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1, Bevezetés

A sejtosstddds jelenségeinek vizsgdlatdban igen nagy
szerepet jdtesanak az olyan citosztatikus angagok, amne-
lyek a sejtosstddds szabdlyos folyanatdt gdtoljdk. Né-
hédnyet kisllilk, mint példdul a kolhieint, velanint a
kolhiocin-gzdrmasékokat nélyrehatdan tanulmdnyoztdk és
megdllepitottdk, hogy & magorsé /mikrotubulus/ képsddé-
86t gdtoljdk és eszdltal megakaddlyozsdk a mitdzis nore
ndlis lefolydedt. Ismeretes néhdny gdz /pl. xenon, argon
éo dinitrogén-oxid/, mely a mitészis metafdzisdban bloke
kolja a sejteket.

Risérletein sordn a dinitrogén-oxidnak ssomatikus nb-
vényl sejtek oceztdddedra gyakorolt hatdedt vissgdltan e
doktori értekezdésemben az igy kapott eredményeket fogla=
lom Ussze.

A dinitrogén-oxid hatdsmechanizmuedra irdnyuld vize-
gdlatok t6bb szsempontbdél is fontosak. Egyrészt ezt a gdut
8 klinikel gyekorlatban is alkalmassdk anesztetilkumként,
ndsrészt ennak o sejtosstbéddera gyakorolt hatde-mechaniz-
musa Jelenleg tisztdzatlan.

A dinitrogéne-oxid csiranbvények oeztddd gybkérmeriase
téndjdra gyakorolt metafdzisblokkols hatdedhosz hasonls,
vagy azonos Jelensdg figyelhets meg akkor, ha humdn rdke-
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sejteket ezzel a gdzzal kezellink. Ezért hatdemechaniz-
mugdnak vizgegdlatdra nindkdét kisdrleti rendszer clkale
mas. A kettd kizll modellként a ntvényi rendszert vde-
lagztottan, mivel alacsony a kromoszdmaszdm, gyors o
cairdzéképesadg, minimilis ag esskizigény és gyakorla-
tilag korldtlan menngiedgll kisdrleti enyag 41lithatd
el rendkivill olesdn. |
Munkdm sordn az aldbbi fontosabb kérdésekre kivdne
tan vdlaszt kepnis
l. A dinitrogén-oxid metafdzisblokkold hatdsa milyen mére-
tékben flgg a gdzkoncentrdcidtél és a kezeldei 1d6
hoaszdt61?

2. Reverzibilis vagy irreverzibilis-e a dinitrogén-oxid
hatdsa?

3. A dinitrogén-oxid kezelds gdtolja~e & sejtek DS sgine
tézindt?

4. A dinitrogén-oxid hatdesa a mikrotubulusok kdrositdsdn
alapul=e?

Megvizagdiltan tovdbbd a dinitrogén-oxidos kezelés leg-
fontogabb citoldglal kisdrljelensdgeit. Az eredmények alap=
jén megkisérelten megadni a dinitrogén-oxid hatdsmechanigze
musdnak egyik lehetadges magyardzatit.

A kbvetkezfk teszik indokolttd a téma vizegdlatdt:

1. A dinitrogén-oxid klinikai elkalmazdea miatt, annsk
. ocitoldpial hatdedt feltétlenil tisstdzni kell.
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2. Minden olyen anyag, emely velamely formdban hatdesal
van a sejtosntéddera, elésegitheti a sejtonztddde
nechanigmusdnak tUkéletesebd megértéadt.

3. Az a tény, hogy a daganateejtek gyakrabban osztédnak,
mint e noradlis sejtek, szilkedgesaé tette a mitézisra
haté anyagok ttbbirdnyu, réeszletes tanulmdnyozdsdt.

Ezen anyagok, igy a dinitrogénw-oxid, citoldégiel hatd-
sdnak ée hatdemechanizmusdnek vissgdlata kizelebb vihet
benniinket olyan sejtosztéddssal kapesolatos problémdk
megolddsdhoz, mint pl. a daganatos megbetegedések gybgyi-
tdsa.

Dolgozatomet 1977 és 1980 kbzttt a Magyar Tudomdnyos
Akpdémia Szegedl Bioldgiai Kuszpontjdnak Genetiked Intéze~
tében készitetton.

Kvsztnetet mondok Dr. ALLUldi Iajos professzornak az
MTA SZBK Genetikai Intézete igasgetdjdnak és Dr. Farkas
Gyula tansadékvezetdnek, hogy értekezdpen elkdsmitdadre
lehetfodget adtak. KUsztnbm Judik Péternének a dolgosat |
dbraanyaginek elkésgiténdhez nyujtott nélkillvzhetetlen
oegitadgét és Horvdth Istvdnnének a dolgozet gépeldse
pordn véguzett kifogdetalan munkdjdt. Kosztnetet mondok
Dr. Hadlaczky Gyuldnak az SZBK Genetikal Intézete munka-
tdrednak a téma Rlveténdért és munkdm sordn nyujtott
szakmal 6 tdrgyl seglitedgdért.
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2. Zrodelmi dttekintde

A sejtonztdédde felfedezdése ds folyamatdnak elad le~
ivdse /PLEMMING, 1879; STRASSBURGER, 1880/ éta eltelt
egy dvezdsed pejtosztdddssal kaposolatos kutatdeai egy
kbnyvtdrat megttlts kinyv és folybirat tumeget eredmé-
nyeztek. Igy ¢ hatalmas ismeretanyagnek mnég vdzlatos Uage
szefoglaldsdra sem vdllalkozhattan. Bzért az aldbbiakban
a pejtosntddds, a mitotikus appardtus és a mitésisgdtlds
témakréb8l ceak asokat a fontosabdb irodalmi adatokat
foglaltan Useze, amelyek a dolgozat tdrgydhos ssorosan
kaposolédnak és annak megértéséhesz,ill. az eredmények ér-
tékeldadhez feltdtleniil szilkasdgessk.

2.1. Misotikue sejtonstddde

PLEMMING 1879~ben részletesen leirta a ssomatikus sejt-
osstéddet és est a folyamatot mitésisnak neveste el. A
citoléglel megfigyeldeek alapjdn a szomatikus sejtosztld~
dds két réezbSl 411: interfdzisbdél ds unitdsisbél. A sej~
teknek az interfdzis kezdete és az azt kivetd oeztdédds
vége kibzbtt eltelt életszakessza a sejtoiklus /1. dbra/.



- Mitozis

Interfazis

1. dbra. Sgomatikus sejtek életeikluadnak
vdzlate /STANNERS end TILL, 1960/

Az dbrdn alkalmazott jelulések:

kettla vonal = két kromatidds kromosuzémdk
8 = DNS sgintdzis, kromossdmea replikdceld
az = premitotikus esakass

p = profiszis

ne = metafdsio

e = anafdzis

t = telofdsis

°1 = prevzintetikus ssakass



Az interfdzls részegakegzalnak - G, =, S=- és G, fd~-
glsnak -~ fontosabb jellegzetességel a kivetkezSkben foge
lalhaték Ussze:

= 8, Yagy preszinteylikus gzakgez a DNS-szintézist meg-
e13z8 szakasz.

- 8, 8 DiB-szintézis_spzakeszg. Ibben a fdzisban tirté-
nik a sejtmag genetikal anyagédnak megkettfz8ddse. A
DNS replikdcid ldthatd eredndnye az interfdzist kive~
t8en a kromoszdmdk két kromatiddija. TAYIOR és munkae
tdregal 1957-ben, TAYLOR 1958~ban a DN3 szemikonzer-
vativ replikdcidjdnak kisérletes bizonyitdedt /MESSEISON
and STAHL, 1958/ megeldzfen, autoradiografids vizegdi-
latokkal igazoltdk, hogy a kromogzdmdk duplikdcidja
ntvényl sejtekben szemikonzervativ uton megy végbe.

A kromatiddt feldpitl DNS kettls spirdl egyik szdla
ujonnan szintetizdlddik, igy a duplikdldédott kromo=
pzdna két kromatiddjdban a DS egy "rdgi" és egy ™uj"
8241bdl 411,

- &, Yogv premifotikus nyugalni fdzis, a DNS-szintézis
és a mitdzis kUzUtti szakasz, amelyben a kromoszdma
ndr két kromatidaként van jelen.

A sejteiklus interfdzist kivetld szakassza a mitdzig,
anelynek lényege, hogy az S fdzisban megkettSz8d6tt DNS

dllomdny két utddsejtbe jut tovdbb. A mitézis végére min-
den egyes kromoszdéma csak egy kromatiddbdl 411 és a kb=
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vetkezd sejteiklus 8 fdzisdban ezeknek a kromatiddknak
kell megkettfaSdniilkks A mitézie sordn keletkezett két
utddeejt kromoszdémaszdma megegyesik a kiinduldei sejt
kronoszémdinak szdmdval.

A nitétikus sejtossztédds folyanata 4 fdzisra osst-
hatés profisis, megafisis, snafisis ge_telofisis, A mi-
tézie folyamatdt a roze oeztédd gybkérmerisztémdjénak
sejtjeiben megfigyelhetd folyamat alapjdn foglaltam Usz-
sze /2. dbra/.

- Profdsiss A koral profdzisban megfigyelhets a sejt-
mag dllomdnydnak fokozatos kondenzdléddea. A sejtmag
kromatindllondnydbdl vékony fonalak alakulnak ki
/2. dbra/, melyek megrvvidillnek és megvastagodnak
/2b. dbra/, igy fénymikroszképpal is észrevehets,hogy
az egyes fonalak egyndshos kizel levé fonalpdrokbdl
dllnak /20. dbra/. A kromopzémdk megrividillése foko-
zédik, rendezetleniil helyezkednek el a sejtben « pro-
metafdzis - /2d. dbra/.

~ Metafdgigs A kromoszdmdk centromerjeikkel az egyenlitfi
pikba rendesldnek /2e¢ dbra/, és jellegsetes metafdzi-
808 alakzatot vesznek fel /2f. &bra/.

- Angféziss Minden kromoszéma centromérija kettdossztédik,
igy nindkét kromatida Undllé kromoszdndvd alakul, ame~
lyek fokozatosan eltdvolodnak egymdetél /2g. dbra/. A
kromoszémdk rendezetten a pdlusok feld husddnak /2h dbra/,
mind tUmbrebb alakzatot vesuznek fel /2i. dbra/.
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2, dbra. A mitézis folyamata a roze syUkérmerissténa

sejtjeiben. Nagyitda: 1500 x
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- Delofdgigs A kromoszémdk elérik a pélusokat /2j.dbra/,
véghemegy a profdzis forditottjdnak megfeleld despi-
relizdoid /2k. dbra/. Kialakul az uj magmembrdn és
ezzel az bndllé interfdzisos utédsejtmagok /21. dbra/.
A pejteciklus idStartama, illetve a ciklus réeszfdzi-

painak idftartams igen kilinbbzd az egyes fajokndl. LIMA
De PARIA /1972/ kisérletei alapjdn a rozenbvény sejtcike-
luse 7 éra hossazdig tart. EbbSl 4 éra az S, 45 perc a G,
2 éra 15 pere a G, + witézis Pfdzisra esik.

242 A geltkbzpont ge_mitdtilus sppardtus

A mitézie tdrgyaldedhoz hozzdtartosik a sejtkUapont
és a mitétikus appardtus viselkedésének leirdsa is.

Az dllati sejtekben megfigyelhets sejtkiUspont /ocentri-
olum, vegy citocentrum/ e sejt kivséppontjdban elhelyezke~
dé 150200 nu dtmérSji, 300~500 nm hosszu hengeres test.
A hengerpaldst 9 cstivecskébSl épll fel, ezek mindegyikét
1=3 mikvotubulus alkotja. A 9 csbvecske egymdssal nyule
vényok révén UsszekUttetésben 4£11. A cabtvekhes kb. 700 A
dtmérSjil gbmbboskék, szatellitdk tapadnak /DE ROBERTIS,
1974/ .

Uoaknen egy évesdzada, hogy HENNEGUY /1897 eit.
ROBERTIS, 1974/ feldllitotta hipotéziedét, misserint a
centriolumok, kinetoszdémdk a sejt mozmgatékizpontjai és
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a centriolumok 68 a ¢sillék bezdlis testjei lényegében
azonos képletek., Elektronmikroszképos vizegilatok bizo-
nyitottdk, hogy e feltételezdés helyes /BESSIS, 1958/.

A centriolum sz interfisisos sejtben piros képlet.

A testvércentriolumok egymdshoz viszonyitva derdkeziget
alkotnak. 518 sejtekben sikeriilt megfigyelni a centrio=
lumok osztéddedt és a pdlusok felé turténd vdndorldsukat
/CLEVELAND, 1953 cit. CLEVELAND,1963/.

