xts
B-2 46, XY 15 26 04 0,043 0,002 13,6 0,6*
B-1 47,XX,+21 15 42 08 0,047 0,002 16,5 " 152
T-74 47,XX,+21 10 3,5-10;5 0,034 0,006 178 08
T-107 47,XY,+21 12 40 03 0,041 0,002 184 20
*n o= 4

Pochodzenie komérek: Linia B-1, B-2 — fibroblasty skéry — Instytut Genetyki Medycznej,
Akademia Nauk Medycznych, ZSRR; Linia T-74, T-107 — fibroblasty tkanki ptodu — Centrum
Zdrowia Dziecka, Warszawa.
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2.2. Metody
2.2.1. Hodowla komorek

Hodowlg komdrek prowadzono klasyczna technika jednowarstwowych kultur
komérek diploidalnych. Komoérki po wyjeciu z par cieklego azotu szybko
rozmrazano i umieszczano w medium wzrostowym Eagle’a, wzbogaconym
10% surowica cieleca i 15% RTN z dodatkiem gentamycyny (5 ug/cm?
pozywki). Komorki inkubowano w temperaturze 37°C, stezeniu CO, 5%
i wilgotnosci 100% w inkubatorze Heraeus, RFN. DNA fibroblastow
znakowano metyl-*H-tymidyna (Radiochemical Centre, Amersham) o aktyw-
nosci specyficznej 2 Ci/mM. Komoérki inkubowano przez 48-60 godz. w pozy-
wee zawierajacej | uCi/em? izotopu. Nastgpnie wymieniano medium i przez 24
godz. hodowano komoérki w pozywee bez izotopu. Komorki pobierano do
badan po trypsynizacji i dwukrotnym przemyciu roztworem PBS. Po poli-
czeniu komorek, sporzadzano zawiesing fibroblastéw w PBS o zawartosci
1 x 105/cm3,

2.2.2. Warunki napromieniowania

Zawiesing fibroblastow w PBS o stgzeniu 10%/cm? napromieniowywano
w temperaturze 0°C, w powietrzu, promieniowaniem gamma. Zrodlem byl
%Co o energii ok. 1 MeV i wydajnosci 530 Gy/godz. Po napromieniowaniu,
dla zahamowania proceséw reperacyjnych, komorki przechowywano w tem-
peraturze 0°C.

W celu okreslenia przebiegu proceséw reperacyjnych fibroblasty napromie-
niowywano dawka 100 Gy i nastgpnie inkubowano w medium hodowlanym
w temperaturze 37°C.

2.2.3. Ultrawirowanic DNA
w gradiencie gestosci sacharozy alkalicznej

Ultrawirowanie DNA w gradiencie gestosci sacharozy alkalicznej prowa-
dzono wedhug metody Mc Grath i Williams [17]. Liniowy 5-20% ww. gradient
(5-20% sacharoza w 1,0 M NaOH, 0,9 M NaCl, 0,001 M EDTA) przygotowy-
wano w 4 ml poliallomerowych probowkach przy uzyciu automatycznego
urzadzenia Gradient Former typ 570, ISCO, USA.

Lize komorek przeprowadzano na powierzchni roztworu sacharozy w tem-
peraturze pokojowej przez 40 min za pomoca roztworu lizujacego o skladzie:
0,5 M NaOH i 0,1 M EDTA. Wirowanie wykonywano w ultrawirowce
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Beckman model L5-65 uzywajac roztworu SW-60 przez 90 min przy 40-45 tys.
obr./min w temperaturze 10°C.

Odwirowane proby frakcjonowano na ok. dwadziescia cztery frakcje za
pomocg urzadzenia Gradient Fractionator model 640, firmy ISCO, USA.

Polozenic DNA z fibroblastow po ultrawirowaniu oznaczano metodg
radioizotopowa w plynie scentylacyjnym do roztworéw wodnych przy uzyciu
spektrometru Beckman-9000, USA.

