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Absztrakt
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A kromoszomak DNS, hiszton és non-hiszton fehérjék specialis komplexumai,
melyek a sejtosztodas soran biztositjak az atorokité anyag megfelel6
szegregacidjat. Szerkezetiik és a kialakulasukhoz vezeté kondenzacios folyamat
molekularis mechanizmusai nem pontosan ismertek. Kisérleteink célja a human
metafazisos kromoszomak szerkezetének és szerkezeti dinamikajanak pontosabb
megismerése specialis molekularis mechanikai médszerekkel. Kromoszomakat
periférias vérlimfocitakbol izolaltunk. A sejtosztodast kolhicinnel allitottuk meg
metafazisban, a sejteket hipotonias oldattal tartuk fel, majd a kromoszomakat
metanol-ecetsavas kezeléssel tisztitottuk, fixaltuk. A nanomechanikai méréseket
atomeroémikroszkoppal végeztiik. Sikerrel vizualizaltunk, manipulaltunk egyedi
human metafazisos kromoszomakat. A kromatida karok hossztengelye mentén
periodikusan ismétlodo barazdaltsag volt megfigyelhetd, mely periodicitasnak a
mértéke analizisiink alapjan 400-600 nm kozott valtakozott. Nanomechanikai
manipulalas soran viszkoelasztikus strukturakat hiztunk ki a kromoszomak
feliiletébol. A maximalis megnyulas tipusosan tobb szaz nanométer volt. A kihuzott
strukturakat sikerrel azonositottuk. A felvett eréspektrumokban repetitiv
filrészfogak jelentek meg, amelyek a kromatinszalat rogzito kolcsonhatasok
felszakadasaval, illetve a kromatinban mechanikai eré hatasara fellépo szerkezeti
valtozasokkal kapcsolatosak.
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1. Irodalmi bevezetés

1.1 Bevezetés

A kromoszdma a gordg chroma=szines és soma=test szavakbol tevddik dssze. A
kromoszdémakat eldszor Karl Wilhelm von Nageli figyelte meg 1842-ben, részleteiben
pedig 1882-ben vizsgélta meg Walter Flemming. A sejtmag allomanyat ,,chromatin”-
nak keresztelte el, emellett pedig pontosan leirta a testi sejtek osztddasat, amelynek a
,mitosis” nevet adta. Nevéhez flizédik az elsé kromoszémaszdm meghatirozéasa €s a

kromoszoémak hosszanti szétvalasanak pontos leirasa.

Waldeyer fedezte fel a kromoszomak legfontosabb szerkezeti elemét, a
centromert. Emldsok sejthibridjein végzett vizsgalatok eredményei alapjan annyi tiint
bizonyosnak, hogy az emldsfajok teljesen eltéré DNS-€bdl felépiild centromerjei
egymas sejtjeiben miikodoképesek, tehat az eltérd molekularis felépités ellenére idegen

kornyezetben is képesek feladatuk ellatasara.

1902-ben, az amerikai Walter Stanborough Sutton kisérletei alapjan megsziiletett
a ,kromoszoémaelmélet”, mely kimondja, hogy a normalis fejlddéshez teljes
kromoszdémadllomény sziikséges, az egyes kromoszomadk eltéré genetikai tartalommal
rendelkeznek és az egyes kromoszomaparok tagjai fliggetleniil, véletlenszeriien jutnak

az ivarsejtekbe.[1]

1910-ben Thomas Hunt Morgan bebizonyitotta, hogy a kromoszémak géneket
hordoznak, 1933-ban pedig rajott, hogy a kromoszomak fontos szerepet jatszanak az
oroklodés folyamatdban.[2] Az 1960-as ¢években kezdddott a kromoszoémak
elektronmikroszkdpos szerkezetvizsgdlata, ami a hetvenes években biokémiai
modszerekkel gazdagodva, a kromoszémavaz (,,scaffold”) modelljének megsziiletését
eredményezte. Eszerint a kromoszomakon beliil egy fehérjékbdl allo folytonos vaz
szervezi a DNS-t a kromatidak mentén hatalmas, korkoros hurkokba. A késobbi,
részletes vizsgalatok eredményei azonban kérdésessé¢ teszik az ilyen folytonos
fehérjevaz 1étét. Sokkal valdszinlibb, hogy a kromoszomdk ,véazat” fehérje—DNS-

részecskék halmaza adja, azaz a kromoszomalis DNS bizonyos szakaszai szerkezetépitd
4
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szerepet tOltenek be. Ugyanezen vizsgalatok tanusdga szerint a kromoszoémak

szerkezetileg legellenallobb szakasza a centromer.

