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2. Roviditések jegyzéke

53BP1 - p53 koto fehérje

B-AKT —Béta aktin

ADAMTS1 - ADAM metallopeptidaz thrombospondin 1 tipusu motivummal 1
AIF-Apoptdzis indukalt faktor

AKTIP — AKT interacting protein

AP-1 — jun proto-onkogén

AP-2 — Transzkripcios faktor AP 2

APH-1 - APH1A gamma Szekretaz alegység
ARID5B/MRF2 — AT gazdag interaktiv domén 5B
ARNO/CTH2 — Citothesin 2

APOBEC3A - Apolipoprotein B mRNS editalo enzim, Katalitikus polipeptidszerti 3A
ATF3 — Aktivalo transzkripcios faktor 3

Atg — Autofagia-kapcsolt gén

ATM - Ataxia teleangiectasia mutans fehérje

ATR - ATM-rokon fehérje

BBC3 — BCL 2 k6t6 komponens 3

BE — bystander vagy szomszédsagi hatas

BIG2 - ADP-ribosylation factor guanine nucleotide-exchange factor 2
B-Gal - Szeneszcencia-asszocialt B-galaktozidaz enzim
BMP - Csont morfogén fehérje csalad

BMP4 - Csont morfogén fehérje 4

BRCAL1- breast cancer 1

CASP3 —kaszpaz 3

BTG2 — BTG csalad 2 —es tag

CASP 3 —Kaszpaz 3

CASP5 — Kaszpaz 5

CASP8 —Kaszpaz 8

CCND1- Ciklin D1

CCNA2 - Ciklin A1

CCNB1/CYP26B1 — Ciklin B1

CCNB2 - Ciklin B2
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CCNG1 - Ciklin G1

CD — Mitokondrialis DNS ,,Common” delécid
CDC2/CDK1 - Ciklins dependens kinaz 1
CDC6 - Ciklin dependens kinaz 6

CDC25A - Ciklin dependens kinaz 25A
CDC34 - Ciklin dependens kinaz 34

CDC45 — Ciklin dependens kinaz 45

CDCT7L - Ciklin dependens kinaz 7 Ligand
CDCR3 Ciklin dependens kinaz receptor 3
CDK2 — Ciklin dependens kinaz 2

CDKS5 — Ciklin dependens kinaz 5

CDKG6 — Ciklin dependens kinaz 6

CDKS8 — Ciklin dependens kinaz8

CDK 9 — Ciklin dependens kinaz9

CEA/PSGL1 - carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule
C-FOS — FBJ egér oszteoszarkéma virus gén homolog
Chk1 - DNS torés ellen6rzo fehérje 1

CLK1 - CDC-szerti kinaz 1

COIL - Kaoilin

COL1Al1 —Kollagén 1 A 1

COL5AL- Kollagén 5 A 1

COX2/PTGS2 - prosztaglandin-endoperoxid szintaz 2
CREBBP — CREB kot6 fehérje

CREBL — CREB Ligand fehérje

CSF- 1 — Kolodnia stimulalo faktor 1

CTGF — Kotoszoveti novekedési faktor

CTSD - Katepsin D

CXCL2 - C-X C motivum kemokin ligand 2
CXCL12 - C-X C motivum kemokin ligand 12
CXCL35 - C-X C motivum kemokin ligand 35
CXCR1 - C-X C motivum kemokin receptor 1
CXCR2 - C-X C motivum kemokin receptor2
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DARP — ankyrin repeat domain 23

DEGSL1 - delta(4)-deszaturaz, sfingolipid 1

DEVD - Asp-Glu-Val-Asp szekvencia, kaszpaz 3 hasito hely
DDB2 — Karosodas specifikus DNS koté fehérje
DDR — DNS karosodasra adott valasz

DISC- Halalt kivalté szignalizacios komplex

DKK1 — dickkopf WNT szignal inhibitor 1

DNA-PK - DNS-fiigg6 fehérje kinaz

DNAJB6 — Dnal (Hsp40) homolog, B alcsalad, tag 6
DUSP-1/MKP — kettOs specificitasu foszfataz 1
DUSP10 — kettds specificitasu foszfataz 10

E2F5 — E2 Transzkripcios faktor 5

EFNB1 — Ephrin B1

EGR — Korai novekedési valasz génl

EPB72 — Stromatin

EPOX — Epoxid hidrolaz 1

ERK 1/2 - Extracellularis Regulalt kinaz 1/ 2

FACS - fluoreszcens aramlési citométer

FANCE — Fanconi anemia, complementation group E
FAS- Fas sejt felszini halal receptor

FBLN1 — Fibulin 1

FBXWT?7 - F-box and WD repeat domain containing 7, E3 ubiquitin protein ligase
FDX- Ferredoxin

FDX2 — Ferredoxin 2

FDXR —Ferredoxin receptor

FGF — Fibroblaszt novekedési faktor

FPR1 — Formil peptid receptor 1

FOS - FBJ murine osteosarcoma virus onkogénhomolog
GADDA45 - novekedés gatlas és DNS sériilés gén
GAS1 — Novekedés gatlas specifikus gén 1

GDF15 - névekedési differencialodasi faktor 15

GI - genomialis instabilités
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GPX4/MCSP — Glutation peroxidaz 4
GZMBJ/CTLA1 - Granzim B

GSTAL- Glutation S- transzferaz alfa 1
GSTM3 — Glutation S- transzferaz mu3
YH2XA —H2A hiszton X

HDAC4 — hiszton deacetilaz

HEC - NDC80 kinetochore complex component
HIF-1 — hipoxia indukalt faktor 1
HNF4/TCF — hepatocita magi faktor 4,
H,0; - hidrogén peroxid

HR-homolog rekombinécio

H-RAS — Human Ras szarkoma gén
HSC — fucosyltranszferaz 1

HSPA8 — Hosokk 70kDa protein 8
HSPBP1 — HSPA koté protein 1

IERS — Azonnali korai vélasz génl

IGF2 — Inzulin szerti névekedési faktor 2
IL — interleukin

IL-1B — Interleukin 1B

IL 6 — Interleukin 6

IL10 —Interleukin 10

IL-33 — Interleukin 33

IR - 10nizal6 sugarzas

KRPS - Krebs-Ringer foszfat oldat
KRT7 - LC3 - microtubule-associated protein 1 light-chain subunit 3
LNT - linearis kiiszob nélkiili modell
LTC4S — Lukotrién 4 szintaz

MAPK - mitogén aktivalt protein kinaz
MDMZ2 - proto-onkogén, E3 ubiquitin protein ligaz
MIC-1 - Makrofag inhibitor citokin-1
MMP1 — Matrix metalloproteinaz 1
MMP3 - Matrix metalloproteindz 3
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MP - mofrogén fehérje

MSH2 - mutS homoloég 2

MTCH — Mitochondrial carrier genes

MIDNS - mitokondrialis 6rokitéanyag

MT1F — metallothionein 1F

MTND1 — Mitokondrialis DNSben kodolt NADH dehidrogenaz 1
MTND?2 - Mitokondrialis DNSben kodolt NADH dehidrogenaz 2
MTND3 - Mitokondrialis DNSben kodolt NADH dehidrogenaz 3
MTND4- Mitokondrialis DNSben kédolt NADH dehidrogenaz 4
MYO10 — Miozin X

NAG-1 - nem-szterotid gyulladasgatloszer aktivalt gén-1
NCSTN - Nicastrin

NHEJ - nem homolo6g végragasztas

NINJ1 — Ninjurinl

NTE — a sugarzas nem célzott hatasai

OAG-open angle glaucoma

pl6/CDKN2A- cyclin-dependens kinaz inhibitor 2A
p21lwafl/cipl- cyclin-dependens kinaz inhibitor 1A

p53- protein 53

P2RX2 — purinerg receptor P2X, ligand-kot6 ion csatorna 2
PA28 — Proteaszoma aktivator alegység 3

PAKS3 — p21 protein (Cdc42/Rac)-aktivalt kinaz 3

PBS- foszfat puffer

PCR- polimeraz lancreakcid

PCNA — proliferal6 sejt nukleéris antigén

PDCD 4- Programozott sejthalal fehérje gén 4

PDCD 6- Programozott sejthalal fehérje gén 6

PDCD10- Programozott sejthalal fehérje gén 10

PDCDGIP — Programozott sejthalal 6 kdlcsonhato fehérje gén
PE- plate-képz6 hatékonysag

PDF - placentabdl szarmazo faktor

PI3KR - phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase receptor



DOI:10.14753/SE.2016.1871

PLAB - placentabdl szarmazé csont morfogén fehérje
PLK2/SNK- polo-like kinase 2

PLKS - polo-like kinase 3

PMN - polimorfonuklearis leukocitak

PPM1D - protein foszfataz, Mg2+/Mn2+ dependens, 1D
PRB - retinoblasztoma fehérje

PRKCB1 —Protein kinaz béta 1

PSMAZ - Proteaszoma alegység kodold gén 2
PSMAG Proteaszoma alegység kodold gén 6

PSMBI Proteaszéma alegység kddold gén Bl

PTEN - Foszfatdz és tenzin homolog gén

PTGF-p - placentabol szarmaz6 transzformald novekedési faktor béta
PTGS2 - prostaglandin-endoperoxid szintaz 2

RAIL7 - zinc finger, MI1Z-type containing 1

Rad3 - DNS hibajavito fehérje Rad3

Rad4 - DNS hibajavit6 fehérje Rad4

Rad18 - DNS hibajavito fehérje Rad18

Rad50 - DNS hibajavité fehérje Rad50

Rad51- DNS hibajavito fehérje RadS1

RAS — Rat sarcoma gén

RAP1A - Ras rokon fehérje 1A

RB1 — Retinoblasztoma gén 1

RFC — Replikécios faktor 1 gén

RFX — Regulacios faktor X 1

ROS - reaktiv oxigén gyokok

RTK - Receptor tirozin kindz

RT-PCR- valés idejii lancreakcid

SA-BGal — Szeneszcencia asszocialt béta galaktozidaz
SCARAS3 — Scavenger receptor osztaly A, 3

SF - talélo sejtek frakcidja

SESN1 — sestrin 1

SERTAD1 — SERTA domén tartalmazé 1-es gén

10
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SH2D2A — SH2 domain containing 2A

SLIC1 — sorting nexin 20

Smad-4 - Smad csaladtag 4

SMARCE1 - SWI/SNF rokon, matrix asszicialt, aktinfiiggd kromatin regulator,
alcsalad e, 1-estag

SMUG/UNG - egy-szalu DNS szelektiv monofunkcionalis uracil-DNA glikozilaz 1
SOD2 — Szuperoxid diszmutaz 2

SOD3 — Szuperoxid diszmutaz 3

SUI1/EIF1- eukaryotic transzlacio inicial6d faktor 1

SULT2A1 - szulfotranszferaz csalad, citoszolikus 2A, dehydroepiandroszteron
(DHEA)-preferalo, 1-es tag

TE puffer - Tris-EDTA puffer

TF12/ZNF92 - zinc finger protein 92

TGF-B1 — Transzformald novekedési faktor béta 1

TGF-B2 — Transzformal6 novekedési faktor béta 2

THS1 - teashirt zinc finger homeobox gén 1

TIMP3 - TIMP metallopeptidazinhibitor 3

TM1 — Tropomiozin gén 1

TNFa - tumor nekrozis faktor alfa

TNFRSF10B — TNF receptor 10 B

TNFRSF11B — TNF receptor 11 B

TP53 — Tumor protein 53

TP53INP1 — TP53 indukalt magi fehérje 1

TRAF — TNF receptor-associated factor

TXNL2 - glutaredoxin 3

UBE2C- Ubiquitin konjugal6 enzim E2C

UBE4A- Ubiquitin konjugalé enzim E4A

UV - ultraibolya sugérzas

USP30 — Ubiquitin specifikus enzim 30

XRCC1 — X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 1
XRCC4 — X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 4

XRCC5 — X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 5

11
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XRCC6- X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 6
VCL — vinculin gén

WNT?2 - wingless-type MMTYV integration site family member 2

12
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3. Bevezetés

A sugarbiologia tobb évtizedes kutatdsai alapjan ma mar sok mindent megismertiink az
ionizalo sugarzasrol, aminek kovetkeztében sokat finomodtak a terapids és az egyéb
alkalmazasi modszerek. Azonban mind a mai napig szdmos kérdés van ezen témdaban,
ami még tisztazasra var.

Régota ismert, hogy az ionizald sugéarzas okozta sejtkarosoddsok a sejt tipusatol, a
sugarzasi koriilményektdl és a sugarzas nagysagatol fiiggden, kiilonbdzo mértékiiek és
jelentdségiick lehetnek (Blank és mtsai, Hendry és West; Olive és Durand 1997; Meng
¢és mtsai 1998). Vezethetnek a sejt halalahoz letalis mutaciokon keresztiil, okozhatnak
olyan szubletalis sériiléseket, melyek Osszeadodva hosszabb id6 elteltével
eredményezhetik a sejt halalat, vagy -elindithatnak olyan karosité folyamatokat,
melyeken keresztiil a sugarsériilést nem szenvedett egészséges sejtek, szovetek is
sériilhetnek. Attol fliggden, hogy milyen sejteket talal el a sugarzés, a letdlis hatés is
kiilonb6z6 sejthalal ttvonalakon keresztiil valosulhat meg.

A sugarzast kovetd kiillonbozo szdveti €s a sugarterdpia soran fellépd egyéni reakciok,
amik befolyasolhatjak az alkalmazott kezelést is mar régota ismeretesek (Bentzen és
Overgaard 1994). Az olyan specifikus markerek keresése, amelyek elére jeleznék a
kialakul6 egyéni kiilonbségeket és karosodasokat, mind a mai napig tart (Andreassen és
Alsner, 2009), hiszen a tényleges hatast egyelére csak becsiilni tudjuk a dozis és a
sejttipus ismeretében, a sugarterapia sordn is alkalmazott modellekkel. A
sugarvalaszban ¢s az egyéni sugarérzékenységben szerepet jatszo gének felderitése,
illetve hatasanak vizsgalata kozelebb vihet minket ennek a folyamatnak a pontos
megismeréséhez.

A terapias dozisok alkalmazasa mellett szamolnunk kell a szoveteket ért
sugarterheléssel az egyes orvosdiagnosztikai vizsgalatok sordn, melyeknek a dozisa az
ugynevezett kis dozis tartomanyba esik, és amelyeknek a hatdsarél mind a mai napig
nem egységes az irodalom.

Mind a nagy, mind a kis dozist expozicid esetén figyelembe kell venni a sugarzas
ugynevezett nem célzott karos hatasait is, mint a szomszédsagi hatas, illetve a
genomialis instabilitas, melyek koztudottan nem kovetik a dozis-hatas modelleket

(Kadhim és mtsai 2013), ezért a kovetkezményeik nehezen prediktalhatok.

13
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Nagyon fontos olyan biomarkerek és biologiai folyamatok megismerése, melyek ezekre
az elére nem meghatarozhato folyamatokra iranyulnak, ¢és segitik azok
bekovetkezésének valoszinliségét megallapitani. Mivel akar egy sejten beliil is tobbfajta
jelatviteli utvonal aktivalodhat egyszerre és vezethet a karosodashoz, nem elég, ha csak
megfigyeljiik a sejtek pusztulasanak bekdvetkeztét, azt is tudnunk kell melyik utvonalak
a legérzékenyebbek a sugarzasra, az egyes molekuldk hogyan befolyasoljak ezeket az
utvonalakat, érvényes-e ez tOrvényszeriien minden sejtre, illetve milyen egyéb
koriilmények kellenek az egyes valtozasok biztos bekdvetkeztéhez. Jelen munkdmban
olyan biomarkereket vizsgaltam, melyek kozelebb vihetnek ezek megvalaszolasahoz.
Ezek a molekuldk, illetve molekuléris valtozasok szerepet jatszanak a sejtek sugarzasra
kialakitott valaszdban, a sugarérzékenységben, a nem célzott hatasok, mint a genomiéalis

instabilitds, szomszédsagi hatds és a sejthalal bekdvetkeztében.

3.1. A sugarzds sejtkdrosité hatdsa

A sugarzés karositd hatasa ugy alakul ki, hogy az ionizal6 sugarzas elnyelddik a sejtben
¢s annak energiat ad at. Az atadott energia gerjesztett allapotba hoz egy molekulat,
atomot. Az energia atadads lehet direkt, vagyis az elnyelddés €és a hatds ugyanazon
molekuldn kovetkezik be, illetve indirekt energiaabszorpcid, mikor a hatds mas
molekulakra kozvetitddik, példaul reaktiv oxigéngyok képzddés kovetkeztében
(Pesznydk és Safrany, 2013).

A sugarzas direkt és indirekt hatasai egyiittesen a sejt hibajavitasi mechanizmusainak
beinditasat, vagy a sejt halalat eredményezik (Spitz és mtsai 2004). A sugarexpoziciot
kovetd oxidativ valtozdsok még hosszii ideig fennmaradhatnak, ismételt reaktiv
gyokképzodést indukalva, ami hosszatavon egészségkarositdé —mechanizmusok
beindulasahoz vezet (Azzam és mtsai 2012).

