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sejteket ©szel a fással későiünk. Ezért hatásmechaniz- 

musának vizsgálatára mindkét kísérleti rendszer alkai- 

• A kettő közül modellként a nővén:/! rendszert vá­
lasztottam, mivel alacsony a kromoazőmaosám, gyors a 

cairásőképesaég, minimális az eszközigény és gyakorla­
tilag korlátlan mennyiségű kísérleti anyag állítható 

elő rendkívül olcsón.
Munkám során as alábbi fontosabb kérdésekre kíván­

tam választ kapnis
1. A dinitrogén-ozid metafásisblokkoló hatása milyen mér­

tékben függ a gázkoncontrációtól és a kezelési idő 

hosszától?
2. Reverzibilis vagy irreverzibilis-e a dinitrogén-ozid 

hatása?
3. A dinitrogén-ozid kezelés gátolja-e а о ejtek D1IS szin­

tézisét?
4. A dinitrogén-ozid hatása a mikrotubuluook károsításán 

alapul-e?
bevizsgáltam továbbá a dinitrogén-ozidos kezelés leg­

fontosabb citológiai kísérőjelenségeit. Az eredmények alap­
ján megkíséreltem megadni a dinitrogén-ozid hatásmechaniz­
musának egyik lehetséges magyarázatát.

A következők teszik indokolttá a téma vizsgálatát«
1. A dinitrogén-ozid klinikai alkalmazása miatt, annak 

citológiai hatását feltétlenül tisztázni kell.
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olyan anyag» amely valamely formában hatással2. Mind­
van a sejtosztódásra, elősegítheti a sejtosztódás 

mechanizmusának tökéletesebb megértését*
3* Az a tény» hogy a daganatsebtek gyakrabban osztódnak» 

mint a normális sejtek» azliksé 

haté anyagok többirányú» részletes tanulmányozását* 

Bzen anyagok, Így a dinitrogén-oxid,citológiai hatá-

é tette a mitózisra

eának és hatásmeohanizmusának vizsgálata közelebb vihet
bennünket olyan sejtosztódással kapcsolatos problémák 

igoldásáhoe, mint pl. a daganatos megbetegedések gyógyi-

Dolgozatomat 1977 és 1980 között a Magyar Tudományos 

Akadémia Saegedi Biológiai Központjának Genetikai Intéze­
tében készítettem.

Köszönetét mondok Dr* Alföldi Lajos professzornak az 

MTA SZBK GenetikaiIntézete igazgatójának és Dr* Farkas 

Gyula tanszékvezetőnek, hogy értekezésem elkészítésére 

lehetőséget adtak* Köszönöm Judlk Fáternének a dolgozat 

ábraanyagának elkészítéséhez nyújtott nélkülözhetetlen 

segítségét és Horváth Istvánjáénak a dolgozat gépelése 

során végzett kifogástalan munkáját. Köszönetét mondok
Dr* Hadlaozky Gyulának az SZBK GenetikaiIntézete munka­
társának a téma felvetéséért és munkám során nyújtott 

szakmai és tárgyi segítségéért*
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2.

A sejtosztódás felfedezése és folvasatának els6 le­
írása /?1ЖШб, 18791 STRAÖSBURGER, 1880/ óta eltelt 

egy évszázad sejtosztódással kaposolatos kutatásai egy 

könyvtárat megtöltő könyv és folyóirat tőségét eredmé­
nyeztek« így e hatal 
a Elfoglalására sem vállalkozhattam« Ezért az alábbiakban 

a sejtosztódás, a mitotikus apparátus és a mitóziagátlás 

témaköréből csak azokat a fontosabb irodalmi adatokat
lyek a dolgozat tárgyához szorosanfoglaltam össze, 

kapcsolódnak és annak megértásóhoz,ill. az eredmények ér­
tékeléséhez feltétlenül szükségesek.

г-i* SLtai*»=w.
íiamo 1879-ben részletesen leírta a eaonatlkus eejt- 

osztódást és ezt a foly
citológiai megfigyelések alapján a szomatikus sejtosztó­
dás két részből állt interfáziaből és mitézisből. A sej­
teknek az interfázla kezdete és az azt követő osztódás 

vége között eltelt életszakasza a aejtciklus /1. ábra/.
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Mi ton's

tme aP ++

Tc_. Cls

Interimr/'s

1* ábra* Szomatikus sortok életciklusának 

vázlata /ЗТАШШ and TILL, I960/

As ábrán alkalmazott jolüioaek:

kettős vonal » két kromatidás kromoszómák
S « ШЗ szintézis, kromoszóma roplikáoió
Gg « premitotikua szakasz
p * profázia
ao • astafázia
a • emafásis

t « tolofásia

Gx « pros sintetikus szakasz
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Az interfáziajréazs^akaaKainak - 3- ée Gg fá­
zisnak - fontosabb jellegzetességei a következőkben fog­
lalhatók összei

- va^y^raazi^ntetikus szgkaez, а ЖЗ-szintézist meg­
előző szakasz.

* 3*«.a«Dl?1l9S>iSitétziSM0£akasz£# Bbben a fázisban törté­
nik a sejtmag genetikai anyagának megkettőződése. A 

ШЗ replikáoió látható eredménye az interfáziat köve­
tően a kromoszómák két kromatidája. TAYLOR és munka­
társai 1957-ben, TAYLOR 1958-ban а ШЗ szomlkonzer- 

vativ replikáoiójának kísérletes bizon?itását ASS3SIS01Í 
and 3TAIIL, 1958/ megelőzően, autoradiografiás vizsgá­
latokkal igazolták, heg? a kromoszómák duplikáoiója 

növényi sejtekben ssemikonzervativ utón meg? végbe.
A kromatidát felépítő ШЗ kettős spirál eg?ik szála 

újonnan szintetizálódik, ig? a duplikálódott kromo­
szóma két kromatidájában a Ш5 eg? "régi" és eg? rtuj" 

szálból áll.
“ £% J?£omItotikua nyugalmi fázis, a ШЗ-szintézis

ás a mitózis közötti szakasz, amel?ben a kromoszóma 

már két kromatidaként van jelen.

A sejtciklus interfáziat követő szakasza a jitózis,,

amel?nek lén?ege, hog? az S fázisban megkettőződött ШЗ 

állomán? két utódsejtbe jut tovább. A mitózis végére min­
den eg?ea kromoszóma csak eg? kromatidából áll és a kő-
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vetkező sejtciklus 3 fázisában ezeknek a krönetIdáknak 

kell megkettőződniük. A mitózis során keletkezett kát 

utódsejt kromoszómáézárna megegyezik a kiindulási sejt

A mltótikus sejtosztódás foly 

hatót jjrofázie,. 1«tafázia,_anefásij. Í,a_talofáziai A mi- 

tózis folyamatát a rozs osztódó gyökérmsrisztémájának 

sajtjaiban megfigyelhető folyamat alapján foglaltam cses­
sze /2. ábra/.

- RroJFázisj^ A korai profázleban megfigyelhető a sejt­
mag állományának fokozatos kondenzálódása. A sejtmag 

kromatinállományából vékony fonalak alakulnak ki 
/2a. ábra/, melyek megrövidülnek ás megvastagodnak 

/2b. ábra/» Így fénymikroszkóppal is észrevehető»hogy 

az agyas fonalak egymáshoz közel levő fonalpárokból
grövidülése foko­

zódik» rendezetlenül helyezkednek el a sajtban - pro- 

tafázis - /2d. ábra/.
- Metafázies A kromoszómák оentromerjsikkel az egyenlítői 

síkba rendeződnek /2e ábra/» és jellegzetes metafázi- 

sos alakzatot vesznek fel /2f. ábra/.
- An§f4zisA Ш-ndon kromoszóma oentromérája kettéoaztódik»

Így mindkét kromatida önálló kromoszómává alakul» 

lyek fokozatosan eltávolodnak egymástól /2g* ábra/. A 

kromoszómák rendezetten a pólusok felé húzódnak /2h ábra/» 

mind tömörebb alakzatot vesznek fel /21. ábra/.

ita 4 fázisra oszt-

állnak /2o. ábra/. A kromoszómák
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- TeLofáziat A kromoszómák elérik a pólusokat /2j.ábra/, 

végbemegy a profázis fordítottjának megfelelő deepi- 

ralizáoló /2k. ábra/* Kialakul az uj magmembrán és 

ezzel az ónálló interfásisos utódsejtmagok /21* ábra/* 

A sejtciklus időtartama, illetve a ciklus réezfási- 

salnak időtartama igen különböző az egyes fajoknál* LIMA 

De PARIA /1972/ kísérletei alapján a rozsnövény sejtcik­
lusa 7 óra hosszáig tart* Ebből 4 óra az S, 45 perc a 0^,
2 őr© 15 pero a ö2 + mitőzis fázisra esik.

2.2. 4 aeitközponi £o_3dt4tlkua_a£P£r4tua

A mitézis tárgyalásához hozzátartozik a sejtközpont 
és a mitótlkus apparátus viselkedésének leírása is*

Az állati sejtekben megfigyelhető sejtköspont /oentri- 

olum, vagy citooentrum/ a sejt középpontjában elhelyezke­
dő 150-200 nm átmérőjű, 300-500 na hosszú hengeres test*
A hengerpalást 9 csövecskéből épül fel, ezek mindegyikét 
1-3 mikrotubulus alkotja- A 9 csövecske egymással nyúl­
ványok révén összeköttetésben áll. A csövekhez kb. 700 A 

átmérőjű gömböcekék, szatelliták tapadnak /DE RGBERTIS, 
1974/.

Vaaknam egy évszázada, hogy HEHlföGUY /1897 olt. 

ROBSRTIS, 1974/ felállította hipotézisét, miszerint a 

centriolumok, kinetoszómák a sejt mozgatóközpontjai és



- 12 -

a centriolumok és a csillék bezálio testtel lényegében 

azonos képletek. Elektronmikroszkópos vizsgálatok bizo­
nyították, hogy a feltételezés helyes /BESS13, 1953/.

A centriolum az interfázleos sejtben páros képlet.
A testvércentriolumok egymáshoz viszonyítva derékszöget 
alkotnak. Élé sejtekben sikerült megfigyelni a centrio- 

luffiok osztédását és a pólusok felé történő vándorlásukat 

/CLEVELAHD, 1953. ©it. CLEVELAND, 1963/.
Feltételezik, hogy a centriolumok organizációja po­

larizált /BERNHARD és HARTEN, 1958, GALL, 1961/. Bisztá- 

lis végük kapcsolatos pl. a magorsófonalak kialakulásával, 

proximálls végük viszont a replikádőval van összefüggés­
ben. Az interfázis vége felé mindkét centriolum proximá- 

lis végéhez közel egy, az eredeti oentriolumoknál kisebb 

utódoentriolum jelenik meg /diploezóma-képződés/. Az uj
centriolum tengelye a régire merőleges. Az interfásiaban
megkettőződött centriolumok a sejt két pólusa felé vándo­
rolnak és itt kialakul a mitotikus apparátus a centriolum 

disztális végéből. A sejtköapont valamennyi állati sejt­
ben és néhány alacsonyabbrendü növényben jelen van,

található meg.sabbrendü növényekben
Miután a működő centriolum a normális sejtosztódásnak

nélkülözhetetlen feltétele, a növényi sejtek citológiájá- 

nak egyik legfontosabb megoldatlan kérdése, hogy mi látja 

el a centriolum feladatát növényi sejtben, és ez a feladat
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miiven ismert, vagy ezideig ismeretlen struktúrához köt­
hető. Jelenleg egy hipotetikus, oentriolum feladatot el­

kötött mitőtikus szervezőközpontotIátő, szerkezethez 

/Mitotic Organising Center, МОС/, vagv poláris orső szer­
vezőket /Spindle Pole Organizer, S ОТ/ tételesnek fel. Le­
hetséges, hogv 6 "centriolumok" kifejlődhetnek egv lát­
hatatlan prekursorből, vagv kaposolődnak valamilyen egyéb 

struktúrához, pl. a maghártyához. /ШШС1ШТТ and PICKETT- 

HEAJS, 1972/. láthatatlan prekurzor lehet csupán egy rep- 

11kálódé citoplazmatikus OTS egység is, amely a fejlődés 

gfelelő stádiumában egy oentriolum felépülését irányítja. 