1.2 Sejtciklus

Az osztddoképes eukaridta sejtek élete, a sejtciklus két részre, a nyugalmi
szakaszra és az azt kovetd sejtosztodasra tagolhatd. A nyugalmi szakasz elején a sejt
novekszik, tomege, térfogata gyarapodik, mert benne intenziv anyagcsere-folyamatok
zajlanak. Amikor eléri a megfeleld6 méretet, DNS-allomanya megkettézodik. A
nyugalmi szakasz végén a sejt felkésziil a hamarosan bekovetkezd sejtosztodasra. A
sejtciklus alatt jellegzetes valtozasok torténnek a sejtmag DNS-dllomanyaban. A
nyugalmi fazisban a magplazma csaknem egynemi, ekkor a kromoszémak, laza kinyult
allapotban vannak. Bazissorrendjilk ebben az allapotban irodhat a4t RNS-re, vagy
szolgalhat mintaként a megkettézédéshez. Ezt a kromoszomaszerkezetet funkcids
formanak nevezziik. A DNS-allomany megkett6z0dése utan az utdédmolekuldk kettds
hélixei az Gn. befliz0dési pontban egyiitt maradnak. A funkcios formaju kromoszomak
fehérjemolekuldk segitségével, illetve strukturdlis valtozasok kovetkezményeként
kialakulnak a szallitasra alkalmas transzportkromoszomak. Ezek a tipusti kromoszomak
két, egy-egy kettds hélixbdl és fehérjékbdl allé kromatidabol épiilnek fel, amelyek a
befiiz6dési pontban kapcsolédnak egymashoz. Egy kromoszéman beliil a két kromatida
DNS-e teljes mértékben azonos bazissorrendli. A sejtciklus nyugalmi szakaszat
kovetden az eukariota sejtek kétféleképpen osztddhatnak, mitozissal vagy meidzissal. A
mitdzis szamtartd osztodas, ami azt jelenti, hogy a folyamat alatt nem valtozik a sejtek
kromoszémaszdma. A meidzis szamfelezd osztddas, az osztdodds végén kialakult

utddsejtek kromoszomaszama pontosan fele a kiindulasi sejtekének.
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1.3 Sejtmag

A nukleusz az eukariota sejtekben megtalalhatd sejtszervecske mely a sejt
genetikai anyaganak legnagyobb részét tartalmazza (1. dbra). FO funkcidja, hogy
irdnyitsa a citoplazmdban zajlé kémiai reakciokat. A nukleusz atmérdje atlagosan 6
mikrométer, ami a sejttérfogat koriilbeliil 10%-at teszi ki.[3] Dupla rétegli membran
veszi koril, melynek két rétege egymassal helyenként 6sszeér, ezzel pérusokat hozva
létre. A porusokon keresztiil zajlik a magi transzport, melynek fontos szerepe van a sejt
miikodésében.[4] A két membran kozotti teret perinukledris térnek nevezziik, ami a
DER terével folytonos. A magmembran belsé oldaldn szamos filamentum lathato, ezek
hozzak létre a nukledris laminat, ami tobbnyire fehérjékbdl all.[5][6] A laminak a
citoplazmaban szintetizalodnak és csak késdbb szallitodnak a sejtmag belsejébe. A
sejtmagban tobbnyire elszortan egy vagy néhany nukleolusz taldlhat6 (2. &bra). A
nukleolusz erdsen festddd sejtalkotd, melynek szerkezete és tomege a sejt életciklusai
soran valtozik, osztodaskor eltlinik, anyaga szétoszlik, majd az osztdédast kovetden
ujraképzdédik. Egy finoman szélas, egy szemcsés és egy halvanyan festédd szerkezeti
elemeket magaba foglald 6sszetevOkbol all. A nukleoluszt a nukleoplazma veszi kortil,
mely folyékony, gélszerli allaggal rendelkezik.[7] Anyagai kozé soroljuk nukleotid
trifoszfatokat, enzimeket, fehérjéket, transzkripcids faktorokat.
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2. abra A sejtmag felépitése

1.4 Kromoszoma morfologia

1.4.1 Altalanos szerkezet

A testi sejtek osztoddsa és az ivarsejtképzOdés soran az Orokitdanyagnak
hajszalpontosan 4t kell keriilnie az utddsejtekbe, illetve a sejtmagi DNS-nek olyan
szerkezeti rendben kell léteznie, amely lehetévé teszi az Ordkitdanyag hatékony
miikddését. A kromoszoémakban az osztodasok soran a sejtmag allomanyabdl kialakulo,
kettds, fonalas szerkezetekben a DNS 10 000-szeresen felcsavarodott allapotban van,
amelyet a DNS mennyiségének koriilbeliil kétszeresét kitevd fehérjék rogzitenek. A két
hosszanti fél (kromatida) — DNS-tartalmat tekintve — egymas tokéletes masolata. A testi
sejtek osztodasakor a szétvalt kromatiddk jutnak az utodsejtekbe, biztositva az

orokitdanyag molekularis pontossagli dtadasat.

A fajra jellemz6é kromoszoémaszam a sejtosztodas kozépszakaszaban allapithato
meg a legkdonnyebben. Az ember szoveteit felépitd, ugynevezett testi sejtekben 46
kromoszéma talalhatd, amelyek nagysaguk és alakjuk szerint parokba rendezheték. A
kromoszémak kozott vannak olyanok, amelyek férfiakban és ndkben azonosak, ezek az

ugynevezett autoszomak. Az ember szoveti sejtjeiben 22 par, azaz 44 autoszoOma van,
7
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ezek mellett még két gonoszomat taldlunk, melyeknek alapvetd szerepiik van az ivar
meghatdrozasaban. A ndék sejtjeiben két egyforma (XX) ivari kromoszoma van. A
férfiak X és Y ivari kromoszoémai alakjukban és méretiikben is jelentdsen eltérnek

egymastol, azaz nem azonos tulajdonsagokra vonatkozo6 génsorozatokbol allnak.