A sugarzas kovetkeztében kialakulo karosodasrol az igynevezett target teoria kimondja,
hogy a hatas eléréséhez, a sugarzasnak el kell talalnia a sejtet (Kiefer 1971). A sejten
beliil az ionizald sugarzas elsddleges célpontja a DNS molekula (Warters és Hoffer,
1977), aminek sériilése vezethet a sejt halalahoz. Az 6rokité anyagon kiviil azonban a
mitokondrium ¢és a sejtmembran is szolgalhat célpontként, de ezek a folyamatok

mechanizmusai kevésbé tisztazottak (Pesznyak és Safrany, 2013). A DNS kettdsspiral
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sériilése nagyon sokfajta lehet. El6fordul mindkét lancot érintd kettds lancszakadas,
illetve csak az egyik lancot érintd bazistorés, baziscsere, lanc denaturacio, 1étrejohetnek
a lancok kozott illetve a lancok és a kornyez6 fehérjék kozott kémiai keresztkotések. A
kétlanch DNS torés tipikusan a sugarexpozicio jellegzetessége, jelent0ségét noveli,
hogy a hibajavitasa eukaridta sejtekben nehézkes, és a javitas soran IS gyakran
el6fordulnak hibak. Prokariotakban a homoldg rekombinacid6 (HR) (Shinohara és
Ogawa 1995), mig eukaridtakban a HR mellett (Frankenberg-Schwaber és mtsai 2009)
a ,,nem-homoldg végragasztas”, a non-homologous end joining (NHEJ) mechanizmusa
felel6s a kettés DNS lanc torések kijavitasaért (Gottlich és mtsai 1998). A DNS
karosodasok 1étrejottét a szovet sugarérzékenysége nem befolyasolja, szamuk a doézissal
aranyos. A sugarérzékenységben a sejt tipusa, osztddasi képessége, a hibajavitasi
mechanizmusok hatékonyséaga, a kornyezet oxigénellatottsaga és egyéb mechanizmusok

jatszanak szerepet (Joiner és van der Kogel, 2009).

3.1.1. A4 sugarzas hatasara bekovetkezo sejthalal modja

A sugarzas hatasara bekovetkez6 sejthalal modja eltérd lehet az egyes sejtekre nézve.
Az irodalmi adatok nem egységesek maguknak a sejthalal tipusoknak a csoportositasat
tekintve sem.

Kroemer és munkatarsai 2009-ben publikalt munkajukban (Kroemer és mtsai 2009)
megkiilonboztetnek tipikus sejthaldl formékat, mint az apoptdzis, az autofdgia, a
nekrozis €és a szemlencsében eldfordulo kornifikacid, valamint atipikus formékat, mint a
mitotikus katasztrofa, az anoikis, az excitotoxicitas, paraptozis, piroptozis, pironekrozis,
entozis, és az idegsejtekre jellemzd walleri degeneracid. Okada és Mak egy korabbi
munkijukban még a tipikus formékhoz soroljdk a sugarzés hatdsara kialakulo
szeneszcenciat (Okada és Mak 2004). Egy masik fajta csoportositas szerint a nekr6zison
kiviil az apoptdzis, autofagia, necroptozis, piroptozis mind a programozott

sejthalaltipusokhoz tartoznak (Inoue és Tani, 2014).
3.1.1.1. Nekrozis

A nekrozis a sejthalal legaltaldnosabb forméja. A sejt €s organellumai a folyamat soran

megduzzadnak (oncosis) belsé szerkezetiik szétesik, mitokondrialis valtozasok
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kovetkeznek be, a DNS-e¢ degradalodik, a sejt szétesik. A szervezetben a nekrotikus
reakciokat gyulladasos reakciok kisérik (Kim és mtsai 2007).

A sugarkezelés hatasara bekovetkez6 nekrotikus sejtpusztulds régdta ismert, de tovabbra
is kutatott teriilet mind in vitro (Akagi és mtsai 1993; Grasso és mtsai 2014), mind in
vivo koriilmények kozott (Cronin és Brauer, 1949; és Parvez és mtsai 2014).
Megemlitendd, hogy nem csak magas do6zisu sugarkezelés hatasara (> 32-50 Gy) tudtak
nekrozist indukalni in vitro koriilmények kozott példaul neuronokban (Gobbel és mtsai
2001) és MOLT-4 leukémias sejtvonalban (Akagi és mtsai 1993), de human
immortalizalt Kkeratinocita HaCaT sejtvonalban alacsony, 0,5 Gy dézist gamma
besugarzas hatasara is leirtak mar nekrozist (Jella és mtsai 2012). Sokaig iranyitatlan
folyamatnak hitték, amely a sejt nagyon stlyos sériilése kdvetkeztében torténik meg.
Ma mar tudjuk, hogy az apoptdzishoz hasonldan, szabdlyozott utvonalakon keresztiil
torténik a tumor nekrézis alfa (TNFa), és a poli-ADP-rib6z polimeraz indukcidjan
keresztiil (Sosna és mtsai 2014), bar sok folyamat még nem teljesen tisztazott (Pesznyak
¢és Safrany, 2013).

3.1.1.2.  Apoptdzis

Az apoptozis, vagy mas néven programozott sejthalalt specifikus sejten beliili
valtozasok kisérik. A sejt gomb alakava valik, a kromatin kondenzaldédik, a DNS
fragmentalodhat. A sejt allomanya membrannal burkolt testecskékre, apoptoszomakra
hasad (ez az Un. blebbing, vagy levélhullatas), melyeket a szervezetben a kdrnyezd
sejtek fagocitdlnak, de gyulladasi reakciokat nem inditanak el. Jellemzd még ra a
proteolitikus enzimek, kaszpaz-kaszkad aktivacidja. A folyamat igen heterogén
lefolyast, aktivalodhat kiilsé (extrinsic) €s belsd (intrinsic) jelre, mitokondridlis
Gitvonalon. Altalaban gyors, adott esetben 6rak alatt bekovetkezd sejthalal. (Panganiban
¢és mtsai 2013)

Az extrinsic utvonal elinditasa halal receptorokon keresztiil torténik, amik kialakitjak a
nhalalt kivalté szignalizacios komplexet” (DISC) és elinditjadk a kaszpaz enzim-
komplexen keresztiil az apoptotikus folyamatokat (Yoshida és mtsai 2009).

Az intrinsic utvonal elinditdsdnak jele a sugarzas kovetkeztében az ATM fehérje altal
kivaltott DNS torés (Xiao és mtsai 2009; Surova és mtsai 2013). A DNS torést a
fehérjék egy csoportja érzékeli, mint példaul a DNS torés ellenérzé fehérje 1 (Chkl), a
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DNS-fliggé fehérje kinaz (DNA-PK), a p53-koté fehérje 1 (53BP1), a Rad50 fehérje.
Ezek a fehérjék a DNS-hez kotédve a DNS karosodas valasz-reakcidiért (DNA damage
response-DDR) felel6s enzimeket aktivalnak, példaul az az ATR kinazt (Verheij és
mtsai 2002; Kwon és mtsai 2002; Surova és mtsai 2013). Az enzimek aktivaljak az
intinsic Gton végbemend apoptozis legfobb iranyitojat, a pS3 fehérjét (Srinivasula és
mtsai 1998, Lippens és mtsai 2009). A p53 fehérjét a genom testéreként is emlegetik,
mert ez multifunkcionalis fehérje felel a DNS-t ért karosodas valaszaiért, és elindithat
tobbek kozott apoptotikus, a sejt taléléséért felelds, vagy a sejtciklust befagyasztd
folyamatokat (Chow ¢és Tron, Assefa és mtsai 2005; Escribano-Diaz és mtsai 2013). Az
apoptotikus folyamatok elinditdsakor a p53 fehérje a mitokondriumban lokalizalodva
pro- apoptotikus fehérjéket szabadit fel, amik végiil elvezetnek a sejt halalahoz
(Mancini és Moretti 2009). Sok kutatas fokuszaban all olyan szerek azonositasa, amik
novelik a p53 apoptozis indukald hatékonysagat, és ez altal a tumoros sejtek
érzékenységét a sugarterapiara (Vaseva és mtsai 2009), mint példaul a mi altalunk is
vizsgalt GDF-15 fehérje (Growth Differentiation Factor-15, Novekedési ¢és
differencialodasi faktor-15), ami szintén egy ilyen érzékenyité molekula szerepét
toltheti be.

Sokfajta tumoros sejtvonalra jellemz6 a moderalt, vagy nagy (1-20 Gy) d6zist sugarzast
kovetd iranyitott sejthalal, példaul tiid6é (Han és mtsai 2009), prosztata (Rodel és mtsai
2003), vastagbélrak (Kyprianou és Rock 1998) sejtvonalban. A rakos sejtvonalak
mellett immortalizalt simaizom sejtvonalakban és timocitakban (Suciu, 1983), valamint
normal primer sejtvonalakban is leirtak mar sugarexpoziciot kéveté apoptozist, példaul
tiiddartériabol szarmazo endothél sejtekben (Panganiban és mtsai 2012), illetve
neuronokban (Gobbel és mtsai 2001). Nagy dozisu sugarkarosodas mellett a kis dozisu
sugarzas hatasara (10200 mGy) is megfigyeltek mar iranyitott sejtpusztulast egér

bérben epidermiszbdl szarmazo sejtekben (Waters és mtsai 2013).

3.1.1.3. Autofagia

A sejthaldl sordn a sejt morfologiai valtozdsokon megy keresztiil, a citoplazma
vakuolizalodik, de az apoptozisra jellemzé DNS kondenzaciéo nem figyelheté meg. A
citoplazmaban az Onemésztésben szerepet jatszo lizoszoémak, vakuolumok jelennek
meg, a lebontds nem kothetd a fagocitdkhoz, az apoptdzisra jellemzd kaszpazoktol

fiiggetlen (Dodson és mtsai 2013).
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Normal koriilmények kozott a sejtben lejatszodd tgynevezett mikroautofagia soran a
sejt a sajat sériilt struktirait tavolitja el, ami nem vezet a sejt halalahoz. Azonban extrém
koriilmények kozott, mint az ionizald sugarzas hatasara bekovetkez6 makroautofagia
soran a sejt onmagat emészti meg, sajat intracellularis enzimei segitségével (Denton és
mtsai 2012). Mivel a mikroautofagia a sejt tulélését, a makroautofagia pedig a sejt
halalat indukalja, az autofagia tutvonalak aktivalasa sugdrzas hatdsara a szoveti
kornyezettdl fliggéen eredményezheti a sejt tulélését és halalat is (Panganiban €s mtsai
2013). Az autofagoszoma partikulumok 1étrejottében két fehérje komplex jatssza a
kulcsszerepet, az autophagy-related gene (Atg) fehérjék, és a microtubule-associated
protein 1 light-chain subunit 3 (LC3) (Campisi 2005, Campisi és d’Adda di Fagagna
2007).

Szamos tumoros sejtvonalban kimutattdk a sugarzas kovetkezményeként kialakuld

autofagiat (Kim és mtsai 2011; Yu és mtsai; Chiu és mtsai 2012).
3.1.1.4. Szeneszcencia

A sejtek osztodasi képességének in vitro koriilmények kozott is hatdra van. Ez az
ugynevezett Hayflick-limit mar az 1960-as évek ota ismert (Hayflick, 1962). A normal
nyugvo sejtekkel ellentétben, amelyek bizonyos stimulacio hatasara Gjra visszanyerhetik
osztodd képességiiket, a szeneszcens sejtekben ez a sejtciklus gatlas irreverzibilis
(Campisi J ¢és d'Adda di Fagagna F, 2007). A szeneszcencianak szamos kivaltd oka
lehet, kozéjik tartozik az oxidativ stressz, a kemoterdpia, vagy besugarzas
kovetkeztében kialakuldé DNS sériilés. Kiilonb6zo citokineken keresztiil aktivalodik,
mint interferon-alfa (IFNa) és transzformalé novekedési faktor-f (TGF-B) (Campisi J,
2005).

Az ionizald sugarzas hatasara bekovetkezd Oregedés (Szeneszcencia) soran a sejtek
megnagyobbodnak, citoplazmajuk ,,keskenyedik”, bar osztodasi képességiiket elvesztik,
¢letben maradnak. Jellemz6 rajuk a szeneszcencia-asszocialt -galaktozidaz enzim (SA-
B-Gal) megjelenése, felszaporodasa (te Poele és mtsai 2002).

A legtobb sejttipusban a DNS sériilést kovetden a p53 inditja be a Szeneszcens valaszt,
aminek célgénje és iranyitoja a p2lwafl/cipl, gatolja a sejtciklus G1-S atmenetének

beinditasaért felelés Retinoblasztoma fehérje (pRb) foszforilaciojanak gatlasat. Ezen
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kiviil a p21 a felelés a DNS sériilés kovetkeztében kialakuldé novekedés gatlasért

(Surova és mtsai 2013).

3.1.2. A sugarzas hatasara bekovetkezo sejtpusztulas idobeli lefolydsa

Csoportositas szempontjabol sugarzas hatasara kialakulo sejthaldlnak nem csak a tipusa,
hanem az idépontja is lényeges. Ennek megfeleléen megkiilonboztetnek korai, a
sugarzast kovetden néhany oran beliil bekovetkezd, és késoi sugarzas okozta sejthalalt

(1. abra).
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1. dbra A sugarzas hatisara bekovetkezd sejtpusztulds iddbeli lefolyasanak sematikus

abraja. Megkiilonboztethetiink korai pre-mitotikus, a sugarzast kovetden néhany o6ran beliil
bekovetkezd, és késoi, osztddas utani mitotikus katasztrofanak nevezett sejthalalt. A sugarzas

okozta sejthalal minden tipusa eléfordul az iddben elkiiloniilten lejatszodo sejtpusztulas soran.

3.1.2.1.  Pre-mitotikus sejthalal

A sejtek egy kis hanyadara jellemz6 a sugarsériilés kovetkeztében kialakuld
sejtpusztulés tekintetében megkiilonboztethetd a korai, néhany o6ran beliil bekovetkezo

sejthalal tipust, az ugynevezett pre-mitotikus sejthalalt (Endlich és mtsai 2000). Ez
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jellemz6 a timocitakra, limfocitakra, gyorsan osztdodo sejtekre és egyes raktipusokra,
ami magyarazata lehet az egyes tumorok sugarkezelésének nagy hatékonysagara. Szolid
tumorokban azonban ritkan megfigyelhet, inkabb limfomakban gyakori. A DNS-t
karositd hatasra kialakulo valasz (DNA damage response-DDR) percekkel a
sugarkezelés utan kialakul, pro- apoptotikus és tuléld (hibajavitasi, illetve a sejtciklust
beinditd) szignalokat kozvetit egyszerre. Mivel a pre-mitotikus sejthalalnal az
apoptotikus szignal aktivalédasa visszafordithatatlan, a sejt biztosan elpusztul a
hibajavitasi mechanizmus beindulasa ellenére. Emiatt a pS3 fehérje altal meghatarozott
apoptotikus jelatviteli utvonalat befolyasolé molekuldk nagy szerepet jatszanak a
sugarérzékenységben (Joiner és van der Kogel, 2009). igy példaul a munkam soran
vizsgalt egyik kandidéns gén, a GDF-15 is befolyasolhatja ezt a mechanizmust. Hasonld
korai sejthalal aktivacidé megfigyelhetd nagy doézis hatasidra mas sejttipusokon is,

példaul endothél sejteken (Garcia-Barros és mtsai 2003).

3.1.2.2.  Mitotikus katasztrofa
A késoi sejthalal normal proliferdld sejtekre és tumor sejtekre jellemzd, tobbszori

osztddas utan, a sugarzas utan hosszabb i1d9 elteltével. Mitotikus sejthaldlnak is nevezik,
mert a sejt osztddik még, mieldtt elpusztulna, illetve osztodas nélkiil nem is kdvetkezhet
be a sejtpusztulas (Forrester és mtsai 1999). Azokban a sejtekben, ahol a sejthalal késéi
idopontban kdvetkezik be, a pro- apoptotikus uUtvonalak mellett aktivalédnak a
sejtciklus €s a hibajavitasi mechanizmusokért felelds utvonalak, melyek segitik a sejtek
tulélését, ezért azokban a betegekben, ahol a hibajavitdsi mechanizmus sériilt,
nagymértékben novekszik a sugarérzékenység. A sejthaldl akkor kovetkezik be, amikor
a hibajavitas mar lezajlott, ez normal koriilmények kozott par ora, és a sejtciklus
szabalyoz6 molekuldk mar nem aktivak. Ekkor a sugarzas indukalta kezdeti DNS
sériilésekbdl mar csak nagyon kevés lelhetd fel a sejtekben, a sejtpusztulas okai a
sejtosztodas soran fellépd hibak. A mitotikus katasztrofa az osztddo sejtek sajatja, ahol
a sugarzds okozta sériiléseknek a nagy részét a sejt kijavitja, de nem tudja
megakadalyozni, hogy olyan sejtek is proliferdljanak, amik kromoszdémasériilést
hordoznak, és ez altal bekdvetkezzen a mitotikus katasztrofa. Tehat a karosodast nem
kozvetleniil maga a sugarzas, hanem annak kovetkezménye, a kromoszéma aberracio
valtja ki. A sejtosztddas sordn fellépd hibak jol megfigyelhetdk a kromoszoma-osztodas

metafizisaban. A sugarzas soran jellemzd formékat 6ltenek, mint példaul a dicentrikus,
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acentrikus, gyiirii alaki kromoszémak, a kizarddott mikronukleuszok, anafazisos hidak,
transzlokaciok (Joiner és van der Kogel, 2009). Ezek koziil a sejt a reciprok
transzlokaciot, illetve a dicentrikus kromoszoma Iétrejéttét bizonyos koriilmények
kozott talélheti, az acentrikus kromoszoma mutaciok azonban letalisak, hiszen a
centroméra megléte létfontossaghi a kromoszomak kettévalasahoz. A dicentrikus
kromoszémat hordoz6 sejtek is elpusztulnak rovid idén beliil, ha nem azonnal, a
mitotikus  katasztréfa kovetkezményeképp. Ezért korrelal jol a dicentrikus
kromoszomak, és a mikronukleuszok szdma az elpusztult sejtek szamaval, és egy
altalanosan elfogadott modszer a sugarkarosodas mérésére (Doherty, 2012). A
transzlokacid ezzel szemben nem okoz problémat a metafazis soran, a mutaciok évekkel
késdbb is megfigyelhetd a sugarzast elszenvedett emberek sejtjeiben.