Peltételezik, hogy a centriolumok organisdecidja po=
lerizdlt /BERNHARD ée HARVEN, 1958, GALL,1961/. Disztd-
1lis véglik kaposolatos pl. a magorséfonalak kialakuldsdval,
proxindlis végik viszont a replikdcidval van beszefiggés~
ben. Az interfdzis vége folé mindkét centriolum proximde
lis végéhez kizel egy, az eredeti centriolumokndil kisebb
utédeentriolun jelenik meg /diploszéma~-képzdddas/. Az uj
centriolun tengelye a régire merfleges. Az interfdsisban
megkett626d6tt centriolumok a sejt két pdlusa felé vdndo=
rolnak és itt kialakul e mitotikus appardtus a centriolum
disztdlis végébll. A sejtkispont velamennyi dllati sejt~
ben és néhdny slacsonyabbrendii ndvényben jelen van, maga=-
psabbrendl ntvényekben nem taldlhatd meg.

Miutdn a miktds centriolum a normdlis sejtosztdddenak
nélkliloghetetlen feltétele, a nivényl sejtek citoldgldjd~-
nak egyik legfontosabb megoldatlan kérddse, hogy mi ldtja
el a centriolum feladatdt ntvényi sejtben, és ez a feladat
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milyen ismert, vagy ezideig ismeretlen strukturdhos kite
het8. Jelenleg egy hipotetikus, centriolum feladatot el
14t6, szerkeszethez nem kitUtt mitétikus mzervezSkispontot
fidtotic Organising Center, MOC/, vagy poldris orsé szer-
veadket /Spindle Pole Organizer, SPO/ tételeznek fel. le-
hetadges, hogy e "centriolumok" kifejlédhetnek egy ldt~
hatatlan prekurzorbél, vagy kapesoldédnak valamilyen egyéb
strukturdhosz, pl. a maghdrtydhosz. /MARCHANT and PICKETT-
HEAPS, 1972/. ldthatatlan prekursor lehet csupdn egy rep-
1ik416d6 citoplagmatikus DNS egyedg is, anely a fejlldde
negfelels stddiumdban egy centriolum felépillését irdnyitja.
Alapveté sazerepe miatt az orsdképzésben ez az egység jelen
lehet minden osztédd sejtben, de osak akkor lithatd, amie
kor a centriolumot i® létre hozza /PICKETT-HEAPS, 1974/.
Az endoplasmatikus retikulomok killinbdzé poldris agregdoeidi
- JVILSON, 1970; POWKE et al. 1974/ vagy egyéb anyagok
/PICKETTHREAPS, 1969 § TAY, 1970/, és az dllandé magmembe
rédnok differencidlt terilletei /DU PRAW, 1970; Mc LAUGHLIN,
19713 ROBINOW and CATEN, 1969/, amelyet mint e centriolum
megfeleldjét irtak le, dppen olyan jé1 jeleszheti a helyét
az orvsdszerveszdtestnek azokban ez esetekben, amelyekben
a centriolumok hidnyoznak /JDYER, 1976/.

A centriolum /MOC, SPO/ és a mitotikus orsé alkotjédk
e aitotikus apperdtust. A mitotikus oreé mikrotubulugoke
bél £11. MAZIA és DAN /1952/ bonyolult médeszerekkel igo=
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141%4k a mitotikus appardtust és biokémial enalisieét
elvégesve ast taldltdk, hogy az 90 % fehdrjét, 5-6 %
RIS~t, ezenkiviil poliszaharidokat és lipideket tertelmaz.

A mikrotubulus két, nem agonos tubulin alegységbdl
épll fel.

Az ored-mikrotubulusok két kilUnbbzd helyen erednels
a centriolum kirnyékén a magmembrdnon kivil /poldris tu-
bulugok/ é8 a kinetochorokon, smelyek minden kwromoszéma
centronerdlis r»észén a mikrotubulusok kapesoldddsi he-
lyei /kromoszéma tubulusok/. ElSeztr a poldris tubulusok
alakulnak ki és kezdenek nivekedni a profdsis folyandn,
majd e nagmembrdn lebomldsakor a kinetochor hozzdférhe-
t0vé vdlik a ezebad citoplagmatikus tubulin szdmdra, le-
hetfvé téve a kromossémdlis tubulusok feldplildadt
/WATSON, 1980/. A magorsé dltal meghatdromott anafdszisos
kromoszénamosgdsok pontos mikiddéesi mechanizmusa me még
nem ismert. A kilUnbbué magyardsatok, hipotézisek ismer=-
tetdose vagy értékelése tulndne a dolgozmat keretein, ezért
ezzel nem foglalkozom.

2.3 A mitézie gdtldeo

A kémiel anyagok a mitézisra leggyakrabban blokkold
hatdet feojtenek ki. A mitdsist gitld anyagokat "mitészie-
nérgeknek™ neveszile /BIRSELE, 1958/. A gftlé hatds erede
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ményeként sajdtos kronoszdma-konfigurdeidk jUhetnek 1éte
re, vagy poliploidia alakulhat ki. A "mitésis-ndrgek™
tanulmédnyozdsdval lehetfedg nyilik egyes mutagének, ile
lJetve bigonyos anyagok rdkellenes hatdsdnak a felfede-
zéoére, valamint meglomerhetjik a gdtlé-hatdsok alapvetd
mechanizmusdt. A hatdomechaniszmus molekuldris alapjainak
felderiténdhez segitadgll szolgdlhatnak o killonbbzb cito-
kémiai technikdk és autoradiografids médemerelk.

A mitdzis-nérgeket ocsztdlyoshatjuk hatdouk de hatda-
mechanizmusuk slapjdn. Az anyag killinbbzé intensitdesal
gédtolhatja a nitézis egyes fdzisait, vagy a nitézis vala-
mennyi fdsisdt, drinthet egy vagy t6bb mitotikus mechanize
must /DE ROBERTIS, 1974/.

liéhdny hatéanyag ple. & kolhiein,~ az Spzi kikerice
alkaloiddje = valamint kolhiecin sszdrmasékok hatdsmechaw
nizmusdt hosszu dviizedeken keresstill tanulmdnyoztdk.
BIGSTI és DUSTIN /1954/ megdllapitottdlk, hogy & kolhiein
megdllitja a metafdzist. Hatdsa annyire jellemszs és spe-
eifikus & mitdzisban, hogy az irodalomban erre a2 jelensdg-
re bevezettdk as un. Ce-mitdzis, kolhicin mitézis elneve~
aéat /LEVAN,1938/.

Mdr BIGSTI és DUSTIN /1954/ felhivia e figyelmet a
nagoradfonalak ds a kolhiein kaposolatdra. A Ce-mitdzis
kialakuldesa az osztéddei magorsd kirvosoddsdra vezethets
vissza, awely a kolhiein hatdedra ttrténik /RIGSTI de
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DUSTIN, 1954; BIESRIE, 1958; MAZIA,1961; KIHIMAN, 1967;
BRINKLEY é¢ STUBBLEFPIELD, 1970/.

A kolhicinen kiviil a koleemid fejt ki legmarkdnsabb
hatdet a nitdzisra /PICKETT-HEAPS, 1967; STUBBLEFIELD és
BRINKIEY, 1966; BRINKLEY et al., 1967/. A kolhicin széles
koncentrdcid-sorozata a reakeidk sokféle vdltozatdt iddzi
el8, az orsé orientdeidjdnak a vdltozdadtél egfezen a
C-pitdzisig 68 a kettd kizUtt szdmos vdltozet fordulhat
elf. A kolhiecin hatdednak gyakran poliploidias lehet az
eredménye. Az osztdddeinagorss teljes inaktivdoidja ki
vetkeztfben a kettévdlt kvomoszdmdk nem tudnak mozogni,
éo igy egyltt meradnak egyetlen sejtben.

SHELANSKI és TAYLOR /1967/ felfedeztek egy proteint,
anelyhez azelektive mca%%?dik a kolhicin. Bz a protein,
a tubulin /BORISY és TAYIOR/ 65 szedimentdoids dllandéval
rendelkezik és a mikrotubulusock alapeleme. A kolhicin ve=-
légzinl hatdemechanizmusa e nikrotubulus polimerizdeid=-
Jénak pgdtldsdban nyilvdnul meg, mivel a protein alegysde
gek aktiv helyéhez kUtédik /TAYIOR, 1965, BORISY, 1967;
BORISY and TAYIOR, 1967/.

BRINKLEY és munketdrsei /1967/, BRINKLEY és STUBBIBPIBLD
71970/ a kolcemid gdtldednak ultrastrukiurdlis alepjait
in vitro tanulmdnyoztdk kinei hiresig sejtekben. Vizagi~
lateik arra utalnak, hogy ez & legkisebd kolecemid kone
centrdedé /0,06 ,.g/ml/, amely elegendd a wmitdézis blokko~



w 17 e

ldsdhoz, nem gdtolta teljemen a kromosgzomdlis mikrotue
bulusok kislakuldedt, viszont gdtolta a centriolumok pdée
lugokra vdndorldsdt. A magmembrdn eltindse utdn a kromo=-
pzdémdk a centriolum kiré vdndoroltak. Amig a kolcemid ke=
zelés tartott /18 éra/ a mikrotubulusok csak az egyik,

a centriolumhoz ktzelebb esd kinetochoron képzldnek. A
mdeik kinetochor - habdr strukturdlisan normdlis volt =
inaktiv maradt, nem kapesolddott hozzd mikrotubulus. A
kromogazdémdk gylirii alakba rendesfdtek, mikrotubulusaik a
beled kinetochortdl a centriolumokig hugddtake.

A kolecemid eltdvolitdma utdn e centriolumpdrok el
kezdtek vdndorolni az ellentétes pdlusok feld és igy két-
pélusu orsé keletkezett s o kromoszdndk metafdzisos le~-
mezt alkottak. Igy a kolecemid nem dllitotta meg a selt-
opztéddet a metafdzisban, minz'ahogv ezt kordbban dlta-
lénosan leirtdk, hanem csupdn a centriolumpdrok pdlusokra
t0rténd vdndorldedt skaddlyozta meg a prometafdzisban,
mivel e pdlusok feld tUrténd mouzgds veldsziniileg mikro=
tubulusokat igényel. Ugy tlnik, hogy a szelektiv gdtlds
ag inhibitor koncentrdecidjdtol figs. Igy magasabb koncente
rdcidban alkalmazve a kolecemidet /0,3 wug/ml/, a hirecabg
gejtekben nem taldlhaté milkrotubulug. A 0,06 ug/mleen
koleenid koncentrdoid differencidltan blokkolja amokat
a mikrotubulusokat, amnelyek a centriolumok védndorldaghosz
szilkadgenek.
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Igmeretes néhdny gdz /xenon, avgon, metdn, hidrogén,
dinitrogén=oxid/, melyek a kolhicinhez hagonlé hatdet
fejtenck ki a mitémis folyamatdra. Bzen pfzok hetdemecha-
nizmuse eddig még ismeretlen. A dinitrogén-oxid atmoszfée
rikus nyomdson bored csiranitvényekben Cenitdzist ereduné-
nyezett /USTERGREN, 1944/, hagyndban viszont nagyobb nyo=
mdst kellett alkalmazni ahhoz, hogy hesonld eredménghesz
jussanak /PERGUSON éo munkatdreai, 1950/, 1968-ban RAO
enlés sejteket /Hela/ kezelt dinitrogéne-oxiddal és megdle
lapitotta, hogy e dinitrogén-oxid metafdaisre blokkold
hatdea flgz a nyomdatdl és reverzibilis. 2,72 atm. alatti
nyonds a fenti sejtekre hatdstalan, 2,72 -« 4,42 atu. nyonds
nem okozott teljes gdtldst. Teljes metafdzie blokkot
51 = 5,4 atm. nyomdssal lehetett létwehozni éa ez rever-
zibilis volt. A reverzibilitds mértéke flgg a kezelds idl~
tartandtél ds o nyomdetél.

A kolhiein é8 kolhicinegzdrmazdékokhoz hasonldan a
dinitrogin~oxiddal is 1létre lehet hozni poliploid da
aneuploid dllapotot /USTERGREN, 1954; NYGREN, 1955;
USTERGREN, 1957; KINARA és TSUNEWAKI, 1960; TSUNEWAKI,
1962; DVORAK, HARVEY és COUIMAN, 1973/.

A dinitrogéne-oxid hatdedt o mitétikus vendszerre
1973=ban BRINKILEY s RAO vigegdltdk. Hela sejtekben a
nitéziet a giz 6 atm. nyomdson gitolta. A Pénynikrosge
képos vizegdlatok alepjdn tipikus kolhiocin metafdzist



figyeltek mege. Az elektronumiloroszképos vizegdlatok azon=
ban azt mutattdk, hogy a dinitrogén-oxid teljesen eltérs
médon blokkoljs a mitdézist, mint a Cemitdzist okozd egyéd
hatéanyagok /kolhiein, kolhicin szdrmezékok, 8tb./. A
dinitrogén-oxiddal kezelt sejtekben jelen voltak mind a
poldris mind a kromoszémdlis mikrotubulusok, a kromosszdmdk
metafdzisos lemezbe vald rendezfddse mégis elmaradt. Ki-
sérleteik eredményeibll mrra a kivetkeztetdare jutottak,
hogy e dinitrogén-oxid a kromoszémik premitotikus mozgi-
sdnak gdtldsa révén hat.