A mitozis alatt a kromoszomak kondenzalddnak, ekkor keriilnek metafazisos

allapotba. Ebben az éallapotban figyelhetdk csak meg egyenként fénymikroszkoppal.

A kromoszoémak felépitése elsd ranézésre nagyon egyszerlinek tlinhet, mégis
magasan szervezett szerkezettel rendelkeznek. Két testvér kromatidabol allnak,
melyeket a centromeron kot 0ssze. A centromert és a koriilotte levo részt a kinechtokort,
az elsddleges beflizddés helyének, a telomereket pedig citologiailag a karok végeinek

tekintjlik, nem jelennek meg semmilyen mas morfoldgiai jellegzetességként (3. abra).

A centromeron helyzete szerint elkiilonithetiink meta-telo-és akrocentrikus
kromoszomakat. A metacentrikusoknal, nevébol adodoan a centromeron a kromoszoma
kdzepén van, tehat a karok egyforma hossztiak. Az ember esetében ilyen az 1, 3, 19, és
a 20-as szamu kromoszoma. A telocentrikusok esetében a centromer a kromoszéma
végéhez van kozel, tehat a két kar, kiillonb6z6 hosszisagi. A rovidebb kart a ,,p”, a
hosszabb kart ,,q” betiivel jelzik. A karok ardnyat centromer index adja meg, ami a q
(hosszu) és a p (rovid) kar %-ban kifejezett ardnya. Az akrocentrikus kromoszémak

egykaruak, melyeknek centromer melletti végeit is a telomer zérja le.
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3. abra Genetikai anyag hierarchikus szervezddése

1.4.2 A kromatin

Az eukariotdk kromoszémaiban a nem kondenzalt genetikai anyag, a kettds
szalo DNS a sejtmagban hiszton fehérjékkel alkotott szerkezetben talalhatd, ezt a
specidlis szervezddést nevezziik kromatinnak, melynek a DNS megkettézddésében, a

replikacioban is fontos szerepe van.



ELTE-TTK

A kromatin szervezddésének harom f6 szintje van:

1. nukleoszoma— ,,beads on a string”, azaz gyongyflizér-struktira, melyben a két
fordulatnyi 146 bazisparnyi DNS, hiszton oktamereket fog kozre,
gyongyflizérszeriien;

2. 30 nm atmérdji kromatinfonal;

3. kromoszoma;

Két fajta kromatin létezik, az eukromatin és a heterokromatin.[8][9]

Az eukromatin a kromatin egy tipusa, mely gazdag génekben, legaldbbis a
heterokromatin régidhoz viszonyitva. Mivel a génjeit koriilvevé hiszton fehérjék nem
szorosan kotddnek a DNS-hez, ezért a génexpresszid aktiv, szinte folyamatosan irddnak
at az mRNS-be a gének informécioi.[10] Ha a kromoszémat megfestjiik GC-gazdag
régiokat kimutatni képes festékkel, akkor kapjuk meg az eukromatin rajzolatait,
melyeket R-sdvoknak is neveziink. Ez a festés a heterokromatinnal leirt quinacrin vagy

Giemsa festések negativjaként is felfoghato.

A heterokromatin a kromatin olyan tipusa, mely a génexpresszié szempontjabol
nem aktiv. A DNS-t koriilvevd hiszton fehérjék szoros kapcsolata miatt a polimeraz
enzim nem fér hozza a DNS-hez. Két fo tipusa van, a konstitutiv és a fakultativ

heterokromatin.

* Konstitutiv heterokromatin, mely sohasem aktiv, nagyrészt a
centromer koriil.
* Fakultativ heterokromatin, mely adott koriilmények kozott

kifejezddhet.

A konstitutiv heterokromatin sohasem irédik at, funkcidjaban irreverzibilisen
inaktiv. Az emberi kromoszoémak kozil az 1-es, 9-es, 16-0s és az Y kromoszoma
tartalmaz ilyen régiokat. Az ilyen fajtaju inaktivalodasnak a génexpresszioban jatszott
DNS 60%-at, és megfestjiilk Giemsa-festékkel, csak a konstitutiv heterokromatin régidok

festddnek meg, sotét savokat eredményezve fénymikroszkop alatt. Mivel ezen sdvok

10
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leginkdbb a centromereknél és az Y kromoszoma végénél jelentkeznek, C-savoknak

nevezték el Oket.