Alapvető saerepe miatt az orsékápzésben ez az egység jelen 

lehet minden osztódó sejtben, de csak akkor látható, ami­
kor a centriolumot is létre hozza /P1CKETT-HEATS, 1974/.
Az endoplazmatikue retikulomok különböző poláris egregáolói 
/mám, 1970* FOWKE et al., 1974/ vagy egyéb anyagok 

/FICKBTT-HEABS, 1969 1 TAY, 1970/, és az állandó 

ránok differenciált területei /ОТ FRAW, 1970* Mc LAU©ILIH, 
19711 ROBHTOW and САТШ, 1969/, amelyet mint a oentriolum 

igfelelőjét Írtak le, éppen olyan jól jelezheti a helyét 

az orsőszervezőtestnek azokban az esetekben, amelyekben 

a oentriolumok hiányoznak /DYER, 1976/.
A oentriolum /МОС, ЗР0/ és a mitőtikus orsó alkotják 

a mitőtikus apparátust. A mitőtikus orsó mikrotubulusok­
ból áll. MAZIA és DAH /1992/ bonyolult módszerekkel iso-
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lálták a mltotlkus apparátust és biokémiai analízisét 

elvégezve azt találták, hogy as 90 % fehérjét, 5-6 % 

RlíS-t, ezenkívül pollszaharldokat ás lipidsket tartalmaz.
azonos tubulin alegységbőlA mikrotubulus kát, 

épül fel.
Az orső-slkrotubulusok kát különböző helyen erednekt 

a eentriolua környékén a 

bulusok/ és a kinetoohorokon, amelyek adódén kroaoszéma 

oentromerálls részén a mikrotubulueok kapcsolédási he­
lyei /kromoszóma tubuluaok/. Először a poláris tubulusok 

alakulnak ki és kezdenek növekedni a profázis folyásán, 

majd a magmembrán lebomlásakor a kinetoohor hozzáférhe­
tővé válik a szabad oitoplaamstikue tubulin számára, le­

rn kívül /poláris tu-

hetővé téve a krornoazárnális tubulusok felépülését 

/WATSötí, I960/. A magorsé által meghatározott anafázisos
még

nem ismert. A különböző magyarázatok, hipotézisek 

tetése vagy értékelése túlnőne a dolgozat keretein, ezért 

ezzel nem foglalkozom.

2.3.

A kémiai anyagok a mitézisra leggyakrabban blokkold
hatást fejtenek ki. A mitézist gátié anyagokat "mltézis­
mérgeknek" nevezzük /BIESELE, 1958/. A gátié hatás ered-
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üléseként sajátos kromoszóma-konfigurációk jöhetnek lét­
re, vágу poliploidia alakulhat IdL. A "mi tézis-mérgek" 

tanulmányozásával lehetőség nyílik egyes mutagének, il­
letve bizonyos anyagok rákellenes hatásának a felfede-

glsmerhetjük a gátló-hatások alapvetőzésére, valamint
mechanizmusát. A hatásmechanizmus molekuláris alapjainak
felderítéséhez segítségül szolgálhatnak a különböző cito- 

kémiai technikák és autorediograftás módszerek.
A mitózia-mérgeket osztályozhatjuk hatásuk és hatás­

uk alapján. Az anyag különböző intenzitással 
gátolhatja a mitosis egyes fázisait, vagy a mitőzla vala­
mennyi fázisát,érinthet egy vagy több mltotlkus mechaniz­
must /Ш ROBERTIS, 1974/.

néhány hatóanyag pl. a kolhioin,- az őszi kikerics 

alkaloidája - valamint kolhicin származékok hatásascha-

EIGSTI és ШЗТП? /1954/ megállapították, hogy a kolhicin 

megállítja a metafázist. Hatása annyira jellemző ás spe­
cifikus a mi tézis ban, hogy az irodalomban erre a jelenség­
re bevezették az un. C-mitézis, kolhicin mitézis elneve­
zést /LEVAH,1930/.

Már SIGSTI és DUSÍHI /1954/ felhívta a figyelmet a 

magorsófonalak és a kolhioin kapcsolatára. A C-mitézis 

kialakulása az osztódási magorsó károsodására vezethető 

vissza, amely a kolhioin hatására történik /EIGSTI és
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DUSTHI, 1954» BIESEIE, 1958» !ШЯА,19б1» КИШШ1, 1967; 
BRIIÍKL3Y da STUBBLEFIELD, 1970/*

A kolhicinen kívül a kolcemid fejt ki legmarkánsabb 

hatást a mitózlsra /Р1СКЕТТ-ШЗАЕЗ, 1967» SÍÜBBU3PIELD da 

BRIHKLBY, 1966» BRIIISLSY et al., 1967/. A kolhioin széles 

koncentráció-sorozata a reakciók sokféle változatát idézi 
©16, az őrsé orientációjának a változásától egészen a 

C-cdtézisig éa a kettő között számos változat fordulhat 

©16. A kolhioin hatásának gyakran poliploidia lehet az 

eredménye. Az osztódásimagoraó teljes inaktiváciéja kö­
vetkeztében a kettévált kromoszómák nem tudnak mozogni, 
és igy egyUtt maradnak egyetlen sejtben.

SHELABSKI és TAYLOR /1967/ felfedeztek egy proteint, 

amelyhez szelektive kapcsolódik a kolhioin. Bz a protein, 

a tubulin /BORISY do TAYLOR/ 6S szedimentáoiós állandóval 
rendelkezik és a mikrotubulusok alapeleme. A kolhioin va­
lószínű hatásmeohanizmuaa a mikrotubulua polimerizáció- 

jának gátlásában nyilvánul meg, mivel a protein alegysé­
gek aktiv helyéhez kötődik /TAYLOR, 1965, BORISY, 1967» 

BQRISY and TAYLOR, 1967/.
ŰEY és munkatársai /1967/, BRINKLEY és STUBBLEFIELD 

/1970/ a kolcemid gátlásának ultrastrukturális alapjait 

in vitro tanulmányozták kinai hörcsög sejtekben. Vizsgá­
lataik arra utalnak, hogy az a legkisebb коleamid kon­
centráció /0,06 yug/ml/t

Imm

Ily elegendő a mitőzis blokko-
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Idádhoz, nem /gátolta teljesen e Jeromos zomálio mikrotu- 

buluaok kialakulását, viasont gátolta a centriolumok pó­
lusokra vándorlását* A magmembrán eltűnése után a kromo- 

osáliák a contriolum körá vándoroltak* Aliig a kolcemid ké­
selés tartott /18 óva/ a mikrotubulueok csak as egyik, 

a oentriolumhos közelebb eső kinetochoron képződnek* A, 
másik kinetochor - habár strukturálisan normális volt - 

inaktiv maradt, nem kapcsolódott kossá mikrotubulus• A 

leró mos só mák gytlríi alakba rondo sődt ok, mikro tubulusaik a 

belső kinetochortál a centriolumokig busódtak*
A kolcemid eltávolítása után a centriolumpárok el­

kezdtek vándorolni as ellentétes pólusok felé és igy két­
pólusú orsó keletkezett és a kromoosómák metafásisos le­
rnest alkottak* Így в kolcemid nem állította meg a oejt- 

osstóüáet a metafásisban, mint ahogy est korábbon álta­
lánosan leírták, hanem csupán a centriolumpárok pólusokra 

történő vándorlását akadályozta meg a promet©fázisban, 
mivel a pólueok felé történő mozgás valószínűleg mikro- 

tubulusokat igényel* ügy tűnik, bogy a szelektív gátlás 

az inhibitor koncentrációjától függ* így magasabb koncent­
rációban alkalmazva a koloemidet /0,3 aj g/ml/, a hörcsög 

sejtekben nem található mikrotubulus* A 0,06 ^g/ml-es 

kolcemid koncentráoió differenciáitan blokkolja azokat 
a mikrotubulusokét, amelyek a centriolumok vándorlásához 

osüksc'geoek*
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Ismeretes néhány gáz /xenon, argon, теtán, hidrogén,
dinitrocén-oxid/, melyek a kolhieinhez hasonló hatást 

fejtenek ki a mitózis folyamatára. Esőn gások hatásmeoha- 

eddig ség ismeretlen. A dinitrogén-oxid atmoszfé- 

rikua nyomáson borsé csiranövényekben C-mitózist eredmé­
nyezett /ÖSTÉR 

sást kellett alkalmazni ahhoz, hogy hasonló eredményhez 

jussanak /FERGUS Otí éo munkatársai, 1950/. 1968-ban RAO 

emlős sejteket /ilele/ kezelt dinitrogén-oxiddal és megál­
lapította, hogy a dinitrogén-oxid metafánisro blokkoló 

hatása függ a nyomástól és reverzibilis. 2,72 atm. alatti 
nyomás a fenti sejtekre hatástalan, 2,72 - 4,42 atm. nyomás

gátlást. Teljes metafásia blokkot

ni

t 1944/, hagymában viszont nagyobb nyo-WJISí

nem okozott telj
5,1 - 5,4 atm. nyomással lehetett létrehozni és ez rever­
zibilis volt. A reverzibilitás mértéke függ a kezelés idő­
tartamától és a nyomástól.

A kolhicin és kolhicin-esármazékokhoz hasonlóan a 

dinitrogén-oxiddal is létre lehet hozni poliploid és 

anouploid állapotot /GSTSRGHBIJ, 1954? 1ШШШ, 1955} 

ÜSTERGRBU, 1957} KHIARA és Т51ШШАК1, I960} Т8ШШАК1, 
1962} DVORAK, IIARVEY ée С0ШШ, 1973/.

A dinitrogén-oxid hatását a mitótikua rendszerre 

1973-ban НШГОЯ1 és RAO vizsgálták. IleLe sejtekben a 

mitőzist a gáz 6 atm. nyomáson gátolta. A fénymikroso- 

kópos vizsgálatok alapján tipikus kolhioin metafásist
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figyeltek meg# Az elektronmikroszkópos vizsgálatok azon­
ban azt mutatták, hogy a dinitrogén-oxid teljesen eltérő 

módon blokkolj© a mitóziat, mint © C-mitézist okozó egyéb 

hatóanyagok /kolhioln, коIbicin származékok, atb*/. A 

dinitrogén-oxiddal kezelt sejtekben jelen voltak Bind a 

poláris Bind a kromoszómáidé mikrotubulusok, a kromoszómák 

metafázisos lemezbe való rendeződése mégis elmaradt# KL- 

eérleteik eredményeiből arra a következtetésre jutottak, 

hogy a dinitrogén-oxid a kromoszómák premitotikus mozgá­
sának gátlása révén hat#
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Kiaérloti növénykánt alacsony kromos zémaozárna /2n « 14/ 

•alatt a diploid rozsot választotton, nőidből a vizsgála­
tokhoz szükséges magot a Szegedi Gabonatermesztési Inté­
zet korlátlan mennyiségben bocsájtotta rendelkezéserre.