A sejt a mitotikus katasztrofa eredményeként tehat pusztuldsra van itélve. A sejthaldl
bekovetkezte elbtt azonban osztodhat, utddsejtjei barmilyen idépontban elpusztulhatnak
a sugarzas utan (Minafra és Bravata 2014). A sejthalal tipusa lehet apoptozis, autofagia,
nekrozis, illetve szeneszcencia. Mitotikus sejthalal esetében azonban a sejt
pusztulasanak modja és kivaltd oka kozt nincs ok-okozati Osszefliggés. A leanysejtek
barmilyen fajta sejthaldl kovetkeztében elpusztulhatnak. Ez megkérddjelezné az egyes
sejthaldl tipusok, mint példaul az apoptdzis sugarérzékenységben jatszott szerepét.
Wouters és Skarsgard elmélete szerint erre az a magyarazat, hogy az apoptozist
indukald gének eltéréen valtoznak a sejtekben, annak talélési valoszinliségét nem
valtoztatjdk meg, ellenben befolyasolhatjdk a pusztulasi ratat, azaz hogy milyen
sebességgel halnak meg a sejtek (Wouters és Skarsgard 1997). fgy a sejthaldl modjanak
mégis jelentésége van, mert azon raktipusoknak, amelyek sejtjei képesek az
apoptozisra, sugarterapia kovetkeztében joval gyorsabban csokken a méretiik, korabban
reagalnak a kezelésre, mint akar a hasonlod sugarérzékenységli, de apoptdzisra nem

képes tumorok (Joiner és van der Kogel, 2009).
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3.2. A sugdrzds nem célzott hatdsai

Tobb mint hiisz éve kutatjak a sugarbioldgidban a sugarzas okozta nem célzott hatdsokat
(non- targeted effects-NTE), és vannak még a mai napig nem tisztazott mechanizmusok,
melyek ehhez a csoporthoz tartoznak (2. abra). A nem célzott hatasok definicio szerint
azokban a sejtekben bekdvetkezd valasz reakciok, amelyeket a sugarzas kozvetleniil
nem talalt el. Az ionizal6 sugarzason kiviil kémiai anyagok (Asur és mtsai 2009),

dioxinok (Korkalainen és mtsai 2012) is kivalthatjak a NTE hatasokat.

/' GENOMIALIS INSTABILITAS \

BYSTANDER HATAS

Hatas a
kezeletlen
szomszéd
sejtekben

/ \ Hatas az utodgeneraciokban /

A SUGARZAS NEM CELZOTT
HATASAI

/ ABSZKOPALIS HATAS \ / ADAPTIV VALASZ

Normal hatas

tumor Hatas

sugdrteriilet Kis doglsu elokezelés

Hatas a
sugarterileten
kiviil

N S

2. abra A sugarzas nem célzott hatiasainak sematikus abraja. A nem-célzott hatasok

Sugarrezisztencia

kozé tartozik a szomszédsagi, vagy Bystander hatds, az utddsejtekben kialakuld
genomialis instabilitas, a sugarteriileten kiviil esd teriileteket érintd abszkopalis hatas,
valamint a kis dozisu eldkezelés kovetkeztében nagydoézisu sugarexpozicid hatasat
csokkenté adaptiv valaszt (az é&bra Morgan WF 2003-as publikacigjanak

felhasznalasaval késziilt).
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Kadhim ¢és munkatarsai egy 2013-ban megjelent 6sszefoglaldo cikkben a kovetkezo
tulajdonsagokkal jellemzik a nem célzott hatasokat: ezeknek a hatasoknak a
megnyilvanulasahoz nem sziikséges a sugarzas hatasara bekovetkez6 DNS sériilés,
altalaban kis dozisok hatdsara (100 mSv alatt) nyilvanulnak meg, és nincs linearis
Osszefliggés a dozis és a hatds kozott. A nem célzott hatdsok bekovetkezése eszerint
nem mond ellent a target tedrianak, csak annak a ,kiterjesztése”, mert ugyan a sejtet
nem talélja el kdzvetlen a sugérzas, de elég akar egy sejt eltaldlasa is, €s a sugarhatas
kiterjed a tobbi sejtre (Kadhim és mtsai 2013).

A valtozasoknak két f6 csoportja 1étezik: a szomszédsagi hatasok (bystander effect-BE)
¢s genomikai instabilitas, genomic instability- (GI), ide soroljak még az adaptiv valaszt
(Adaptive Response-AR) és az abszkopalis hatast (Abscopal effect-AE) (Morgan és
Sowa 2015; Campa ¢és mtsai 2015).

Irodalmi forrasok gyakran kezelik a genomidlis instabilitast a szomszédsagi hatés
kovetkezményeként (Karotki és Baverstock 2012), de az els6 nem célzott hatdst
tanulmanyozé munkaban a genomikai instabilitdst a direkt besugérzott sejtekben
bekovetkez6 valtozasként irtak le (Kadhim és mtsai 1992), vagyis a szomszédsagi
hatastol fliggetlentil is 1étezik.

A hatasok mechanizmusara tobb in vitro és in vivo koriilmények kozott is tesztelt

elmélet is 1étezik.

e Az egyik szerint a NTE kivaltdo oka a mitokondridlis sériilés kovetkeztében
megemelkedett reaktiv oxigéntermelés, aminek kovetkeztében gyulladas is
kialakulhat. Az elmélet legfébb problémaja, hogyan valosulhat meg egyediil a ROS
molekuldk altal a generaciokon keresztiil atadodo sériilés genomidlis instabilitas
esetén (Morgan, 2003)

e Azzam ¢s munkatarsainak elmélete szerint a sériilés a sugéarzas utan kialakulé p53
tumor szuppresszor gén altal indukalt jelatvitel kovetkezménye, és a sejtek kozti
intercellularis kommunikacioban, a gap-junction kapcsolatain keresztiil valdsulhat
meg (Azzam és mtsai 1998, 2002).

o Létezik egy feltevés, ami szerint a szdveti extracelluldris matrix sériilésének

,bevésddésében”, perzisztens atrendezddésében, nagy szerepe van a TGF-B
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molekulanak, ami az extracellularis matrix atalakuldsok egyik szabalyozoja, és rajta
keresztiil megvaltozik a sejt funkcioja is (Barceloss-Hoff és mtsai 2001).

e Egy 2008-as tanulményban Maxwell €s munkatirsai egy olyan mechanizmus
kovetkezményeként irjak le a genomialis instabilitast, amely a DNS telomereket
érinti. Ennek az osztodasban fontos szerepet jatszo résznek a sériilése okozhat
nagyobb DNS szakaszokat is érinté kromoszoma-valtozasokat, akar a heterozigota
jelleg elvesztését is (Maxwell és mtsai 2008)

e Tobb irodalmi adat is alatdmasztja a legutolsd hipotézist, miszerint a nem-célzott
hatasok a DNS epigenetikai valtozasanak kovetkezményei, mint a DNS metilacio és
hiszton acetilacid, vagy a nem kddold szakaszban 1étrejovo valtozasok, amik
megvaltoztathatjak az egyes fehérjék expresszios mintazatat (Raynaud és mtsai
2000).

A tovabbiakban részletesen kifejtem a nem-célzott hatasok jellemzdit, a kisérleteink

tekintetében.

3.2.1. A bystander, vagy szomszédsagi hatas (BE)

A direkt karosodas mellett tehat a sejtben felléphetnek a sugarzas hatasara igynevezett
nem-célzott hatasok is. Ilyen példaul a besugarzott sejtek melletti szomszéd, vagy mas
néven ,.bystander” sejtek karosodésa, haldla. Ez esetben a sejteket nem éri kozvetlen
sugarzas, nem érvényesll a target-tedria, a sejtek mégis olyan bioldgiai karosodasokat
mutatnak, példdul DNS karosodast, kromoszéma aberracidkat, mutaciokat és
génexpresszids mintazatot, mintha direkt sugarzas érte volna 6ket. Magas LET (linearis
energia transzfer) értékll o sugarzast, illetve rontgen-sugarzast alkalmazva a szomszédos
sejtek halalat tudtak eldidézni. Ezt a hatast nem csak nagy, kis d6zis (100 mGy) hatasara
is mar képesek voltak detektalni szomszédsagi tipusu sejthalalt mikronukleusz assay-jel
(Belyakov ¢és mtsai 2001). Irodalmi adatok utalnak ra, hogy kis dozisoknal
érvényesiilhet jobban is a karositdé mechanizmus (Kadhim és mtsai 2013). A kis dozisok
jelentds kovetkezményeit foleg ezeknél a szomszédsagi hatasoknal valoszintsitik, ahol
kevés sejt érintett a kozvetlen karosodasban, de a hatasuk annal kiterjedtebb lehet a
kornyezd sejtekre (Joiner €s van der Kogel, 2009), mivel a szomszédsagi hatasok nem

fiiggenek a dozistol és a sugarérzékenységtol.
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Sok kisérlet eredménye utal arra, hogy azokban a sejtekben kovetkezik be a
szomszédsagi hatds, melyek szorosan illeszkednek, gap-junction kapcsolattal
rendelkeznek (Prise és O’Sullivan 2009), és az igy kialakitott kommunikacios hid,
melyen a jelatvivé molekuldk is kézlekedhetnek, hozhatja létre a kornyezetet, amelynek
karosit6 hatdsa akkor is megmutatkozik, ha a sejteket nem érte direkt sugarzas (Azzam
¢és mtsai 2002, Yang és mtsai 2005). Ezeknek ellentmondanak azok a kisérletek, ahol a
sejtekben érintkezés-mentesen értek el szomszédsagi hatast (Mothershill és mtsai 2006).
Ezeknek az ellentmondasos adatoknak az eredménye, hogy bar maga a szomszédsagi
hatds mar régéta ismert, a karositdo folyamatokért felelés molekularis mechanizmus a
mai napig nem teljesen tisztazott.

Murphy és mtsai egy 2005-ben bemutatott tanulmanyukban ngy talaltdk, hogy a
mitokondrialis DNS-ben torténd pontmutacioknak szerepe van a szomszédsagi hatasban
(Murphy és mtsai 2005), és hasonléan fontos szerepet tulajdonitanak a folyamatban a
mitokondrium szam emelkedésének a sejtekben (Nugent és mtsai 2007).

Szerepet jatszhat tovabba a szomszédsagi hatasban a szérum szerotonin szint iS
(Mothershill és mtsai 2010). A szerotonin a sejtekben ionizalo sugarzas hatasara a
szerotonin receptor 3A receptorokhoz kotédik (Poon és mtsai 2007). A szerotonin
kotddes hatasara a receptorok, melyek kalciumcsatorndk is egyben (Ferriere és mtsai
1997), a kalcium bedramlasat serkentik, ami egyike a szomszédsagi hatas kovetkeztében

kialakulo sejthalal els6 megismert mechanizmusainak (Lyng és mtsai 2002).

3.2.2. A genomialis instabilitds (GI)

A genomidlis instabilitds (GI) a sugarzas hatisara az utdodgeneraciokban létrejovo
karosodasként definidljak. A kéarosodas létrejohet a direkt sugarkezelés és a
szomszédsagi hatas kovetkezményeképpen. A GI kialakuldsdra a szomszédsagi
hatashoz hasonléan tobb elmélet létezik, amelyeket mar a nem-célzott hatasainal
kifejtettem.

Karotki és Baverstock egy 2012-es 0Osszefoglald tanulmanyukban leirjak, hogy a
sugarzas indukalta genomialis instabilitas (Radiation induced genomic instability-RIGI)
altalanos jellemzdje, hogy generacidkon keresztiil, és sejtrdl sejtre atadodhat,
perzisztensen fennmaradhat anélkiil, hogy az egész sejtet érinté molekularis karosodas
megjelenne, aztdn végil egy utols6 DNS muticioban manifesztalodik (Karotki és

Baverstock 2012), ami a sejt halalahoz vezethet.
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A Gl kialakulasanak végpont alapjan megkiilonboztethetiink korai idGpontban és
késleltetett, vagy késdi genomialis instabilitast (Karotki és Baverstock 2012). A késdi
karosodasokat altalaban pont mutaciok (Chang és Little 1992), a koraiakat inkabb
deléciok (Grosovsky és mtsai 1996; Little és mtsai 1997) kialakulasa jellemzi. Mas
karositd agensekkel, mint példaul kémiai mutagénekkel (Vilarino-Guell és mtsai 1992),
nehézfémekkel (Glaviano és mtsai 2006), vagy akar baktériumfert6zéssel (Cuevas-
Ramos 2010) is el6idézhetd genomialis instabilitas.

Kadhim ¢s munkatarsai egy 2013-as 0Osszefoglalo munkajukban a genomialis
instabilitdst egy dinamikusan valtozd génhélozat szabalyozasaban bekovetkezd
visszafordithatatlan valtozasként irjak le, ami ugyan nagyon altalanos megfogalmazas
(Kadhim ¢és mtsai 2013), de ebbdl levont kovetkeztetésiik viszont az altalam is osztott
nézet, hogy a genomikai instabilitas végpontja nem biztos, hogy a sejt halala, és nem is
csak ezen a szinten megfigyelheté valtozasokat kell figyelembe venni ennél a

folyamatnal.

3.2.3. Abszkopalis effektus

A sugarzasnak azon tulajdonsagat, hogy a sugarkezelt régiokban kialakulhatnak
daganatok, mar az 1960-as években leirtdk. Létezik azonban egy ugynevezett
abszkopalis hatas, a sugarexpozicidt kovetden a sugarkezelt région kiviil talaltdk ezt a
hatast (Siva és mtsai 2015). Az abszkopalis effektus szorosan kothet6 a sugarkezeléshez
(Morgan és Sowa 2015), amely soran a tumorszovet egy nagy dozisu koriilbeliil 50-70
Gy (Joiner és van der Kogel, 2009), mig a koriilotte talalhato, de még a terapias ablakba
es6 normal szovet egy kisebb, 4-6 Gy nagysagrendil, végiil az egész test egy alacsony
dozist sugarexpoziciot szenved el (Chofor és mtsai 2012).

Irodalmi adatok alapjan tobbféle hatasu is lehet az abszkopalis effektus. Lehet a normal
szovetben okozott kdrosodas eredménye, a sugarzas hatisara a sugarnyalabtol tavol esd
teriileteken kemokinek és citokinek felszabadulasat eredményezheti (Schubert és mtsai
2007, Bower és mtsai 2009), amely késobb akar karcinogén folyamatok beinduldsat
vonja maga utan (Mac Manus és mtsai 2005, Hall 2009), vagy aktivalja az eredeti tumor
tdvoli metasztazisat (Solinas és mtsai 2010). Ezzel szemben leirtak olyan pozitiv

abszkopalis hatast is, amely ndvelte a terapia hatékonysagat, és regressziot valt ki
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ellenoldali tumorban is (Ishiyama és mtsai 2012), vagy a metasztazisok (Wersall és
mtsai 2006) esetében.

3.2.4. A kis dozisu sugarzdsok hatdsa

Kis dozisu sugarzas alatt a 100 mSv alatti dozisokat értjik. Kérdés, melyek a
kovetkezményei ¢és a jelentdsége az alacsony dozisu, ¢és dozisteljesitményii
sugarexpozicionak. Ilyen sugarzas érheti a szervezetet az orvosi vizsgalatok soran, vagy
kornyezeti, ipari forrasbol szarmazo sugarzas kovetkezményeképp.