A fakultativ heterokromatinnak megvan a képessége, hogy visszatérjen az
eukromatikus allapotba, ezzel lehetdvé téve génjeinek kifejez0dését. A ndkben talalhatd
inaktiv X kromoszomajuk ilyen kromatinbdl all. Valdsziniileg ezen kromatin régiok
metilacioval ¢és hiszton acetilacioval tudnak ebben az dallapotukban maradni,
megakadalyozva az enzimeket, hogy a DNS-hez férjenek. A Giemsa-festés
fénymikroszkop alatt, egy fluoreszcens eljards (Quinacrin-festés) pedig fluoreszcens
mikroszkdpban egyarant kimutatja a fakultativ heterokromatin régiokat. Ezeket
nevezzik sotét Giemsa-savoknak és erdsebben fluoreszkalé Q-savoknak (4. abra)

[11][12][13]
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1.4.3 Hiszton fehérjék

A hisztonokat Albrecht Kossel fedezte fel 1884-ben. A hisztonok teszik lehetévé
a human sejtekben az 1,8 méter hosszsagi DNS molekula néhany mikrométerbe
tomoritését. [14] Metilacioja és acetilacidja révén képesek befolyasolni a génexpressziot
is. A hisztonok gazdagok lizinben és argininben. Az N-termindlis és globularis
doménjiikh6z kotddd enzimek miatt a poszttranszlacidos modifikaciokban van fontos

szerepuk.
Hat hiszton tipus ismert:

« HI (ritkan kapcsold hisztonnak vagy H5-nek is nevezik.)[15][16]
« H2A

. H2B
. H3
. H4

* Archaeilis hisztonok

Két-két H2A, H2B, H3 és H4 hiszton alkot egy oktamert, a nukleoszomat a 146
bazisparnyi, két fordulatban haladé6 DNS koriil. [17][18][19] Az 6sszekotd H1 hiszton
pedig a nukleoszomdk kozott teremt kapcsolatot. A HI hiszton fehérje egy az 5
eukariota sejtek kromatin szervezddésének kialakitdsdban résztvevd hiszton fehérjék
koziil. Rendelkezik egy centralis globularis doménnel, illetve hosszii N és C terminalis
végekkel. Ez a hiszton segiti el az un. 'beads on a string' szerkezet 4talakulasat a 30 nm
atmérdjli szolenoid strukturdba. A legfontosabb magasabb rendii szervezddés a 10 nm
atmérdjli beads-on-a-string, azaz gyongyfiizér struktira. A 100 nm atmérdjii kromatin
fonal, majd a jelentik a kromoszéma legfobb, egyben szabalyozasra lehetdséget nyujto
format. A HI1 a tobbi hiszton fehérjék mennyiségének felét teszi ki, mivel nem
alkotorésze a 'gyongyoknek'. A nukleoszomakon helyezkedik el, mintegy helyén tartva
a DNS szalat. A H2A, H2B ¢és H3 hisztonok szintén a kromatin szervezddésének
kialakitasaban vesznek részt és rendelkeznek egy centralis globularis doménnal, illetve

egy hosszu N terminalis véggel és eldsegitik a *beads on string’ szerkezet atalakulasat.

12
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A H4 egy hiszton osztaly, része a hiszton oktamernek. Az N-termindlis vége jatszik
szerepet a nukleoszoméban a TATA box felszabaditasaban. [20] Amikor aktivald
fehérjék kapcsolédnak az N-termindlis vég secifikus pontjdhoz, ez konformacids
valtozast idéz eld a hisztonban, melynek eredményeként atmenetileg a H2A és H2B
hisztonok nukleoszomabol torténd kilokddése megy végbe. E folyamat pedig a DNS
bizonyos részeit szabadda teszi a transzkripcids gépezet szdmara. Az atirddas utan az

oktamer szerkezete helyreall. [21][22][23]

1.5. Atomeromikroszkop (AFM)

Az atomerémikroszkdpot Gerd Binning fedezte fel 1986-ban amiért Nobel-dijat
is kapott. Az AFM a pasztazo tliszondas mikroszkdpok csalddjaba tartozo vizsgélati
modszer. A Pauli-féle kizarasi elv miatt a tii és a vizsgalt anyag elektronfelhdinek
taszitdereje az, ami a gyenge rugdallandé mellett nem engedi, hogy a tli behatoljon az
anyagba, viszont a rugdallanddja elég erds ahhoz, hogy a tiit a felszinhez nyomja. A
detektalasi rendszer feladata nem mads, mint a rugdlapka elmozdulasanak érzékelése.
Ennek leggyakoribb modja a fény-reflexios detektalasi modszer, mellyel a mérérugdra
iranyitott és arr6l visszaverddd vékony fénynyalab segitségével érzékelhetd a rugodlapka
deformécidja. A hasznalt fényforrds a lézer. A lézernyaldb elmozduldsat kvadrans
pozicidérzékeld fotodidda érzékeli (5. dbra). A mérés elkezdése el6tt a l1ézer-dioda, a
tiikor és a detektor mozgatasaval el kell érni, hogy a visszavert nyalab éppen a detektor
kozepére essen. Ezzel azt érjiik el, hogy a szegmensek dramainak §sszege maximalis, a
szemben 1év0 szegmensek dramainak kiilonbsége pedig nulla. A 1ézernek a rugolapka
végérdl kell visszaverddnie, mert ott maximalis a rugo kitérése. A leképezett felszini
topografiat kovetd lézersugar-kitéréseket elektronikai uton vissza lehet csatolni a

piezoelektromos transzducerek mozgasara is, amely sok mérési valtozatot tesz lehetové.