A citológiai vizsgálatokhoz szükséges preparátumokat 
a csiranövények osztódó gyökérmeriszt©máiból készítetten#
A coirástatás 20 C°-on petricséssében, nedves szűrőpapí­
ron, termosztátban történt 20-30 óráig# Kiválasztottam 

azokat a coiranüvói^ eket, amelyek három - 6-10 

gyökérrel rendelkeztek és ezeket használtam kísérleteimhez#
A dinitrogén-oxidos kezelést a 4# ábrán látható berende­
zésben végeztem, amely a Cambridge-i egyetem műhelyében 

készült.
A kísérlethez kiválasztott csiranövényeket petriosé- 

ssében nedves szűrőpapírra gyűjtöttem össze és belehelyez­
tem a hengerbe /а/, ahol különböző ideig eltérő konoentrá- 

cióju dinitrogén-oxiddal kezeltem azokat#
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4. ábra. A di nitro gén-oxid kezeléshez használt berendezés 

A kezelóhengerbe /©/ helyezett csiranüvényekhez 

a palack /Ь/ csatlakozó vezetékén keresztül jut­
tattam a dinitrogén-oxidot. Az acéltartályban /с/ 

nyomásmérő jelezte a bejutott gáz nyomását. Mind­
két szelep /d,e/ elzárásával biztosítottam a hen­
gerben az állandó nyomást. A kezelés végeztével 
a szelep /d/ lassú nyitásával csökkentettem © 

nyomást 0 atm-ra.
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A dinitrogén-oxid hatásának vizsgálatánál aziikaégés­
nek látszott annak eldöntése, hogy a gáz gátolja-e a mak­
romolekula /ШЗ/ szintézist# Erre a célra a legmegfele­
lőbbnek timidinnel történő izotópos vizsgálat kínál­
kozott* A rádioaktiv izotópnak a kísérleti anyaghoz való 

juttatására egy olyan szerkezetre volt szükség, amely zárt 

térben /kísérleti edény/, nyomás alatt, meghatározott idő­
pontban adagolja a rádioaktiv izotópot- E feladatokat az 

5# ábrán látható szerkezet megfelelően látta el# A szer­
kezet alapeleme egy olyan ébresztőóra /5# ábra a# jelzés/, 

amelyben az ébresztő szerkezet tengelye /5# ábra b# jelzés/ 

az óra csörgésekor a felhúzással ellentétes irányban visz- 

azaforog# E tengelyre erősített zsinór áttételeken keresz­
tül egy fiolát /5# ábra c# jelzés/ mozgat. Az ébresztő- 

szerkezet felhúzásakor a zsinórzat teljes hosszúságú, igy 

a fiola függőleges alapállásban áll /5* ábra 1# kép/# Eb­
ben az állapotban töltjük a fiolába a rádioaktiv izotópot, 

a csiranövényeket pedig szűrőpapírra az üvegcsészébe 

/5# ábra d# jelzés/ helyezzük* Az ébresztőszerkezet beál­
lítása után a készüléket kezelőhengerbe rakjuk# Az őbresz- 

tőszerkezet megfelelő időpontra történő beállítása esetén 

az óra a kívánt idő eltelte után csörögni kezd, miközben 

a felhúzó tengelyre fokozatosan felcsavarodik a zsinór,
A zsinór rövidülése mozgásba hozza az izotópot tartalmazó 

fiolát /5# ábra 2# kép/ és annak tartalmát a coiranövények- 

re önti /5# ábra 3# kép/#
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3*2.

A növények fixálását abszolút elkohol és jégecot 

3ll arányú keverékében /SÍRKÁIíY-SSALAI, 1966/ szobahő­
mérsékleten, 1/2 - 12 áráig végestea. A fixált csiranö­
vényeket felhasználásig 70 Я-oe alkoholban tárolta®.

A fixált csiranövények 6-1о 

te®, majd 16-18 percig hidrollsáltoи In sósavban 60 C°-on, 
majd 40-60 percig Scliiff-félo aldehid reagensben - Feulgen 

dörsemédeser szerint - /SÁRKálJY és SZALAI, 1966/ festette®.
A viszonylag kemény és vastag növényi-sejtfal megne­

hezíti a preparátumok készítését, ezért a gyökereket szét- 

nyomás előtt desztilláltvizea, ne® pufférőit enzimoldatben 

ly 2 % pektinást /РШКА, SCHUCIIARDT/ és 2 % cellulást 

/OHOZUKA R—10, YAKULT/ tartalmazott - kezelte® saobahőmér- 

sékleten. Tíz perc múlva a megpuhult gyökerekről az enzim- 

oldatot abszolút alkoholra cseréltem. A gyÓkorokét 1-2 má-

gyökereit levág-

sodpercre tömény ecetsavba, majd tárgylemezre helyeztem.
cauosi részét levágtam,A tárgylemezen a gyökerek 2-3 m®< 

majd 45 55-os ecetsavat cseppentve rájuk, azokat lefedtem 

és szétnyomtam. A megfelelő minőségű preparátumokat szá­
razjég módszerrel /ССШЖ and FAIRCHILD, 1953/ állandósí­
tottam. Fagyasztás után a preparátumokról a fedőlemest 
eltávolitva, azokat alkoholsorozatban víztelenítettem, 

majd silóiba sártottam a lemezeket. Tiszta fedőlemesre 

DePex-et /G.T.öurr/ cseppentettem és ezzel a preparátumokat
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lefedte*. Az Így állandósított preparátumok színváltozás 

és szennyeződés nélkül tárolhatók. Azokat a Schiff-féle 

reagenssel festett preparátumokat, amelyeket részletes 

citológiai elemzésre használtam, 2 %-os Giemsa festék- 

oldattal utánfestettem, amely 6,8 pH-ju Sorensen puff ér­
ből és Giemsa /УШКА/ törzsoldatból készül. Az Így fes­
tett preparátumokban a kromoszómák és a sejtmagok sötét­
kék szinüek, a citoplazma pedig halványkék. Ezáltal le­
hetőség nyilik az egy sejthez tartozó kromoozómaszám, il­
letve mikronukleusz-ezá® megállapítására.

A vizsgálatokat, illetve a szükséges mikrofotókat ZEISS 

HU-2 mikroszkópon készítettem, QRWO 15 Óin érzékenységű, 
fekete-fehér negativ anyagra.

3.3. Autoradiorráfia

Annak eldöntésére, hogy a gyökércsuosban a kezelés 

alatt történik-e ШЗ szintézis, autoradiográfiás módszert 
. A jelölés 10 /uCl/al ^HTdR /Spec. akt# 22,02 

Ci/mM; ÜVYVR, Prága/ felhasználásával történt. Az előző­
ekben leirt módon /Peulgen dörssmódsser/ preparátumot ké­
szítettem. A lemezeket 5 f-os hideg triklőrecetsavban át­
mostam. 25 ml Ilford K5 emulziót 25 ml desztillált vízzel 
hígítottam, majd 50 C°-oe vízfürdőben melegítettem. A le­

seket az emulzióba mártottam, majd egy légmentesen záró

alkalmast
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sötét dobosban, hidegezobába /4 C0/ heißesten« Két hét 

exponálás után a lemezeket Kodak 1376 oldatban hívtam 

elő, 20 C°
fixáltam* Folyóvizéé mosás után a preparátumokat desz­
tillált vízben leöblítettem és megszáritоttam*

4 percig majd 25 %-oe nátriumtioszulfátban

3*4*

Az osztédő gyökércsucsokat 6,8 pH-ju, 2,5 %-os glu- 

taraldehid-nátrlumkakodilát pufferben és 2 %~qb ozmium- 

tetroxidban /QsO^/ 4 C°-on, 2-2 éráig fixáltam. A prepa­
rátumok víztelenítése alkoholsorozaton keresztül aceton- 

ban történt* A gyökeret 2 érán keresztül Spurr’s 

Low—Viscosity beágyazó gyanta és aoeton 1*1 arányú keve­
rékében, majd 14 éráig beágyazd gyantában állandó keverés

lyet 70 C°-on 8 órás polimerizáoiémellett infiltráltam, 

követett /SPÜRE, 1974/* A gyökérmetszeteket 30RVAL ultra-
mikrotómmal, Uvegkéssel készítettem, azokat FORMVAR hár­
tyával fedett rostéllyal vettem fel, majd 2 %-os uranll- 

acetáttal és óloaoitráttal festettem. Vizsgálat előtt a 

metszetekre ZEISS vákumgőzölóvel vékony szénréteget vittem 

fel* Az Így készült preparátumokat 80 KeV-on JEOL 100B 

elektronmikroszkóppal vizsgáltam*
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3.5.

,tlkai értékelését es alábbi összefüggések 

alapján végeztem# /SVÁB, 1973/*
Az aritmetikai átlag képletei

S - Ц£-

adatok »et

ahol n as adatok azáffla.
A megfigyelési adatok szórásnégyzetének képletei

■2- -gr
ahol az eltérésnégyzetek /SQ/ összegei

/£x/2£X2 -SQ a
П

A megfigyelési adatok szórásának képletei

-fa2SQ
a-1

Az aritmetikai átlag szórásának kiszámításai

s
B1 « fn
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Д аабг&впбrésetek hoK>^t%via2^lata

főbb adatsor szórásának öso sshasoalitásakor alkal­
mazott Bartlstt próbával eldönthetjük» hogy as adatso­
rok szórásai egyöntetűnek tekinthetők 

között szignifikáns különbség van*
Az adatsorok X2 értékeit ez alábbi képlettel szári-

, vág? a ozéráaok

tottar ki*
__ 2 FGs SQ

X2 О T4
я £M

° PCa!ahol

FG » n-1

Szi^fikanoiaviBaűSlai

Küaös Xs prábánál allialnaaott о érték kisaáiltása a 

következő képlettel történik*

11 1а/ о a 1 + E--------
PG 2 PCЗ/еэ-1/

ahol "cs" в csoportok szára.

4Mit

'4•V
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Amennyiben a számított t árték nagyobb, mint FG » 

szabadságra megadott tj* táblázati érték, akkor az ösz- 

szehasonlitott két aritmetikai átlag között szignifikáns 

különbség van«

A legkisebb szignifikáns különbségi

n-os

Ss,DIS5 - % a(l
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4. ihfedménaek

4.1. Щг-*ШИ*£±е&

Az ela6 megválaszolandó kérdés az volt, hogy асопоз 

időtartamú késelés ©setén milyen diaitrogén-oxld nr/osás­
sal /koncentrációval/ érhető el mitósisgátlás. Tálasat 

korestes arra, hogy milyen mértékben függ a gyökérmerisz- 

témasejtek oastődása a dinltrogén-oxid koncentrációtól.
A cairanövényeket 1-12 ata. nyomáson dinitrogén-oslddal
2 óráig kezeltem. A kísérleteket háromszor minden nyomás­
ért éken megismételtem, assz minden egyes kísérletben
3 я 3 db OSiranövóny gyokércsucsának 2000 sejtjét vizsgál­
tam. A nyomáskísérlet alábbi eredményeit tehát 234 000 

sejt elemzése alapján kaptam. Megállapítottam, hogy a di- 

nitrogén-oxid koncentráció változtatásával a gás mitősis- 

gátlő hatásának mértéke a nyomástól függően változik. A 

vizsgált nyomásintervallumon belül kiválasztottam ezt az 

"optimális” nyomásértéket, 

legmagasabb mitótikus aktivitás érhető el. A nitótikus 

aktivitás mértéke, azaz a mitótikus és interfáziao© sej­
tek aránya - a sejtciklus hosszát állandónak tekintve -
a mitósisgátlás hatásosságától függ. Minél hatékonyabb 

a gátlás, annál több mitótikus sejt található egyidejűleg 

© csiranövényekben.

ly mellett 2 őre alatt a
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A xitőzisgátlás abban nyilvánul ueg, hogy e sejtek 

nitézise csak netefázialg jut el. A kromoszómák jelleg­
zetes g^Urü alakba rendeződnek /6. ábra/ ás a netefázist 

non követi ana- és telofázis.

t ✓v **
j* \

Л

*4 4И •V «-

6. ábra. Az ITgO hatására létrejött "gyűrűs" metafásisok, 

6 etm 2 ára késelésnél /nagyítás* 1000 x/
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A kísérleti adatok összesítését as 1. táblázat tar- 

telmasza. A mitótikuo aktivitáson túl, minden nyomáson 

meghatározta® a pro-, méta- éa anafásioos sejtek arányát. 