Alacsony dozisu sugarzas hatasara (0,3 Gy felett 1 Gy-ig) mérhetd egy emelkedett
rezisztencia (increased radioresistance - IRR) (Marples és mtsai 1997), a pontos
miikodése azonban ezeknek a folyamatoknak mind a mai napig nem ismert. Azonban
ennek ellenkez6jét a kis dozisu hiperszenzitivitast, vagyis az alacsony dozisra extrém
érzékenységii reakciot is megfigyeltek mar (Lambin és mtsai 1993).

Az altalanosan elfogadott LNT (linear non treshold) modell értelmében ezek a ddzisok
sem elhanyagolhatéak, mind sugarbioldgiai és mind sugaregészségiigyi szempontbol,
hiszen egy részecske hatdsa elég a karosodas eléréséhez. Mar kordbban emlitettem,
hogy a sugarzds nem célzott hatdsait is éppen a kis dozisti sugarzasoknal tartjak
fontosnak. Epidemologiai adatok is utalnak az esetleges kockazatokra. Japan
atombomba tlélokben példaul kis dozisti expozicido hatasara is emelkedett a
szivérrendszeri megbetegedések eléfordulasanak szama (Little és mtsai 2008).

Az elmult évek in vitro és in vivo kutatasai is ravilagitottak arra, hogy a sugarzas okozta
kovetkezmények nem mindig illeszthetdk bele a korabbi konvencionalis sugarbiologiai
karcinogenezis tedridkba. A rakkeltd és karositd mechanizmusok a sejten beliili
kornyezet, szignalizacios Utvonalak és gyulladasi folyamatok kdvetkezménye. A hatés
lehet a DNS sériilésre adott valasz, mikronukleusz keletkezés, sejtproliferacid valtozas,
hathat a sejt tulélésére, 1étrejohet genomikai instabilitds, szomszédsagi hatds. (Manda €s
mtsai 2014). Ezek a kis dozisra iS megjelend hatasok nem magyarazhatok egyediil a
DNS sériilésekkel.

3.2.5. Az adaptiv valasz

Léteznek irodalmi adatok, amik azt bizonyitjak, hogy a kis do6zist besugarzas a nagy
dozis elott csokkenti annak hatisat. In vivo és in vitro koriilmények kozott is

megfigyeltek mar ilyen adaptiv valaszt, ami a DNS sériilésekre, a sejtpusztulasra és a
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DNS hibajavité mechanizmusaira is hatassal van (Zhao és mtsai 2015). A legtobb
valtozas transzkripcionalis jellegli és féleg a DNS hibajavitasra iranyul. Tobbszori kis
dozist besugarzas hatasara leirtak human limfocitakban adaptiv valaszt, ami a sokadik
besugarzasra sugarrezisztenciat alakitott ki (WOolIff 2012). Allatkisérletekben a
folyamatos kis dozist besugarzas csokkentette a rekombinacids gyakorisagot (Day és
mtsai 2007).

A kis dozisok alkalmazasa azonban mas kutatok szerint is kétéla fegyver, hiszen mig ez
az ellenallas a normal szovetben lehet védé hatast a tovabbi besugarzasokkal szemben,
a tumoros szdvetben a sugarrezisztenssé valast erdsiti, és a terapia hatasat csokkenti,
amihez hozzaadodik, hogy a kis doézisok alkalmazéasa nem zarja ki a szomszédsagi hatas

karosité mechanizmusait, ami a normal szovetekre is hat. (Selzer és Hebar 2011).

3.2.6. A kis dozisu sugarzasra kialakulo hiperérzékenység (Low-dose
hypersensitivity-LDR)
Létezik a kis dozisu sugarexpozicid hatasara eléforduld sejtpusztulds, melyet kis dozist
sugarzasra kialakulo hiperérzékenységnek (Low-dose hypersensitivity-LDR) neveziink
(Lambin ¢és mtsai 1993). El6fordulhat, hogy a sejtek melyek kis dozisnal ezt a
szenzitivitast mutatjak, nagy dozisnal rezisztensebbek az egyszeri besugarzasra. Két
feltételezett mechanizmus létezik. Mindkét elmélet a DNS hibajavitdson alapszik, az
egyik szerint az ebbe a dozisba esd sériilések hibajavitasa jobban mitkddik, mig el nem
ér egy bizonyos szintet, ahol a sériilések mar olyan karosodast okoznak, ami a sejt
halalahoz vezet (Marples és mtsai 2000). A masik elmélet szerint besugarzas hatasara
ebben a dozistartomdnyban az emelkedd dozis hatasara folyamatosan megvaltozik a
DNS szerkezete, melynek hatasara egy folyamatos hibajavitasi mechanizmus indul be.

(Joiner és mtsai 2001).

3.3. Mitokondridlis valtozdsok sugdrzds hatdsdra
3.3.1. A4 mitokondrialis genom
Egyre tobb olyan adat all rendelkezésre, hogy a DNS kérosodéason kiviil a sejt egyéb
alkotéelemeinek sugarzasra kialakult karosodasa is fontos szerepet jatszik a sejt késbbi
sorsanak alakulasaban. Ilyen alkotoelemek a sejtmembran, a mitokondriumok, a
fehérjeszintézist végzd riboszomak. Ezen elemek karosodasa kdzvetleniil és rovid tton

befolyasolja a sejt permeabilitdsat, a fehérjeszintézis dinamikéjat, és végsd soron kihat a
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sejt metabolizmusara, a sejten beliili és sejt-sejt kozotti kommunikaciora (Somosy
2000).

Az emberi szervezetben a mitokondriumok a 1égzésben, az oxidativ foszforilacioban
jatszanak szerepet. Szamuk a sejt tipusatol, és allapotatdl fiiggden valtozhat. A
mitokondrium fehérjéi a nukledris genomban illetve sajat mitokondridlis DNS-ében
(mtDNS) kodoltak. A mitokondrialis DNS  cirkularis genom, az egyes
mitokondriumokban valtoz6 a szama, 2-10 kopia fordulhat elé. Uniparentalis
oroklodésti, anyai eredetli. 16 569 bazis-parbol all, 37 gént, 17 fehérjét, 22 transzfer
RNS-t, a riboszéma egy kis és egy nagy alegységét (rRNS) kodolja. A mtDNS is
rekombinalédik, de egy sejten belill marad, igy fordulhatnak el6 heteroplazmiés
mitokondriumok (Bourgeron és mtsai 1993). A DNS hibajavitdé mechanizmusuk is
lassabb ezért is magas a mutacios ratajuk (Wang és mtsai 2011). Ma mar t6bb mint 260
mutaciojuk ismert (MITOMAP) és polimorfimusaik, delécidik tobb betegséggel is
kapcsolatba hozhatoak (Holt és mtsai 1988, Wallace 1999, 2010).

A heteroplazmias mitokondrialis DNS molekuldkat hordozo, illetve a sejtben eléforduld
tobb mitokondrium képes a sejtben fuziora, illetve fissziora. Ezzel a tulajdonsagukkal
ellenstilyozza, hogy hibajavitasuk nem olyan hatékony, a sériilések kompenzalasa a
masik mitokondrium segitségével torténik, a karosodds a mitokondrium aktivitasaban
csak a nagyon sulyos sériilések esetén jelenik meg (Scott és Joule 2010).

A sugarzds okozta nem célzott hatdsokndl mar emlitettem, hogy sugarzds hatdsara
mitokondrialis reaktiv oxigéngyok felszabaduldst mértek, amirdl feltételezik tobbek
kozott, hogy a nem-célzott hatasok egyik kivalté oka (Morgan 2003), de olyan forras is
1étezik, amely arra utal, hogy az 0sszes nem célzott hatds a mitokondrium irdnyitasa
alatt 4ll, és kozremiikodik az a-sugarzas kovetkeztében kialakuld genotoxikus hatasban

¢és a genomialis instabilitasban (Zhang és mtsai 2014).
3.3.2. Az ionizalo sugarzas hatasa a mitokondrialis genomra

Ismert, hogy sugarkezelés hatasara a citoplazma mellett mitokondrialis eredetii reaktiv
oxigéngyokok is felszabadulnak (Leach és mtsai 2001), amik karosithatjak mind a
nuklearis, mind a mitokondrialis 6rokit6 anyagot (Azzam és mtsai 2012). A hibajavitasi
mechanizmus beindulasahoz 1d6 kell, mert az oxidativ stressz csOkkenti a DNS
polimeraz y hatékonysagat, ezzel lassitja a hibajavitdsi mechanizmust, és a

perzisztensen felszaporodd mitokondridlis kéarosodds iddvel elpusztithatja a sejtet
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(Graziewitz és mtsai 2002). Mivel a mitokondrialis deléciok felszaporodasa normal
koriilmények kozott is megtorténhet, a sugarzds hatasara torténd DNS kdrosodds a
1égzési lanc csokkent aktivitasanak €s a kialakuld perzisztensen fennalld oxidativ stressz
kovetkezménye (Wang és mtsai 2011). A sugarzas okozta mitokondrialis DNS
karosodas az osztdodas utan is megmarad (Bogenhagen és Clayton 1977), és igy
genomialis instabilitdshoz vezethet (Azzam és mtsai 2012). A mitokondrialis DNS
valtozasai érintik a mitokondrialis struktirakat, ami a mitokondrialis eredetii oxidansok
felszaporodasat eredményezheti és végiil a nuklearis genom sériiléséhez vezethet (Kim
¢s mtsai 2006).

Ricchetti és munkatarsai szerint a sugarkezelést kovetéen a mitokondrialis DNS
bizonyos fragmentjei a sejtmagba migralnak, ¢és a nuklearis DNS-be inzertalodnak, és
mutaciokat, DNS-téréseket hoznak benne létre (Ricchetti és mtsai 1999), ezaltal
genomialis instabilitast okozva. Ezt alatamasztani latszik, hogy magas dozisa y-
sugarkezelést kovetden egy oraval mar megfigyeltek mitokondrialis eredeti DNS
fragmenteket idegsejtek citoszoljaban (Patrushev és mtsai 2006), valamint az, hogy
¢leszté modellben mar megfigyeltek mtDNS beépiilést a nuklearis genomba (Cheng és
¢és Ivessa 2010). Amennyiben az inzercié regulator elemeket is érint, a karosodas
permanensen is fennmaradhat (Azzam ¢és mtsai 2012). Az ionizal6é sugarzas hatasara
kialakul6 és hosszan fennall6 mitokondrialis oxidativ stressz tumoros elfajulasokhoz és

korai dregedéshez vezethet (Shay és mtsai 1992).
3.3.3. Az ionizalo sugdrzas hatdsa a mitokondrialis fehérjékre

Sugarkezelés hatdsara a bizonyos mitokondridlis fehérjék degradalodnak, vagy
funkcioik megvaltoznak. A normadlis fehérjemiikodés sziikséges a tuléld folyamatok
beindulasdhoz (Nystrom 2005). Megvaltoznak a transzportfolyamatok ¢és a
membranpotencial (Ziegler 1998).

A mitokondrium mar meglevé fehérjéin kiviil a fehérjeképzodést is érinti a
sugarkezelés. A sugarzas hatdsara sériilhet a mitokondriumok nukledris eredetii protein
importja, ami miikodésiikhoz sziikséges. Ez nem magyardzhatd egyediil a membran
potencial (Ay) megvaltozasaval, de tovabb noveli az oxidativ stressz reakciokat (Azzam
¢és mtai, 2012). A protein import megvaltozasa eldre prediktalja a sugarzas hosszl tava
karosito hatasait. A normal human diploid sejtekben a membran potencial és a protein

import eltéré mértékben valtozik az alacsony €és magas dozisu sugarzasra (Pandey és
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mtsai 2006). Az import csokkenése a sejtben stressz valasz reakcidkat indukal,
sugarkezelt ragcsalokban a zsirsav szintézist csokkentette (Kwak és mtsai 2002), de
egyben csOkkenteni igyekszik a reaktiv oxigéngyokok altal kivaltott metabolikus
folyamatokat antioxidansok novelésével (Kwak és mtsai 2003). A citromsav ciklusban
kozponti szerepet jatszo akonitdz (ACO2) enzim nagyon érzékeny az oxidativ karosito
folyamatokra, aktivitasa azonnal csokkenni kezd sugarexpoziciora, mar alacsony dozis,
(0,01 Gy) hatasara is és hossza ideig fennmarad (Buonanno és mtsai 2011b). Ezt az
enzimaktivitas csOkkenést direkt besugarzott horcsog fibroblaszt sejtek mellett,
szomszédsagi sejtekben is kimutattak. Az enzimaktivitds csokkenés mellett emelkedett
mikronukleusz képzddés, fehérje karbonilacio, lipid perixidacio és csokkent
koloniaképzés volt jellemz6 ezekre a horcsdg fibroblaszt sejtekre (Buonanno és mtsai
2011a).

Sugarzas hatasara a mitokondrialis nagy enzimkomplexek koziil a 11-es komplexben
diszfunkcionalis miikddést, és magas szuperoxid és hidrogénperoxid szintet mutattak Ki,
ami genomialis instabilitishoz vezetett a sejtosztodas soran (Dayal és mtsai 2009).
Megfigyeltek magas dozisu sugéarkezelés hatdsara mind sugérkezelt, mind szomszédsagi
sejtekben emelkedett 4-hydroxynonenal képzédést, ami egy a fehérjéket és a DNS-t is
kovalensen modositd és funkcidikat befolyasold, igen reaktiv molekula (Fang és
Holmgren 2006; Autsavapromporn és mtsai 2011). Sugarkezelt egerekben még 2 évvel
a magas LET-értéki sugarkezelést kovetéen is mérheté volt hasonld fehérjemodosulas,
a sugarkezelt és a nem érintett régiokban is (Azzam és mtsai 2012). Ezek a reakciok
szovet specifikusak, reaktiv oxigénképzddéssel kezdddnek, ami oxidativ stresszt
generalva hosszantartd fehérje és DNS karosodashoz, illetve gyulladashoz vezet
(Robbins és mtsai 2004; Zhao és mtsai 2009). A sugarzas okozta késoi
mellékhatdsoknal, mint a szivérrendszeri megbetegedések, is kimutattdk a
mitokondrialis fehérjék szerepét (Barjaktarovic és mtsai 2011).

Régota ismert, hogy sugarzads okozta oxidativ stresszvalasz reakcidit csokkentik a
mitokondrialis és egyéb diszmutazok, illetve antioxidansok (Pretkau és mtsai 1987).
Ezek aktivalodasa fligg a sugarzas dozisatol és a szdveti kornyezettél. Az alacsony
dozist sugarzas altaldban antioxidans hatast, mig a nagy dozisu expozicid védhetetlen
oxidativ stressz valaszhoz vezethet (de Toledo és mtsai 2006; McCord 2008). Az

antioxidansok alkalmazésa terapids kornyezetben gondos feliigyeletet és koriiltekintést
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igényel, hiszen a szuperoxid gyok kiindulasi alapja is lehet a szabadgyok képzédésnek
¢és a gyulladasi folyamatoknak (Kirkinezos és mtsai 2001). Magas dozisi sugarzas
hatasara szomszédsagi sejtekben alacsony a MnSOD, Cu, ZnSOD diszmutazok, katalaz
és glutation peroxidaz aktivitds, mig ugyanez nem mérhet6 Kis dozissal kezelt sejtek

melletti szomszédos sejtekben (Buonanno és mtsai 2011a).
3.3.4. A mitokondrialis ,,Common” delécio

A human mitokondrialis DNS leggyakoribb delécidja az ugynevezett ,,Common”
deléci6 (CD) (Schon és mtsai 1989). Human mintdkban egy 4977 bazis nagysagrendi
torés, a mitokondrialis DNS-en a 8470-13446 kozotti régio esik ki. Erinti az oxidativ
foszforilacid génjeit, az ATPaz 6, ATPaz 8, citokrém oxidaz III géneket, a NADH-
alegységeit alkot6 ND3, ND4, ND4L, és NDS5, valamint tRNS-eket. Oka két direkt
ismétlodés a genomban, melyeknél tigynevezett mutaciés forropontok jonnek létre, ahol
a DNS konnyebben torik, majd Gjracgyesiil (Samuels és mtsai 2004). A CD emberekben
tobb betegséggel is kapcsolatba hozhatd, megndvekedett eléfordulasi gyakorisagat tobb
munkacsoport is leirta Kearn’s Sayre szindromanal (Zeviani és mtsai 1988, Ramirez-
Miranda és mtsai 2008). Tovabbi betegségekben, mint Pearson-szindromanal (Rotig és
mtsai 1989), miopatianal (Sciacco és mtsai 1994) és egyes szivbetegeknél (Lin és mtsai
2003) is emelkedett a CD mutans mitokondriumok szama.

Kiilonb6z6 tumorokban kimutattadk a muticidé gyakorisaganak valtozéasat, példaul
emlorakos betegeknél (Bianchi és mtsai 1995), pajzsmirigy rakokban (Rogounovitch és
mtsai 2002).

