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“Fiber exposure targeted DNA sequences in pulmonary cells”

Asbestikuitualtistuksen tiedetdan aiheuttavan solujen DNA-kaksoisjuosteen katkeamista, mutta
kohdesekvenssit eivat ole selvilla vaikka asbestialtistukseen liittyvid genomimuutoksia onkin
havaittu. Taméan tutkimuksen tavoitteena oli selvittaa krokidoliittikuitujen aiheuttamien
kaksoisjuostekatkosten muodostumisen kinetiikkaa keuhkon epiteelisoluissa (sydpasolulinjassa
A549 ja transformoidussa solulinjassa BEAS-2B) seka sita sijoittuvatko namé katkokset

keuhkoepiteelisolujen genomissa sattumanvaraisesti vai kohdennetusti.

DNA-kaksoisjuostevaurion seurauksena tietty histonimodifikaatio YH2AX paikantuu naihin
katkoksiin, joten katkosten muodostumista voi havainnoida taméan histonivariantin tunnistavaa
vasta-ainetta kayttaen. Solun viabiliteettitesteissa 2ug/cm? havaittiin keuhkon epiteelisoluille
jatkoanalyyseihin sopivaksi asbestikuitualtistuspitoisuudeksi. yH2AX-vasta-ainetta hyodyntéaen
tutkimme kaksoisjuostekatkosten muodostumista 1, 4, 24, ja 48 tunnin kuluttua altistamattomissa
negatiivisissa kontrollisoluissa, 1 pg/ml bleomysiinialtistetuissa positiivisissa kontrollisoluissa seka
2ug/cm? asbestialtistetuissa soluissa. Seka A549 ettda BEAS-2B negatiivisissa kontrollisoluissa oli
havaittavissa todennékdisesti endogeenisesta toiminnasta aiheutuvia yH2AX signaaleja kun taas
bleomysiinialtistetuissa soluissa YH2AX:n muodostuminen oli voimakasta. Asbestialtistettujen

solujen YH2AX signaalien maara lisdantyi 4h ja 24h kuluessa altistuksen alkamisesta.

YH2AX:n muodostumisen kinetiikan perusteella valittiin 24h altistusajaksi soluille, jotka kasiteltiin
DNA:n sekvenointia varten. A549-solujen YH2AX-histonivariantin sitomat DNA-sekvenssit eristettiin
YH2AX-vasta-aineen avulla immunopresipitoidusta kromatiinista. DNA sekvensoitiin lllumina GAIlIx
single read teknologian avulla ja preanalysoitua dataa tutkittiin IGV- ja Chipster-ohjelmistoilla.

Alustavat sekvenointitulokset viittaisivat siihen, etta katkokset sijoittuivat koko genomin alueelle.
Liitteena tutkimuksesta julkaistu abstrakti.
http://www.abstractsonline.com/Plan/ViewAbstract.aspx?sKey=6dc499c2-d3d0-45e6-9931-
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