A kísérleti adatok matematikai feldolgozását a 2. táblá­
zatban közölt példa szerint végeztem. A szárások homoge­
nitás vizsgálatára a Bartlett prábát használtam, mellyel
megállapítottam, hogy a szárások ne® különböznek ezigni-

alapján elmondható, hogy a ki- 

sárleti rendszer nem terhelt olyan hibával, amely a kí­
sérleti adatok megbízhatóságát befolyásolja. A középér- 

tákek összehasonlítása P-prábával azt bizonyította, hogy 

a különböző nyomáson kezelt csiranövények átlagoe mitóti- 

kus aktivitása között P lfS-os szinten szignifikáns különb­
ség van. A t-próbával ellenőriztem, hogy mely kezelések 

átlagai között van szignifikáns különbség, és kiszámítot­
tam a legkisebb szignifikáns különbség értékét is. Ez kí­
sérleteimben 1,87 $-nak bizonyult. Tehát mindazon kezelé­
sek, amelyekben a mitátikus aktivitás több mint 1,87 tf-e1 

eltér a kontroll szintjétől, vagy két kezelésben mért mi­
tátikus aktivitás különbség több, mint 1,87 %, az a dinit- 

rogén-oxid hatásának tudható be. A ssigniflkanoia értéke­
ket a 2. táblásat mutatja, amely alapján megállapítható, 

hogy szignifikáns különbség van 1-31 4-5 % 5-61 6-7* 7-8} 

8-10} 10-12 atmoszféráéi kezelések között, nincs viszont 

szignifikáns különbség a kontroll és az 1 atm-ás valamint



IÍYOMÁSKIS/jRIET1. táblázat

ita- ás anafázis, valamint a mitótikus aktivitások átlagértékei a melléklet I* számiA pro*,
táblázatában található alapadatok alapján. *

¥ '

О щотав 
\ /ata/ 6 at®.1 at®.К 11 at®. 12 at®.2 at®. 3 at®. 4 at®. 7.at®. 9 at®. 10 at®.5 at®. 8 at®.

Mitózis

Profázis 2,163,32 3,79 4,40 4,19 1,32 5,585,06 2,93 1,97 2,175,28 2,74

3,61 3,16Metafázis 0,961,09 6,181,24 1,84 11,35 2,402,50 7,34 4,98 2,39

Anafázis 0,861,48 0,060,84 0,98 1,07 0,92 0,240,89 0,23 0,15 0,12 0,11

I 6,34 5,64 3,8311,26 8,845,89 5,87 8,707,97 14,51 10,32 5,447,29
m;-vóz.\ ь

+ A dinitrogcn-axidoa kezelés Időtartama minden nyomáson 2 óra.



HXOiäÄS KESERŰST2. táblásat

Alapadatok feldolgozása

12 átül.11 at®.6 at®. 8 at®. 9 at®. 10 at®.Kontroll 1 at®. 7 at®.5 at®.2 at®. 3 at®. 4 at®.

79,60IX 65,60 49,0050,75 34,4053,05 130,55 92,3452,85 57,05 71,75 78,25 101,33

1 5,6411,26 8,845,446,34 3,8310,32 7,297.97 14,515,89 5,87 8,70

X2 706,90496,96 309,36 142,24 272,29355,67 582,69 975,00324,79 1148,92 1917,14374,78 725,89

2,888,06 5,5110,68 18,80 23,19 10,7512,09 17,31SQ 13,1545,33 23,4445,55

2 0,360,692,362,165,67 1,341,64 5,691,51 2,901,34 1,01 2,933

0,601,161,16 0,831,23 1,71 1,47 1,53 1,701,002,38 1,28 2,39a

0,280,57 0,200,41 0,57 0,49 0,51 0,390,79 0,39 0,80 0,340,43a—x

t /tábl.
érték/ 

P ■ 1 %
« 1*8*9 *9*10 tFG *5*6 ftft ft t *7*8■ 6*73*4 10*11 11*12d 1;2 2}3 4;5

0,71 2,63 0,66 0,033,60 2,27104 4,794,58 5,90 4,27 2,32 2,552,30 1,03

A melléklet I. számú táblázatában összefoglalt alapadatok /®itótikus aktivitások/ matematikai
feldolgozása.
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a Icontroll és a 2. atm-ás, a 2-3; 3-4» 8-9» 10-11 ©tm-áa 

keselések eredményeképpen kapott mitdtikus aktivitások kö­
zött* A mitdtikus aktivitás - esen belül a pro-, méta- és 

anafásisoe sejtek arányának - grafikus ábrázolása a 7. áb­
rán láthatá, melyen as egyes mitdzlo ssakaezok változásának 

dinamikája jól nyomon követhető.
A diagrambél egyértelműen kitűnik, hogy в koncentráoié 

változásával megváltozik a mitdzisban levő sejtek aránya a 

kontroll sejtek mitdtikus aktivitásához képest. 6 atm-ig nő 

a mitdtikus sejtek száma, majd /9 atm-nál a kontroll szint­
jére/ csökken, 10 etm-nál kevesebb sejt van mitdzisban, mint 

a kontroll sejt gyökérosucsában, 12 atm-nál ujbél emelkedés 

figyelhető meg. A mitézis fázisainak eloszlását /pro-, meta- 

éa anafásls/ elemezve azt állapíthatjuk meg, hogy a gáznyo- 

máa változtatásakor a legszembetűnőbb változás a metafáziaok 

számában következik be. 6 atm-nál csaknem 12-3coreséré nő a 

metafásisoa aejtek száma a kontrolihoz képest. Figyelemmel 
kísérve az anafáalsók alakulását, azt tapasztaltam, hogy az 

1-12 atm nyomás intervallum alatt az snafázisok száma nem 

éri ©1 a kontroll szintet, hanem jéval alatta marad. A nyo­
más kis -őrletből megállapítottam, hogy a legmagasabb mitétikus
érték a vizáéit nyomások közül 6 atm. nyomáson érhető el. 

Ekkor a sejtben a gázkoncentráoié 270 Ш* A továbbiakban fel­
merült az a kérdés, hogy a dinitrogén-oxid metefázisblokkolő 

hatása függ-e éa ha igen, milyen mértékben,, a kezelési idő 

hosszától.
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4.2. Időkisérlet

A csiranövényeket 6 atm nyomáson kezeltél és óránként, 

ill. kétóránként 1-34 óráig fixáltam 2-2 csiranövényt. A 

mitótikus, pro-, méta- ée anafázisos sejtek százalékos ará­
nyát 4-4 ezer sejtből ©zároltan. A kísérletet háromszor is­
mételten reg, Így adataimat összesen 240 000 sejt vizsgá­
latából nyertem. Az adatokat táblázatban rögzítetten /3-4. 

táblásat/.
Bartlett próbával elvégeztem az adatok szórásnégyze- 

tének homogenitás vizsgálatát. A matematikai értékelés 

alapján a 20 kísérlet adatainak szórása nem különbözik szig­
nifikánsan egymástól. Az aritmetikai átlagok összehasonlí­
tását F próbával végeztem. Arra voltam kiváncsi, hogy a 

különböző ideig kezelt cslranövények átlagos mitótikus ak-
szignifikána különbség. Az F-próba 

alapján megállapítható, hogy a különböző kezelések átlagai 
között igazolható szignifikáns különbség van. A t-próbával 
részletesen ellenőriztem és összehasonlítottam az egyes 

kezeléseket és pontosan megállapítottam, hogy mely csopor­
tok átlagai között van szignifikáns eltérés. Kiszámítottam 

a legkisebb szignifikáns eltérést, ami 2,55 %-nak bizonyult. 

A pro-, méta- és anafázis, valamint a mitótikus aktivitá­
soknak az időtől való függését oazlopdiagramon ábrázoltam 

/8. ábra/. Az ábra elemzése alapján megállapíthatjuk, hogy

tivitása között van-



IDÓKIS ÉRIÉT3. táblázat

A pro-, rEGta- és anafáaia, valamint a ritótikus aktivitások átlagértékei a melléklet XI« számú 

táblázatában található alapadatok alapján. +

Idő
3 óra 14 óraóra,perc/ 6 óra 12 óra2 óra 4 óra 8 óra 10 óra1 óraК

ГД tézist

6,83 4, OÁ 4,084,70Profázis 5,403,32 3,78 2,00 4,203,1?

16,57 21,74 15,8315,67 12,23Metafázls 14,0718,238,10 11,881,03

0,01Anafázia Q,0S0,430, 081,48 0,00 0,120,05 0,030,28

(МЛег-'ь) 16,3218,1323,755,83 20,77 20,7511,93 15,33 17,95 28,57

Idő
34 óra28 óra/óra,perc/ 20 óra 24 óra 26 óra 30 óra 32 óra16 óra 18 óra 22 óra

ültőzis

0,67Profázis 0,60 1,724,80 1,322,00 3,03 0,80 0,262,55

Hetafázia 6,25 6,99 0,57 1,05 2,101,26 2,08 1,009,91 12,97

Anafázia 0,000,00 0,000,00 0,00 0,000,02 0,00 0,000,00

(Miióztb) 1,60 1,72 3,8212,43 0,8517,77 10,028,25 2,56 2,88

+ A dinitrogón-oxidos keselés 6 at n nyomáson történt.
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a mitótikus aktivitás nagysága függ a kezelési idő hosszá­
tól* A mitótikus aktivitás a 6 atm nyomás melletti 8 órás 

kezelésnél bizonyult a legmagasabbnak /9* ábra/. A 8 órá­
nál hosszabb kezelés fokozatosan csökkenti a mltózisban 

levő sejtek számát, mig 18 órás kezelésnél éri el a görbe 

az első minimumot* Szembetűnő, hogy ez a minimum még min­
dig magasabb a kontroliban megfigyelhetnél. 20 órás ke­
zelésnél ismét egy éles csúcs figyelhető meg a görbén*
Ekkor a sejtek többsége tetraplold* Ezt követően a mitó- 

tikus aktivitás meredeken csökkenni kezd a 24 órás kezelé­
sig, majd a mitótikus aktivitás mindvégig a kontroll 
szintje alatt marad*

A mitózis egyes fázisainak a vizsgálata során megál­
lapítottam, hogy 2 órás kezefés után az anafázisok aránya 

mindvégig 10“4
kiüthető* A metafázisos sejtek számának változása jól kö­
veti a mitótikus aktivitás változását. A 2 és 3 órás ke­
zelés kivételével a profázisos sejtek számának gyakori­
sági görbéje is hasonló lefutású*

A leghatásosabb, mitózist blokkoló dinitrogén-oxid 

koncentráció, valamint az optimális kezelési idő ismeretében 

szükségesnek láttam olyan ellenőrző kísérletek elvégzését, 

melyek igazolják, hogy valóban a dinitrogén-oxid specifikus 

hatásáról van szó, nem pedig a kísérleti körülmények /magas

gyakorisági szinten marad, azaz 0-nak te-
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nyomás/ okozta változásokról* Ennek érdekében 6 atm nyo­
máson 8 órás kezeléseket végeztem levegővel, nitrogénnel 
és oxigénnel* 12 három kezelés egyikénél sem tapasztaltam 

a dinitrogén-oxidos kezelések során теgfigyeltekhez hason­
ló citológiai eseményeket* Mindhárom kezelésnél a mitótikus 

aktivitás a kontroll szintjén, vagy - a szlgnifikanola ha­
tárokon belül - a kontroll 32intje alatt maradt.