A dinitrogén-oxid hatdea vizegdlataink szerint azo=
nos agz egy~ és kétezikll nﬁvénwokbon /3. dbra a,b/.
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3. dbra. A dinﬂ.trogén-oxid netafdsiat blokkolé hatdes
a kétszikil 1ébab /2n = 12; 3a. dbre/ ée as
egyozikil buze /2n = 42; 3b. 4bre/gylkére
mexisztémdjdban.
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Kisdrleti ntvényként alacsony kromosuémaszdme /2n = 14/
niatt a diploid rozsot vdlasztottam, melybll a vizegdla=-
tokhoz ezikedges magot a Szegedl Gebonatermeszidei Intéd-
set korldtlan mennyisdégben boosdjtotta rendelkezdsemre.

A citoldgiai vigegdlatokhoz szikséges prepardtumokat
a csirantvények osztddé gybkérmerisztémdibil készitetten.
A coirvdatatdes 20 C%-on petricsészdben, nedves szlirSpepi=-
ron, termosztdtban tirtént 20-30 Ordig. Kivdlasztottan
azokat o ceirantvény eket, amelyek hdrom « 6«10 mmw-gs -
gybkérrel rendelkeztek és ezeket haszndltam kisdrleteimhez.
A dinitrogén-oxidos kezelést a 4. dbrdn ldthaté berende-
zésben végeztem, amely a Cambridge~i egyetem nilhelyében
készlilt.

A kigérlethez kivdlasztott ceirantvényeket petriocpé~
szében nedves szlirdpapirra gylljtuttem Ussze és belehelyez~
tem a hengerbe /a/, ahol killbnbtzd ideig eltérs koncentrd-
¢idju dinitrogén-oxiddal kezeltem azokate.
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4, ébra. A dinitrogén-oxid kezeléshez haszndlt berendezés
A kegzelbhengerbe /a/ helyezett csirantivényekhesz
a palack /b/ csatlakosd vezetékén keresstill jute
tattan e dinitrogén-oxidot. Az scédltartdlyben /o/
nyondanérd jelezte a bejutott gdz nyomdedt. Minde
két sgelep /d,e/ elzdrdedval biztositotten a hen-
gerben az 4llandé nyomdst. A kezelés végezidvel
a aszelep /d/ lesou nyitdsdval cebkkentetten a

nyondet O atnera.
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A dinitrogén-oxid hatdednak vizegdlatdndl szilkséges—
nek létszott annak eldbntése, hogy a gdz gdtolja-e a mnak=-
romolekula /INS/ szintézist. BErre a célra a legmegfele~
16bbnek H> timidinnel tdrtén§ izotépos vizsgdlat kindl-
kogott. A rddioaktiv izotdpnak a kisérleti anyaghoz vald
juttatdedra egy olyan szerkezetre volt szilksdg, amnely zdrt
térben /kisérleti edény/, nyomds alatt, meghatdrozott idl=-
pontban adagolja a rddioaktiv izotdpot. E feladatokat az
5« dbrdn ldthatd szerkezet megfelellen ldtta el. A szer-
kezet alapeleme egy olyan ébresztléra /5. dbra a.Ajelzéa/,
anelyben az ébresztd szerkezet tengelye /5. dbra b. jelzés/
az 6ra csbrgésekor a felhuzdssal ellentétes irdnyban visz=-
szaforoge. E tengelyre erdsitett zeindr dttételeken keresz=-
till egy fioldt /5. dbra c. jelzés/ mozgat. Az ébresztl-
szerkezet felhuzdsakor a zsindrzat teljes hosszusdgu, igy
a fiola fliggfleges alapdlldsban d11 /5. dbra l. kép/. Eb=
ben az dllapothan t6ltjlk a fioldba a rddiocaktiv izotdpot,
a cairantvényeket pedig szlirdpapirra az livegesészdbe
/5. dbra d. jelzés/ helyezziik., Az ébresztdszerkezet bedl-
litdsa utdn a késziiléket kezeldhengerbe rakjuk. Az ébresze
t8szerkezet megfeleld iddpontra tortdnd bedllitdsa esetén
az 6ra a kivdnt 1d6 eltelte utdn cetrbgni kezd, miktzben
a felhuzdé tengelyre folozatosan felecsavarodik a zsindr,

A zeindr rovidilédse mozgdsba hozza az izotdpot tartalanazd
fioldt /5. édbra 2. kép/ és annak tartalndt a ceirantvények=-
re onti /5. ébra 3. kép/.



5. dbra. Nyomdd alatt tor4énd izotdpos kezeldsre

szolgdld berendezds ép nmilktdésének egyes fdzisal



A ntvények fizdldsdt sbezolut alkohol és jégecet
331 ardnyu keverdkében /SARKANY-SZALAL, 1966/ szobahle
néradkleten, 1/2 - 12 Srdig végesten. A fixdlt caivant-
vényeket felhaszndldeipg 70 %=o0s alkoholban tdroltan.

A £ixdlt coirantvények G-l0 mm-gs gydlkerelt levdg-
tam, majd 16«18 peveig hidwolizdltan in sésavben 60 C%=on,
majd 40-60 peroig Schiff-féle aldehid reagensben = Feulgen
dbrzenddszer szerint - /SARKANY és SZALAT, 1966/ festetton.

A visgonylag kemény ée vastag ntvényi-sejtfal megne-
heziti a prepardtumok készitdedt, ezdrt a gytkereket szdte
nyonds eldtt desztilldltvizes, nem pufferolt enzimoldatban
- amely 2 % pektindat /FLUKA, SCHUCHARDY/ ée 2 % celluldst
/ONOZUEA R~10, YARULEZ/ tartalnazott - kezeltem szobahimér-
aékleten. Tiz perc mulva a mepgpubult gytkerskril az onzime
oldatot abazolut elkoholva ocgserdlteom. A gylkereket 1«2 nd-
gsodpercre tinény ecetsavba, majd tdrgylemezre helyeztom.

A tdrgylemezen a gyblkerek 2-3 mm-0s coucoi »dszdét levdgtan,
majd 45 %-os ecetsavat caeppentve rdjuk, aszokat lefedtem
és saétnyomtam. A megfelels mindeégli prepardtumokat szd-
razjég médezerrel /CONGER and PAIRCHILD, 1953/ dllanddsi-
tottan. Fagyasztde utdn a prepardtunckrél a fedflemezt
eltdvolitva, azokat allkcoholsorozatban vistelenitetten,
majd xilolba ndxbttan & lemezeket. Tiszta fedflemeave
DePex~et /G.T.Gure/ coeppentetten és ezzel a prepardtumokat
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lefedten. Az igy 4llanddsitott prepardtumok szinvdltozds
és szennyezfdés nélkil tdrolhaték. Azokat a Schiff-féle
reagenssel festett prepardtumokat, amelyeket rdszletes
citolégiai elemzéere haszndltan, 2 %-os Giemsa festdke
oldattal utdnfestetten, amely 6,8 pHeju Strensen puffer-
b8l és Giemsa /PIUKA/ tUrszsoldaidél készill. Az igy fes~
tett prepardtumokban a kromcgzdudk dés o sejtmagok abtét-
kék sziniiek, a citoplazma pedig halvdnykék., Bzdltal le-
hetfsédg nyilik az egy sejthez tartozé kromoszémaszdm, il-
letve mikronukleusz-szdm megdillapitdsdra.

A vizegdlatokat, illetve a szilkedges mikrofotdkat ZEISS
NU-2 mikrossképon késsitettem, ORWO 15 Din érzékenyedgil,
fekete~-fehér negativ anyagra.

3¢3. Auoradiogrdfis

Annak eldéntésdre, hogy a gybkércsucsben a kezelés
alatt torténik-e INS suzintézia, autoradiogrdfids médszert
alkalmaztam. A jeltlés 10 uCi/ml “HTAR /Spec. akt. 22,02
Ci/mM; UVVVR, Préga/ felhaszndldedvel ttrtént. Az elbzbe-
ekben leirt méddon /Peulgen dirsemédeser/ prepardtumot kée
szitetten. A lomezeket 5 %=o0s hideg triklérecetsavban 4t~
mostam. 25 ml Tlford K5 emulsiét 25 ml desstilldlt vissel
nigitottan, majd 50 C°=os vizflirdSben melegitettem. A le=-
mezeket az emulzidba mdrtottan, majd egy légmentesen zdré
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sbtét dobozban, hidegszobdba /4 C°/ helyesztem. Két hét
expondlds utdn a lemezeket Kodak D76 oldatban hivtan

018, 20 C%=on 4 percig majd 25 %-os nitriumtioszulfdtban
fixdltan. Folydvizes mosds utdn a prepardtumokat desz=
t11141t vizben letblitettem és megszdritottan.

Az o08ztéd6 gybkércsucsokat 6,8 pH=ju, 2,5 %~08 glue=
taraldehid-nd triunkakodildt pufferben és 2 %-os ozmium=
tetroxidban /080,/ 4 C°-on, 2-2 érdig fixdltem. A prepa=
rdtumok viztelenitéme alkoholsorozaton keressziiil aceton=-
ban tUrtént. A gybkeret 2 6rdn kereszill Spurr’s
Low=Viscosity bedgyazé gyanta és aceton 1l:l ardnyu keve-
rékében, majd 14 érdig bedgyazd gyantdben 41landé keverés
mellett infiltrdltam, amelyet 70 C°~on 8 érds polimerizdeid
ktvetett /SPURR, 1974/. A gybkérmetszeteket SORVAL ulira-
mikrotémmal, lUvegkéssel készitettem, azokat FORMVAR hére
tydval fedett rostéllyel vettem fel, majd 2 %-o0s uranil-
acetdttal és Slomoitrdttal festettem. Vizagilat elStt a
metszetekre ZEISS vdkumglztldvel vékony szénréteget vittenm
fel, Az 1gy kéezllt prepardtumokat 80 KeV~-on JEOL 100B
elektronmikroszképpal vizsgdltan.
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A kapott eredményeket tdbldzatban rigzitettom. Az
adatok matematikai értékeléndét ez aldbbl Usszeflggdeek
alapjdn végestem. /SVAB, 1973/.

Az avitmetikal dtlag képletes

r . G

ahol n az adatok szdma.
A megfigyeléni adatok szdrdenégyzetének képlete:

ashol az eltérdsndgyzetek /SQ/ Upszege:

ﬂQﬁzxaﬂni%xI:G

A megfigyelési adatok pudrdodnek képlete:

Az aritmetikel dtlag endrdednal kiszdmitdsas

B oeeemes o

Va



~29~

A gaérdendéguzetel homogenitdgvizasdlaty

Tobb adatsor szérdsdnek Ussgehaponlitdsakor eslkal-
magott Bartlett prébdval eldonthetjlik, hogy az adatso=
rok szdérdeal egybntetiinek tekinthetfk-e, vagy a szdrdsok
kbzbtt ozignifikdne kiillonbeég van.

Az sdatsorok X° értékeit az aldbbi képlettel ezdmi-
tottan kis

" . PG 5Q
e 5 "
% o
shol o2 = Z:
PG = nel
Szipnifikenclevizegdlat

Kzbs X° prébdndl slkelmazott o 6rték kiszdmitdes a
kivetkezd képlettel tirténik:

1 {?Z; 1 1 >
3/ca=1/ P¢ PG

ahol Mos" & ¢soportok szdna.

a/ esl+




« 30 =

b/ A kbubs X° kissdmitdse 6o a homogenitdevizegilats
xa - 203026

(LPa/10g 83/ = I[Pa/10g 8°/7) ,

¢
ahol 2,3026 = 1n 10= a 10 alapu logaritmus dtszémitdei
konstansa "e® alapu logaritmusra.

Anennyiben a kiszdmitott X° érték kisebb, mint & tdb~

lézatban PG=ca~l szabedsdgfokra s Pslfera megadott tdb-
1dzati X° érték, ekkor a csoportok ssérdsal Lzttt nincs
ssignifikdns killtnbadg.

Az_epitmetikal d%lasok Ugegehagonlitdea.

Annak eldintésére, hogy van-e killonbadg & kezelések arite
metikai dtlagal kbzttt, t-prébdt végeszten.

¢s 2%

ahol 8, = —\Jlﬂ-
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Amennyiben a ssdmitott ¢ Srték nagyobb, mint PG = neos
szabadsdgra megadott t,% t4bldzati értdk, skkor az Usze
szehasonlitott két evitmetikai dtlag kisttt esignifilkdns
killonbedg ven.

A legkisebb ezignifikdns killtnbadg:

Sslig = %z %



Az eled megvdleszolendd kérdés az volt, hogy azonos
id8tartanu kezelds esetén milyen dinitrogéneoxid nyondse
sal /koncentrdcidval/ érhetl ol mitézisgdtlde. Vdlasat
keresten arra, hogy milyen mértdiben fligg & gybkérmerisze
témasejtek opuztéddse e dinitrogéneoxid koncentrdeidtdl.