13
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2. Célkituzések

A kromoszémak az atorokitd anyag (DNS), a hiszton €s non-hiszton fehérjékkel
alkotott kiilonleges komplexei, melyek biztositjadk az orokitd anyag megfeleld
szegregacidjat a sejtosztddds soran. Kutatdsunk célja a human metafazisos
kromoszomak szerkezetének, szerkezeti dinamikéjanak, strukturdlis valtozasainak
megismerése. A kiilonbdz6 modusti rugalmas sajatossdgainak, mechanikai erdkkel
szembeni stabilitdsanak és erdvezérelt folyamatainak jellemzése. Szerkezeti
topografigjat  és  kialakuldsanak, kondenzacidés  folyamatanak  molekularis
mechanizmusait, befolyasolhatja a kdrnyezet ioneréssége, pH-ja, a jelenlevd enzimek,

illetve adott esetben a kromoszdma aberracidja. A kutatds soran szeretnénk megismerni

a kromoszomak fizikai tulajdonsagait a befolyasold tényezok valtoztatasa mellett is.
azok szerkezeti hierarchidjaba. Atomerd-mikroszkoppal tapogatjuk le a kromoszomak

feliiletét, majd kitlintetett pontokon nanomechanikai perturbaciok torténnek.

A ma is elfogadott kromoszoma modell szerint, a kromoszomakat fizikailag egy
kemény csének kell elképzelni, amit egy viszonylag vastag, de puha burok fog koriil.
Jelen és jovobeli vizsgalataim célja, hogy ezt az elméletet igazoljam vagy kiegészitsem
1) mérési eredményekkel, melyek megvaltoztathatjdk a kromoszoémak fizikai

tulajdonsagairol kialakult nézeteket.

Vizsgalataim célja:
A human metafazisos kromoszémak

* szerkezetének,

strukturalis hierarchidjdnak

szerkezeti dinamikajanak

* rugalmas tulajdonségainak vizsgalata

15
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Kromoszoma preparalas periférias vérbol

Anyagok: Ratiopharm - Heparibene Na 25000 injekcid (5x5 ml)

Cytogen — Lymphogrow (100 ml) REF: LGM-100
Sigma — Colchicine 95% (HPLC)

0.075M KCl

Carnoy oldat: 3:1 metanol-ecetsav

60%-0s ecetsav

A vérvétel és az izolalas sajat periférids vérbol, az I.sz. Sziilészeti és

Nogyogyaszati Klinika Genetikai laborjdban tortént. Az aldbbi izoldlasi modszert

rutinszeriien alkalmazzak a laborban.

S

10.

. Vérvétel-0.2 ml NaHeparin+1.8 ml periférias vér 2 ml-es fecskendébe

Sotét csavaros iivegbe, vagy centrifugacsdbe eldre felengedett 10 ml
Lymphogrow (Cytogen) taptalaj+13 csepp teljes vér

72h inkubalas 37°C-s termosztatban

72h mulva +300 pl kolhicin, majd 37°C-os termosztatba tessziik 1,5 drara
Centrifugalas 1200 G 10 perc

Feliiluszot leontom, 10 ml (0.075M) KCI-t csepegtetek hozza, ismét inkubalom
13 percig 37°C-on

Centrifugalas 1200 G 10 perc

Feliiluszot ledontdm, kdzepes erdsségli vortexes keverés kozben 10 ml 3:1
metanol-ecetsavat adok hozza (eldszor csak cseppenként), majd 20-25 percig
+4°C-on inkubalom

Centrifugalas 1200 G 10 perc

Feliiluszot ledntdom, ismét 10 ml metanol-ecetsavat adok hozza és 20-25 percig

szobahdmeérsékleten inkubalom
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11. Centrifugalas 1200 G 10 perc

12. Feliilusz6t ledntdm, 7 ml metanol-ecetsavat adok hozza és 20-25 percig
szobahdmérsékleten inkubalom

13. Centrifugalas 1200 G 10 perc

14. Feliiliszot ledntdm, majd 5-8 csepp 60%-os ecetsavat adok hozza

15. Felhasznalas el6tt cseppentés szobahdmérsékletii (vagy desztillalt vizes)

etanollal zsirtalanitott targylemezre

A nem azonnal felhasznalt mintak 4°C-on tarolandok.

3.2 Az atomeromikroszkop mérési eljarasai

a) Nem modulalt vagy DC eljaras

Ez az eljaras az erdt a rugolapka elhajldsanak detektdlasdval méri. A rugodlapka

fiiggoleges kitérése a Hooke-torvény szerint aranyos a ra hato erével:

F =kz

1. egyenlet

Ha a rugodlapka a felszin felett haladva a valtoz6 erd hatasara elhajlik, a

crer

rugblapka az eredeti allapotdba visszatérjen. Ezaltal felveheté a z irdnyl piezo-
fesziiltség V,(x,y) fliggvénye, ami megfelel a feliilet topografiajanak, feltéve, hogy a

tlire hat6 erd csak a tii és a felszin kozotti tavolsagtol fiigg.

b) Modulalt vagy AC eljaras

17
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Egy piezoelektromos kristaly segitségével a rugélapka a rezonancia-frekvencigja
kornyékén rezgésbe hozzuk, és a tiire hato erd valtozasara fellépd rezonancia-frekvencia
eltolodast detektaljuk. Ez a technika az eré gradiensére érzékeny, ami az effektiv
rugdallandot valtoztatja. Megmutathatd, hogy a tli és a minta kozotti vonzd erd

csokkenti, a taszito erd noveli a rezonancia-frekvencia értékét.