4*3* Visszatérés kísérlet

Annak eldöntésére, hogy dinitrogén-oxid kezelés mellett 

a mitózia reverzibilis folyamat-e, az alábbi kísérletet vé­
gezte® el* A oslranüvőnyeket 6 atm nyomáson 8 Óra hosszáig 

kezeltem, majd a dinitrogén-oxid hatásának feloldása után 

1/2, illetve 1 órás időközökben fixáltam azokat* Az utolsó 

mintát a gázkezelés megszüntetése utáni 21. órában vettem*
A kísérletet háromszor megismételtem. Mindhárom ismételt 

mintában a mitótikus, valamint a pro-, 

sejtek százalékos arányát 4000-4000 sejtből számoltam ki.
Az összesen 300.000 aejt vizsgálatából nyert adatokat az 

5** 6« táblázatban rögzítettem.
Elvégeztem az adatok matematikai vizsgálatát, megálla­

pítottam, hogy a szórások nem szignifikánsak, az átlagér­
tékek homogénnek tekinthetők. A legkisebb szignifikáns kü-

ta- és anafásisos
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VISSZATÉRÉS KIS 'ШВТ

10 óra 11 óra 12 óra 
00 porc 00 porc 00 perc

13 óra 
00 perc

К 0 óra 
00 porc

1 óra 14 óra 17 őre 
00 perc

21 óra 
00 porc

18 őre 
00 perc

20 óra0 óra 
30 perc

1 óra 
30 perc

3 óra I 4 óra 
00 perc

16 óra 
00 perc

19 óra 
00 perc

5 óra 
00 perc

7 óra 
00 perc

15 óra6 óra 
00 perc

8 óra 
00 perc

2 óra 
00 perc 00 perc

2 26,40 36,80 61,3068,80136,68 33,00 23,60 13,90 20,80171,4053,05 69,60 61,00 43,80 48,20 51,5025,80 37,70 92,40 34,80 35,00 23,1088,00 77,80 52,34

1 6,13 6,2011,60 10,1714,67 4,30 5,83 8,03 6 8,585,89 3,47 11,47 15,40 5,80 10,2223,57 22,78 12,97 5,50 3,937,30 2,32 4,408,72

2 122,36 254,60 136,44 467,43206,62 639,11324,79 4906,40 3143,16 1306,62 1029,70 833,92 629,18 322,88 459,88 191,78 94,48 33,19 77,98 244,75 1507,52 392,78 99.21208,18877,92

23,896,20 34,56 6,34 12, S3SQ 12,09 j 10,07 25,50 7,87 5,57 10,27 25,391,65 0,99 ' 5,87 2,4520,89 j 26,56 89,0115,9529,59 9,01 3,14 3,30 10,28

2 ; 5,065,76 1,56 16,89 2,562,04 0,341,51 1,69 6,20 1,23 5,114,16 1,20 1,120,62 0,66 0,49 2,0417,813,20 5,29 0,19 1,171,80a !
•v- ».

1,062,26 1,6C0,44 1,08 1,11 1,252,40 1,131,23 4,11 0,70 1,43 2,251,30 1,792,49 2,30 1,34 0,792,04 0,81 1,43 0,58 4,22a

1,68 0,46 0,650,45 0,51 0,590,98 0,92 0,430,58 0,29 0,920,94 0,550,99 0,75 0,83 1,720,32 0,24 I 0,180,33 0,440,59or 0,41x

t /tábl.
értők/ 

P « 1 %
I t t thhii^ t I4h|15h X6h|17h 20U21h15b,16ht íh;lh30* lh30*2h 1 ib, 7* >,8h 19h;2Gh12*1 *13* 13*;14h 18h;l:)h10h?llhFG h >,3h hl . h 

3 ;4
Jh trb
4 ;5 |ь.6ь ?hBd 0 ; 30* iah;9h h30* Jl 9 »1°

2,621,12 124 7,602,565,20 1,52 1,447,24 1,22 1,28 1,40 1,031,27 2,88 6,76 1,63 1,96 5,691,54 1,77 8,14 0,03 3,73 1,478,57

A melléklet III. számi táblázatában összefoglalt alapadatok /mitetikus aktivitások/ matematikai

feldolgozása.
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lönbség 2,93 %-nak bizonyult. Az átlagok között szignifi­
káns különbségeket találtán /6» táblázat/#

A mitótikus, pro-, méta- és anafázis aktivitás átla­
gait az előzőekhez hasonlóan oszlopdiagramon ábrázoltán 

az idő /gázfeloldást követő idő/ függvényében /10* ábra/.
Az ábrából láthatjuk, hogy a gáznyomás feloldása után a 

mitótikus aktivitás meredeken csökken és azonnal megjelen­
nek az anafázisos sejtek /11# ábra/. Ha a mitózia egyes fá­
zisainak az alakulását figyelemmel kisérjük, azt találjuk, 

hogy a gáznyomás feloldása után 30 perccel 0 ^-ról 7,3 %-ra 

emelkedik az anafázisok száma, majd fokozatosan eléri a 

kontroll szintjét# 10 óránál a mitótikue aktivitásnak is­
mét egy meredek csúcsa van, amely a kontroll értékének csak­
nem 2,5-azerese* 10 órától a mitótikus aktivitás 5 órás pe­
riodicitást mutat, amely egy-egy, a kontroll szintjét lé­
nyegesen meghaladó csúcs formájában jelentkezik. E csúcsok­
ban a mitőzisos sejtek több mint 2/3-át profázisos sejtek 

teszik ki. A csúcsoktól eltekintve a gázkezelést követő 

5# órától kezdve a mitótikus aktivitás értéke a kontroll 
szintjétől szignifikánsan nem tér el.

A reverzibilitás vizsgálatához 100 db 6 atm nyomáson 

8 óráig kezelt csiranövényt ládába ültettem ki és üvegház­
ban megkíséreltem felnevelni. Ebből 91 növény volt életké­
pes, ezek virágzása és magkötése nem különbözött a kezelet­
len kontrollként használt 100 csiranövényből felnevelt 94 

növényétől.
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*

#

*

« - c

II* ábra, A !2ÍtŐ2iaok változása 6 otu-án a 8 áráé sás- 

keselée uecesüntötését követően а/ 0 perckor, 

Ъ/ 30 perckor, с/ 60 perckor 

Nagyítás I 400 2
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4.4« A dinitrof’rén-oxid hatásmechanizmusával 
kapcsolatos vizsgálatok

A vizsgálatok során kát kérdésre kerestem választ»
A dinitrogén-oxid kezelés gátolja-e a sejtek DBS szin­
tézisét?
A metafázis blokkolása a mikrotubulusok károsítása 

Aolhicin-hatáa/ révén valésul-e meg?
A UHS szintézis vizsgálatára a sejteket 10 /uCi/ml kon- 

oentráciéju H-* timidinnel jelöltem, 6 atm nyomáson 6 éra 

hosszáig kezeltem« A 3«1« fejezetben ismertetett készülék­
kel a gázkezelés megkezdése után 1 érával juttattam az 

izotópot a csiranövényekhez. 5 óra elteltével a növénye­
ket fixáltam és a gyökerekből autoradiográfiás preparátumo­
kat készítettem« A vizsgálatok eredményeképpen megállapítot­
tam, hogy a 6 atm-ás gázkezelés alatt a cslranövények DBS 

szintézise intenziven folyik, melyet a rádioaktiv izotóp 

sejtmagokba történő beépülése igazolt /12. ábra 1«, 2. kép/« 

A dinitrogén-oxid mikrotubulusokra gyakorolt hatását 

kétféle módon tanulmányoztam*
a/ elektronmikroszkópos vizsgálattal, melynek tanúsága 

szerint in vivo körülmények között a kromoszómális mikro- 

tubulusok megtalálhatók a sejtekben /13« ábra a. kép/, mig 

a kolhicin-lajelt kontroliban /13# ábra b. kép/ a mikrotu- 

bulusok hiányoznak« A mikrotubulusok in vitro vizsgálatát

1.

2«
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1974/ két-sertésagyból tisztított /?ffiIlíGAHTHER et al 
szer ciklizált tubulinnal végeztem. /А tisztított tubu-

•»

lint Dr. Hadlaczky Gyula, az MTA SZBK Genetikai Intéze­
tének munkatársa bocaájtotta rendelkezésemre./ Az in 

vitro körülmények között repolimerizált tubulin mlkro- 

tubulusokat képez, amelyek polarizációs mikroszkóppal 
finom hálózatszerű képet mutatnak /14* ábra/,

Ъ/ a mikrotubulusokát 6 atm nyomáson 1 óra hosszá­
ig kezeltem, majd ismét megvizsgáltam polarizációs mik­
roszkóppal. Azt tapasztaltam, hogy a mikrotubulusok a 

dinitrogén-oxid hatására nem estek szét.
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312. ábra. К tiuidin beépülése a sejtmagokba 

6 atm-ée gáskezelée folyamán 

HagyitáeiSOO x
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13* ábra. Kroxoosdzália mikrotubuluook а 6 atя nyoaéou,
8 oráa kecoleo után /а/ Hajítás: 60,000 s
Ко Ilii c in kezelt kontroll, nikrotubuluook
nélkül /Ь/ IJagyitáa: 16,000 z
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14. ábra. In vitro polimerizált mikrotubulueok 

képe polarizációs mikroszkóppal
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4.5. A dinitrorőn-oxld késelés eltoló, joi kisérőj plena ór.el

As alábbiakban asokát a citológiai jelenségeket is­
mertetem, amelyek a különböző dinitrogón-oxidoo késelések 

során megfigVeIhotők• A jobb áttekinthetőség érdekében el­
tekintette a as egyos késelések során megfigyelhető öossos 

rendellenességek felsorolásától, mivel es óhatatlanul is­
mét lés okhes vesetett volna. Ehelyett a rendellenességeket 
3 nagy csoportba sorolva mutatom bo, amelyek azonban mind 

kialakulásukban, mind megnyilvánulásukban egymással sser- 

veaen összefüggnek* 1. mikronukleuszképsődéa, 2. kromoosóma- 

osámváltosások, 3. kromoszóma és sejtmag szerveződés rend­
ellenességei.

A tartós dinitrogén-osid kezelés legjeilogseteoebb 

citológiai kisérőjelcnsége a slkronukleuoskópsődós. 6 atm 

nyomáson 4 órás koselés után megjelennek a mikronuklouosok, 
melyok száma 6 óra után ugrásszerűen megnövekszik /15.ábra/. 

A mikronukleuozképsődés folyamatának első citológiai jelo 

as, hogy a metafásisben as egyes kromoszómák vagy kromo- 

ooómacooportok elkülönülnek /15. ábra 1-4. kép/, amelyek 

azután fokozatosan dospiralisálódva, áo integritásukat mind­
végig megőrizve, a normális anafásio lépcsőjét kihagyva

mennek át telofázioba /15. ábra 5-12. kép/. A telofásás­
ban a kromoszómák despiralisáoiója a kromoszómák és
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szétválása# A citokinezis lépésének kimaradása folytán а 

kromoszómák replikációját követően létrejönnek a tetra- 

ploid aejtek /18. ábra 8-12# kép/# A kezelési idő növelé­
sével pl. 6 atm-án 20 órától ez a folyamat megismétlődhet 
és magasabb ploid-szintli /oktoploid/ sejtek jönnek létre 

/19# ábra 1-4# kép/# E folyamat rendellenessége révén 

esetenként megfigyelhető aszimmetrikus poliploidizáció, 

melynek eredménye hexaploid sejtek megjelenése. A 19* ábra 

5# képe három független diploid sejtmagot tartalmazó hexa­
ploid sejtet mutat be#

A mikronukleuszképződést követő citokinezis /20. ábra 

1-2# kép/ illetve a poliploidizáció ás a mikronukleusz kép­
ződését /20. ábra 3-4. kép/ követő citokinezis révén aneu- 

ploid sejtek keletkezése figyelhető meg.
A 20. ábra 4. képe 16 kromoszómás aneuploid sejtet, 

az 5. kép három kromoszómát és kromoszóma fragmentet tar­
talmazó aneuploid sejtet ábrázol.

A dinitrogén-oxid kezelés hatásának jellegzetes rend­
ellenessége a kromoszóma és a sejtmag szerveződésének /kon­
denzációjának/ különböző zavara.

A 21. ábra 1. képén interfázisos sejt látható három 

erősen kondenzált mikronukleusezal. A mikronukleusz kép­
ződés során fragmentálódott magvu sejtekben megfigyelhető 

a mikronukleuszok eltérő kondenzációja /21. ábra 2-6. kép/, 

ahol a sejtek többé-kevésbé kondenzálédott kromoszómákat 
és interfázisos mikronukleuszokat tartalmaznak.
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Gyakran tapasztalható a sejt kromoszómáinak egyen­
lőtlen kondenzációja, mely során profázieos és metafá- 

zisos kromoezónák egyaránt megtalálhatók /21* ábra 7-9* 

kép/, illetve metafázisos kromoszómák között erősen de- 

apiralizált kromoszómák is előfordulnak /21. ábra 10. kép/. 