Stala sedymentacji Sy w dla DNA w poszczegolnych frakcjach wirowanych
prob obliczano z zalezno$ci Burgi-Hershey [5], mase czasteczkowa z rownania
Studiera [26]. Dla kazdej wirowanej proby wyznaczano srednig wazona masg
czasteczkowa — My, 1 liczbe srednich mas czasteczkowych — M, wedlug
zaleznosci opisanej przez Ormeroda [18].

2.4. Oznaczenia enzymatyczne

Aktywnos¢ enzymoéw w fibroblastach ludzkich oznaczano w cytosolu
uzyskanym z badanych komoérek po uprzednim odwirowaniu homogenatu
komorkowego przy 100 000 x g. Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej ozna-
czano na podstawie reakcji redukcji NBT wedlug metody opisanej przez
Beauchamp i Fridovich [3], aktywnosé katalazy wedlug metody Aebi'ego [1].
Podstawa oznaczen w tej metodzie jest rozktad HoO; przez katalazg 1 zwigzany
z tym spadek absorbancji przy 240 nm. Do oznaczen aktywnosci peroksydazy
glutationowej w cytosolu komorkowym wykorzystano metod¢ podang przez
Hopkinsa [11].

3. WYNIKI

W pracy, cheac okreslié role enzymoéw antyoksydacyjnych, oznaczano
aktywno$¢ SOD, katalazy i peroksydazy glutationu w cytosolu prawidtowym
i trisomicznych fibroblastow skory i tkanki ptodu. Dane opisujace aktywnosc
ww. enzyméw w badanych komorkach przedstawiono w tab. 1.

Stwierdzono, ze w komdrkach trisomicznych w porédwnaniu z komorkami
prawidlowymi wystepuje o ok. 50% zwigkszona aktywnos¢ dysmutazy ponad-
tlenkowej i niewiele — w granicach 30% - zwigkszona aktywnos¢ peroksydazy
glutationu. Aktywnos¢ katalazy w poréwnywanych komérkach byla zblizona.

Metoda ultrawirowania w alkalicznym gradiencie gestosci sacharozy
okreslano przebieg indukcji i naprawy pojedynczych peknig¢ wywolanych
promieniowaniem jonizujacym w DNA badanych komorek. Badane fibroblas-
ty napromieniowywano dawkami 50-300 Gy, zmieniajac czas ekspozycji.
Przykladowa zalezno$¢ zmian masy czasteczkowej DNA fibroblastow uzys-
kang dla komorek prawidlowych przedstawia rys. 1. Podobne zaleznosci
otrzymano po ultrawirowaniu DNA komorek pozostatych linii fibroblastow.
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Rysunek 2 przedstawia zalezno$ci dawka-efekt uzyskane dla indukcji pojedyn-
czych peknigé DNA fibroblastow ludzkich w zakresie dawek 50-300 Gy.
Stwierdzono, ze promieniowanie jonizujace w zakresie stosowanych dawek
w jednakowym stopniu indukuje uszkodzenia w DNA poréwnywanych
komorek. Iloéé¢ indukowanych peknigé wynosi ok. 3x 10 D!, Gy, co
odpowiada energii ok. 30 eV potrzebnej do wywolania pojedynczego pek-
nigcia.
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Rys. 1. Zmiana masy czasteczkowej (M) DNA fibroblastow linii B-2
pod wplywem promieniowania gamma
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Rys. 2. Zmiany odwrotnosci $rednich mas czasteczkowych w funkcji dawki promieniowania
— zalezno$¢ dawka-efekt
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Rys. 3. Kinetyka zmian masy czasteczkowej DNA podczas inkubacji
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Rys. 4. Naprawa pojedynczych peknig¢ w DNA fibroblastow

Na rys. 3 przedstawiono zmiany masy czasteczkowej DNA fibroblastow
ludzkich napromieniowanych dawka 100 Gy i nastgpnie inkubowanych
w temperaturze 37°C w medium hodowlanym. Zaobserwowano, ze wraz ze
wzrostem czasu inkubacji nast¢puje wzrost masy czasteczkowej DNA, co
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$wiadczy o tym, ze w badanych komorkach zachodzi naprawa uszkodzonego
DNA. Szczegélnie wyrazny wzrost masy czasteczkowej wystepuje podczas
inkubacji komorek linii B-2, tj. komoérek o prawidlowym kariotypie. Przebieg
eprocesu naprawy pojedynczych peknig¢ w DNA przedstawiono na rys. 4.