Magasabb a mutacié eléfordulasa reaktiv oxigéngyokok jelenlétében és UV sugérzas
okozta stressz hatasara is (Berneburg és mtsai 2004). Az oregedésben is szerepet jatszik
(Bua ¢és mtsai 2006), tobb tanulmanyban is talaltak Osszefiiggést a mutacio
felszaporodasa ¢€s a szoveti oregedés kozott (Eshaghian és mtsai 2006; Kaneko és mtsai
2012), valamint a szdveti Oregedés kovetkeztében kialakuld betegségek, mint az
Alzheimer kor (Corral-Debrinski és mtsai  2002), vagy az atherosclerosisos
szivelégtelenség (Corral-Debrinski és mtsai 1992). Ennek magyarazata lehet, hogy az
oregedéssel jar6 folyamatokban mind a reaktiv oxigéngyokok mennyisége, mind a
spontan mutaciok szdma megsokszorozodik (Chen és mtsai 2007), ami elésegitheti a
deléciok, és koztikk a CD kialakulasat. Kimutattak, hogy ionizald sugarzas hatasara is

emelkedik a delécids mutans mitokondriumok szdma, ezéltal sugarzads mitokondrialis
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DNS karositd markereként is hasznalhato (Pithiviragsingh és mtsai 2004, Murphy és
mtsai 2005).

Sejtvonalakban hossza ideig fennmaradhat (Chen és mtsai 2011). Amennyiben nagy
szamban fordul el6 a sejtben ez mitokondrialis funkciokiesést, ez emelkedett ROS
termelést valt ki (Peng és mtsai 2005; Majora és mtsai 2009). Mennyiségének valtozasa
konnyen kovethetd polimeraz lancreakcioval, a valds idejii polimeraz lancreakcio pedig

kiilonosen érzékeny és szamszerlsithetd eredményeket nyujt (Nicklas és mtsai 2004).

3.4. A sugdrérzékenységben szerepet jdtszo kandiddns gének

A sugarzés direkt és nem célzott hatdsaiban is fontos szerepet jatszanak az expoziciot
kovetéen indukalédd gének és fehérjék. Kutatdsom soran olyan, a TGF- csaladba
tartoz6, kivalasztott kandidans géneket és hatdsaikat tanulmanyoztam amelyek
sugarvalaszgéntként befolyasoljak a karosito folyamatokat és kialakitjak a sejtek egyéni
reakciojat.

Sugarvalasz génnek nevezhetjilk azokat a géneket, amelyek sugarzas hatédsara
indukélodnak, képzodo fehérjéik befolyasoljak a sejt, szovet valaszat az expozicio utan.
A sugarvélasz gének azonositisara szamos tanulmany sziiletett. A kovetkezOkben a
fibroblaszt sejtvonalakban azonositott génekrdl beszélek bovebben. Ezek a vizsgalatok
is igen sokrétliek az irodalomban. Irdnyultak a kiilonbozé fajtaju ionizald
sugarexpozicidt kovetd génindukcid mintazatdnak Osszehasonlitdsara (Zhou €és mtsai
2006, Kote-Jarai és mtsai, 2004, Ding és mtsai 2005, Sokolov és mtsai 2006, Antoccia
¢és mtsai, 2009, Ghandi és mtsai, 2010), a kiilonboz6 dozisteljesitmény kovetkeztében
indukaldédoé utvonalak jellemzésére (Sugihara és mtsai 2004, Zhou és mtsai 2006).
Vizsgaltak kis dozis (Sugihara és mtsai 2004, Kis és mtsai 2006, Zhang €s mtsai 2009,
Hou és mtsai 2015) és nagy dozis (Quarmby és mtsai 2002, Ding és mtsai 2005, Zhou
és mtsai 2006, Alsner és mtsai 2007, Antoccia és mtsai 2009, Sokolov és mtsai 2006,
Tsai és mtsai 2010, Mezentsev €¢s Amundson 2011) hatasara indukalodo génexpressziot.
Tanulmanyoztak in vitro (Zhou és mtsai 2006, Kote-Jarai és mtsai, 2004, Ding és mtsai
2005, Sokolov és mtsai 2006, Zhou és mtsai 2006, Antoccia és mtsai 2009, Warters és
mtsai 2009, Zhang és munkatéarsai 2009, Ghandi és mtsai, 2010, Hou és mtsai 2015) és

ex vivo (Quarmby és mtsai 2002, Alsner és mtsai 2007).
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A leggyakrabban azonositott gének kozé tartoznak a sejtciklus szabalyozasban, a DNS
(SESN1, RAD51, GADD45A, PCNA), a proliferacioban
(CDKN2A/p16, TP53, p21wWafl/ CDKN1A), az apoptotikus (BBC3, AIF, CASP3,
CASP8, TP53INP1), jelatviteli folyamatokban (FDX2, FAS, TRAF, GADDA45,
p21Wafl/ CDKN1A, GADD45A, PCNA, MDM2, TP53INP1, SESN1, GDF15/PTGF),
¢és a stressz valaszban (SOD3, SSN1, CREBBP, HNF4/TCF) szerepet jatszo gének.

hibajavitasban

Ezek kozott is szdmos multifunkcids fehérjét kodold gén van, melyek sokrétii szerepet
toltenek be (1. Tablazat).

Kutatoécsoportunk azonositotta sugarvalaszgénként, a GDF-15 molekulat (Kis és mtsai
2006), egy a sugarzas mechanizmusaban még ismeretlen funkcioja gént, ami kutatasom

késdbbi targya lett.

1. Tablazat A tablazat az ionizal6 sugarzas hatasara indukalédott azonositott
géneket tartalmazza. Vastaggal szedve a tobb forras altal is alatdmasztott génindukcio,
szinessel kiemelve a kutatdsi munkdm soran vizsgalt gének

Funkcio Azonositott gének Forras
Sejtciklus |DNS IER5, RAD4, RAD18, FANCE,vanov és mtsai 2001,
hibajavitas MTCH, BRCA1, XRCC5, XRCC6,Ding és mtsai 2005,
DDB2, XRCC1, XRCC2,Kis ¢és mtsai 2006,
XRCC3, XRCC4, MSH2, SESN1,Zhou és mtsai 2006,
RAD51, GADD45A, PCNA, Warters és mtsai 2009,
UNG/SMUG, Sokolov  és  mtsai,
Gandhi és mtsai 2010,
Mesentsev €és mtsai
2011, Hou ¢és mtsai

2015

DNS ARID5B/MRF2, EPB72, LTCA4S,|[Ivanov és mtsai 2001,

metabolizmus

Ciklin A1, CCND1, CDCR3, IER5,
CDC25A CDC34, CDC45, E2F5,

SMARCE1, CEA/PSG1l, SMUG,

SUIL/EIF1, FOXP1, RAI17,2004, Kis ¢és mitsai
CDC7L, RFC, HEC, PLK2/SNK,2006, Sokolov és mtsai
PLKS, SERTAD1, PPM1D,2006, Zhou ¢és mtsai

COIL, SULT2A, BTG1, RB1,2009,

FBXW?7, BBC3, CCNG1,Ding ¢és mtsai 2005,
CCNA2, CCNB1/CYP26B1,Hou és mtsai, Antoccia,
CCNB2, CDK2, CDK5, CDKG6,§s mtsai 2009, Warters
CDK8, CDK9, CDC2/CDK1,és mtsai 2009,
COX2/PTGS2, CLK1l, CDC6,Mesentsev ¢és mtsai
CDC45, CDKN2A/pl6, TP53,2011,

p21Wafl/ CDKNI1A,

Kote-Jarai és mtsai
2004, Sugihare ¢és mtsai

2006, Zhang és mtsai
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Transzkripcios IGF2, p53, H-RAS, C-FOS, CTGF,Sokolov ¢és mtsai 2006,

faktorok FGF Zhang és mtsai 2009,
Jelatvitel |p53 dependens [EGR, GAS1, DDB2, DARP, PA28,[Ivanov és mtsai 2001,
PLK/SNK, HRAS, PAK3, BTG2,Quarmby ¢és mtsai
FDX2, FAS, TRAF, p21Waf1/2002, Sugihare és mtsai
CDKNI1A 2004, Ding és mtsai
GADD45A, PCNA, MDM2,2005, Kis ¢és mtsai
TP53INP1, SESN1,2006, Zhou ¢és mtsai
GDF15/PTGF 2006, Zhang ¢és mitsai
2009, Warters és mtsai
2009, Gandhi és mtsai
2010, Hou és mtsai

2015,

p53 THS1, WNT2, PRKCB1, EFNBL1,Kis és mtsai 2006,
independens |AKTIP, PTGS2, ATF3, CREBL,Sokolov és mtsai 2006,

MAPK, PTEN, TIMPS,
TNFRSF11B, P2RX2,
ARNO/CTH2, SLIC1, PCNA,
PI3KR, MDM2, GADD45A,
GDF15

Alsner és mtsai 2007,
Zhang ¢és mtsai 2009,
Warters és mtsai 2009,
Gandhi és mtsai 2010,
Mesentsev €s mtsai
2011, Hou és mtsai,

NF-xB valasz

MMP1, MMP3, CXCR1, CXCR2,
CXCL2, CXCL12 CXCL35, AP-1,
AP-2, CREBL

Alsner és mtsai 2007,
Miiller és mtsai 2007,
Gandhi ¢és mtsai 2010,

notch jelatvitel NCSTN, APH-1 Hou és mtsai 2015
Stressz GSTM3, SOD2, NINJ1, DKK1,Zhou és mtsai 2006,
valasz DNAJB6, DUSP10, TF12/ZNF92,Warters és mtsai 2009,
HDACA4, HSPAS, HSPBP1,Sokolov  és  mtsai,
SCARA3, SUI1/EIF1,Mesentsev és mtsai,
GPX4/MCSP, DUSP-1/MKP,Ding ¢és mtsai 2005,
SOD3, SSN1, CREBBP,[Hou és mtsai
HNF4/TCF
immunreakcid, SH2D2A, ADAMTS], IL-1B, IL 6,Quarmby és  mtsai
gyulladas IL-33, IL10, GZMB/CTLA-12002, Ding ¢és mtsai
FPR1, CSF-1, TNFa, 2005, Kis ¢és mtsai
2006, Ghandi és mtsai
2010, Ivanov és mtsai
2010, Mesentsev ¢és
mtsai 2011,
Sejthalal |Apoptozis APOBEC3A, HSC, CTSD,Kis ¢és mtsai 2006,
TNFRSF10B, Fas, CASP5,Zhou és mtsai 2006,
GZMB, PDCD 4, PDCD 6,Warters és mtsai 2009,

PDCD10, PDCDG6IP, BBC3, AlF,
CASP3, CASPS8, TP53INP1,

Ding ¢és mtsai 2005,
Mesentsev és mtsali,
Sugihare és mtsai

Szeneszcencia

VH2XA

Zhang ¢s mtsai, 2009,

Antoccia és  mtsai
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2009, Ghandi és mtsai

2010
Homeoszta [Redox MTND1, MTND?2, MTND3,Kis ¢és mtsai 2006,
ZIis homeosztazis [MTND4, GSTA1, MT1F, MT1G,Warters és mtsai 2009,

TXNL2/GLXR, FDX2, FDXR Sokolov  és  mitsai,
Sugihare és mtsai
Citoszkeletalis DEGS1, MYO10, RFX, KRT7,Sugihare és mtsai 2004,

fehérjék VCL, TMI1, B-AKT, COL5A1,Alsner és mtsai 2007,
COL1A1, FBLN1 Zhang és mtsai, 2009;
Gandhi és mtsai 2010,

Fehérje USP30, UBE2C, UBE4A, PSMAZ2,[Ivanov és mtsai 2001,

lebontas PSMAG, PSMB1, EPOX,Kis ¢és mtsai 2006,
FBXW7/SEL10, PA28 Sokolov és mtsai 2006

Citokinek CXCR1, CXCR2, IL1A, IL-8,|lvanov és mtsai 2001,
IL10, IL-1B, IL 6, 1L-33, TNFa,Quarmby ¢és mtsai
GM-CSF, GDF-15, TGF- 2002, Miiller és
Meineke 2007, Gandhi
¢s mtsai 2010

Energia BIG2,
haztartas

3.4.1. Novekedési differencialodasi faktor-15 (GDF-15)

A TGF-B csaladba tartoznak a novekedési és differencialdédasi faktorok, aktivinok,
inhibinok, Miilleri gatld fehérjék, a Drosophildban azonositott, az embrionalis fejlddés
soran aktiv DPP (Drosophiladecapentaplegic) gén komplex, CDMP-I (cartilage-derived
morphogenetic proteinek) és a GDF-15 fehérjét is tartalmaz6é morfogenikus fehérjék
(MP-Morphogenic Proteins). A TGF- csaladba tartozo fehérjék multifunkcios
hormonok, citokinek. Szabdlyozd szerepiik sokrétli, mint a proliferacid, gyulladas,
angiogenezis, differenciacio (Moses és Serra 1996), novekedés, apoptozis. Aktivak az
embrionalis fejlodés soran (Wall és Hogan 1994), és felnbttkorban is, valamint az
adhézidoban, sejtkapcsolatok épitésében (Roberts és Sporn, 1993).

A GDF-15 a bone morphogenic protein alcsalad tagja (BMP). A human gén helye a 19-
es kromoszoma hosszi karjan taldlhaté (19pl12-13.1) két exont, és koztik egy
koriilbeliil harom kilobazispar nagysagu intront tartalmaz (Bottner és mtsai 1999).

A Morphogenic protein (MP) alcsaladba tartozo fehérjék szabalyozo szerepet jatszanak
az embrionalis fejlodésben ¢€s késébb a szdveti differenciacid soran. Jellemzdjiik, hogy

nagy prekurzor molekulaként szintetizdlodnak, és az érett formdjukat egy dibazikus
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(RXXR) hasito hely melletti hasitas révén érik el, mely soran felszabadul a hét ciszteint
tartalmazd konzervativ termindlis doménjiikk. A biologiailag aktiv fehérjék ennek a
terminalis karboxil doménnek a homo-vagy heterodimer formai (Kingsley 1994). A
csalad fehérjéi konzervativak, aminésav sorrendjiik (mint az altalunk vizsgalt TGF-B1
és 2) 90%-ban egyezik, a GDF-15 azonban csak 70%-ban (Boéttner és mtsai 1999). Az
érett GDF-15 egy 224 amindsavbol allo, 25 kDA nagysagt fehérje a 80 kDa nagysaga
propeptid dimer RRAR furin hasité hely melletti enzimatikus emésztés utan jon létre. A
szekrécio elott az endoplazmatikus retikulum és Golgi apparatusban vald szallitodas
soran a proforma tartalmaz még egy N-glikozilalt helyet hetvenedik amindsavnal
(Bauskin ¢s mtsai 2000).

Az érés soran atesik egy prokonvertdz enzim altali hasitdson, és dimerikus formaban
kikertil a keringésbe (Bauskin és mtsai 2010). Bizonyos koriilmények kdzott mind az
érett, mind a proaktiv forma a keringésbe keriil, de az éretlen forma lassabb diffiziora
képes, €s az extracellularis membranhoz kotédik. Bauskin és munkatarsai egy 2005-0s
tanulmanyban kimutattdk, hogy az éretlen forma jelenlétének szabalyoz6 szerepe van.
Két ismert allélikus formaja van, melyb6l a D allél egy hisztidin aszparaginsav
szubsztitaciot okozd nukleotid polimorfizmust hordoz. A muticid6 megvaltoztathatja a
fehérje miikodését. Homozigota eléfordulasi gyakorisaga koriilbelil 5 % (Fairlie és
mtsai 2001).

A GDF-15 gént 1997 és 2004 kozott tobb munkacsoport is azonositotta, klonozta, ezért
az irodalomban tobb néven 1is szerepel. Leggyakoribb elnevezése a Growth
Differentiation Faktor-15 (GDF-15), Macrophage Inhibitor Citokin-1 (MIC-1) (Bootcov
és mtsai 1997) és a Non-steroidal antiinflammatory drug-activated gén (NAG-1), de
szerepel Placental Transforming Growth Factor beta (PTGF-B) (Lawton és mtsai 1997,
Yokoyama Kobayashi és mtsai 1997), placental bone morphogenetic protein (PLAB)
(Hromas ¢és mtsai 1997) néven is. Prostate derived faktor (PDF) néven Paralkar és
munkatarsai 1998-ban cDNS-b6l azonositottak a gént és Western blot analizissel a
hozza tartoz6 16 kDa nagysagu fehérjét. (Paralkar és mtsai 1998).

Normal szdveti kornyezetben magédnak a génnek alacsony az expresszidja, a legnagyobb
mennyiségben az embriondlis fejlédés sordn a placentaban, késobb a prosztatiban, a
bélben és a vesében mutathaté ki. Megnd az expresszioja gyulladds soran, szerepet

jatszik a makrofagok szabdlyozasaban (innen kapta az egyik nevét: Makrofag-gatlo
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citokin 1, MIC-1). Irodalmi adatok alapjan tudhato, hogy mint a p53 utvonal egyik
downstream résztvevdje (Osada és mtsai 2007) szerepet jatszik a DNS karosodas
hatasara kialakuld gyulladasi és stressz valasz folyamatokban. A GDF-15 hiany a
nekrotikus folyamatokat csokkenti (de Jager és mtsai 2011). Ezen kiviil mas
célgénekkel vald transzaktivacidban, mint p21, GADDA45, ¢és Bax fehérje szerepet
jatszik a sejtciklus, a DNS hibajavitas és az apoptozis szabalyozasaban is (Levine
1997). A p53 szerepét ismerve a tumor keletkezésének mechanizmusaban,
,downstream” génjeinek megismerése fontos lehet az 1) rakellenes terapidk
kidolgozésaban.