A coivanbvényeket 1-12 atmn. nyomdson dinitrogéneoxiddel

2 6rdig kezeltem. A kisérleteket hdromszor minden nyomdge
értéken meglomételteon, azaz minden egyes kisérletben

3 x 3 db csirantvény gybkéresucadnek 2000 sejtjét vizogdle
tan. A nyomdskisdrlet aldbbi eredményeit tehdt 234 000
sejt elemzdse alapjdn keptan. Megdllapitottan, hogy a di=-
nitvogéneoxid koneentrdcid vdltostatdedval a giz mitdzie~-
gdtlé hatdasdnak mértéke a nyomdatsl filggfen vdltozik. A
vizegdilt nyomdesintervallumon bellil kivdlasztottan azt ez
"optimdlis™ nyomdedrtdket, amely mellett 2 dra alatt e
legunagasabb mitétikus aktivitde érhetd el. A mitdtikus
aktivitds mértdke, azaz a nitdtikue o interfdzisocs sej-
tek evdnye =~ o sejteiklus hosezdt dllanddnak tekintve -
e nitéslogdtlds hatdsonedgdtdl flgg. Mindl hatdkonyabb

a gdtlds, anndl tUbd mitétikus eejt teldlhaté egyidejilleg
a ocsirantvényekben.
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A mitézisgdtlds abban nyilvdnul meg, hogy a sejtek
mitézisa csak metefdzisig Jut el. A kromogzémdk jelleg=
zotes gylirll alakba rendezddnek /6. 4bra/ és o metafdzist
nem kivetli ana- és telofdais.

ARLL
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6. dbra. Az H,‘,O hatdedra 1létrejitt "gyiirlis" metafdzisok,

6 atm. 2 éra kezseléenél /nagyitdes: 1000 =/
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A kigérleti adatok Usemesitéedt az 1. tdbldzat tare
telnazze. A mitétikus aktivitdeon tul, minden nyomdgon
meghatdroztan a pro-, meta- és anafdsisos sejtek ardnydt.
A kigérleti adatok matematikai feldolgozdedt a 2. tdblde
satban kitztlt példa szerint végeztem. A szérdsok homogee
nitdavizegdlatdra a Bartlett prébdt heszandltan, mellyel
negdllapitottan, hogy & szérdeck nem killtnbiznek gzignie
fikdnsan egyndetdl. Ennek alapjdn elmondhatd, hogy a kie
sérleti rendszer nem terhelt olyan hiuvn, anely & kie
aérleti adatok megbizhatdedgdt befolydmolja. A kisépdr=
tékek Uspzehasonlitdsa Feprébdval azt bigonyitotta, hogy
a kUltnbbzd nyomdson kezelt csirantvények dtlagos mitdti-
kus aktivitdsa kizttt P 1l%-os szinten szignifikdns Lilinbe
pég van. A t-prdbdval ellenfrizten, hogy mely kezelések
dtlagal kogttt van szignifikdns killbnbedg, da kiszdmitot-
tem a legkisebd szignifikdns killtnbedg 6rtékét is., Bz kie
sérieteimben 1,87 %-nak bigzonyult. Tehdt mindazon kezeld~
ek, amelyekben a uitédtikus aktiviide tULDL mint 1,87 %-al
eltér a kontroll szintjétll, vegy két kezeldsben nért mi-
t6tikus aktivitde kildnbedg tUbL, mint 1,87 %, az a dinite
rogén=oxid hatdednal: tudhatd be. A pzignifikencia értdke~
ket & 2. tdbldsat mutatja, amely alapjdn megdllapithaté,
hogy ezignifikdng killinbedg van 1le3; 4«53 5«63 6=«T; 7=8;
Be10; 1012 atmoszférds kezeldsek kUzbtt, nincs viszont
sgignifikdng killUnbedg a kontroll ds az 1 atu-ds velaning



1. tdbldzat NYOMASKISSRIET

A pro-, meta- és anafdszis, valamint a mitétikus aktivitdesok dtlagéritdkei a melléklet I. szdmu
tdbldzatdban taldlhaté alepadatok alapjdn.

0 nyomds
/atﬂ/ : K 1l atn. 2 atﬁp 3 atn. 4 atan. 5 ata. 6 atm. Teatm. 8 atn. 9 atme. 10 atm. 11 atm. 12 atn.
Hitdzis
e — E—, o
Profdzis 3,32 3,79 4,40 5,06 5,28 4,19 2,93 2,74 2,16 1,97 1,32 2,17 5,58
. |
Metafizis 1,00 | 1,24 0,96 1,84 | 2,50 6,18 | 11,35 | 7,34 4,98 | 3,60 | 2,39 3,16 2,40
Anafézis 1,48 0,84 0,98 1,07 0,92 0,89 0,23 | 0,24 0,15 0,06 | 0,12 0,11 0,86
- J ;
Ei 5,89 5,87 6,34 Te97 8,70 11,26 | 14,51 i 10,32 1,29 5,64 E 3,83 5:44 8,84
Mitozi 6 | | L

+ A dinitrogén-oxidos kezelds idStertams wminden nyomdson 2 éra.
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2. tdbldzat

NYOMASKISRLET

Alapedatok feldolgozdsa

mmll] 1 atz. 2 atn. 3 atu. 4 atan. 5 atn. 6 atz. 7 atme. 8 atm. 9 atm. 10 atan. | 11 atn. 12 ata.
b PP, DA —
X 53,05 52,85 57,05 71,75 78,25 101,33 130,55 92,84 | 65,60 50,75 34,40 49,00 79,60
4 5,89 5,87 6434 7497 8,70 11,26 14,51 10,32 7529 5,64 3,83 5,44 8,84
X% 324,79 355,67 | 374,78 582,69 725,89 |1148,92 | 1917,14 975,00 | 496,96 | 309,36 (42,24 P72, 29 706,90
b e i A S LA Sy o . e =
SQ 12,09 45,33 13,15 10,68 45,55 8,06 23,44 17,31 LIB.SO 23,19 10,75 5.5 2,88
S, ‘—~A———~— - P - _# -+r coi b S
g | 1,:1 5,67 1,64 1,34 5,69 1,01 2,93 2,16 2,36 2,90 1,34 0,69 0,36
8 1,23 2,38 1,28 1,16 2,39 1,00 1,71 1,47 1,53 1,70 1,16 0,83 0,60
ox ‘ 0,41 0,79 0,43 0,39 0,80 0,34 0,57 0,49 0,51 0,57 0,39 0,28 0,20
. W andies
p t /t4bl %
83 ¥ setsks | 152 %2,3 ¥35a %5 %556 Y ,7 ¥7.8 ¥3,9 t9.20  [Pa0;11 | Puga2 | %k
Pml®
0,71 104 2,63 0,66 2,30 1,03 3,60 4,58 5,90 4,27 2,32 2,55 2,27 4,79 0,03

feldolgozdaa.

A melléklet I. azdmu tdbldzatdban Uessefoglalt alapadatok /mitdtikus ektivitdsok/ matematikai
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a kontroll ds a 2, atn=ds, & 2=3; 3«4; 8«9; 10-11 ata-ds
kezeldpek eredmnényeképpen kapott mitdtikus aktivitdsok kie
aott. A mitdtikus aktivitds « ezen beliil a pro-, meta- ds
anafdzisos sejtek ardnydnak - grafikus dbrdzoldsa a T. 4b=-
rédn ldthatd, melyen az egyen unitdézis szakeszok véltozdednak
dinawikdje j61 nyomon kivethetl.

A diagranbdl egyértelmlien kitiinik, hogy & koncentrdeid
védltozdadval megvédltozik & nitdzisben levd sejtek ardnya a
kontroll sejtek mitétikue aktivitdodhoz képest. € atu-ig né
a nitétikus sejtek szdma, majd /9 atme-ndl e kontroll szinte
jére/ cstkken, 10 atm-ndl kevesebd seijt van mitézisban, mint
a kontroll sejt gybkéresucsdban, 12 atn-ndl ujbél emelkedés
figyelhet8 meg. A mitézis fdzisainak elogzldedt /pro-, metaw
éo anafdzis/ elemezve azt dllapithatjuk meg, hogy a gdznyo=
mds vdltoztatdeckor a legszembetlinfbb vdltozde a metafdaisok
szdmdben kivetkezik be. 6 atm-ndl csaknem l2-gzoresdre nb a
netafdzisos sejtek azdma a kontrollhoz képest. Pigyelemmel
kisérve az anaffzisok alekulfedt, azt tapasztaltam, hogy az
1«12 atm nyomdes intervallum alatt az anafdziook szdma nem
éri el a kontroll azintet, hanem Jéval slatta marad. A nyo=-
rdskisdrietbSl megdllapitottan, hogy a legmagasabb mitétikus
értdk a vizegdlt nyoudsok kisil 6 atm. nyomfson érhetsd el.
Eikor a sejtben a gdzkoncentrdeid 270 mM. A tovibbiakben fele
meriilt az e kérdés, hogy a dinitrogén-oxid metaefdzisblokkold
hatdsa fligg-e d8 Ma igen, milyen mértékben, a kezeléei 1d6
hoaszdt61.
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A csirantvényeket 6 atm nyomdson kezeltem és Srdnként,
ill. kétérdnként 1=34 Srdig fixdltam 2«2 ceirantvényt. A
nitStikus, pro-, meta~ és anafdzisos sejtek szdzalékos ard-
nydt 4-4 ezer sejtbll szdmoltam. A kisérletet hdromszor is-
nételten meg, igy adataimat Usszesen 240 000 sejt vizsgd~-
latdbél nyertem. Az adatokat tdbldzatban rigzitettem /3-4.
tdbldzat/.

Bartlett prdébdval elvégezten az adatok szdrdsnégyze~
tének homogenitds vizegdlatdt. A natenatikal értdkelds
alapjdn a 20 kisérlet adatainak szdrdsa nem kliltnbdzik szige
nifikdnsan egyndatdl. Az aritmetikai dtlagok Useszehasonlie
tdsdt F prdbdval végeztem. Arra voltam kivdnesi, hogy a
kiltnbtzd ideig kezelt csirantvények dtlagos mitétikus ak=
tivitdsa kiizttt van-e szignifikéns kiilbnbadége. Az F=préba
alapjén megdllapithatd, hogy a kilbnbizd kezelések dtlagai
ktzbtt igazolhatd szignifikdns kiillnbaég van. A t-prébdval
részletesen ellenSriztem és Usszehasonlitottan az egyes
kezeléseket és pontosan megdillapitottam, hogy mely c¢sopor=
tok dtlagai kUzttt van szignifikdns eltérés. Kiszdmitottam
a legkisebdb szignifikdns eltérést, ani 2,55 %=nak bizonyult.
A pro-, meta~ és anafdzis, valanint & mitétikus aktivitd-
soknak az 1d8t81 vald fliggéeét oszlopdiagramon dbrdzoltam
/8. ébra/. Az dbra elemzédse alapjdn megdllapithatjuk, hogy



3. tdblézat IDOKISERIET
A pro-, meta- és anafdzis, valamint a witdtikus aktivitdasok dtlagdrtékei a melléklet II. szdmu
tdblézatdban taldlhaté alapadatok alapjdn. *
éra,perc/ K 1 éra 2 éra 3 éra 4 éra 6 dra 8 éra 10 éra 12 éra 14 6ra
t8z1s
S D S s i R
Profdzis 3,32 3,28 3,17 2,00 4,20 5,40 6,83 4,78 4,01 4,03
Annfdzis 1,48 0,05 0,28 0, 08 0,00 0,12 0,03 0,43 0,08 0,04
D (Mitomis) 5,89 11,93 15,33 17,95 20,77 23,75 28,57 20,75 18,13 16,32
Iaé .
/6ére,pere/ 16 ér= 18 éra 20 ¢ra 22 éra 24 éra 26 Ora 28 éra 30 éra 32 éra 34 6ra
itSzis
— -
Proféizis 2,55 2,00 4,80 3,03 i,32 0,80 0,28 0,60 0,67 1,72
lietafdzis 9,94 6,25 12,97 6,99 1,26 2,08 J_ 0,57 1,00 T‘ 1,05 2,10
Anafdzis 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
> fibxs) 12,48 8,25 17,77 10,02 2,58 2,88 0,85 1,60 1,72 3,82

* A dinitrogén-oxidos kezelds 6 ata nyomdson tortént.
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8 dbra. A gytkérmerisztéma sejtek nitdtikus aktiviidsdnak

véltozdse a kezeldsi id8 fliggvényében ¢ atm - &8
gdzkezeléns hatdsdra



a nitétikus aktivitds nagyedga fligg a kezelési idS hosszd=-
t61ls A mitétikus aktivitds a 6 atm nyomds melletti 8 drds
kezelésnél bizonyult a legmagasabbnak /9. dbra/. A 8 Sré-
ndl hosszabb kezelés fokozatosan cstkkenti a mitdzisban
levs sejtek szdmdt, mig 18 Ords kezeldsnél éri el a gbrbe
az elsd mininumot. Szembetiind, hogy ez a minimum még mine
dig magasabb a kontrollban megfigyelhetdnél. 20 6rds ke=
zelésnél ismét egy éles csucs figyelhetd meg a gtrbén.
Bkkor a sejtek tUbbadge tetraploid. Bzt kbvetlen a mitd-
tikus aktivitds meredeken cstkkenni kezd a 24 Srds kezelé-
gig, majd a mitdtikus aktivitds mindvégig a kontroll
szintje alatt marad.