A 21. ábra 11. képén aszimmetrikús poliploid sejtet lá­
tunk, mely interfázisos és mitótikus sejtmagot egyaránt 
tartalmaz. Esetenként a centromeronok rendellenes osztó­
dása, a kromatidák korai szétválása is megfigyelhető. A 

21. ábra 12. képe egy profázieos sejtet szemléltet* mely­
ben a centromeron osztódása már megtörtént, és a kroma­
tidák szétváltak.

Magas dinitrogén-oxid koncentrációnál a kezelés el­
ső időszakában megfigyelhető a kromoszómátörések megje­
lenése /22. ábra 1. kép/, dezintegrált, feltehetően mi­
tótikus sejtek /22. ábra 2-3. kép/ előfordulása.

A feloldási kísérletek során tapasztalt anafázisos 

rendellenességek között leggyakoribbak az egyenlőtlen 

kromoszóma eloszlások /23. ábra 1-4. kép/, az anafázisos 

hidak /23. ábra 4-5* kép/ és a gyűri! formán kiviil elhe­
lyezkedő kromoszómák /23. ábra 3-6. kép/.
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13* ábra* Poliplold sejtek kialakulása NgO kezelés

hatására /Hagyitás: 800 x/
1*, 6 kép /6 atü! 8 óra/
2* kép /12 at я 2 óra/
3*,4*,7*, 10«, 11*, 12* kép /6 atai 12 óra/ 
5* kép /11 atTi 2 óra/
8* kép /6 ats 8 óra + 5 óra/
9* kép /6 atn 8 óra + 10 óra/
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19* ábra. Л dinitrogén-oxid hatására létrejött 

poliploid sejtek /Nagyítás» 730 x/

1. kép /6 atu 8 + 15 óra/
2. kép /6 atл 20 óra/
3. kép /6 atл 20 óra/
4. kép /6 atл 26 óra/
5. kép /6 atл 24 óra/
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20. ábra. Aneuploid aejtek kialakulása gázkezelés 

hatására.
1-3* és 6. képs 6 ata 20 órás kezelés* 

4« kép* 6 atr 8 óra;
5* képs 6 atn 8+15 órás kezelés 

llagyitáss l.,2.,4.,5* kép 300 x

3* kép 600 x 

6. kép 730 x



. Г.«'§

21* ábra# A kreraoszótna és sejtmagazerveződés zavarai 

N2° kezelt sejtekben* /Nag^itás: 800 x/
1«, 4# kép /6 atu 20 óra/ 
2#,5*t8., 9 kép /6 atrc 8 óra/
3* kép /С atr 0+5 óra/
6. kép /6 átül 26 óra/
7#,10*, 11* kép /6 atu 12 óra/ 
12* kép /6 atn 8 óra + 30 perc/
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5. As TMP

A dinitrogén-oxLd ceiranüvéűyek osztódó gyökérmerisz- 

témájára gyakorolt hatásának értékelésekor feltétlenül 
szükséges néhány, a kísérleti rondoser sajátosságának 

tekinthető kérdéo megvitatása. Unnék hiányában a kísér­
leti eredmények értelmezése, a levont következtetések szá­
mos tévedés forrásai lehetnek.

Egyik ilyen legfontosabbnak tekinthető kérdés as,
kos* а я^1фая£иф5ар_8£а$.ь nes ioy.nthet% b.oaoa<a 

Qejt^p^uláoiénnlu A gyökércsuooban találunk gyorsan cik- 

lizáló /rövid sejtcikluau/, lassan ciklisáló /hosssu sejt- 

clluou/ és nem ciklisáló /nyugvó/ sejteket. Még nem el­
döntött, hogy esek a nyugvó sejtek csak időszakos nyugal­
mi állapotban vannak-e, vagy véglegesen "sejtcikluson IdLvlIl" 

maradnak. Egyelőre nincs direkt bisonyitók, hogy ezek a 

1 sejtek elvoasitették volna osstódóképességüket /CLOWES,1976/. 

Nyilvánvaló, hogy e három alapvető sejttípus léte rendkí­
vül bonyolulttá teszi mindennemű hatás értékelését és est 

a tényt feltétlenül szem előtt kell tartanún!:. Ezért az 

eredmények feldolgozásánál el kellett tekintenem minden 

olyan jellegű értékeléstől, amely egységes sejtciklust 

/azonos sebességgel, azonos rátával osztódé sejteket/ té­
telez fel. A vizsgálatok során készített gyökércsucapre-
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parátumok átlagosan 3500-4000 sejtből állottak# Az egyes 

kísérletekben egységesen 2000-2000 sejtet értékelte®, 

аш megközelitőleg a teljes preparátu® 50 $-a# így sze­
rette® volna ®ini®álisra csökkenteni a "gyors", "lassú" 

és "ne® osztódó" sejtek eltérő "válaszából" adódó hibát.
A nyo®áskisérietek /1-2. táblázat, 7. ábra/ során 

2 órás kezelési időket használva ®egállapitotta®, hogy 

a vizsgált 1-2 at®-ás nyo®ásintervallu®u sorozatokon be- 

®ij;ózis akkumulációt 6 at® nyomáson érhetünk el. 

Ismerve 20 C°-on a dinitrogén-oxid sűrűségét, / 

valamint molekula súlyát /Ш *= 44/, az egyesitett gáztör­
vény alkalmazásával kiszámította®, hogy ez a gáznyomás 

270 ®M gázkoncentrációt Jelent a sejtekben. Hegállapitot-
mitézisgátlás /mitézis akkumu­

láció/ 3 at® /135 ®К/ gázkoncentrációtól kezdődően ta­
pasztalható. 10 atm-ás nyomáson csekély, de szignifikáns 

csökkenés figyelhető meg a mitótikus sejtek számában, 
amely a profázisos sejtek számának erőteljes csökkenésé­
nek tudható be. Ezen a nyomáson a profázisos sejtek szá­
ma nem éri el a kontroll 50 Svának szintjét. Miután ez 

a hatás a nyomás növelésével megszűnik és 12 atm-nál lé­
nyegesen meghaladja a kontroll szintjét is, a 10 at® nyo­
más hatása nem tekinthető "telitési gátlás"-пак.

A dinitrogén-oxid mitézist akkumuláló hatása egy-

lűl
-1,977 gl-1/H,0

ta®, hogy szignifikáns
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értelműén a metafázisok ásásának növekedésével, vagyis 

a sejtosztódás metafázisos blokkolásával magyarázható#
A metafázisos kromoszómák jellegzetes gyürüalakba ren­
deződnek /6. ábra/# A metefázist nem követi ana- ós 

telofázis* A profázisok száma a már említett csökkenés­
től eltekintve megközelítően azonos szinten marad# Az 

anafázisok aránya 5 atm-ás nyomásig /225 mM gázkoncent- 

ráció/ a kontrolihoz közeli értéket mutat, ez 6-11 atm- 

ig a kontrollnak mindössze 10-15 %-e, mely egyértelműen 

jelzi a metafázis teljes blokkolását# A mitótikus akti­
vitás 12 atm-nál történő ismételt emelkedését technikai 
okok miatt /magas nyomású készülék hiánya/ nem tudtam 

vizsgálni, igy erre kielégítő magyarázattal sem tudok 

szolgálni# Az "optimális" gázkoncentráció /6 atm/ meg­
állapítása után megvizsgáltam a kezelési idő hatását a 

mitótikus akkumulációra# 1-34 órás intervallumon belül 
/3-4# táblázat, 8# ábra/# Megállapítottam, hogy már 

1 órás kezelés 6 atm nyomáson mintegy kétszeresére eme­
li a mitótikus aejtek számát, amely a metafázisos sej­
tek kontrolihoz viszonyított számának mintegy 7-szeres 

növekedésének tudható be# A legmagasabb mitótikus akku­
mulációt 8 órás kezelésnél kaptam, ahol a metafázisos 

sejtek aránya mirtegy 20-szoroo a kontrolihoz viszonyítva# 

A profázisos sejtek száma a kontroll sejtek kétszeresére 

nőtt*
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A profázisok számának emelkedésére több magyarázat 
is kinálkoziki 1/ a profázis szakasz relative megnyúlik, 
mig a sejtaiklus ideje változatlan marad, 2/ a sejtcik­
lus felgyorsul, 3/ mitózla-indukció következik be addig 

nem osztódé sejtpopulációban atb# A profázisok számának 

ezen változása azonban meglehetősen szűk Időintervallumot 

érint /6 és 8 óra/ és 22 órás kezelésig gyakorlatilag a 

kontrolihoz közeli szinten marad, 24 órától pedig erő­
teljes csökkenés figyelhető meg* Az anafázisok száma min­
den időértéknél gyakorlatilag nulla, azaz az anafázis 

teljes gátlása 34 óra hosszáig fenntartható volt. A meta- 

fázisok száma 8 órás kezelés után fokozatosan csökken, 
melyből arra következtethetünk, hogy a dinitrogén-oxid 

gáz metafázist blokkoló hatása időben korlátozott, s a 

8 órát meghaladó kezelés után már több sejt megy át in- 

terfázisba az ana- és telofáziaos szakaszt kihagyva,mint 

az újonnan mitózisba lépő sejtek száma* 20 óránál a me- 

tafázisok száma ismét emelkedést mutat* A mitótikus sej­
tek többsége 20 óránál azonban tetraploid, tehát a csú­
csot nem "uj" mitózisba lépett sejtek adják, hanem a 

már "kezelt" sejtek jutnak el ismét metafázisig* I3bből 
arra következtethetünk, hogyj

1/ a dinitrogén-oxid a sejtciklus egyéb pontján, 

számottevő gátlást nem idéz elő,
2/ 6 atm-án a dinitrogén-oxid kezelés alatt ezen 

sejtek oiklusideje megközelítően 10 óra. 22 órán túli
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kezelés egyértelmű gátlőhatást mutat és 34 órás keséid­
éig újabb omelkedést nem tapasztaltunk. A hosszú késő­
idé okozta gátlóhatáson túl ebben оserepet játszhat a 

már osztódott sejtek osztódási képességének kimerülése.
Ellenőrző kísérletekkel megállapítottam, hogy ® 

diMtro^n-o£id 3&£ózisra ^akorolt. ha£á£aes£©£iflkuo 

és nem a keselés fisikál körülményeinek /pl# magas nyomás/ 
tudható be. 6 atm-4s, 8 órás keseléseket végeztem levegő­
vel, nitrogénnel és oxigénnel, melyek közül egyik sem 

eredményesett a dlnitrogén-oxldhos hasonló hatást.
Vizsgálataim szerint a áinitrogon-oxid hatásajre- 

versibilip folyamat. A gázkeselóo feloldását követően 

a metafásisos sejtek azonnal többé-kevésbé normális ana- 

fásisba mennek át, tehát a dinitrogén-oxid tartós káro­
sodást a mitótikus apparátusban nem idéz elő.

A gázkezelés feloldását követően /5-6. táblázat/
£ S^íptikug, &ВДДОДО& változása h a£ár 0£011 j? er Ьэй! ci táat 

mutat,. A mitótikus aktivitás 9 óráig fokozatosan csökken, 
majd 10 óránál a kontroll szintjét kétszeresen meghala­
dó szintet ér el, melyet 15 ill. 20 óránál lomét ogy-egy 

osuos követ.
Az időkisérlet adatai alapján nem valószínű, hogy 

a sejtciklus valamely pontján történő részleges blokko­
lás következménye ez a jelenség. Valószínűbb magyarázat­
nak tartom, hogy a 10 órás csúcs a részlegesen szinkron-
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ban maradt gyorsan ciklizáló sejtek által jön létre, mig 

a 15 érás csúcsot a lassúbb sejtciklusu sejtpopuláció 

szinkronban maradt sejtjei hozzák létre. A 20 órás csú­
csot ismét a gyorsan ciklizáló, feltételezhetően 10 órás 

sejtciklusu sejtek adják. E magyarázat alapján a 0 óra 

0 perces, közel 30 ?S-o0 mitótikus sejtpopuláció nagyobbik 

hányadát a lassúbb, 15 órás sejtciklusu sejtek adnák. A 

10 és 15 órás csúcs összege rendkivül jól megegyezik a 

gázkezelés megszüntetésekor megfigyelt mitótikus aktivi­
tással és ez valamint a 10 órás és a 20 órás mitótikus 

aktivitás Összevetése a szinkronitás rendkivül nagy sta­
bilitását mutatja.