A GDF-15-nek sajat receptorat nem azonositottak még, a TGF-p fehérjékhez hasonléan
a TGF-B receptorokon keresztiil fejti ki aktivitasat, a Il tipust receptorhoz kotddve,
amellyel kereszt kot és heterodimert alkotva kozvetiti az aktivacios jelet (Tan és mtsai
2000). De nem csak ezen az Gtvonalon keresztiil fejti ki hatasat. Lee és munkatarsai egy
késobbi tanulmanyban leirtak, hogy ez a fehérje a TGF-P receptoroktdl fiiggetleniil az
Extracellularis Regulalt kinaz 1/ 2 (ERK 1/2) aktivalasaval is indithat jelatvitelt a
Smad4-en keresztiil (Lee és mtsai 2003). Anoxias koriilmények kozott kimutattak, hogy
glioblasztoma sejtekben aktivalodik a pS3 és HIF-1 fehérjétol fiiggetleniil is, a Smad4
utvonalon keresztiil (Albertoni és mtsai 2002, Xu és mtsai 2006).

A GDF-15 fehérje védé funkcidja ismert a terhesség és az egyedfejodés soran,
magzatvédé szerepet tulajdonitanak neki. Allapotos nék szérumaban magas a GDF-15
fehérje szintje, és a gesztacié eldre haladtaval novekszik (Moore és mtsai 2000).
Emelkedett a citokin szintje a placentaban és a magzatvizben is. Mivel abortalt nékben a
vetélést megel6zOen mar harom héttel csokkent a szérumszintje, és harmadara esik
vissza a normal terhességli ndkhoz képest, feltételezhetd, hogy a magas GDF-15 az
anyatdl szarmazoé proinflammatorikus faktorok gatlasaval védi az embriot a
kilokédéstol. A szérumszint alacsony GDF-15 tartalmanak nem csak prognosztikai
jelentdsége van, hanem maga a fehérje is szerepet jatszik a vetélés megakadalyozasaban
(Tong és mtsai 2004).

Tovabbi bioldgiai funkcidi igen valtozatosak, erdsen fliggenek a szoveti kdrnyezettdl.
Kés61 makrofaggatld hatasat mar korabban is emlitettem (Bootcov és mtsai 1997), de a
hemopoetikus progenitorok szabalyozasaban is részt vesz (Hromas és mtsai 1997;

Detmer ¢és mtsai 1999). Fontos funkcidja a kozponti idegrendszerben, hogy a
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dopaminerg neuronokra neurotof és védé hatassal van (Strelau és mtsai 2000). A
hipotalamuszban a GDF-15-6t stabilan taltermeld transzgenikus egerek kisebbek és
vékonyabbak voltak, mint a vad tipusu egerek, mert a hipotalamuszban a TGF-RII
receptoron keresztiill az ERK 1/2 enzimen Kkeresztiil hat az étvagyat befolyasolo
hormonokra, fehérjékre, mint a neuropeptid Y ¢&s pro-opiomelanocortin (Johnen és
mtsai 2007).

A fehérje koros folyamatokban is szerepet jatszik. Kiilonbozé rakos megbetegedésekben
leirtdk mind protektiv, mind rossz eldrejelzéssel jard prognosztikus faktorként. Magas
koncentracioju jelenlététét mutattak ki fej-nyak tumorokban (Wang és mtsai 2014),
hasnyalmirigyrakban (Chen és mtsai 2014), méhnyak szarkomaban (Trovik és mtsai
2014). Eml6 tumor sejtvonalban GDF-15 inhibicidjaval apoptézist tudtak a rakos
sejtekben indukalni (Graichen és mtsai 2002). Prosztata rakban rossz kimenetelre utal a
szérumban az emelkedett GDF-15 tartalom (Tan és mtsai 2000). Johnen és munkatarsai
a mar korabban emlitett 2007-es tanulmanyukban leirtak, hogy GDF-15 fehérjét stabilan
expresszalo prosztata tumorsejtekkel beoltott egerek szérumaban az egerek testsulyanak
csokkenése  Osszefliggétt az egerek GDF-15  citokin-koncentraciojaval. A
testsulycsokkenést meg tudtak azonban akadalyozni GDF-15 géatlassal, de a tumor
mérete nem valtozott. GDF-15 KO egerekben, a citokint az allatokba injektalva, TGF-
BRII receptoron keresztiil emelkedett Fos és STAT3 expressziot indukalt. Human
vizsgalatokat is folytattak ebben a t¢émaban. El6rehaladott prosztata rakos betegekben és
kronikus vesebajosokban a GDF-15 citokin szintje korreldlt a paciensek
sulyvesztésével, minél nagyobb volt, annal tobb stlyt veszitettek (Johnen és mitsai
2007). Tanno és munkatarsai thalassaemias betegeket vizsgalva megallapitottak, hogy a
betegek széruméban sokszorosara emelkedett a GDF-15 szint, amit 6k az erithroid
sejttipusok és az ebbdl kovetkezd tulzott vaskoncentraciobol addodo hepcidin gatlassal
magyaraztak (Tanno és mtsai 2007).

Egy 2011-es tanulmanyban Kempf és munkatarsai egér és human szivvizsgalat soran
megallapitottak, hogy myocardialis infarktus soran megemelkedik és néhany napig még
magas marad a szoveti GDF-15 szint. Eredményeikbdl azt a kovetkeztetést vontak le,
hogy a GDF-15 gyulladas gatlo citokin, amely gatolta az integrin aktivaciot és a
kemokin szignalt. A béta-2 integrin és a RAP1A GTPaz inhibicidjan keresztiil a
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nagy mennyiségben expresszalodik az aktivalt makrofagokban.

Egy 2002-es tanulmanyban felvetették a lehetséges Osszefiiggést a magas GDF-15 szint
¢s a kardiovaszkularis elvaltozasok kozott (Brown és mtsai 2002), és megallapitottak,
hogy bizonyos plazmakoncentracié felett a fehérje kozel haromszorosdra emeli a
kardiovaszkularis elvaltozasokra valo esélyt ndkben.

Felmertilt, hogy a rizik6faktor a megvaltozott funkci6 miatt a fehérje egy
polimorfizmusahoz kothetd, de a folyamat altalanos érvényli volt (Fairlie és mtsai
2001).

Sugarzassal Osszefliggésben azonositottak, mint a sugarvalasz gént 2006-ban (Helland
és mtsai 2006, Sokolov ¢és mtsai 2006), valamint munkacsoportunk microarray
analizissel kis dozisi sugarzas hatasara (Kis és mtsai 2008). Az ionizaldé sugarzas
hatasara indukalddé p53 célgénjeként azonositottak (Yang és mtsai 2003; Frank és
mtsai 2011; Rashi-Elkeles, 2014).

Magas szintje sugarrezisztenciat okozott emlétumor (Graichen és mtsai 2010) és orr-
garat eredet(i tumoros sejtvonalakban (Chang és mtsai 2007).

A harmadik abran a korabbiakban bemutatott sugarvalasz reakciok, és az altalunk

vizsgalt GDF-15 feltételezett kapcsolata lathato (3. abra).
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3. abra A sugirzas indukalta sejtkarosité mechanizmusok és f6 iranyitéo fehérjéinek
sematikus abraja és vizsgalt marker géniink ezen mechanizmusokban jatszott szerepe. A
Amennyiben a sejtciklus szabalyozés illetve a DNS hibajavitds nem tudja kompenzélni a
sugarkarosodas soran keletkezett sériilést, a sejtek nekrozissal, apoptozissal, autofagiaval vagy

szeneszcenciaval elpusztulnak.

3.4.2. Transzformalé néovekedési faktor-béta 1 (TGF-f1)
A TGF-p csalad legtobbet vizsgalt fehérjéje a TGF-f1. Emberben a 19q13.1-q13.3

kromoszoma helyen (Fujii és mtsai 1986), egérben a 7. kromoszoman talalhatd
(Dickinson és mtsai 1990). A gén 7 exont és egy igen nagy intront tartalmaz. A
prekurzor fehérje 391 aminosavbol all, a csalad tobbi tagjahoz hasonldan az érés soran
atesik egy proteolitikus hasitdson, és egy diszulfid hiddal Osszekotott egyenként 112
aminodsavbol allo két alegységet tartalmazo dipeptiddé alakul (Derynck, és mtsai 1987).
Sokfajta sejt termelheti. Multifunkcionalis fehérje, mely szerepet jatszik a
differenciacioban, proliferacioban ¢és egyéb folyamatokban. Negativ autokrin
novekedési faktorként szinergikusan hathat a TNFa-val. (Derynck és mtsai 2001).

Ismert funkcidi koziil szerepe van a szoveti differencidcioban (Dickinson és mtsai

1990). Szerepe van az egyedfejlodésben (Jobling és mtsai 2004). Visszahat a sajat
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termelddésére (Blanchette és mtsai 1997). Részt vesz sejt ndvekedési és proliferacios
szabalyozasban (Heldin és mtsai 1997). Befolyasolhatja a sejten beliil a foszfolipidek
intracellularis valtozasait (Valderrama-Carvajal és mtsai 2002). Sejtciklus szabalyozd
szerepe is van (Scandura és mtsai 2004). A DAP —kinaz promotert aktivalja, és hianya
apoptozisba viszi a sejteket (Jang és mtsai 2002). A sajat fehérjéje altal iranyitott
negativ visszacsatolas nélkiil gatolja a sejtciklust és a sejteket szeneszcencidba, vagy
apoptozisba viszi (Lin és mtsai 2004). Immunologiai folyamatokban is fontos szerepe
van (Liu és mtsai 2006). Szerepet jatszik az 6regedési folyamatokban (Luo és mtsai
2010), valamint a tulstlyossag kialakulasaban (Long és mtsai 2003).

Szérumszintje meghatarozo kiillonbozo fibrotikus folyamatokban (Bernasconi és mtsai
1995; Border és Noble, 1994). Szerepe van szisztematikus betegségek kialakulasaban,
mint a szkleroderma (Dong és mtsai 2002) és a Marfan szindroma (Habashi és mtsai
2006).

Rakos sejtekben gyakran taltermel6dik, mind a tumorszuppresszidos, mind a
progresszios folyamatokban szerepet jatszik (Derynck és mtsai 2001). Szabalyozo
szerepét kimutattak kronikus mieloid leukémidban (Naka és mtsai 2010). A TGF-B1
szérumszint a betegség kimenetelével korrelal hepatocellularis karcinomaban (Ito és
mtsai 1991), eml6- (Ciftci és mtsai 2014), tiid6- (Liu és mtsai 2011) és prosztatarakos
(Shariat és mtsai 2004) betegek vérében.

Jelatviteli folyamatair6l tudhatjuk, hogy sajat célgénjei negativ visszacsatolassal
csendesitik le a szignalt (Stroschein és mtsai 1999). De sajat termelddésére is hat
azaltal, hogy az érésében szerepet jatszo furin enzim termelddését serkenti (Blanchette
¢s mtsai 1997). A citoplazmatikus PML fontos regulatora (Lin és mtsai 2004). TGF-f
jelenléte nélkiil mitokondridlis Gton torténd apoptozisba viszi a sejteket (Jang és mtsai
2002). Negativ regulatora sajat maga (Lin és mtsai 2004) és a TGF-f2 mellett
(Stroschein és mtsai 1999), a Kip2 fehérje, ami a TGF-B1 altal indukalt ciklin
dependens kinaz gatld (Scandura és mtsai 2004). Tébb utvonalon keresztiil, a SMAD 2,
3 és 4 (Jang és mtsai 2002), vagy az inhibin fehérjén keresztiil (Valderrama-Carvajal és
mtsai 2002), a RTK/Ras/MAPK ¢és a p53 jelatviteli utvonalon keresztiil hathat a
proliferaciora, sejtciklusra, apoptodzisra (Kalo és mtsai 2007).

A sugarzassal tobb szalon is kapcsolodik. Sugarvalaszgénként azonositottak, emelkedett

szintje mérhetd az expoziciot kovetden a kezelt paciensek széruméban (Vujaskovic és
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Groen, 2000). A sugarterapia kovetkeztében kialakulo fibrozis okaként a perzisztensen
eléfordulasat a szérumban, mint kockézati tényez6t azonositottak (Quarmby és mtsai
2003; Andreassen és mtsai 2006). Mellkasi besugarzasoknal alkalmazzak kiegészitd
terapiaként a citokin gatlasat.

A sugarzas célzott (Rodemann és Bamberg, 1995) és nem célzott hatasainal (Azzam és
mtsai 2012) is azonositottak, mint a karositd mechanizmusok egyik f6 iranyitd citokin
molekulajat. Multifunkcids fehérjeként a sugarzas hatasara kialakulé valaszreakciokban
vesz részt, a sejthalal és a sejtciklus inicidlasaban is (Rodemann és Bamberg, 1995).

A sugarérzékenységben is szerepet jatszik, mellrakokndl a TGF-B1 gatlas emelte a
tumorsejtek érzékenységét a sugarterapiara (Bouquet és mtsai 2011). Ezzel szemben in
vitro koriilmények kozott sugarérzékeny normal csontveldi sejtvonalban magas TGF-B1

felszabadulas mellett emelkedett apoptdzis volt mérhetd (Irons és mtsai 2012)

3.4.3. Transzformalé névekedési faktor-béta 2 (TGF-f2)
A TGF-B2 amindsav szekvenciajat 1987-ben azonositottak (Marquard és mtsai 1987). A

1g41 kromoszomahelyen taldlhatd. A fehérje egy 442 aminodsav nagysagu prekurzor
fehérjébdl proteolitikus hasitas Utjan keletkezik (Martin és mtsai 1987), az érett fehérje
két teljesen azonos 112 bazispar nagysagu alegységbdl all, melyeket egy diszulfid hid
kot 0ssze. Erosen konzervalt gén, és 71.4%-ban szekvenciahomologiat mutat a TGF-B1-
el (Hanks ¢s mtsai 1988, Barton és mtsai 1988).

Ismert funkcioi kozott szerepel BSC-1 sejtndvekedés szabalyozéasa, a normalis retina
pigment epitél sejtfejlddésben a transzglutamindz enzim szabélyozasa (Priglinger és
mtsai 2003).

Patogén folyamatokban is szerepet jatszik. Diszfunkcionalis miikodése proliferativ
vitreoretinopatiat okozhat. Mind a Smad7 gén altali szignaltranszdukcids inhibicid
okozta tul alacsony, mind a tal magas TGF-B2 szint inicidlhatja a betegséget (Saika és
mtsai 2007; Priglinger és mtsai 2003)

A magas TGF-B2 szint lehet az oka a szemgolyoban levd tilnyomasnak elsddleges open
angle glaukomas (OAG) betegekben (Gottanka ¢és mtsai 2004). A normalis Smad
szignalizacios Utvonalon a BMP4 gatolja a TGF- B2 termelddését, glaukomas sejtekben

azonban a BMP antagonista Gremlin szint emelkedése miatt a TGF- B2 felszabadul az
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inhibici6 alol, extracellularis méatrix depoziciot és magas intraokuldris nyomast okozva

ezzel (Wordinger és mtsai 2007).

crer

crer

Loeys-Dietz szindromaval 6sszefliggd nonszensz mutaciot. (Boileau és mtsai 2012).
Jelatviteli utvonalardl tudjuk, hogy a TGF-B1-hez hasonldan aktivalddik, annak negativ
regulatora lehet (Stroschein és mtsai 1999).