A mérési metodikdk a tii és a minta egymdshoz viszonyitott helyzete szerint is

csoportosithatok:

a) "Contact" mérési eljaras
A ti és a minta dllando kontaktusban vannak. [24] Ilyenkor a tii a taszitd
tartomanyban "dolgozik" . A k rugo6éallandot az érzékenység novelése érdekében kicsire
célszerli venni, azaz lagy rugolapkat kell hasznalni. A felszinen levd szennyezddés,
lecsapodott para miatt fellépd meniszkusz erd az egyik legzavardbb effektus, de
csokkenthetd hegyesebb tii hasznalataval, vagy megsziintetheté folyadék alatt torténd

méréssel.

- Allando ervel torténd mérés
A visszacsatolo rendszer a DC eljarasnal leirtak szerint mitkddve az erét allando
értéken tartja, a piezo kristaly z irdnyu fesziiltsége ugy modosul, hogy az "koveti" a
felszin topografiajat. Az osztott fotodiddas detektoron a fényfolt helyzete igy allando
marad. Ez a legelterjedtebb mérési eljaras.

- Valtozo erével torténd mérés

Itt a piezo kristaly z iranyu fesziiltsége allando, a rugolapka a valtozd erd miatt
torténd elhajlasat folyamatosan detektaljuk. A fotodetektor nem képes olyan mértékben
kovetni a kitéréseket, mint az el6z0 eljarasnal a piezo, ezért ez kevésbé elterjedt

technika.
- Lokalis erd spektroszkopia

A feliilet egy kivalasztott pontjan felvessziik az erd - elmozdulés (piezo z iranyu

elmozdulésa) fiiggvényt, az erdt pedig a rugdlapka elhajlasabol kapjuk meg. [25]
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b) "Noncontact" mérési eljaras

Itt az erd mérése az AC eljarasnal leirtaknak megfeleléen torténik. A
visszacsatoldst vagy konstans amplitadé vagy konstans frekvencia mellett végzik. Ezzel
nem érhetd el akkora felbontas, mint a contact eljarassal, viszont a mintat kevésbé
rongalja. [26] - Nagy amplitidoji rezonancia a merev rugdlapka a rezonancia-
frekvencijan rezeg (50-500 kHz), nagy amplitadoval (100-1000 A). A tii féleg a vonzé
tartomanyban mitkodik, de "behatolhat" a taszitd tartomdnyba is. Nagyon lagy mintdk
esetében hasznaljuk. - Kis amplitaddji rezonancia Ez is nagy rugdallanddval, de kis
amplitadoval (2-10 A) miikodd technika. Erzékeny a feliiletet boritd szennyez6désre. -
DC Noncontact Ez esetben nem rezegtetjiik a rugélapkat, de a taszitdé tartomanynal

joval tavolabb tartjuk annak tlijét.

3. "Tapping" eljaras
A nagy amplitddoju rezonancia eljardshoz hasonléan itt is 50-100 nm
amplitadoju rezgéseket végez a z-piezo, de a visszacsatolas Uigy van bedllitva, hogy a tl
minden rezgésnél érintse a feliiletet. Célszerii nagy rugdallandoval rendelkezd
rugblapkat haszndlni. Ez az eljarads azért elényds, mert a feliileten haté erék nem
karositjak a felszint (nincs vizszintes iranyt komponensiik), ugyanakkor a felbontés

megkozeliti a contact eljarassal elérhetd felbontast.

A mérési eljarasok csoportosithatok aszerint is, hogy a mérés levegdén vagy
folyadék kozegben torténik-e. A folyadékos eljaras specidlis mérési elrendezést igényel
(pl. folyadék-cellat). A folyadék lehet desztillalt viz, vagy bioldgiai mintdk esetében a

megfeleld puffer. Ezen mérési eljarés elénye, hogy nincs zavard meniszkusz erd. [27]

A rugo-tii rendszer f rezonancia-frekvencidjara és k rugdallanddjara fennall az

2. egyenlet
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Osszefligges, tehat a két feltétel akkor teljesiil egyszerre, ha az my effektiv tomeg kicsi.
A rugolapkak tipikus hosszsdga 100 pum, vastagsaguk 1 um, feliilnézetben téglalap
vagy V-alaktiak. A rugoélapkan levd tiik alakjukat, elektrokémiai maratassal kapjak. A
tiik elejénél koriilbeliil 5 um atmérdjiiek, mig a csticsuknal kevesebb, mint 500 A a

gorbiileti sugaruk.

A tli és a rugd mechanikai tulajdonsagai nagyban befolyasoljadk a mikroszkop

felbontoképességét. A mérérugoknak két feltételnek kell megfelelnitik:
1. A nagy érzékenység eléréséhez a rugdallandonak kicsinek kell lennie.

2. A kornyezetbdl érkezd zavard, viszonylag kis frekvencidji rezgések és a
visszacsatoldsi elektronika miatt fontos, hogy nagy legyen a rugd rezonancia

frekvencidja.