Z przedstawionych danych wynika, ze w badanych komoérkach rozne jest
tempo naprawy powstalych uszkodzen. Czas naprawy 50% pojedynczych
peknig¢ DNA wynosi dla komoérek prawidlowych ok. 12 min, wobec 30 min
potrzebnych do naprawy tej samej ilosci uszkodzen przez trisomiczne komorki
skory i plodu. Sadzi¢ nalezy, ze mechanizmy naprawy uszkodzen DNA
w trisomicznych komérkach funkcjonuja z mniejsza wydajnoscia.

4. DYSKUSJA

Podwyzszona wrazliwos¢ réznorodnych komorek pochodzacych od osob
z zespolem Downa na promieniowanie jonizujgce, promieniowanie X czy
szereg zwiazkow chemicznych o podobnym wolnorodnikowym mechanizmie
dzialania byla przedmiotem szeregu doniesien [8, 15, 23].

W pracach tych wnioski autoréw opieraly si¢ giownie na obserwacjach
ilosci aberracji chromosomowych w komoérkach napromieniowanych in vitro
[15, 21, 22] i réznorodnych testach zywotnosci komorek [15, 28]. Natomiast
brak jest jednoznacznego stanowiska w sprawie indukcji i naprawy peknigc
w DNA tych patologicznych komorek.

Stosujgc promieniowanie jonizujace do indukcji pojedynczych i podwdj-
nych peknig¢ w DNA trisomicznych fibroblastéw Steiner i Woods [25] nie
wykazali réznic w ilosci tych uszkodzen w zmienionych i prawidiowych
komorkach. Nie wykazano réwniez odmiennosci w obecnosci czy tempie
proceséw reperacyjnych owych uszkodzen. 2

Natomiast Ahanasiou i wsp. [2] oraz Leonard i Merz [15] w pracach na
hodowanych limfocytach uzyskali wyniki $wiadczace o obnizeniu szybkosci
naprawy pojedynczych peknig¢ w komorkach pochodzacych od o0séb z ze-
spolem Downa. O istnieniu réznic w indukeji pojedynczych peknig¢ w DNA
trisomicznych komérek donosili réwniez Lukaszewicz i wsp. [16] — w lim-
focytach krwi obwodowej oraz Kedziora i wsp. [14] — w hodowanych
fibroblastach skéry. |

Sadzi¢ nalezy, ze w poréwnywanych komorkach indukcja pojedynczych
peknig¢ przebiega z jednakowa wydajnodcia, natomiast w trisomicznych
komorkach pochodzacych od 0séb z zespolem Downa mechanizmy naprawy
uszkodzen DNA funkcjonuja z mniejsza wydajnoscia, co moze powodowac, ze
cz¢$¢ z nich nie zostanie naprawiona i poprzez podwdjne peknigcia moze
zosta¢ zmieniona w obserwowane w metafazie aberracje strukturalne chromo-
somow badz powodowa¢ zwigkszong $miertelnos¢ komorek.
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DNA SINGLE STRAND BREAKS IN FIBROBLAST FROM DOWN
SYNDROME PATIENTS

The radiosensitivity of tree trisomic (trisomia +21) strains of human fibroblasts to gamma
radiation has been investigated in vitro and the couses of induction and repair of single strand
DNA breaks in these cells have been estimated. The single strand breaks in DNA of normal and
trisomic cells have been found to be ameliorated with an approximately equal efficiency. Repair
has been found to be three times slower in trisomic cells compared to their normal relevant, most
likely due to their elevated sensitivity to ionizing radiation and the following mortality of trisomic
cells, and/or the potential occurrence of agreat number of chromosome aberrations in cells
irradiated in vitro.