Sugarzéassal kapcsolatban a TGF-B egyik izoformdjaként hasonld szerepet
tulajdonitanak neki, mint az 1-es izoformanak. Ismert, hogy sugarvalasz gén, expoziciot
kovetéen hosszabb idovel emelkedett szintjét mérték sugarkezelt betegek szérumabol
(Epperly és mtsai 1999). Szerepet jatszik a sugarkezelés kovetkeztében kialakuld
enteropathyaban (Wang és mtsai 1998).
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4. Célkitiizés

Olyan egyszeru kimutatasi modszerek, biomarkerek keresése €s vizsgalati alkalmazasa,
melyek a sugarzas elére nem prediktalhato hatdsainak, mint a sejtek egyéni reakcioja, a
szomszédsagi hatds vagy a genomialis instabilitas kimutatasara lehetnek alkalmasak.
4.1. A kis és moderalt dozisu sugarzas hatasainak leirasa normal sejtben 1étrejovo
mitokondrialis DNS karosodason keresztiil.
4.1.1. A CD akkumulécio dozisfiiggésének Osszehasonlitdsa sugarérzékeny és
rezisztens human fibroblaszt sejtvonalakban
4.1.2. CD akkumulacié kimutatasa szomszédos sejtekben.
41.21. A kiilonbozé szomszédsagi hatast kozvetitd ~-moddszerek
Osszehasonlitésa.
41.2.2. A szomszédsagi hatas kivaltdsdban a donor és akceptor sejt
szerepének bemutatasa.
4.1.2.3. A szerotonin szerepének vizsgalata a szomszédsagi hatasban.
4.1.3. Utddsejtekben megjelend, genomidlis instabilitdas Osszehasonlitdsa
sugarérzékeny és rezisztens fibroblasztokban
4.2. Tumor sejtvonalakban a GDF-15 szerepének vizsgalata a sugarvalaszban
4.2.1. A sugarzas indukélta GDF-15 expresszio kimutatasa.
422. A GDF-15 molekularis hatasainak vizsgalata a sejtek direkt
sugarkezelésre adott valaszaban, genetikai modositassal létrehozott, a
GDF-15 gént specifikusan tultermeld, illetve lecsendesitett sejtvonalakban.
. A GDF-15 szint hatasanak vizsgalata:
4.2.2.1. asejtek novekedésére,
4.2.2.2. a sugarérzékenységben szerepet jatszo TGF-B1-2 génexpresszio
valtozasaira
4.2.2.3. amitokondrialis ,,Common” delécio kialakulasara
4.2.3. A GDF-15 szint befolyésa a sugarkezelés kovetkezményeire
423.1. A GDF-15 szint hatdsanak vizsgélata a sugarzas indukalta

talélésre
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4.23.2. A GDF-15 befolyasanak vizsgalata a sugarvalaszban ¢&s
sugarérzékenységben szerepet jatszo TGF-B1 és 2 expressziora
4.2.3.3. A sugarexpoziciot kovetd reaktiv oxigén gyok mennyiségének ¢és

az iranyitott sejthaléllal elpusztuld sejtek mennyiségi 6sszehasonlitasa
a kiilonb6z6 GDF-15 expresszio szintl sejtvonalakban
4.234. A GDF-15 szint altal alakitott oxidativ stresszre érzékeny

,»Common” mitokondrialis deléci6 vizsgalata
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5. Moadszerek

5.1. Sejtvonalak

5.1.1. Human fibroblaszt sejtvonalak

A négy kiilonbozoé genetikai hattérrel rendelkezd felhasznalt sejtvonalbol héarom:
emldrakos, sugarkezelt paciensek bor-biopsziabdl kitenyésztett primer (BS2, CR2),
illetve a primer tenyészetbdl S1 h-TERT génnel immortalizalt fibroblaszt kultara. A
(F11-hTERT) sejttenyészet.

A sejtvonalakrol SF2 kolonia assay-el megallapitottuk in vitro sugarérzékenységiiket, és
ez alapjan vontuk be oket a sugarérzékenység és mitokondridlis DNS delécid
kapcsolatat vizsgalo kisérletekbe. Ez a teszt a sejtek talélését méri 2 Gy sugarzas
hatasara.

A sejtkultirakat 20 % borjuszérumot (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) tartalmazo
Dulbecco’s modified Eagle’s médiumban (Sigma-Aldrich) tenyésztettiik 1% penicillin
(100 U/ml) és streptomycin (100 pg/ml) (Gibco, Grand Island, NY, USA)
hozzaadasaval 37°C-on 5 %-0s CO, koncentracio mellett sejttenyésztd inkubatorban. Az
immortalizalt sejtvonalakat egy korabbi vizsgalat sordn a laboratériumunkban allitottak
el (Kis és mtsai 2005), a retroviralis konstrukciot Dr. Lansdorp (Terry Fox Laboratory
Vancouver, Kanada) szolgaltatta. A konstrukcio egy pMIG vektorban tartalmazta a
humén Telomeraz Reverz Transzkriptazt, és a hozza kotott GFP (Green Fluorescence
Protein) marker gént. A plazmid konstrukciot FlyA13 retrovirus csomagold sejtvonal
(ECACC, Salisbury, UK) segitségével juttattak a primer fibroblaszt sejtvonalakba. A
transzdukcié utan a GFP pozitiv sejtek aramlési citométer segitségével lettek
kivalogatva, és a hTERT gén relativ expresszioja valos idejli PCR segitségével lett

ellendrizve.

5.1.2. Egér emld tumor-sejtvonalak

LM2 egér emld tumor sejtvonal és génmodositott sejtvonalai. A két LM2 mddositott
sejtvonal a GDF-15 gént taltermel6 (LM2-GDF15) és a géncsendesitéssel 1étrehozott
(LM2-shGF15) valtozata. A sejteket 10 % szérumot (Fetal Bovine Serum, Sigma-
Aldrich) és 1% Fungimycint €s Streptomycint tartalmazé Dulbecco’ Modified Eagle
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Médiumon (DMeM-Sigma-Aldrich) tartottuk, a génmodositott sejtvonalakhoz a
megfeleld szelektiv antibiotikumot adtunk. Az LM2 modositasa egy korabbi vizsgalat
soran tortént a laboratoriumunkban (Hegyesi és mtsai 2011), mely soran az LM2-
GDF15 taltermeld sejtvonal eldallitdisa True ORFGDF15-GFP jelolt/pCMV6
plazmiddal (OriGene, Rockville, MD, USA) illetve kontrollnak hasznalt {ires vektorral
vald transzfektalassal tortént, a gyarto eldirasa szerint, Turbofect (Fermentas, Amherst,
USA) felhasznalasaval. Mikor a sejtek elérték az 50-60%-o0s konfluencia allapotat, 5 ug
plasmid hozzaadéasaval egy ¢€jszakan keresztiil inkubalodtak. Ezutan a sejteket G418
(0,5 mg/ml) tartalmii médiumon tenyésztettilk. A G418 rezisztens klonok harom hét
tenyésztés utan lettek kivalogatva. A klonok GDF-15 mRNS expresszidjat kvantitativ
RT-PCR felhasznalasdval validaltuk, illetve aramlési citométeren (FACS Calibur
Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA) ellenériztiik a GFP pozitiv sejtek aranyat. A
tovabbi in vitro kisérletekhez a sejtek tenyésztése megfelelé G-418 antibiotikum
tartalmi médiumon tortént.

A csendesitett sejtvonal eldallitasa Dr. Lambert (Anschutz Medical Campus, Aurora,
CO, USA) segitségével tortént, aki a plazmid vektor kKonstrukciot szolgaltatta nekiink.
Az LM2 sejteket a gyartd protokolljat kovetve szubkonfluens allapot elott
transzfektaltuk tobbféle génspecifikus OriGene shRNS (OriGene) pRS vektorral (egér
GDF-15 shRNS). A puromycin rezisztens klonok 15 pg/ml antibiotikum tartalmt
tapoldaton lettek ndvesztve két héten keresztil. A klénok GDF15 mRNS
génexpresszioja real-time PCR-rel lett ellendrizve, és a legmagasabb csendesitést elért
klon lett kivalasztva a géncsendesitett vizsgalatokhoz ennek a klonnak 10%-ra csokkent
a GDF15 mRNS génexpresszioja. A késObbi vizsgélatok eldtt a sejtvonalak a kisérlet
megkezdéséig 15 ug/ml puromycin tartalma tapoldaton novekedtek, igy elérhet volt

egy stabil csendesitett sejtvonal fenntartasa.

5.2. Sugdrkezelés

A direkt sugarkezelés a fibroblaszt sejttenyészet esetében egyszeri 60Co-y sugarzassal
tortént (Gammatron-3 késziilék, Siemens Erlangen, Németorszag), kis doézis (100 mGy)
és kozepes 2 Gy-es dozis alkalmazasaval.

A dozisfliggés vizsgalatnal alkalmaztunk ettdl eltéré sugarkezelést, 0,01-10 Gy dézisig.
A kis dozisok esetében a 1égdozis-teljesitmény 0,0244 Gy/perc, a nagy dozisoknal 0,059
Gyl/perc volt.
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A tumor sejteket rontgensugarzassal kezeltik, THX-250 (Siemens Erlangen,
Németorszag) rontgenkésziilékkel. Az alkalmazott dozisok az expresszio vizsgalatoknal
a standard sugarkezelés 2 Gy-es dozisa és emelkedd dozisok (0-2-4-6) a tobbi
vizsgalathoz. A 1égdozis-teljesitmény 1,46 Gy/perc volt.

5.3. Kolonia assay

Human fibroblaszt sejtvonalon a kolonia assay-hez a sugarérzékeny (S1-hTERT), és a
normal (F11-hTERT) immortalizalt kultarakat hasznaltuk. A sejteket normal
koriilmények kozt tenyésztettiik 20 %-os borjusavét tartalmazé DMeM médiummal, a
konfluens tenyészet eléréséig. Ekkor a fibroblasztokat az 4ltalanosan hasznalt
procedurat kovetve 4 %-0s Tripszin-EDTA oldat felhasznalasaval levalasztottuk a
sejttenyésztd edény feliiletérol. A sejteket Tripan kék festék hozzdadasa mellett Biirker-
kamraban megszamoltuk, majd kioltottuk ket 100 mm?® —es tenyésztdedényre. A
sejtszam 500 illetve 1000 sejt/Petri csésze volt. A szétosztas hibait kikiiszobdlendd, a
sejtvonalakbol minden alkalommal dézisonként minimum két parhuzamost oltottunk, és
a kisérleteket legalabb haromszor megismételtiikk. A sejtek szétosztasa utan 24 draval
tortént meg a sugarkezelés 0,1 és 2 Gy dozissal. A besugarzas utan 14 napig inkubaltuk
a sejteket, 3-4 naponta friss médiumot cserélve rajtuk. A két hét inkubacids id6
elteltével a sejteket metanollal fixaltuk, és Commassie Blue BR-250 (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) festékkel megfestettik az €16 sejteket. A
koloniaszamlalas fénymikroszkép alatt tortént. Kolonidknak azt a sejtcsoportot
tekintettiik, amelyet minimum 50 fibroblaszt sejt alkotott. A kolonia-képzés (plating
efficacy, PE) és a talélés (surviving fraction, SF) szdmoldsa Munshi és tarsai altal leirt
modon tortént (Munshi és mtsai 2005).

Tumorsejtekben a kolonia assay-hez LM2, LM2-GDF15 overexpresszalo és LM2-
shGDF15 shRNS-sel gatolt egér emld tumor kulturakat hasznaltuk. A sejtek szétosztasa
utan 6 oOraval tortént meg a sugarkezelés 2 és 4 Gy dozissal. 7-9 nap inkubécids i1d6
elteltével a sejteket metanollal fixaltuk, és 1%-0s Metilén-kékkel megfestettiik. A
koloniaszamlalas fénymikroszkép alatt tortént. Kolonidknak azt a sejtcsoportot
tekintettiik, amelyet minimum 50 tumor sejt alkotott. A kolonia-képzés (plating
efficacy, PE) és a tulélés (surviving fraction, SF) szdmoléasa a mar kordbban leirt modon

(Munshi és mtsai 2005) tortént.
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A kolonidk szdma a parhuzamosok datlagdnak szdmitasaval torténik. A plating
efficiencia a kdvetkezd egyenletbdl szamolhato:

PE = Koloniak szama ¥100

Kiosztott sejtek szama

A koldéniaképzés meghatarozasa utan szamithat6 ki a talélés (SF), ami megadja a
kezelésre adott valaszt. A talélés meghatarozhatd a kdvetkezo egyenletbdl: a kezelt
minta PE-ja a kontroll minta PE-jahoz képest szazalékosan

SF = Kezelt minta PE ¥700

Kontroll minta PE

A tulélést szemi-logaritmikus fliggvényen abrazoljuk, ahol az x tengely a kezelést,

esetiinkben a besugarzas dozisat jeldli, az y pedig a talélést logaritmikusan abrazolva.

5.4. Szemi-kvantitativ polimeraz lancreakcio

A ,,common” mitokondrialis delécio vizsgalatara polimeraz lancreakciot alkalmaztunk.
A mintdkat szemi-kvantitativ PCR-rel amplifikaltuk eldszor. A reakciod termék mérete
jellemzden a 100-400 bp kozott volt (2. tablazat) Az ajanlott termékhossz maximum
1000 bp, az ennél nagyobb termékek amplifikdldsdhoz mar specidlis PCR
kortilményeket, un. long-term PCR technikat hasznalnak. Az altalunk vizsgalt szakasz
egy kozel 5000 bazispar nagysagu részt érint a mitokondrialis DNS. A mi
rendszeriinkben total/teljes DNS-bdl szaporitjuk fel a kivant szekvenciat, vagyis a
mintank tartalmazza a nuklearis és a mitokondrialis DNS-eket is.

A templatul szolgald DNS-t a kezelést kdvetd inkubacios id6 utan, 4%-0s Tripszin-
EDTA oldattal a tenyészté-edényr6l levalasztott sejtekbdl izolaltuk MasterPure™ DNS
izolald kittel (Epicentre Technologies Ltd, Madison, WI, USA). A reakcié soran
hasznalt primereket (IDT Technologies, Neymark NY, USA) a masodik tablazat
foglalja 6ssze. A ,,common” delécié 4977 bp-os nagysagu, igy a deléciés mutans
meghatarozasara a primereket a delécion kiviilre, a kiesd rész két végére terveztiik. A
rovid elongacios 1d6, 30 masodperces szintézis nem elég a teljes tobb mint 5000 bp
nagysagu szakasz felszaporitasara, igy a delécios primerek hasznélata soran vad tipusu
termék nem keletkezett. Két primerpart is hasznaltunk a deléciés mitokondriumok
aranyanak megallapitasara, az egyik egy 262 bp-os (A4977 mtDNS F1+R1) irodalmi
adatokban validalt primerpar (Rogounovitch és mtsai, 2002), a masik egy sajat

tervezési, 373 bp (A4977 mtDNS F2+R2) nagysagt terméket eredményezett. A vad
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tipus meghatarozaséra a primereket (WT mtDNS F+R) a delécion beliilre terveztik, igy
amennyiben a delécid megtorténik, vad tipusu termék nem keletkezik. Hasznaltunk
tovabba primereket a teljes mtDNS (Tmt mtDNS F+R) mennyiség meghatarozasara,
ezeket a D-kanyart kodold kiilsé régio kornyékére terveztik. A primerek
elhelyezkedését a mitokondrialis DNS-en az 4. dbra szemlélteti.

Tmt mtDNS R (mtDNS 16102-16125)

VIR

Tmt mtDNS F (mtDNS 16042-16066) f}
-loop és

4977 bp delécio

WT mtDNS R (mtDNS 9620-9642)

TWT mMtDNS F (mtDNS 9500-9520)

COIlI ATPE8 AIP/

A4977 mtDNS F (mtDNS 8293-8322)

4, abra A kvantitativ polimeraz lincreakciéban a mitokondrialis ,,common” delécios
mitokondriumok meghatirozasara hasznalt primerek elhelyezkedése a mitokondrialis
DNS-en . A deléciés mitokondriumok jellemzésére a primereket a delécié kiilsé oldalan
helyezkedik el(A4977 mtDNS F+R), a vad tipus felszaporitasara a delécion beliilre (WT
MtDNS F+R), a teljes mitokondrium mennyiségét jellemz6é primerpart pedig a
mitokondrialis DNS D-loop-jahoz (Tmt mtDNS F+R)

Minden 50ul PCR reakcidelegyiink tartalmazott 1 pg DNS-t, 10 x reakcio puffert (1,
5mM), dNTP-t (0, 3mM), primer-t (0, 375 pM), és a DNS polimeraz enzimet (0,06
U/ul, Finnzymes Oy, Finland).

A gyors, ciklikus hdmérséklet-valtasokhoz Bio-Rad PCR késziiléket hasznaltunk (Bio-
Rad Laboratories, CA, USA).

A PCR-reakcié programozott hdprofiljat a 2. tablazat tartalmazza a human fibroblaszt

sejten végzett mitokondrialis DNS delécio vizsgalat esetében (2. Tablazat).
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2. tablazat A human fibroblasztokban el6fordulé mitokondrialis CD detektalasara

hasznalt PCR reakcioban alkalmazott homérsékleti ciklusok

Felfiités és Denaturdcio 15 perc 95°C
40x  Denaturdcio 30 mp 95°C
Annelalas 30 mp 59°C
DNS szintézis 30 mp 72°C
Vegso extenzio 5 perc 72°C

0 4°C

A CD delécios mutansok vizsgéalatdra alkalmazott qPCR reakcid soran alkalmazott

primereket a 3. tablazat tartalmazza.