Az erémérés feltétele a minta rehidrataltsaga, tehdt a méréseket pufferben

végeztiik. A hasznalt oldat:

GIBCOBRL Buffer tablets "GURR” (Life technologies) 1097016, pH 6.8.
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4. Eredmények és megvitatasuk

Meéréseimet az Asylum Research MFP3D (Santa Barbara, CA) mikroszkoppal
végeztem. A szerkezeti topografia méréséhez szilikon-nitrid rugélapkat hasznaltam
(Olympus AC160, rezonancia-frekvencia levegében~350 kHz). A képek nagysaga 5 x 5
- 40 x 40 um-ig terjedt, felbontasuk minden esetben 512 x 512 pixel volt, a tipikus
scannalési frekvencia pedig ~0.5 Hz, viszonylag magas set point értékkel (0.8-1V).
Pufferben torténd pasztazas soran Az erdmérésekhez szintén szilikon-nitrid rugoélapkat
hasznaltam (Olympus Biolever, rezonancia-frekvencia pufferben ~10 kHz). A képek
nagysdga 5 x 5 - 40 x 40 um-ig terjedt, felbontasuk itt is minden esetben 512 x 512
pixel volt, a tipikus scannalési frekvencia ~0.3 Hz, 0.3-0.6 V-os set point értékeknél. A
pasztazasok AC modban torténtek.

200 pl preparatunot cseppentettem ki mikroszkop targylemezre, amit
szobahOmérsékleten hagytam megszaradni. Ezutdn egy rutin vizsgalati modszerrel, a
fazis-kontraszt mikroszkoppal bizonyosodtam meg arr6l, hogy a mintdban valoban
talalhatok metafazisos kromoszomak (6. abra). Ezutan kovetkeztek az AFM-es mérések

(7. abra) (8-9. ébra).

6. abra Fazis-kontraszt mikroszkop felvételek humén metafazisos kromoszomakrol
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m

7. abra Széarazon pasztazott human metafazisos kromoszoémak

8-9. abra Pufferben pasztazott kromoszémak AFM-mel készitett képe
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4.1 Topografiai szerkezet analizise

Az analizis sordn felvettik a kromoszomak feliileti topografidjat (10. abra),

illetve megmértiik a fobb geometriai paramétereket, a kromoszoéma karok magassagait

¢s szélességeit (11. abra).

Szélesseg

10. abra Topografiai analizis 3D képe

Gyakorlsag
Gyakorisag

0-
400 600 800 1000 1200 1400 100 200 300 400 500 600 700 800

Szélesség (nm) Magassag (nm)

11. abra A kromoszomak atlagos sz¢élessége €s magassaga

Az atlagos kromoszoma kar szélességekre 1014 nm-t, mig az atlagos

kromoszéma kar magassagokra atlagosan 423 nm-t kaptunk. Ezen értékek alapjan
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lathatd, hogy a kromoszéma karok magassdga messze elmaradnak azok szélességétol.
Ezt a jelenséget ellaposodasnak nevezziikk, mely azzal magyardzhaté, hogy a
kromoszémak a feliilethez valo kitapadasakor kiilonb6zé kdolcsonhatasok, illetve
kotések alakulnak ki, igy a kromoszomak bizonyos mértékii alakvaltozast szenvednek.

Az ellaposodas oka lehet tovabba a de-¢és rehidratalassal kapcsolatos.

A feliileti topografia analiziséhez tovabbi méréseket végeztiink (12-13. 4bra).

12. abra Kromoszoma feliileti topografiaja

280nm
65 ]
b

9V 240
© ]
&

£ 200
® l
t‘@ 160
gb 4
2 120
'2 | | | | | |

00 05 10 15 20 25 3.0pm
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13. abra Kromoszoma feliileti topografidjanak analizise
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A kar hossztengelye mentén periodikusan valtoz6 topografiat figyeltiink meg. A
csucsok kozotti tavolsag koriilbeliil 400-600 nm-es, amplituddjuk pedig 20-40 nm-es
volt. Ez az eredmény arra enged kdvetkeztetni, hogy a kromoszoéma karok periodikus
savozottsdgot mutatnak és valdsziniileg ezek a savok, kompakt és kevésbé kompakt

részekbdl allnak.

4.2 Nanomechanikai tulajdonsagok vizsgalata

A nanomechanikai tulajdonsagokat szintén atomerd mikroszkoppal vizsgaltuk.
Az erémérés elve, az hogy a rugdlapka tlijével allando sebességgel kozelitiink a minta
felé. Amikor a tii eléri a mintat, belenyomjuk ¢és onnan ugyanazzal a konstans
sebességgel elhtizzuk, a mintatol vertikdlis irdnyban. Amennyiben a tlire ratapadt
valamilyen struktara, az ellent fog tartani a tiinek és ezzel egyiitt a rugdlapkanak is ami
ennek hatdsdra meghajlik. Ebbdl az elhajlasbol, illetve a rugdlapka rugoallandodjabol
kiszamolhat6 a szoban forgod erd nagysaga (14. dbra). A nanomechanikai tulajdonsagok

mérésénél elengedhetetlen a minta rehidratéltsaga.
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14. abra ErOmérés elve

A regisztralt er6kbdl egy olyan erdspektrumot tudunk felvenni, mint ami az
alabbi abran lathaté (15. &bra). JOl megfigyelhetd az erd valtozdsa a tavolsag
fiiggvényében. Az erdspektrumon, a kétféle szin, az adatgyijtés iranyat jellemzi. A
piros szin azt a fazist jellemzi, ahol a rugdlapka tlijével kozelediink a felszinhez, illetve
ahol el is érjik azt, a kék szinli pedig az a fazis amikor a rugdlapka tavolodik a

kromoszoma feliletétol.