A mitézis egyes fdzisainak a vizsgdlata sordn megdl-
lapitottam, hogy 2 6rds kezels utdn az anafdzisok ardnya
nindvégig 1074 gyakorisdgi szinten marad, azaz O-nak te-
kinthetf. A metafdzisos sejtek szdndnak vdltozdsa Jj61 kb=
veti a nitétikus aktivitds vdltozdsdt. A 2 és 3 Srds ke~
zeléa kivételével a profdzisos se]tek szdmdnak gyakorie
gdgl gbrbéje is hasonld lefutdsu.

A leghatdsosabb, mitdzist blokkold dinitrogén-oxid
koncentrdcid, valamint az optimdlis kezeléei idd ismeretében
azikadgesnek ldttam olyan ellenlrzd kisdérletek elvégzését,
melyek igazoljdk, hogy valdéban a dinitrogén=-oxid specifikus
hatdsdrdl van 826, nem pedig a kisérleti korlUlmények /magas




= %, o6 3¢

9. dbra. 6 atnoszféra nyomds mellett, 8 érds dinitrogén-
oxid kezelés hatdsa a sejtek osztdddsdra.

Nagyitdes 400 x
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nyonds/ okozta vdltozdsokrdl. Znnek érdekében 6 atm nyo-
ndson 8 drds kezeléseket végeztem levepSvel, nitrogénnel
éo oxigénnel., £ hdron keszelés egyikénél sem tapasztaltan

a dinitrogén=-oxidos kezeldések sordn megfigyeltekhez hasone
16 eitoldéglial eseményeket, Mindhdrom kezelésnél a mitdtikus
aktivitds a kontroll szintjdén, vagy - a szignifikancia ha=-
tdrokon belil = a kontroll szintje alatt maradt.

4.3. Vigsgatérds Xigérlet

| Anngk eldtntésére, hogy dinitrogén-oxid kezelés mellett
& nitézis reverzibilis folyamat-e, az aldbbi kisérletet vée
geztem el. A ceiranivényeket 6 at: nyomdson 8 dra hosazdig
kezelten, 2ajd a dinitrogén-oxid hatdsdnak felolddsa utdn
1/2, illetve 1 dérde idSktztkben fixdltan azokat. Az utoled
nintdt & gdzkezelés megsziintetése utdni 21, Srdban vetten.
A kisérletet hdromszor megisnételtem. Mindhdrom iemételt
nintdban a mitétikus, valanint a pro-, meta~ do anafdzisos
sejtek azdaalékos ardnydt 4000-4000 sejtbdl szdmoltaen ki,
Az Usezesen 300,000 sejt vizsgdlatdbdél nyert adatokst ag
Bes 6o tébldzatban rigzitetten.

Flvégezter az adatok matematikal vizsgdlatdt, megilla~
pitottan, hogy a 8zérdsok nex ssignifikdnsak, asz dtlagér-
tékek homogénnek tekinthetlk. A legkisebb szignifikdns ki
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6. tdbldzat VISSZATIRSS KISCRIET

?_I_, et e | [ W ' R e ! TR » - : —
B 0 ére 0 éra 1 éra léra | 2 éra [36:'3 4 éra 5éra 6Géra| 7 éra 8 é 9 éra 10 éra 11 éra | 12 éra 13 éra 14 ére 15 éra 16 dra 17 éra 18 éra | 19 éra | 20 éra 21 éra
00 perc 30 perc | 00 perec | 30 perec OOpm'OOpmGOpm 00 pere GO perc OO perc 00 pexc|, 00 OOperc OGO perc | OO pere OO0 perc | 00 pere | OO0 perc | OO0 perc | 00 perc | 00 perc| OO0 pexre | 00 pere | 00 pere
! i , ! | e 2 N_—
X | 53,05 | 171,40 | 136,68 88,00 77,80 69,60 61,00 43,80 52,34 33,00 23,60 13,90 20,80 68,80 | 26,40 36,80 25,80 37,70 92,40 34,80 35,00 48,20 23,10 61,30 51,50
X - 5,89 28,57 22,78 14,67 12,97 11,60 | 10,17 ’ 7,30 8,72 5450 3,93 2,32 3,47 11,47 | 4.40 6,13 430 6,28 15,40 5,80 5,83 8,03 3,85 ig,22 8,58
L SRS SNPSe———— RS s s | , : o pr—— s caser PERp ann B 3 LS A
! w<a) | |
X 324,79 | 4906,40 | 3143,16  |1306,62 | 1029,70 | 833,92 (629,18 322,88 | 459,88 191,78 94,48 33,19 | 77,98 877,92 122,36 | 254,60 | 136,44 | 244,75 |1507,52 | 208,18 | 206,62 | 392,78 | 99,21 | 639,11 | 467,43
SQ | 12,09 10,07 29,59 15,95 | 20,89 26,56 @ 9,00 | 3,14 | 330 10,28 | 1,65 0,99 = 5,87 89,01 6,20 258,89 25,50 7+87 84,56 6,34 2445 5¢57 10,27 i2,83 25,39
e° | 1,51 1,69 6,20 3,20 | 4,16 | 5,29 1,80 062 0,66 2,04 0,34 019 | 1,17 | 17,81 1,23 5,76 5,11 1,56 | 16,89 1,28 0,49 1,12 | 2,04 2,56 5,06
ﬂ l 1’23 1’30 2’49 1’79 I 2’& 2'30 1’34 1 0"79 i 6'81 1’43 0‘58 0,44 i 1,@ 4‘22 1'11 2’40 = 2'25 1.25 4.11 1.13 G,?O 1’% 1’43 1\’.60 2’5
i . ;—-——-——-—-—-—.—'.—-—-—-—.L O— P, : o ' st ks TSNS ; sa o e QU A o PR R S e . o s
[ ! .i i ! I |
8F 0,41 0,58 0,99 0,75 0,83 0,94 | 0,55 0,32 0,33 0,59 0,24 | 0,18 0,44 \‘ 1,72 0,45 0,98 0,92 0,51 1,68 0,46 0,29 0,43 0,59 0,65 0,92
P, . . RI—— i — PRP——— h-—-—.-—-&-—.—-——-.-—.——-—.l—-——-—.
T A W s — o . . Tnscas . 1 s s B AR P SR i B ALK ik
t /b1, | by 5, £, | | | & t s t % & ]
s PG érté/ 300 h h,., $n % | N n h | h| $n. . n| $u_n tn B ¥n.n| tn $h.h
a a1l 3o "2%0 13002" fnohl Pn  fn B fnon l;bsah Bt Shoh 100" | n%pt | 2" | 1%t | 1t | 1ste 6 art | 17hae" 18"t | 19%20%| 20°21
' ! | o il ” -
. - s B M 1,52 1,22 | 1,28 | 2,56 | 1,27 2,88 140 L4 D3 760 6,76 | 1,54 | 1,63 | 1,77 | 814 857 | 0,03 | 1,96 | 3,73 | 5,69 | 1,47
‘ A ; ‘ e e — o b o e - R -

A 1olléklet III. szdmu téblizatdban Ssssefoglalt alapadatok /mitdtikus aktivitdsok/ matematikai

feldolgozdsa.



lbnbeég 2,93 %-nak bizonyult. Az dtlagok kozttt szignifie
kéns klltnbeégeket taldltam /6. tdbldzat/.
A mitétikus, pro~, meta~ és anafdzis aktivitde dtla=-

gait az eldézfekhez hasonldan oszlopdiagramon dbrdzoltan

az 1d6 /gdzfelolddst ktvetd 1ds/ fliggvényében /10. dbra/.
Az dbrdbdl ldthatjuk, hogy a gdznyomds felolddsa utdn a
nitédtikus aktivitds meredeken cstkken és azonnal megjelen=
nek az anafdzisos sejtek /1l. dbra/. Ha a mitézis egyes fi~
zisainak az alakuldsdt figyelemmel kisérjilk, azt taldljuk,
hogy a gdznyomds felolddsa utdn 30 perccel O %=-rdl 7,3 %=ra
enelkedik az anafdzisok szdma, majd fokozatosan eléri a
kontroll szintjét. 10 Srdndl a nitdtikus aktivitdsnak is=-
mét egy meredek csucea van, anely a kontroll értékének csak-
nem 2,5-gzerese, 10 Srdtél a mitdtikus aktivitds 5 érds pe=-
riodicitdst mutat, anely egsy-egy, a kontroll szintjét 1lé=-
nyegesen meghaladd csucs formdjdban jelentkezik. I csucsok=-
ban a mitézisos sejtek ttbb nint 2/3-d4t profdzisos sejtek
teszik ki. A csucsoktdl eltekintve a gdzkezelést kivetd

5 614161 kezdve a mitétikus aktivitds értéke a kontroll
8zintjét8l szignifikdnsan nem tér el.

A reverzibilitds vizesgdlatdhoz 100 db 6 atm nyomdson

8 érdig kezelt csirantvényt ldddba Ultettem ki &8 iUveghdz-
ban megkiséreltem felnevelni. EbbSl 91 nbvény volt életké=-
pes, ezek virdgzdsa ds magkittése nem killtnbBzbttt a kezelet-

len kontrollként haszndlt 100 ceirantvényb8l felnevelt 94
nbvényétsl.
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10ébra. A gybkérmerisztéma sejtek pro-,mete- éa anafédzisose,
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‘1le dbra. A mitdzisok vdltozdea 6 atu~dn ¢ 8 Srds gda-
kezeldés megmziintetéadt kivetfen a/ O perckor,
b/ 30 perckor, ¢/ 60 perckor
Nagyitdns 400 =



A vizsgdlatok sordn két kérdésre kerestem vdlaszt:

l. A dinitrogén-oxid kezelés gdtolja=-e a sejtek DIS szin-
tézisét?
2. A metafdzis blokkoldsa a mikrotubulusok kdrositdsa

/kolhicin-hatda/ révén valdsulee meg?

A DNS szintézis vizsgilatdra a sejteket 10 uCi/ml kon-
centrdcidju H> timidinnel jeltltem, 6 atm nyomdson 6 dSra
hosszdig kezeltem. A 3.1. fejezetben ismertetett kéezillék=-
kel a gdzkezeldés megkezdése utdn 1 Srdval juttattan az
izotépot a csirantvényekhez. 5 Sra elteltével a nivénye-
ket fixdltan és a gybkerekbdl autoradiogrdfids prepardtumo-
kat készitettem. A vizegdlatok eredményeképpen megdllapitot-
tam, hogy a 6 atm-ds gdzkezelés alatt a csiranbvények DHS
szintézise intenziven folyik, melyet a rddioaktiv izotdp
gsejtmagokba tUrténé bedpllése igazolt /12. ébra l., 2. kép/.

A dinitrogén=oxid mikrotubulusokrae gyakorolt hatdsdt
kétféle méddon tanulmédnyoztams

a/ elektronmikroszkdépos vizegdlattal, melynek tanusdga
szerint in vivo korilmények ktizttt a kromoszdmdlis mikro-
tubulusok megtaldlhaték a sejtekben /13. £bra a. kép/, mig
a kolhicin-lmelt kontrollban /13. édbra b. kép/ a mikrotu-
bulusok hidnyogznak. A mikrotubulusok in vitro vizesgdlatdt



sertésagybdél tisztitott /WEINGARTNER et al., 1974/ két-
szer ciklizdlt tubulinnal végeztem. /A tisztitott tubu=-
lint Dr. Hadlaczky Gyula, az MTA SZBK Genetikai Intéze=
tének munkatdrsa bocsdjtotta rendelkezésemre./ Az in
vitro korilmények kozbtt repolimerizdlt tubulin mikro=-
tubulusokat képez, amelyek polarizdcids mikroszképpal
finom hdlézatezeri képet nutatnak /14. 4bra/,

b/ a mikrotubulusokat 6 atm nyomdson 1 éra hosszd-
ig kezeltem, majd ismét megvizsgdltam polarizdcids mik-
roszképpal. Azt tapasztaltan, hogy a mikrotubulusok a
dinitrogén-oxid hatdsdrs nem estek szét.



. ™
R

12, dbra. H° timidin beépiilése a sejtmagokba
6 atn-des gdzkezelés folyandn
Hagyitdes800 x
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13. dbra. EKromoszdémdlis mikrotubulusok a 6 atm nyomdsu,
8 érds kezelés utdn feo/ lagyitdes: 60.000 x
Kolhicin kezelt kontroll, mikrotubulusok
nélkill /b/ NHagyitdes 16.000 x




. 39 -

14, ébra. In vitro polimerizélt mikrotubulusok

képe polarizécidés mikroszkdéppal



Az gldbbiakban azokaet a citoldégial jelenségeket io=
nertoten, amelyek a killtnbizd dinitrogén-oxidos kezeldselk
gsordn megfigyelhetdk. A jobb dttekinthetlsdg érdekdben ol-
tekintetten az egyes kezeldsek sordn megfigyelhetl Usazes
rendellenessdégek felsoroldsdtdél, mivel ez Shatatlanul ige
métlésekhez vezetett volna. Fhelyett a rendellencsadgeket
3 nagy csoportba sorolva mutatom be, amelyek azonban mind
kialakuldoukban, mind megnyilvdnuldsukban egymdspal szore
vesen Usazefliggnek: l. mikronukleuszképzbiéds, 2. kromoszdma=
pzduvdltozdaok, 3. kromoszdme 0 sejtmag szervezddés rende
ellencaoségel.