Az idokisériéiből már kiderült, hogy a gázkezelésja 

sejtciklusáéá z isait, nem gátolja, ellenőrzésképpen 

azonban elvégeztem a sejtciklus legérzékenyebb, S fázi­
sának /ШЗ szintézis fázis/ vizsgálatát. Rádioaktiv izo­
tópos kisérlettel igazoltam, hogy a gázkezelés alatt a 

sejtek interfázisában intenzív DNS szintézis folyik.
5 órás kezelési idő után jelölt mitótikus sejtet nem ta­
láltam, mely egyértelműen mutatja, hogy kísérleti rend­
szerünkben a Gg-es -^zis hosszabb, mint 5 óra, még a gyor­
san ciklizáló sejtek esetében is. Az irodalomban közölt 

ciklusidőt figyelembe véve /LIMA DE PARIA, 1972/ lehet­
ségesnek tűnik, hogy a gázkezelés a sejtciklust kissé 

megnyujtja.
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BRIHKLEY és munkatársai kinai hörcsög sejttenyé­
szetben végzett vizsgálataikban alacsony koncentráció­
jú kolcemid kezelésnél gyűrűs metafázisokat tapasztal­
tak* Megállapították, hogy a kromoszómáidé mikrotubu- 

lusok épek, és az alacsony koncentráció a centrialumok 

pólusokra való vándorlásának akadályozása révén blokkol­
ja a mitózist*

BRIHKLEY és RAO a dinitrogén-oxiá hatását vizsgál­
ták HeLa sejteken* Szintén beszámoltak a Jellegzetes 

gyűrűs metafázisokról és arra a megállapításra Jutottak, 

hogy a dinitrogén-oxid hatása a kromoszómák rendellenes 

premitótikuo mozgásának eredménye*
In vivő és in vitro vizsgálataim szerint megállapí­

tottam, hogy a diM^rogén^oxid '’koHiicin^ ti—
ási32.a_Ь Ьэкк^ azaz nex a ^likrotubulus képzés 

gátlása révén hat* Elektronmikroszkópos vizsgálattal iga­
zoltam, hogy a sejtekben kromoszómális mikrotubulusok 

találhatók /13* ábra a,/. Ezt megerősítik a fénymikrosz­
kópos citológiai vizsgálatok is* Például a gyűrűs meta- 

fézis létrejötte, amelynek kialakulásához feltétlenül 
szükségesek a mikrotubulusok /6. ábra/ valamint a kroma- 

tidák Jellegzetes szétválása is a magorsó jelenlétét iga­
zolja /18. ábra 1-2* kép/*

In^vitrojcorűlményekjcözött & dinitrogén-oxid nem 

káros^truktur^lisan^a^milcrot.ubulus^okat,* Miután а
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tokét megközelitőleg 10 óra hosszáig képes metafázás­
ban tartani a kromoszómák dezintcgrálódása nélkül. Mik- 

ronukleuoz képződés sár rövid, 2 órás kezelés után is 

megfigyelhető, TQiy nyilvánvalóan a kezelés me^cesdése- 

kor © mitézisben lévő sejtelme gyakorolt hatás révén 

valósul лес»
As egyes kémiai anyagok mikronuklouszt képzó, ill. 

autogén hatása szoros korrelációt mutat. lennel: fölhasz­
nálásával az utóbbi évtizedben az oukarióta szervesetek 

mutagén tesztjének egyik legfontosabb módszere a mikro- 

nukleusz teszt lett /BÖLLER és SCHMID, 1977/. Figyelem- 

be véve a dinitrogén-oxid igen jelentős mlkronukleuoz- 

képző hatását, tekintettel a gáz kiterjedt klinikai al­
kalmazására, feltétlenül szükségesnek látszik a dinit- 

rogén-oxid mutagén hatásának körültekintő, részletes 

vizsgálata.
Dinitroic^n^xid kezelés Itatásárajnegn^£l£em a 

ta^moszójaJLll^ ДОДОЯШ kondonzációo^zav^oit,, mellek­
ről egyértelműen nem dönthető el, hogy mennyiben tekint­
hető a nyomás, illetve a dinitrogón-oxid opeoifikus ha­
tása következményének. A gáskezolés me03züntetése után 

megfigyelhető anafáziaos zavarok, elsősorban aszimmetri­
kus kromoszóma-szétválásban, elmaradó kromoszómákban és 

anafáziaos hidakban nyilvánulnak meg. Ezek a zavarok fon­
tos szerepet játszhatnak az aneuploid képződés mechaniz­
musában.
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6. összefoglalás

1# liegállapitottam a dinitrogén-oxid metafáziablok- 

koló hatásának függésát a gázkoncentráciétél valamint a 

kezelési idő hosszától* legmagasabb mitótikuo aktivitás 

rozs gyükérmerisztéma sejtekben 6 atm dinitrogén-oxid 

nyomáson /270 mii oc*/ 8 órás kezeléssel érhető el*
2* Vizsgálataim szerint a dinitrogén-oxid hatása re­

verzibilis* A gázkozelés feloldását követően a metafázi- 

sos sejtek azonnal többé-kevésbá normális anafázisba men­
nek át.

3. Rádiooktiv izotópos kísérlettel igazoltam, hogy 

a dinitrogén-oxidos kezelés ideje alatt a sejtek inter- 

fázisában intensiv Ш5 szintézis folyik, azaz a gázkezo- 

lés nem gátolja a sejtek D2IS szintézisét*
4. Vizsgálataim alapján kiderült, hogy Q dinitrogén- 

oxid nem károsítja strukturálisan a mikrotubulusokat, a 

dinitrogén-oxid nem a mikrotubulus képzés gátlása révén 

hat*
5* A kísérleti eredmények alapján úgy tűnik, hogy a 

gáz a magorsó szervező funkcionális zavarát idézi elő*
6* A dinitrogén-oxid kezelés citológiai következmé­

nyeinek vizsgálata során megállapítottam, hogy a gázke-
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zeléssel poliploid és aneuploid sejtek állíthatók elő.
Az aneuploid aejtek elsősorban mikronukleuaz képződés 

utján jönnek létre. A gázkezeléa megszüntetése után meg­
figyelhető anafázisos zavarok /elmaradó kromoszóma, ana- 

fázisos hid stb./ szerepet játszhatnak az aneuploid kép­
ződés mechanizmusában.

7. A citológiai vizsgálatok során tapasztalt jelen­
tős mértékű mikronukleusz képződés valószinüsiti, hogy a 

dinitrogén-oxid mutagén hatású. A gáz klinikai alkalmazá­
sa miatt az esetleges mutagén hatás, annak mértékének 

vizsgálata feltétlenül szükségesnek látszik.

0%* * ° # 
ч ímkw®*\. У
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I. táblázat

X. NyоnáakisoriétAz

Ho0 nyouáa 
X, /atffl/ 4 atu3 ataa1 at® 2 attn

Lünták
száma mtő-Mitó- Pro-

fázis
Méta-
fázis

mí tó­ ba tá- Ana-
fázia

Meta-
fázis

Pro-
fázia

Ana-
fázis

Pro-
fázis

Pro-
fázis

Meta-
fázis

Ana-
fázis

Aim-
fázis ziszisfázis ziszis

1,20 11,807,10 3,501,65 7,406,65 1,20 1,201 7,40 5,003,90 1,30 1,551,45 4,20

1,00 11,806,25 8,35 7,50 3,305,40 2,00 0,951,757,15 1,85 10,75 4,40 0,952 0,90

7,301,004,301,60 8,15 2,000,954,45 2,750,70 5,103 4,40 1,70 0,507,70 3,90

1,60 1,80 7,950,60 8,45 3,900,65 1,40 2,255,450,45 5,502,90 4,454 0,50 4,05

6,90 0,204,60 1,60 5,802,60 3,60 0,60 0,70 3,30 2,300,60 0,803,75 5,000,555

0,406 5,201,801,40 9,40 3,004,90 5,50 2,500,401,00 3,80 0,702,40 0,50 3,90

0,609,606,905,60 5,40 3,20 9,201,801,15 0,901,25 1,45 7,803,90 0,45 5,207

6,30 1,30 8,806,80 1,206,90 2,20 1,00 7,501,80 4,308 0,20 3,85 1,254,90 1,70

6,70 2,856,00 10,403,65 6,20 0,851,109 8,20 4,00 0,901,95 1,50 0,95 1,050,20

6,340,96 0,92 8,701,84 1,07 7,97 5,28 2,505,063,79 1,24 0,980,84 5,87 4,40X

1,60 0,46 1,160,65 1,71 0,48 2,390,88 0,59 0,23 0,750,83 1,282,38 0,41 0,47s
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Mit<5-Mitó-Minták
száma

riete«
fásis

mtó- ЙГО-
fázis

Ana-
fázia

Ana-
fázia

Pro—
fázis

Meta-
fásia

rató-Meta-
fázis

Heta-
fázis

Ana-
fásis

Aaa-
fázis

Pro-
fáaia

Pro—
fázis zis zisziszis

1,606,00 6,85 4,751,60 3,10 0,058,501 14,50 0,052,70 2,70 11,40 1,90 12,50 0,10

0,60 5,354,606,30 16,30 1,80 2,953,60 8,100,000,00 3,502 4,40 11,901,20 12,70

6,600,60 0,001,10 5,506,20 2,60 12,0011,60 0,10 2,70 8,703 13,405,30 0,10 10,70

7,850,155,506,80 11,85 2,208,50 0,104 3,10 7,10 15,80 3,2513,00 0,300,20 2,50

11,60 7,755,10 0,352,308,70 0,005 0,00 17,50 2,904,20 5,80 10,45 4,10 13,400,45

7,700,056 6,70 5,1510,90 2,500,0011,40 14,40 2,45 8,450,75 10,30 3,00 0,002,85

4,6010,967,33 0,60 7,300,006,25 2,7013,35 3,037 1,1512,40 3,95 8,253,75 2,40

9,659,63 2,00 7,55 0,107,50 0,002,138 0,00 12,87 0,40 12,903,07 9,81 3,20 9,30

8,659,30 3,20 5,40 0,050,8012,40 3,10 5,401,50 10,90 0,009 2,55 7,55 0,20 10,30

X 2,166,18 11,26 0,15 7,290,24 4,987,3411,35 2,74 10,324,19 0,23 14,510,89 2,93

0,60 0,62 1,532,06 1,38 0,201,49 0,33 1,471,40 1,01 1,00 1,75 0,38 1,710,39s
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Meta-
fázia

Ilota-
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Ana-
fáaia

Pro-
fázis

Ana- 
fázla zis

Pro-
fázia zisziazis

8,105,80 1,35 0,953,95 0,65 5,202,70 0,203,00 2,302,30 0,052,75 0,95 0,251.