Az alabbi dbran a human metafazisos kromoszomak tipikus “fiirészfog” alaku
erdspektruma lathatd, melyen az erdk periodicitasa figyelhetd meg. A felszallo agban a
megragadott  szerkezetet folyamatosan feszitjik. A csucson pedig olyan

szerkezetvaltozas jon l1étre, amely a feszitett szerkezet hirtelen megnyulasaval jar.
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15. abra A kromoszoma tipikus eréspektruma és magyarazata

4.3 Eromérések analizise

Analizisiink soran megmértiik a kapott eréspektrumok teljes hosszat, az egymast
kovetd erdesucsok kozotti tavolsagokat és az erdcsucsok magassagat, vagyis azon erdk

nagysagat, melyekkel a minta ellentart a rugélapkéanak.

Az er0gorbék teljes hossza alapjan elmondhatjuk, hogy jellemzéek voltak a 200
nm-es és a 400-600 nm-es hosszisagok. Ezek mellett pedig sikeriilt, tobb szaz

nanométeres, illetve kozel 1 mikrométeres strukturdkat is kihuztunk a felszinbdl (16.
abra).
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14

Gyakorisag

Az erdesucsok kozotti tavolsagok mérésénél (17. abra) leggyakrabban 50-200
nm, illetve 400-600 nm-es értékeket kaptunk. Az el6bbibdl a nukleoszomak felnyilasara
kovetkeztethetlink, mivel az 1. cstcshoz rendelhetd érték, vagyis az 50 nm-es tavolsag,

elézetes irodalmak alapjan koriilbelill megegyezik annak a DNS szakasznak a

200 400 600 800 1000
Erégorbe hossz (nm)

16. abra Er6gorbék hossza

hosszéaval, mely erd hatasara letekeredik a nukleoszomardl.

A nagyobb erdcesucsok kozotti tdvolsagok (400-600 nm) dsszefiiggésbe hozhatok

az elObbiekben, a kromoszoma szerkezeti topografidjan lathato 400-600 nm-es

periodicitassal.
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17. abra Erdécsucsok kozotti tavolsagok
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Az erdeloszlasban (18. abra) lathaté egy ~50 pN-os maximum, amely jol
Osszevethetd az egyedi DNS illetve mesterséges kromoszdmaszalon végzett

eromérésekkel, ahol koriilbeliil ekkora nagysagi erénél zajlik a nukleoszéma

modell szerint erd hatdsara, a DNS rafesziilt allapotban van a nukleoszéman, de egy, a
szerkezetre haté masik erd hatasara a DNS disszocialt a nukleoszomatol, tehat a DNS

molekula szabadda valik.

Gyakorisag

0 50 100 150 200 250 300 350
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18. abra Az erdk nagysaga
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5. Osszefoglalas

Sikerrel vizualizdltunk ¢és manipuldltunk egyedi humén metafdzisos
kromoszémaékat. A kromatida karok hossztengelye mentén alterndldan elhelyezkedd
bardzdaltsag volt megfigyelhetd, melyek kompakt és fellazult struktirdkra utalnak és
periodikusan valtakoznak. Ennek a periodicitdsnak a mértéke a topografiai analizisiink
alapjan koriilbeliil 400-600 nm kozott valtakozott, mely tavolsdgok tobbszor

megjelentek az erdmérések soran is.

Nanomechanikai manipulalas soran viszkoelasztikus strukturdkat huztunk ki a
kromoszémék feliiletébdl. A maximalis megnyulas tipusosan tobb szdz nanométer volt,
¢s bizonyos esetekben elérte az 1 mikrométert. A kihuzott strukturdkat sikerrel

azonositottuk.

A felvett erdspektrumokban repetitiv flirészfogak jelentek meg, amelyek a
kromatinszalat rogzité kolcsonhatasok felszakadasaval, illetve a kromatinban
mechanikai erd hataséara fellépd szerkezeti valtozasokkal kapcsolatosak. Ezek alapjan a
periodikus szerkezetek felszakadéasara kovetkeztettiink. A kisebb (~50 nm-es csucsok
kozotti tavolsag) erdperiodicitas a nukleoszomak felnyilasara, mig a nagyobb (~400-600
nm) a kompakt struktiurdk erévezérelt felnyildsdval hozhatd Gsszefiiggésbe. A rugalmas
er6gorbéken megfigyelhetd volt a nemlinearis erévalasz, amely a kromatin illetve DNS
szal entropikus rugalmassagat jellemzi €s az erd-platd, amely a kromatinszal polimer-

gomolyagbol valoé konstans erdvel torténd kihtizasat jellemzi.

Osszességében tehat elmondhatd hogy fizikai Giton sikeriilt megbontanunk a
human metafazisos kromoszéma hierarchikus szerkezetét gy, hogy kézben minden
egyes lépésnél regisztralni tudtuk a szerkezeti elemek (nukleoszéma, DNS) kozotti

Osszetarto erdket.
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