A tartés dinitrogén-oxid kezelés legjellegmetesebb
citoldgiai kisérSjelensége a mikronukleusgképzddés. 6 atm
nyondson 4 érds kezelds utdn megjelennek a mikwvonukleuszok,
zelyek szdma 6 Sra utdn ugrdesseriien megntvekszik /15.4bra/.
A mikronukleuszképzddds folyanatdnak elad citoldgilai Jele
az, hogy & metafdzisban az egyes kromoszdémdk vagy kromo-
gaémacgoportok elkilltnilnek /15. dbra l-4. kép/, anelyek
agutdn fokozatosan despiralizdlédve, de integritdoukat minde-

véglg megbrizve, a normdlis anafdzis 1épeadjét kihagyva

nennek 4t telofdzisbe /15. dbra 5«12. kép/. A telofdzin-
ban a kromoszémdk despiraligdcidje a kromoszémik és
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kronoszéma~caoportok sejtbeni helyétsl flggetleniil, tUbbée
kevéabé sainkronitdet mutatnak /16, dbra 1-6. kép/ éo fo-
kozatosan kialakulnak az interfizisos magok ds mikronulke
leuazok /16. dbra 7«12, kép/. Az 146 fligpvéngfben nemesak
a mikronukleuszt tertalmesd sejtek szdma /17. dbra/, hanem
a sejtenkénti mikromukleusze-szdm is fokozatosan nivekszik,
Egy=egy sejthen 10 feletti nikvonukleuszegzdm is megfigyel-
het§ /16, dbre 7. é8 1. kép/. A mikwonukleuszok gyekwen
egyndosal érintkeznek /16. dbre 8, kép/, 4tfedik cgyndet
/16, ébra, 1l. kép/, igy e sejtenkénti mikronuklousze=gzde-
ndnak statioztikel vizegdlatdtél eltekintettom.

A dindtrogéneoxid okozta lronosuduasazdm vdltozdeok
kbzil legjelentfoebb a poliploidizdeid. A tetroe-, illete-
ve magesabb ploidegzintil sejtek kialskuldsa Usezelfliggdet
mutat mind & kezeldei i1dfvel, rind pediz & nyomdssal. Tete
raploid gejtok kislakuldsa ndr mafigyelhetf a 6 atueds,
6 érds kezelés, illetve 9 atz-dn tortdnd 2 drds kezelés
utdn is. A poliploidizdeid folyamatdt tekintve elel 1léplaként
figyelhetd meg a rendezetlen kromoszémdk /18. dbra le-4. kép/,
vogy a "metafdzisos gylirll" /18, £bra 5«7. kép/ kromatiddinek
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szétvdldsa. A citokinezis lépéeének kimaraddsa folytdn a
kromoszdéndk replikdcidjdt kivetSen létrejbnnek a tetra=
ploid sejtek /18. dbra 8«12, kép/. A kezeldési idS nbveld-
sével pl. 6 atm=dn 20 SrdtSl ez a folyamat megismétlSdhet
és magasabb ploide-szinti /oktoploid/ sejtek jonmek létre
/19, dbra 1=4. kép/. B folyamat rendellenessége révén
esetenként megfigyelhetd aszimmetrikus poliploidizdceid,
melynek eredménye hexaploid sejtek megjelendse. A 19. dbra
5 képe hdrom fliggetlen diploid sejtmagot tartalmazd hexa=-
ploid sejtet mutat be.

A mikronukleuszképzddést kbvetd citokinezis /20. dbra
l=2, kép/ illetve a poliploidizdcid és a mnikronukleusz kép=-
z6dését /20. dbra 3-4. kép/ kiovetd citokinezis révén aneu=-
ploid sejtek keletkezdse figyelhetl meg.

A 20, ébra 4. képe 16 kromoszdunde aneuploid sejtet,
az 5. kép hdrom kromoszdmdt é8 kromoszdéma fragmentet tar-
talmazd aneuploid sejtet dbrdzol.

A dinitrogén-oxid kezelés hatdsdnak jellegzetes rend-
ellenesadge a kromoszdma és a sejtmag szervezddésének /kon-
denzdcidjdnak/ killtnbtz8 zavara.

A 21, dbra l. képén interfdzisos sejt ldthatdé hdrom
erdsen kondenzdlt mikronukleusezale. A mikronukleusz kép-
z6dés sordn fragmentdlddott magvu sejtekben megfigyelhetd
a nmikronukleuszok eltérS kondenzdcidja /21. dbra 2-6. kép/,
ahol a sejtek tUbbé~kevéabé kondenzdlddott kromoszdmdkat
és interfdzisos mikronukleuszokat tartalmaznak.
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Gyakran tapasztalhaté a sejt kromoszdmdinak egyen=-
1l6tlen kondenzdcidja, mely sordn profdzisos és metafd~-
zigos kromoszdmdk egyardnt megtaldlhatdk /21. dbra T=9.
kép/, illetve metafdzisos kromoszdémdk kbzttt erdsen de-
opiralizdlt kromoszdémdk is eléfordulnak /21. dbra 10. kép/.
A 21, ébra 1ll. képén sszimmetrikis poliploid sejtet 1lé-
tunk, mely interfdzisos és mitdtikus sejtmagot egyerdnt
tartalnaz. Esetenként a centromeronck rendellenes oszid=-
désa,a kromatiddk koral szétvdldea is megfigyelhetl. A
2l. dbra 12. képe egy profizisos sejtet szenlélte}, mely-
ben a centromeron osztdddsa ndr megtbrtént, s a kroma=-
tiddk szétvdltak.

liages dinitrogén=-oxid koncentrdcidndl a kezelés el=
88 id8ezakdban megfigyelhetl a kromoszdmatirdsek megje-
lenése /22. dbra l. kép/, dezintegrdlt, feltehetlen mi-
tétikus sejtek /22. dbra 2-3. kép/ elSforduldsa.

A felolddsi kisérletek sordan tapasztalt anafdzisos
rendellenességek kozutt leggyakoribbak az egyenldtlen
kromoszéma eloszldsok /23, dbra l=4. kép/, az anafdzisos
hidak /23. dbra 4=5. kép/ és a gylri formén kiviil elhe-
lyezked$ kromoszdémdk /23. dbra 3~6. kép/.



10

15. dbra. A milkronukleuszkdépzddds folyamata

lagyitdes 650 x

les4ey60,7¢5106 kdp /6 atm 8 6ra O perec/
2e436y5¢; 8¢ kép /6 atm 12 Sra/

1l., 12. kép /6 atm 2 dra/

9 kép /6 atm 26 éra/
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1&. dbra. Poliploid sejtek kialakuldsa N,0 kezelés

hatdasdre /Nagyitde: 800 x/

lo, 6 ké /6 atm 8 61‘8/
2+ kép /12 atm 2 éra/
3.,4-,70,100,110,120 kép /6 atn 12 61‘8/

5 kép /11 atm 2 éra/ bt

8¢ kép /6 atm 8 6ra + 5 bra/ 1
9« kép /6 atm 8 éra + 10 Sra/ (%
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19, dbra. A dinitrogén-oxid hatédsdra létrejott
poliploid

1.
2,
3.
4e
Se

kép /6
kép /6
kép /6
kép /6
kép /6

gejtek /Nagyitdss: 730 x/

atn 8 + 15 éra/
atan 20 éra/
atz 20 déra/
atm 26 éra/
atm 24 éra/



20, &bra. Aneuploid sejtek kialakuldsa gdzkezelés

hatdsdra.
l=3, é8 6. képs 6 atn 20 Srds kezeléds;
4o képs 6 atm 8 dra;
5 képs 6 atm 8 + 15 Ords kezeléds
Wagyitdes l.,2¢,4¢,5. kép 800 x

3. kép 600 x

6e kép 730 x



.

2l. dbra. A kromoszdma és sejtmagszervezddés zavarai
H20 kezelt sejtekben. /Nagyitds: 800 x/

l., 4. kép /6 atm 20 6ra/
2.,5.,6.,p9 kép /6 atm 8 éra/
3« kép /o atn 8 + 5 éra/

6e kép /6 atm 26 Sra/

Tes10e, 1le kép /6 atn 12 éra/
12. kép /6 atm 8 Sra + 30 perc/
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22, dbra. Kromogszdémativrés /l. kép, nyil/
és a sejtmagok /kromoszdémdk/
dezintegrdldéddea 6 atm 8 dbrds
kezelés hatdedra /2-3. kép/.

/Nagyitdss 800 x/
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23. ébra. Rendellenes anafdzisok a gédzkezelés
/6 atm/ megeziinését kivetSen

/Nagyitdss 730 x/
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5.

A dinitrogén-oxid csirantvények opztédd gybkérmerisz-
témdjdra gyeakorolt hatdsdnak értékeldsekor feltétlenill
pzilkadges néhdny, a kisdrleti rendszer sajdtossdginak
tekinthets kérdde megvitatdsa. Ennek hidnydban a kisdre
leti eredmények értelmezdse, & levont kivetkeztetdsek szd~-
mos tévedds forrdsail lehetnek.

Bgyik ilyen legfontosabbnak tekinthetd kérdds az,
hogy & gikérzerigatéma seitek nem telinthetSk homogsn
gejtpopuldgidnak, A gybkérosucsben taldlunk gyorsan cike
1lizdlé /rivid sejtoiklusu/, lassan ciklizdlé /hosszu gejt-
cilusu/ és nem ciklizdls /nyugvdéd/ sejteket. lég nen el
dvntitt, hogy ezek a nyugvé sejtek osak iddszakos nyugale
md dllapotban vannak-e, vagy véglegesen "sejtcikluson kivil®
naradnak. Egyeldre ninces direkt bisonyitdék, hogy ezek a
sejtek elvessitettdk volna opztdddképessdglicet /CLOWES,1976/.
Nygilvdnvald, hogy ¢ hdrom alapvetd sejttipus léte rendkie
vill bonyolulttd teszi mindennemii hatde drtékeldéadt de est
a tényt feltétlenil pzmem elStt kell tertanunk. Budrt az
erednények feldolgondsdndl el kellett tekintenem minden
olyan jellegll drtékeldéstdl, amely egyedges sejtciklust
/azonos sebesadggel, azonos rdtdval osztddd mejteket/ té-
telez fel. A vizpgdlatok sordn készitett gytlkéresucspre-
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pardtumok dtlagosan 3500«4000 gejtbll dllottak. Az egyes
kisérletekben egységesen 2000-2000 sejtet értékeltenm,
ams  megkbzelitdleg a teljes prepardtum 50 P=a. Igy sze~
retten volna minimdlisra csdkkenteni a "gyors", "lassu"
és "nen osztddé"™ sejtek eltérd "vdlaszdbll" adédé hibate.
A nyomdskisérletek /l=2. tdbldzat, 7. dbra/ sordn
2 6rdes kezelési iddSket haszndlva megdllapitottam, hogy
a vizagdlt 1-2 atn=-ds nyomdsintervallumu sorozatokon be-
1l nitdzis akkumuldcidt 6 atm nyomdson érhetiink el.
Ismerve 20 C%won a dinitrogéneoxid sliriségét,/ 1,0%1+977 g1™l/
valanint molekula sulydt /W = 44/, az egyesitett gdztire
vény alkalmazdedval kiszdmitottam, hogy ez a gdznyomds
270 mM gdzkoncentrdcidt jelent a sejtekben. legdllapitot=-
tan, hogy ezignifikdns mitézisgdtlde /mitdzis akkumue
ldeidé/ 3 atm /135 ml/ gdzkoncentrdciétél kezdSdden ta-
pasztalhaté. 10 atn-ds nyomdson osekély, de szignifikdns
catkkends figyelhetd meg a mitdtikus sejtek szdmdban,
anely a profdzisos sejtek szdmdnak erdteljes cslkkendsé=-
nek tudhaté be. Ezen a nyomdson a profdzisos sejtek szd~-
ma nem éri el a kontroll 50 %-dnak szintjét. liutdn ez
a hatds a nyomds ntvelédsdével megsziinik és 12 atn-ndl 1lé-
nyegesen meghaladja a kontroll szintjét is, a 10 atm nyo-
nds hatdsa nem tekinthetl "telitési gdtlds"-nak.
A dinitrogéne-oxid mitdézist akkumuldls hatdsa egy-
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értelnlien a metafédzisok szdmdnak nivekedédsével, vagyis
a gejtosztddds metafdzisos blokkoldsdval magyerdzhatd.
A metafdzisos kromoszdémdk jellegzetes gylirilalakba ren=-
dez8dnek /6. dbra/. A metafdzist nem kiveti ana~ és
telofdzis. A profdzisok szédma a midr emlitett cebkkendés~-
t61 eltekintve megkizelitfen azonos szinten marad. Az
anafdzisok ardnya 5 atn-ds nyomdsig /225 mM gdzkoncent=
rdcid/ a kontrollhoz kizeli értdéket mutat, ez 6-11 atn-
ig a kontrollnak mindYessze 10-15 %=-a, mely egyértelmiien
jelzi a metafdzis teljes blokkoldsdt. 4 mitdtikus akti-
vitde 12 atm=-ndl torténd ismételt emelkedését technikai
okok miatt /magas nyomdsu készlilék hidnya/ nem tudtan
vigegdlni, igy erre kielégitd magyardzattal sem tudok
szolgdlni. Az "optimdlis" gdzkoncentrdcid /6 atn/ meg-
dllapitdsa utédn megvizsgdltam a kezelési 1dl hatdedt a
mitdtikus akkumuldeidra. 1=34 Srds intervallumon belll
/3=4. tdblézat, 8. dbra/. legdllapitottan, hogy mér