5,55 2,00 8,701,151,70 5,700,103,900,101,75 2,10 3,85 1,00 3,250,00 2,152

6,00 1,60 8,801,704,502,10 0,204,20 0,85 2,35 2,203 1,35 0,151,702,30 0,20

0,60 9,104,50 4,000,60 2,70 0,10 5,005,20 2,200,104,90 4,504 1,50 3,40 0,00

0,70 8,502,455,350,30 5,402,705,20 2,405 4,10 5,00 1,70 0,000,90 0,00 3,50

8,701,156 2,005,555,60 0,80 3,40 0,05 5,352,85 1,901,10 0,000,00 2,054,50

6,40 1,00 8,401,000,65 4,802,65 2,80 0,054,05 1,957 7,05 2,90 0,504,35 0,05

5,65 9,105,40 3,20 0,503,15 2,15 3,50 0,008 0,005,80 0,00 8,15 1,35 1,802,35

19,204,65 4,00 0,500,00 7,40 5,705,60 5,35 2,758,05 2,009 0,002,45 0,00 3,35

0,86 8,842,405,585,64 0,11 5,443,61 0,06 3,172,17X 0,12 3,822,391,97 1,32

0,600,291,110,68 1,160,76 0,10 0,83 0,520,31 0,781,21 0,211,71 0,10 1,70a !
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II. IdőkisórlotЛя alapadatok táblásaiba foglalása
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Pro—
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Eeta-
fázlo
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fázis

Ana-
fázisfázis

Дш-
fásia

РГО-
fásis siesissis

IG, 40 19*7011,40 3*60 IG,40 16,00 0,0018,80 3,301 0,10 0,3012,70 2,503,70 7,70 0,00

18,300,00IG, 50 13,7017,50 4,501*00 0,0012,20 i5,ao2 4,40 2,50 13,00 I 0,307,80 0,00

16,70 4,60 25,5020,90 0,002,60 0,10 19,401,40 17,503 7,70 13,400,10 3,20 4,10 0,00

25,8016,90 5,50 0,0013,80 3,00 20,303,03 0,0111,40 0,00 14,40 13,804,80 9,00 0,004

2 JO 15,10 0,00 17,803,40 14,404,30 8,50 0,00 17,205 8,25 1,15 13,350,00 12,30 3,95

0,10 17,90 3,80 13,70 0,00 17,506 0,20 I 12,20 1,90 12,50 i 0,10 j 14,50 \ ,90 15,904,10 7,90

I 3,78 17,95 4,20 26,572,20 15,G7 20,770,000,0911,93 3,18 U,88 0,28 15,338,10 0,05

3,860,97 0,81 3,00 0,000,06 1,56 0,79 1,73 0,110,43 0,980,40 1,771,04 0,49s
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йро- Meta» Ana— Mi tó— йро— 
fázis fázis fázis sis fázis

Mitő— Meta-
fázis

Ana-
fázis

Pro- I Méta- /ша-
fázis fázis fázis zia zis

25,60 20,000,0026,10 4,10 15,907,30 20,60 0,00 18,407,40 18,70 0,00 27,90 7,00 0,201

5,70 1t,50 17,200,0024,4027,80 5,10 19,30 0,005,20 18,40 0,40 24,00 5,90 21,90 0,002

3,20 14,20 0,20 17,606,60 19,30 0,10 26,00 17,200,0031,10 3,40 13,803 8,20 2?,70 0,20

2,30 13,40 0,10 15,803,60 18,403,70 16,60 0,20 20,50 0,0014,8027,205,20 22,00 0,004

3,00 13,30 0,G0 16,304,4*0 20,70 0,00 25,10 7,50 20,60 0,00 28,10 0,40 21,305,20 15,705

6 5,80 16,10 0,00 21,9017,606,90 ^,40 0,00 29,30 4,40 13,00 0,205,10 15,70 0,00 20,80

4,78 15,83 0, /|3 20,75 14,07 0,05 10,136,83 21,70 0,03 28,57 4,025,40X 18,23 0,12 23,75

1,611,00 0,82 0,07 1,42 1,20 4,59 0,07 3,61 1,361,24 1,66 2,150,070,15 2,52s

•4



■ •

Idő 20 óra18 óra16 óra14 óraóra/

iató- 
fázis sia

Hitó-mtó- Mtó-Mlnták
száma

Pro- Méta- Jüaa- 
fázis fázis

Meta-Pro- 
fázis fázis

Pro- Lieta- 
fázis fázis

Pro- 
fázis fázis

Ana-
fásis

Meta- Ana—
fázis

Ana—
fázis zissiszis

5,20 13,60 0,00 18,808,60 0,00 1,20 0,00 10,001 3,20 15,00 0,00 18,20 11,10 8,802,40

6,20 13,90 0,00 18,301,60 4,60 0,0016,90 4,403,40 11,90 15,202 4,20 12,70 0,000,00

3,30 6,20 11,30 0,00 15,804,500,00 9,3011,403 4,90 15,20 2,40 8,90 0,1040,30 0,00

14,60 12,20 0,00 17,508,00 5,304 10,30 2,30 5,50 0,004,80 0,00 8,40 0,009,80 1,90

6,1016,60 0,00 19,705 4,00 15,700,00 8,103,20 15,00 0,00 0,00 2,0018,20 3,30 13,30

0,00 16,506 1,60 6,3010,60 11,105,400,00 10,30 0,00 7,901,904,20 0,00 14,80 8,40

2,00 6,2516,32 0,00 17,7712,97X 0,00 4,8012,23 0,00 12,48 8,254,08 2,55 9,92 0,02

2,600,68 0,68 1,770,28 0,001,27 0,001,95 1,202,15 0,00 1,59 0,58 0,04 2,48S

\* .
*)



Idő 26 éra 28 éra22 óra 24 éra/6га/

Minták
szása

Mitó-2ro- Meta- 
fázis fázis

Mitó-mtó-Ana- 
fázis zis

Mitó-?ro- 
fázis fázis

Meta-
fázis

Sro-
fásia

Méta-
fázis

Ana- 
fázia zie

Ana-
fázis sis

Ana-
fázia

ЙРО—
fázis zia

1 3,10 5,70 0,00 0,40 0,00 0,508,80 3,30 0,101,80 1,50 1,00 3,10 0,00 4,100,00

0,605,70 0,00 1,502 3,00 0,00 8.70 0,701,30 1,20 0,00 2,30 0,00 2,90 0,802,50

1,603 2,80 7,40 10,200,00 1,10 0,50 0,40 0,00 0,701,50 0,00 2,500,00 1,00 0,30

6,40 2,604 1,20 1,402,10 0,40 0,00 0,700,00 8,50 0,00 1,20 0,00 1,700,50 0,30

6,80 0,605 3,20 10,00 0,800,00 1,30 2,20 0,00 3,50 0,70 2,10 0,00 2,80 0,000,20

6 13,90 1,204,00 9,90 0,00 0,80 0,00 0,00 3,30 0,00 0,902,00 1,00 2,30 0,10 0,80

6,98X 3,03 0,00 10,02 1,27 0,00 0,28 0,57 0,00 0,851,32 0,00 2,58 0,80 2,08 2,88

2,06 0,61 0,310,32 0,213,44 0,00 0,00 0,73 0,20 0,18 0,000,00 0,05 0,29 0,44a



Idő 34 óra32 óra30 óra/óra/

rdtó-Minták sa tó­ja tó-Pro-
fásia

Mata-
fásla

Mata-
fásia

Ana-
fásia

Pro-
fáais

Iteta-
fázio

Pro—
fásla

Ana-
fásio

Ana-
fásioZÍ0 sis sia

1,60I 0,600,00 1,800,40 0,00 2,300,50 0,90 1,00 0,00 0,50

0,10 1,80 3,30 5,102 0,95 0,00 1,05 0,40 0,90 0,00 1,30 0,00

3 0,70 4,301,00 0,00 1,70 0,50 1,70 0,00 2,20 2,80 1,50 0,00

1,604 0,90 1,25 0,00 1,901,10 0,00 2,70 0,90 1,00 0,002,25

0,605 0,00 2,10 0,40 1,00 3,40 0,000,70 1,40 0,00 2,00 5,40

6 1,60 1,600,80 0,00 1,50 3,900,80 0,00 0,70 2,300,80 0,00

X 0,60 1,60 0,671,00 1,05 0,00 1,72 1,72 2,10 0,00 3,820,00

0,460,27 0,23 0,79 1,310.28 0,00 0,50 0,00 0,57 0,92 0,00a
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ct pv CT
H

И*
 

н н
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4ДЗ 12,979,51 7,28 22,78 3,85 2,22 8,б06,8^ 1*53X 21,70 0,03 28,57 5,3 3

1,63 0,65 1,17 1,79 1,17 2,041,71 0,443,04 1,89 2,49 0,751,00 0,82 0,07 1,30

i
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3 őrá, /00 píerc 5 óra, 00 perc4 óra, 00 percIdő 2 óra, 00 perc
/óra,perc/

Mttó-fiütö—mtó- pro- Pro- Méta— Ana-
fázla fázis fázis zis

iünták
asáaa

liöta- Jiao— 
fázis fázis

mtó-Eeta- Meta- 2й?о- 
fázia fázis

Ana-
fázis

£ro—
fázis zisfáz ziszis

10,006,90 1,9010,90 1,70 3*40 2,205*902,908,30 I 3,30 0,701 2,001,70 14,30 2,90
*

8,802,50 1,40 1,907,50 5,502,70 9,60 3,20 1,803,00 3,00 2,71 13,70 4,10 2,802 E
9.Ю1,904,60 2,409,60 8,30 4,804,40 1,80 3,50 1,40 2,303,101,203 9,70 5,30

8,201,20 1,801,40 7,80 5,203,70 9,60 3,30 11,40 5,20 1,204,40 1,504 5,10 3,00

1,67 7,616,00 4,55 1,393,60 2,00 3,70 9,30 2,50 1,505,60 1,40 3,10 10,105 2,00

7,55 2,75 2,70 13,00 6,50 2,20 3,40 12,00 3,30 1,30 2,70 7,30 5,06 1,60 1,97 8,636

1,865,17 1,63 8,723,686,48 2,1a 2,30 7,303,00 11,60 2,10 ! 3,17 10,17 1,32X 4,90

0,810,110,48 0,492,83 0,61 0,54 0,791,01 0,370.79 2,30 1,23 0.72 | 0,27 1,34a



Idő
!óra,perc/ 6 óra, 00 perc 9 óra, 00 perc8 óra, 00 perc7 óra, 00 perc

Mi to­ll tó- 
zia

Minták 
a zárna

Mitó- Pro-
fázís

Méta-
fázis

Ana-
fázis

MitÓ-
zis

Pro-
fázis

Meta-
fázis

Meta-
fázis

Méta-
fázis

Ana-
fázis

Ana-
fázis

Ana-
fázis

Pro-
fázis

pro-
fázia ziszis

0,603,60 6,00 2,60 1,20 3,800,402,80 2,201 1,50 0,700,90 1,50 1,20 4,300,50

0,601,60 5,400,90 0,800,00 3,700,902 3,50 1,10 0,80 3,30 2,2o5,50 2,00 0,50

4,30 1,00 1,60 1,206,20 0,90 0,20 2,300,103 3,20 1,00 0,502,00 2,30 0,80 1,20

4,40 1,60 2,60 0,20 3,204 0,40 0,402,50 0,90 1,30 1,80 1,40 1,20 0,70 2,704,70

1,90 0,30 0,50 2,705 4,20 1,90 3,10 1,80 0,20 0,10 2,101,30 7,40 2,10 0,30 0,70

0,80 0,606 0,70 0,601,80 1,10 4,20 1,90 0,50 0,10 2,50 2,10 3,403,20 2,30 0,80
I

X 0,60 3,473,13 1,07 3,93 1,57 0,53 0,22 2,32 2,28 0,591,30 5,50 2,18 0,72 1,03

0,86 0,46 1,43 0,28 1,080,41 0,54 0,31 0,44 0,83 0,27 0,380,19 0,230,230,39s
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X 6,90 6,704,50 1,400,90 5,40 4,10 1,200,50 1,90 4,30 8,500,20 5,50 2,00 1,00

8,80 1,001,60 1,30 21,102 5,70 1,50 9,20 8,702,00 3,10 0,10 3,20 5,70 1,400,00

0,603 1,804,90 1,30 1,80 1,50 8,403,00 3,30 0,30 0,30 5,104,20 9,70 1,70 12,20

7,60 2,80 0,90 0,20 6,90 8,604 1,30 11,405,00 1,90 1,500,70 1,70 0,803,90 9,40

7,10 3,80 0,80 0,40 10,60 3,60 1,305 4,70 1,00 1,40 1,30 1,005,00 8,00 1,30 5,90

6 5,60 1,80 2,00 9,40 1,20 0,00 0,20 IAO 8,80 1,60 1,50 1,80 8,005,00 1,2011,90

X 5,07 1,33 1,63 5,87 1,23 1,43 3,588,03 3,08 0,38 I 0,38 3,85 7,43 1,50 1,28

1,06 ; 1,06 0,38 1,69 0,19 0,31 I 2,250,48 0,52 0,33 1,43 0,410,51 2,27s
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