1l 6rds kezelés 6 atm nyomdson mintegy kétezeresére ene~-
1i a nitétikus sejtek szdmdt, anely a metafdzisos sej=-
tek kontrollhoz viszonyitott szdmdnak mintegy T-szeres
ntvekedéadének tudhaté be. A legmagasabb nitdtikus akku=
muldcidt 8 drds kezelésnél kaptan, ahol a metafdzisos
gsejtek ardnya mitegy 20=-szoros a kontrollhoz viszonyitva.
A profdzisos sejtek szdma a kontroll sejtek kétszeresére
nétte.
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A profdzisok szdmdnak emelkedésére tUbb magyardzat
is kindlkoziks 1/ s profdzis szakesz relative megnyulik,
mig & sejteiklus ideje vdltozatlan merad, 2/ a sejtcik=
lug felgyorsul, 3/ mitézis=-indukeid kitvetkezik be addig
- nem 08zt48d6 sejtpopuldcidban stb. A profdzisok szdmdnak
ezen vdltozdsa azonban meglehetlsen aziik idfintervallumot
érint /6 és 8 éra/ és 22 Srde kezeldsig gyakorlatilag a
kontrollhoz kitzeli szinten marad, 24 Srdtdl pedig ersd-
teljes cabkkenéds figyelhetd meg. Az anafdzisok szdma min-
den id&értéknél gyakorlatilag nulla, azaz az anafdzis
teljes gdtldea 34 éra hosszdig fenntarthaté volt. A meta=-
fdzisok szdma 8 Srds kezelés utdn fokozatosan csbkken,
melybSl arra kivetkeztethetiink, hogy a dinitrogén-oxid
gdz metafdzist blokkols hatdsa idbben korldtozott,s a
8 6rdt meghaladd kezeléds utdn mdr t6bb sejt megy 4t in-
terfdzisba az ana=~ és telofdzisos szakaszt kihagyva,nint
az ujonnan mitdzisba 1lépd sejtek szdma. 20 Srdndl a ne~-
tafdzisok szdma ismét emelkedést mutat. A mitdtikus sej~-
tek ttbbedge 20 Srdndl azonban tetraploid, tehdt a csu=
c¢sot nem "uj" mitdzisba lépett sejtek adjdk, hanem a
ndr "kezelt" sejtek jutnak el ismét metafdzisig. IbbS1
arra kivetkeztethetlink, hogy:

1/ a dinitrogén-oxid a sejtciklus egyéb pontjdn,
pzdmottevd gdtldst nem idéz els,

2/ 6 atn=dn a dinitrogén-oxid kezelés alatt ezen
sejtek ciklusideje megkizelitSen 10 6ra. 22 6rdn tuli
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kezelds egydrtelnil gdtldhatdet mutat ds 34 Srds kezelé-
gig ujabb exelkedéat nem tapasztaltunk. A hosezu kezew-
1ée okozta gdtléhatdson tul ebben szerepet jdteszhat a
ndr osztddott sejtek omstéddei képessépgdének kimeriilése.

Ellendrz28 kisérletekkel megdllapitottan, hogy a
diplyrogdn=oxid mitdzigre gvakoroly haydga spegifilug
éo nem a kezeldés fizikai kirilményeinek /pl. magas nyomds/
tudhatd be. 6 atm-ds, & Srds kezeldéseket vépgentern levegl-
vel, nitrogénnel ée oxigénnel, melyek kizill egyik sem
eredményezett a dinitrogén~oxidhoz hasonld hatdst.

Vizegdlatain szerint a dipigrogén~oxid haidsa re=-
Yerzibilis folyamat. A gdzkezelds felolddedt kivetden
e metafizisos sejtek azonnal tUbbé-kevéabd normdlis anae-
fdzisba mennek 4t, tehdt e dinitrogén-ozid tartds kdro=-
soddst a mitétikus appardtusben nem idéz els.

A gdzkezelds felolddsdt kiuvetSen /5-6. tdblézat/
g migétikug gkiiyigds vdltosdes hagdrogolt periodicitdst
putet. A mitdtikus aktivitde 9 Srdig fokozatosan cabkken,
majd 10 érdndl a kontroll szintjét kétezeresen meghala=
dé szintet ér el, melyet 15 ill. 20 drdndl lsmét egy-egy
couce kivet.

Az id6kieérlet adatal alapjdn nem valdszinil, hogy
a sejteiklus valamely pontjdn tUrténd réezleges blokkoe
lde kivetkezménye ez a Jjelenség. Valdezinlibb magyerdzat=
nak tartom, hogy a 10 drds csucs a résszlegesen szinkrone
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ban maradt gyorsan oiklizdld sejtek dltal jon létre, mig
a 15 érds csucsot a lassubb sejtciklusu sejtpopuldeid
gzinkronban maradt sejtjei hozzdk létre. A 20 érds csu=
csot isnét a gyorsan ciklizdld, feltételezhetfen 10 Srés
sejtciklusu sejtek adjdk. E magyardzat alapjdn a O déra

0 perces, kbzel 30 %=os mitdtikus sejtpopuldcid nagyobbik
hédnyaddt a lassubb, 15 érds sejtciklusu sejtek adndk. A
10 és 15 érde csucs Usszege rendkivill jél megegyezik a
gdzkezeldés megsziintetésekor megfigyelt mitdtikus aktivie
tdesal és ez valamint a 10 Ords és a 20 érds mitdtikus
aktivitds Ueszevetése a szinkronitds rendkiviil nagy sta=-
bilitdsdt mutatja.

Az 1d8kisérletbsl mdr kiderlilt, hogy a gdzkezelés a
sejteiklus_egyéb _fdzisait nem gdtolja, ellendrzésképpen
azonban elvégeztem a sejtciklus legérzékenyebb, S Tdzie
sdnak /DNS szintézis fdzis/ vizegdlatdt. Rddioaktiv izo~
tépos kisérlettel igazoltan, hogy a gdzkezelés alatt a
sejtek interfdzisdban intenziv DNS szintézis folyik.

5 érde kezelési 1d6 utdn jellt mitdtikus sejtet nex ta-
ldltam, mely egyértelmilen mutatja, hogy kisérleti rend-
szeriinkben a Ga-ea fézies hosszabb, mint 5 éra, még a gyor=-
san ciklizédld sejtek esetében is. Az irodalomban koztlt
ciklusidét figyelembe véve /LIMA DE FARIA, 1972/ lehet=
ségesnek tiinik, hogy a gizkezelés a sejtcikluat kissé

megnyujtjae
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BRINKIEY és nunkatdrsai kinal horcstg sejttenyé-
szetben végzett vizesgdlataikban alacsony koncentrdcid-
ju kolcemid kezelésnél gylris metafdzisokat tapasztal=
tak. Megdllapitottdk, hogy a kromoszdmdlis mikrotubu=-
lusok épek, és az alacsony koncentrdcid a centriolumok
pélusokra vald védndorldednak akaddlyozdsa révén blokkol=
Ja a nitézist.

BRINKLEY és RAO a dinitrogén=oxid hatdsdt vizegdle
tdk lela sejteken. S5zintén beszdmoltak a jellegzetes
gylirlis nmetafdzisokrdél és arra a megdllapitdsra jutotiak,
hogy a dinitrogén-oxid hatdsa a kromoszdémdk rendellenes
premitdtikus mozgdsdnak eredménye.

In vivo és in vitro vizegdlataim szerint megdllapi-
tottan, hogy a dinitrogén-oxid hatdga _nem "kolhicin" ti-
pugu_metafdzisos_blokk, azaz nem a mikrotubulus képzés
gdtldesa révén hate Elektronmikroszkdépos vizsgdlattal iga-
zoltam, hogy a sejtekben kromoszdmilis mikrotubulusok
taldlhaték /13. dbra a,/. 5zt megerdsitik a fénymikrosz-
képos citoldgial vizasgdlatok is. Példdul a gylirls meta=-
fdzis létrejitte, amelynek kialakuldséhoz feltétlenil
azikségesek a mikrotubulusok /6. dbra/ valamint a lkroma-
tiddk jellegzetes szétvdldsa is a magorsd jelenlétét ipga=-
zolja /18« dbra 1=2. kép/e.

In_vitpo kirUlmépyek kUzutl g dinitrogén-oxid nez
képosigia gtrukturdlisan a_mikpogubulugoket. Miutdn a
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mitdzis sordn megfigyelhetd kromoszdmemozmgdesok strukiu-
rdlis 6s funkecondlis alapjdt & mikrotubulusok képesik
és ezek kdrosoddedra utald jelet nem tapaszteltan; Vé-
leményen szerint a dinitrogén-oxid a magorsd szerveszd
funkeciondlis savardt iddzi elf. Igy hatdedt feltételez-
hetfen coleoemid tipusu metafdzis blokkoldsnak tekint-
hetjlik. Pigyelenbe véve a gdylde reverzibilitdedt,
elképzelhets, hogy a dinitrogén-oxid hatdsdnak tovdbbi
részletes vissgdlata kUzelebb fihet benniinket a nivényi
pejtek "centriolum™ problémdjdnak megolddsdhoz.

A dinitrogén-oxid kezelés citollgial kisérdjelen-
ségeinek visegdlata sordn az irodalmi edatokkal megegye=
z8en megdllapitottan, hogy a dinitromén-oxid kezelégsel
poliploid /USTERGREN, 1954, 1957; NYGREN, 1955; KIHARA
et al., 1960; TSUNEWAKI, 1962; DVORAK et al., 1973;
SUBRAHMANYAM and EASHA, 1975/ és_speuploid /USTERGREN,
1954, 1957; DVORAK and HARVEY, 1973; DVORAK et al., 1973/
gejtek 411ithatdk elf, amelyek potencidlis esskizként
haszndlhaték sejtgenetikal munkdk sordn. Az gnguploidok
kiglgkuldsa mikronukleusz képzddés utjdn megy végbe, a
kegelégi idlvel grinyogan nbveksgik. A mikronukleuszok
padma 6«8 Ordes kezeldsi i1d8 alatt ugrdssseriien megnd, mig
12 6rdtél kezdve a kezeldés végbig csak fokom tos emelke-
dés figyelhetd meg, jelezve, hogy a dinitrogéne-oxid a sej=-
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teket megktzelitfleg 10 Sra hosszdlg képes metafdzis-
ban tartani a kromoszdmdk dezintesrdldddesa ndlkil. Mike-
ronukleusz képzfdée mdr rvvid, 2 Srds kezelds utdn ie
negfigyelhotl, mely nyilvdnvaldan a kezelds megkezddse~
kor a mitdzisban 1évS sejtekre gyakorolt hatds révén
valdésul meg.

Az egyes kémiai anyagok milcronukleuszt képzd, ill.
mutagén hatdsa szoros korreldcidt mutat. Ennek felhasz-
ndldsdval az utébbi évtizedben az eukaridta szervezetek
nutagén tesztjének egyik legfontosabb médszere a milkro-
nukleuss teszt lett /BOLLER és SCHMID, 1977/. Pigyelen=
be véve a dinitrogéneoxid igen jelentfs mikronukleusze
képab hatdedt, tekintettel a gdz kiterjedt klinikai ale-
kalmnagdedra, feltétlenlil salikeégesnel ldtezik a dinite
rogén~oxid mutagén hatdednak kiriltekints, réezletes
vigegdlata.

Dipitropdn=oxid kegelés hatdgira mesfigveliem g

kromoszbume 111, geltmeg kopdenzdgids savargil, melyek=-
r8l egyérteluiilen nem dbnthetd el, hogy mennyiben tekinte

hetd a nyomds, illetve a dinitrogén-oxid specifikus ha=-
tdsa kivetkezményének. A gdzkezelds megsziintetdse utdn
negfigyelhets anafdzisos zavarok, elsdsorban aszimmetrie
kus kromoszdma-gzétvdldeban, elmaradd kromoszdémdkban és
anafdzisos hidakban nyilvdnulnak mege. Hzek a zaverok fone
toe szerepet jdtezhatnak az aneuploid képzldés mechanige
nuadbene
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6. Usegzefoglaléds

l. Megdllapitottan a dinitrogén=-oxid metafdzisblok=~
kolé hatdednak fliggéedt a gdzkoncentrdcidétél valanint a
kezelési 1d8 hosszdtél. Legnagasabb mitdtikus sktivitds
rozs gybkérmerisztéma sejtekben 6 atn dinitrogéne-oxid
nyomdson /270 ml cc./ & Srdes kezeldssel érhetd el.

2. Vizsgdlatain szerint a dinitrogén-oxid hatdsa re-
verzibilis. A gizkezelés felolddsdt kivetlen a metafdzi-
sos sejtek azonnal tUbbé=kevésbdé normdlis anafdzisba men=
nek &t.

3. Rddioaktiv izotépos kisérlettel igamzoltam, hogy
a dinitrogén=-oxidos kezelés ideje alatt a sejtek inter-
f4dzisdban intenziv DNS szintézis folyik, azaz o gdzkeze=-
lés nen gdtolja a sejtek DNS szintdzisét.

4. Vizsgdlatain alapjidn kideriilt, hogy a dinitrogén-
oxid nem kdrositja strukturdlisan a mnikrotubulusokat, a
dinitrogén-oxid nem a mikrotubulus képzés gdtldsa révén
hat.

5. A kigérleti eredmények alapjdn ugy tinik, hogy a
g8z a magorsd szervezd funkciondlis zavardt idézi elf.

6e A dinitrogéne-oxid kezelés citoldgiai kbvetkezmé=
nyeinek vizsgdlate sordn megdllapitottan, hogy a gdzke=-
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zeléasel poliploid ée aneuploid sejtek dllithatdk eld.
Az aneuploid sejtek elsdgsorban mikronukleusz képzddés
utjdn jonnek létre. A gizkezelds megszlintetése utdn meg-
figyelhetd anafdzisos zavarok /elmaradd kromoszdéma, ana=-
fdzisos hid stb./ szerepet jdtszhatnak az aneuploid kép~-
z8déas mechanizmusdban. |

Te A citoldgiail vizsgdlatok sordn tapasztalt jelen=-
t68 mértéki mikronukleusz képzddés valdszinlsiti, hogy a
dinitrogén-oxid mutagén hatdeu. A gdz klinikai alkalmazde
sa miatt az esetleges mutagén hatds, annak mértékének
vizsgdlata feltétleniil eazilkeépgesnek ldtezike.
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I. tdbldzat

Az alapadatok tdbldzatba foglaldsa

I. Nyomdskigérlet

4,0 ?:::?' 1l atm 2 atm 3 atm 4 atm
pedna’ A EE AR AR S
1 3,90 | 1,30 | 1,45 | 6,65 | 4,20 | 1,65 | 1,55 | 7,40 | 5,00 | 1,20 | 1,20 |7,40 | 7,10 | 3,50 | 1,20 |11,80
2 7,15 | 1,75 1,85' 10,75 | 4,40 | 0,90 | 0,95 | 6,25 | 5,40 | 2,00 | 0,95 |8,35 | 7,50 | 3,30 | 1,00 |11,80
3 4,40 | 1,60 1,76 7,70 *—;.90' 0,50 | 0,70 | 5,10 | 4,45 | 2,75 | 0,95 |8,15 | 4,30 | 2,00 | 1,00 ‘W‘I.so
4 2,90 0,50 0,65 | 4,05 4,45 0,60 0,45 5:50 | 5,45 1,60 1,40 |8,45 3,90 2.25- 1,80 7495
5 2,60 | 0,60 | 0,55 | 3,75 | 3,60 | 0,60 | 0,80 | 5,00 | 4,60 | 1,60 | 0,70 |6,90 | 3,30 | 2,30 | 0,20 | 5,80
6 2,40 | 1,00 | 0,50 | 3,90 | 3,80 | 0,70 | 0,40 | 4,90 | 5,50 | 2,50 | 1,40 [9,40 | 3,00 | 1,80 ro,4o 5,20
, -
7 3,90 | 1,25 | 0,45 | 5,60 | 5,20 | 1,45 | 1,15 | 7,80 | 6,90 | 1,80 | 0,90 |9,60 | 5,40 | 3,20 | 0,60 | 9,20
8 4,90 | 1,70 | 0,20 | 6,80 | 3,85 | 1,25 | 1,80 | 6,90 | 4,30 | 2,20 i 1,00 |7,50 | 6,30 | 1,30 | 1,20 | 8,80
9 1,95 | 1,50 | 0,20 | 3,65 | 6,20 | 0,95 | 1,05 | 8,20 | 4,00 | 0,90 f 1,10 | 6,00 | 6,70 2,85 | 0,85 10,40
b4 3,79 1,24 0,84 | 5,87 4,40 | 0,96 0,98 6,34 | 5,06 | 1,84 | 1,07 | 7,97 5,28 k,so 0,92 8,70
0 1,60 | 0,46 | 0,65 | 2,38 | 0,83 | 0,41 | 0,47 | 1,28 | 0,88 | 0,59 T;,zs 1,16 | 1,71 | 0,75 088 | 2,9




5 atm | 6 atm | 7 atm _ 8 atm
on;J Meta~ | Ana= |Mité~ | Pro- |Meta~ |Ane~= | Mité~ | Pro- | Meta= | Ang= | Mité~ | Pro- |Meta~ | Ana- | Mité-
£4 Pizis | fdzis |umis Pizis | Phzis | fdzis | sis Pizie | fizis | Pdzis | zis fduvis | £izis | Pizis | zis
— A e ‘h“—‘
1 6,00| 2,70 |2,70 [11,40 | 1,90 12,50 |0,10 | 14,50 | 1,60 | 6,85 |0,05 | 8,50 | 1,60 |3,10 | 0,05 | 4,75
2 4,40 6,30 |1,20 (11,90 | 3,60 |12,70 |0,00 |16,30 | 3,50 | 4,60 |0,00 | 8,10 | 1,80 [ 2,95 | 0,60 | 5,35
3 5,30| §,20 |o,10 |11,60 | 2,60 |10,70 |0,10 |13,40 | 2,70 | 8,70 | 0,60 (12,00 | 1,10 [5,50 | 0,00 | 6,60
4 3, 10| 6,80 |0,20 | 7,10 | 2,50 |[13,00 |0,30 |15,80 | 3,25 | 8,50 |0,10 (11,85 | 2,20 |5,50 | 0,15 | 7,85
5 4,20 5,80 |0,45 [10,45 | 4,10 |13,40 |0,00 |17,50 2,90 | 8,70 |0,00 (11,60 | 2,30 |5,10 | 0,35 | 7,75
6 2,85 6,70 |0,75 |19,30 | 3,00 |11,40 |0,00 |14,40 | 2,45 | 8,45 | 0,00 (10,90 | 2,50 |5,15 | 0,05 | 7,70
7 | 6,25 3,75 |2,40 (12,40 | 3,95 | 8,25 |1,15 (13,35 | 3,03 | 7,33 |0,60 [10,9 | 2,70 |4,60 | 0,00 | 7,30
1_1 e : - - — ; | ’
8 | 3,07 9,80 0,00 (12,67 3,20 | 9,30 |0,40 |12,90 | 2,13 | 7,50 | 0,00 | 9,63 | 2,00 7,55 | 0,10 | 9,65
T | 2,55 7,55 | 0,20 10,30 1,50 lzo,so 0,00 |12,40 | 3,10 | 5,40 |0,80 | 9,30 | 3,20 5,40 | 0,05 | 8,65
1 ' et - R it B
X 4,19 6,18 | 0,89 ’n,as 2,93 11,35 (0,23 |14,51 | 2,74 | 7,34 | 0,24 [10,32 | 2,16 [4,98 | 0,15 | 7,29
s ’L ! o —*—M A AR T IR s S}
5 1.4o§ 2,06 1,00 | 1,00 | 0,89 1,75 0,38 | 1,71 | 0,60 | 1,49 |0,33 | 1,47 | 0,62 1,38 | 0,20 | 1,53




10 at= 1l atm 12 atm
Mota=- | Ana= | Mité= | Pro= | ligta= | Ana= | Mité= | Pro= | leta- | Ana- | Mité-
Pizis  fizis  s@is Pézis | fdzis | fdzis| szis fdais| fdsie | Pdsis| zis
2,30 | 0,05 | 3,00 | 2,30 | 2,70 | 0,20 | 5,20 | 5,80 1,35 | 0,95 | 8,10
2 1,75 | 2,10 | 0,00 | 3,85 | 1,00 | 2,15 | 0,10 | 3,25 | 1,70 | 3,90 | 0,10 | 5,70 5,55 | 2,00 | 1,15 | 8,70
et e it ;—-——4 e s
3 2,30 | 1,70 | 0,20 | 4,20 @ 0,85 | 1,35 | 0,15 | 2,35 | 2,20 | 2,10 | 0,20 | 4,50 6,00 1,60 | 1,70 | 8,80
- S— A AP i o5 A i TR sk raaica ]
4 1,50 | 3,40 0,00 | 4,90 0,60 | 4,50 0,10 | 5,20 2,20 | 2,70 | 0,10 | 5,00 4,50 | 4,00 | 0,60 | 9,10 1
NP e
5 0,90 | 4,10 | 0,00 | 5,00 | 1,70 | 3,50 | 0,00 | 5,20 | 2,40 | 2,70 | 0,30 | 5,40 5,35 | 2,45 | 0,70 | 8,50 b
m — i
6 1,10 | 4,50 | 0,00 | 5,60 | 0,80 | 2,05 | 0,00 | 2,85 1,90 | 3,40 | 0,05 | 5,35 5,55 | 2,00 | 1,15 | 8,70 |
7 2,65 | 4,35 | 0,05 | 7,05 | 2,90| 0,50 | 0,65 | 4,05 1,95 | 2,80 | 0,05 | 4,80 6,40 | 1,00 | 1,00 | 8,40
8 2,35 | 5,80 | 0,00 | 8,15 1,35 | 1,80 | 0,00 | 3,15 2,15 | 3,50 | 0,00 | 5,65 5,40 | 3,20 | 0,50 | 9,10
9 2,45 | 5,60 | 0,00 | 8,05 | 2,00 | 3,35 ra,ocu.r 5,35 ~ 2,75 | 4,65 | ©,00 | 7,40 5,70 | 4,00 | 0,50 | 19,20
- IS
X 1,97 | 3,61 | 0,06 | 5,64 | 1,32 3,82 | 2,17 [ 3,17 | 0,11 | 5,44 @ 5,58 | 2,40 | 0,86 | 8,84
ey L i L“-—-__
8 0,68 | 1,71 | 0,10 | 1,70 | 0,76 1,16 | 0,31 0,78 | 0,10 | 0,83 | 0,52 1,11 | 0,29 | 0,60
b
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II. téblésat

ks elapadatok tdblésstba foglalisa IT. Idékisdrlet
Ias | 1 éra 2 éra
Hntik Pro= | lieta- | Ana- | Mité~ |Pro- | lota~ | Ang- | Mitd~
szdzna fdzis | fézis | fizis zis f4sie | £4zie | fdzis  w=ie
1 3,70 | 7,70 | 0,00 | 11,40 |3,60 | 12,70 | 0,10 | 16,40
o e e . .
2 4,40 | 7,80 0,00 | 12,20 2,50 | 13,00 | 0,30 | 15,80
3 1,40 | 7,70 | 0,10 | 9,20 4,10 m 0,00 | 17,50
4 4,80 | 9,00 | 0,00 13,80 3,00 11,40 | 0,00 | 14,40
5 430 (8,50 | 0,00 12,80 3,95 8,25 1,15 | 13,35
’ ' | | = |
6 4,10 | 7,90 | 0,20 12,20 1,90 12,50 | 0,10 14,50
| _
BTN

i

2,50
1,00
2,60
3,00

2,40

4,90

10,43

3 dve ¢ G |
AR Ab B E A A
26,00 | 0,30 | 13,80 |3,30 | 16,40 | 0,00 |19,70
16,50 | 0,00 | 17,50 m 18,30
16,70 | 0,10 0,00 | 25,50
13,80 20,30 m 25,80

15,10

15,90

0,98

0,00 | 17,20 | 3,40 | 14,40 | 0,00 | 17,80
| | ey | |
0,10 17,90 3,580 \ 13,70 { 0,00 ‘ 17,50

|

16,57

| 4,20

17,95

C,11




o as : e, st - osam.s. e S R R A B e
i

6 6ra 8 éra : 10 éra 12 éra
: S e , : , ‘ . J:_“ ; t
Pro- | NMeta~ A Ana~ | Mité- Pro= | lictaw Ana- | Mté~ | Pro=- | Meta- | Ana- |Mité- | Pro- Hete~ | Ang~ | Mité-
fdzis fdzis fdzis uzis f4zis fdzis fdzis zis fézis | fdzis | Pdzis | zis umr&m rmgm
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Az alapadatok tdbldsatba foglaldse
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