3. tablazat A mitokondrialis ,,common” delécié vizsgalatanal hasznalt primerek jellemzoi

Primer neve Primer szekvencia DNS régio Te(ggek
Tmt mtDNS F 5-GATTTGGGTACCACCCAAGTATTG-3’ mDNS
16042-16066
83
Tmt mtDNS R 5°-AATATTCATGGTGGCTGGCAGTA-3’ mMtDNS
16102-16125
WT mtDNS F 5’-CGACCACTTTGTCAAGCTCA-3’ mtDNS 9500-
9520
141
WT mtDNS R 5’-GGTGATTGATACTCCTGATGCG-3’ mthl§43620-
AmtDNA™"" F1
(Rogounovitch és | 5-CCCACTGTAAAGCTAACTTAGCATTAACC-3’ | MDNS 8293-
mtsai 2002) 8322 -
AmtDNA®" R1
Rogounovitch és 5- GGTTTCGATGATGAGGTCTTTG-3’ mtDNS
mtsai 2002) 13509-13531
AmtDNA®"F2 | 5-CCCACTGTAAAGCTAACTTAGCATTAACC-3’ | MIDNS 8293-
8322
373
AmtDNA*®"" R2 5’-AGGTTGACCTGTTAGGGTGAGA-3’ mtDll\éz 414362-

5.5. Kvantitativ valos idejii PCR

Valés 1dejii polimerdz lancreakcid segitségével allapitottuk meg a fibroblaszt

kultirdkban mitokondrialis ,,common” deléci6 pontos mennyiségét. Az altalunk

alkalmazott Maxima SybrGreen Master Mix 2x (Thermo Scientific Ltd, Loughborough,
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UK) tartalmazta a reakcié puffert, a beépitendd nukleotidokat, a Taq polimerazt és a
kontaminécio ellendrzésére uracil DNA glikozilazt (UDG), csak a reakcionak megfeleld
primereket és a DNS templatot kellett hozzaadni. Az analizis AACT metddussal késziilt.
Az alkalmazott modszer leirasara a kovetkezo egyenletek szolgéalnak:
Ct yizsgalt gén/génszakasz = Cl a gén/génszakasz, amire normalizalunk = ACt
ACt kezelt minta = ACt ontrot = AACt
Relativ mennyiség = 2 24

Ezeket alkalmazva a ,,common” deléciés mutansok leirdsara szolgaldo (AmtDNA*" F
+R) primerek 4ltal felszaporitott termékek mennyiségét, mint a vizsgalt génszakaszokat
normalizaltuk, a teljes mitokondrialis DNS mennyisége leird6 Tmt mtDNS primerekkel
felszaporitott, és a nukledris DNS jellemzésére alkalmazott, normélisan &llando
mennyiségben jelen levé ugynevezett ,,hdztartisi” GAPDH génre tervezett Gapdh F (5°-
CGACCACTTTGTCAAGCTCA-3’) és R (5>-AGGGGTCTACATGGCAACTG-3") primerek
segitségével felszaporitott termékre (ACt). Valamint 0Osszehasonlitottuk a kezelt
mintdkban a kezeletlen kontrollhoz képest (AACt), igy tudtuk megallapitani a CD
mutans mitokondriumok relativ valoszintiségét. Majd a két haztartasi génre normalizalt
AACt értéket atlagoltuk. Igy megkaptuk azt az eredményt, ahol a kontroll mintinkban a

relativ mennyiség értéke mindig 1, és a kezelt mintakban ehhez képest alakul az arany.
5.5.1. Mitokondridlis delécio mérése

5.5.1.1. Human fibroblasztokon

A humén fibroblasztokon a kiilonb6z6 genetikai hatteri és sugarérzékenységii
fibroblasztok (CR2, BS2, S1-hTERT, F11-hTERT) felhasznalasaval a mitokondrialis
,scommon” delécid mérése a szemi-kvantitativ PCR technika soran alkalmazott
koriilmények kozott zajlott, Maxima SybrGreen Master Mix 2x (Thermo Scientific Ltd)
reagenssel.

A sejteket 10 % szérumot (Fetal Bovine Serum, Sigma-Aldrich) és 1% Fungimycint és
Streptomycint tartalmazé Dulbecco’ Modified Eagle Médiumon (DMeM) (Sigma-
Aldrich) tartottuk. A konfluens tenyészetbdl sejtszamolas utan dézisonként 500.000
sejtet 25 cm?®—es tenyésztdedényben inkubaltuk a kezelés eldtt 24h-n keresztiil.

A sugarkezelést kovetden 37 C-on inkubaltuk a sejteket, majd az inkubaciés 1d6

leteltével a sejteket a tenyészedénybdl Osszegyiijtottik DNS izoldlashoz. A DNS
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izolalast a sejtekbdl Epicentre MasterPure ™ Littel végeztik, a gyarté protokollja
szerint. A valos-idejii polimeraz lancreakcid elétt a DNS-ek mennyiségét lemértiik
nanodrop segitségével (BioTEK Synergy HT).

Ezeknek a kondiciéi a kovetkezok voltak: 20 upl végtérfogatt PCR Mix tartalmazott 1
ug teljes DNS-t, 1,875 pM primert, 10 ul Thermo Scientific Maxima SybrGreen gPCR
Master Mix, vagy Luminaris Color HiGreen gPCR Master Mixet, ami tartalmazta a Hot
Start Taq polimerazt, a dUTP-t, az Uracil-DNS Glikozilazt, a qPCR puffert, és a
SybrGreen festéket. A detektalas 494 és 521 nm-en tortént Corbett Rotor-gene Real-
time PCR gépen (Qiagen, Hilden, Németorszag). A Luminaris Mix tartalmaz még egy
kék festéket 615 nm-es abszorpcidval €s igényel még 0,5 pl Yellow Sample puffert, ami
413 nm abszorbeal). Két kitre azért volt sziikség, mert a Maxima SybrGreen qPCR kit
magyarorszagi forgalmazdsa idokézben megsziint, igy ugyanannak a gyartonak egy
tovabbfejlesztett termékét voltunk kénytelenek hasznalni, aminek a kondicioi jelentds
mértékben hasonlitottak az el6z6h6z. A PCR reakcid elsé denaturacios 1épése Maxima
SybrGreen qPCR Mix és a Luminaris Color HiGreen qPCR kit esetében egy ciklusban
tért el, a gyartd utasitdsa szerint Luminaris Color HiGreen qPCR kit tartalmazott még
egy elsd ciklust a felfiités eldtt 50 %C-on 60 masodpercig, a tovabbiakban kovette az
eldz6 beallitasokat.

Az analizis AACT moddszerrel tortént, a CD mutansok mennyiségi meghatdrozasa a
vizsgalt termékmennyiség a nukledris és mitokondridlis DNS mennyiségét leird

termékekhez normalizalt atlaga a kezelt sejtekben a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva.

5.5.1.2. Egér eml6tumor sejteken

A ,,Common” deléciéo megtalalhatd az egér mitokondrialis DNS-en is (Zhang és mtsai
2013a), ezért munkank sordn alkalmazhattuk a CD kimutatdsi mddszert egér tumor
sejtvonalakon a sugarérzékenységben szerepet jatsz6 GDF-15 gén vizsgalatdnal. A
felhasznalt sejtvonalak LM2 egér emld tumor sejtvonal és génmodositott sejtvonalai
voltak, a GDF15 gént taltermeld (LM2-GDF15) és géncsendesitéssel 1étrehozott (LM2-
shGF15) valtozata.

A mitokondridlis CD mennyiségi analizise a human fibroblasztok méréséhez hasonloan

zajlott, a héprofilt a 4. tablazat tartalmazza.
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4. tablazat A kvantitativ polimeraz lincreakcié héprofilja egér mitokondrialis CD
kimutatasara

Felfiités és Denaturacio 15 perc 95°C
40X  Denaturdcio 30 mp 95°C
Annelalas 30 mp 60°C

DNS szintézis 30 mp 72°C
Vegso extenzio 5 perc 72°C

0 4°C

Az alkalmazott primerek listdjat az 5. tablazat tartalmazza.

5. tablazat A kvantitativ polimeraz liancreakcié soran az egér modellben felhasznalt
primerek az egér mitokondrialis CD mérésére

Helye a
PCR
Név Szekvencia mitokondrialis
termék
DNS-en
tmt pr F 5’-ATCGTACCGCGGTGGCT-3’ mtDNS 67-88
5’-CACAAAGGTTTGGTCCTGGCCT- | mtDNS 311- | 264 bp
tmt pr R
3 331
del pr F (Zhang | 5>-TCATTCTAGCCTCGTACCAACA- | mtDNS 8912-
¢és mtsai 2013a) 3’ 8933
304 bp
del pr R (Zhang | 5’-GAGGTCTGGGTCATTTTCGTTA- | mtDNS 13070-
¢és mtsai 2013a) 3’ 13091

A teljes mitokondrium mennyiséget jellemz6 primerpart (tmt pr F+R) a mtDNS
12SrRNS-t kodolo szakaszara terveztiik. Az analizisnél, a nuklearis DNS jellemzésére,
normalisan allandé mennyiségben jelen levé Cyclofillin C1 génre tervezett, Cycl F 5°-
CCAGGTATACAAGCAGGTGTGCTC-3’ €s Cycl R 5’-
CATCATTAGGGCCATCCTGGAC-3*  szekvenciaji  primerpar  segitségével
felamplifikalt terméket is hasznaltunk a normalizalashoz. A AACT analizis soran a
common delécidés mitokondriumok mennyiségét a mitokondrialis és nukledris DNS
mennyiségének leirdsara szolgdld geénekre tervezett primerek altal felszaporitott
termékekre normalizaltunk, ezeket viszonyitottuk Ossze a kezelt ¢s kezeletlen

mintdkban, ahogy ezt mar kordbban leirtam a human fibroblaszt vizsgalatok soran
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alkalmazott modszereknél. A primereket a human mintahoz hasonléan helyezkedtek el,
a delécios primerek irodalmi adatok alapjan validalt primerek voltak (Zhang és mtsai
2013a) az egér mitokondrialis DNS szakaszaira, ezeknek az elhelyezkedését az 5 dbran

mutatom be.

Kontroll régio
tmt pr F (mtDNS 67-88) D-loop és HVR

oo
A TR Cytb del pr R (mtDNS 13070-13091)
tmt pr R (mtDNS 311-331)

16stRNS

ND1

3860 bp delécio

ATP 6
COII ATPS8

del pr F (mtDNS 8912-8933)

5. abra Az egér CD kimutatasara hasznalt primerek elhelyezkedése a mtDNS-en. A delécios
mitokondriumok jellemzésére a primereket a delécié Kkiilsé oldalan helyezkedik el (del pr
F+R), a teljes mitokondrium mennyiségét jellemz6 primerpart pedig a mitokondrialis DNS

12SrRNS szakaszara (tmt pr F+R).

5.5.2. A mitokondridlis ,, Common delécio” hosszu idejii kovetése

A hossztu ideji kovetést hetven napon keresztiill végeztiik immortalizalt human
fibroblaszt sejtvonalakon. A sugarérzékeny (S1-hTERT) és sugarrezisztens (F11-
hTERT) sejtvonalunkban hasonlitottuk  0ssze a  delécios  mitokondriumok
mennyiségének alakuldsat az idében. A kordbban alkalmazott metodikat kovetve a
sejteket kiosztottuk konfluens o0sztédo tenyészetbdl az egyszeri sugarkezelés eldtti
napon, 300.000 sejtet doézisonként. A kovetkez0 napon gamma-sugarzassal kezeltiik a
sejteket, 0 Gy-el, kis dozissal 100 mGy-el és 2 Gy-el. Ezutan egy hetet inkubaltuk 6ket.
Egy hét elteltével a kiosztott sejtekbdl sejtszamolas utan tovabboltottunk 300 ezer sejt, a
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fennmaradé mennyiséget eltettiik DNS izolalasra CD vizsgalathoz. A hossza ideji
kovetést 10 héten keresztiil végeztiik, hetente mérve a sugarzas okozta mitokondrialis

karosodas mértékét, és 6sszehasonlitva az érzékeny és rezisztens sejtvonal reakcioit.

5.5.3. Szomszédsagi vizsgalat

A szomszédsagi kisérleteket primer és immortalizalt sejtvonalon is végeztiink, kétféle
modszerrel. Mindkét modszernél azonos sejtszamot vizsgaltunk. 500 ezer sejtet
oltottunk ki 25 ml-es tenyésztéedényekbe a besugarzas el6tt 24 oraval. Az els6 modszer
az ugynevezett médiumcserés modszer. Ennél a modszernél a donor sejteket
besugaraztuk, majd a sugarkezelés utan 1 o6raval a médiumot, benne az esetlegesen
termel6dott anyagokkal athelyeztiik a recipiens szomszédsagi sejtekre. A szomszédsagi
sejtek, melyeket valodi besugarzas nem ért, ebben a kezelt médiumban néttek 72 6ran
keresztiil. Az inkubdacios 1d6 letelte utan a sejtekbdl DNS-t izolaltunk és kvantitativ real-
time PCR modszerrel meghataroztuk a ,,common” delécié mennyiségét.

A masik kisérlet az Gn. ,,ko-kultira” modszeren alapult, a direkt sugarkezelt sejteket egy
inzerten a besugarazatlan sejtekre helyeztiik, igy a kezeletlen sejtek 72 6ran keresztiil
egylitt ndttek a sugarkezelt sejtekkel. A 72 6rds hat6ido utan a sejtekbdl DNS-t
izolaltunk, és valos idejii PCR-rel megallapitottuk a CD deléciés mitokondriumok
arAnyat a fibroblaszt tenyészetekben. Osszehasonlitottuk a primer és immortalizalt
sejtkultirak szomszédsagi reakcioit a sugarérzékenység és a dozis fliggvényében.
Nemzetkozi kooperacioban, mas laborokkal egyiitt teszteltem a szerotonin transzmitter
szintjének hatasat a szomszédsagi Sejteken. A szomszédsagi hatast korabban
szomszédsagi szignalt kivalto F11-hTERT sejteken médiumcserés technikdval mértem a
kiilonb6zd mértékli szerotonin tartalmu borjisavd szérumot tartalmazd meédiumokat
alkalmazva. A kiilonb6z6 szerotonin tartalmt szérumok a Szerotonin- jelii alacsony, a
Szerotonin+ jeli magas, valamint egy nem meghatarozott szerotonin tartalma
kondicionalt médiumot hasznéltam. 2 Gy sugarkezelést kovetd 72 o6ra inkubacios 1d6
letelte utan DNS-t izolaltunk, és valos idejii polimeraz lancreakcid segitségével mértik

a CD mutéans mitokondriumok mennyiségét.

5.5.4. Célgének expressziojanak meghatdrozasa Real-time PCR-rel

A vizsgalatban szereplé sejtkultirdk az LM2 egér emld tumor sejtvonal ¢és

génmodositott  sejtvonalai, a GDF-15 gént taltermelé (LM2-GDF15) és
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géncsendesitéssel 1étrehozott (LM2-shGF15) valtozatai voltak. A sejteket a mar leirt
modon tenyésztettiik és rontgenbesugarzassal kezeltiik, majd 24 6ra inkubacios 1d6 utan
keriiltek 0sszegytjtésre a vizsgalathoz.

A sejtekb6l RNS-t izolaltunk RNeasy Mini kit (Qiagen) segitségével, a gyartd
protokollja szerint. Az RNS tisztitdsa tisztitd oszlopon zajlott, a sejtek lizalasa, a
proteinek leoldasa és a DNS DNaz enzimmel valo elemésztése utan, a végsé elualas
nukleaz-mentes vizben tortén. Az RNS mennyiséget spektrofotométerrel mértilk meg,
majd lug-nyi mennyiséget cDNS-s¢ alakitottunk at a valés idejli polimeraz
lancreakciohoz. A cDNS-t, High Quality cDNS kittel (Applied Biosystem Ltd, Thermo
Fisher Scientific Group, Loughborough, UK), a gyartdo protokolljanak megfeleléen
készitettiik.

A PCR reakci6 hdprofilja a 6. tablazatban talalhato.

6. Tablazat A g PCR reakcio héprofilja a TGF- csalad RNS expresszio mérésére

Felfiités és Denaturdcio 15 perc 95°C
40x  Denaturdcio 30 mp 95°C
Annelalas 30 mp 60°C

DNS szintézis 30 mp 72°C
Veégso extenzio S perc 72°C

00 4°C

A kandidans génjeink vizsgalatahoz tervezett primereket a 7. tablazat tartalmazza. A
kandidans gének a GDF-15 gén, a TGF-Bl és a TGF-B2 mellett feltlintettem az
alkalmazott ,haztartasi” géneket, melyekre a AACT analizis soran normalizaltuk az
expresszié mértékét. A vizsgilt gének leirasara szolgalo (Egér GDF-15 F+R, Egér TGF-B1
F+R, Egér TGF-B2 F+R) primerek altal felszaporitott termékek mennyiségét normalizaltuk a
nuklearis DNS jellemzésére alkalmazott, allandd6 mennyiségben jelen levd pol2g génre
tervezett (Egér pol2g F+R) és a HGPRT génre tervezett (Egér HGPRT F+R) primerek
segitségével felszaporitott termékre (ACt). Valamint 0Osszehasonlitottuk a kezelt
mintdkban a kezeletlen kontrollhoz képest (AACt), igy tudtuk megéllapitani a vizsgalt
gének relativ expressziojat. Majd a két haztartdsi génre normalizalt AACt értéket
atlagoltuk. fgy megkaptuk azt az eredményt, ahol a kontroll mintankban a relativ

mennyiség értéke mindig 1, és a kezelt mintakban ehhez képest alakul az arany.
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7. Tablazat A gPCR reakcio felhasznalt primerek a TGF-p csalad RNS expresszio

mérésére
Helye a PCR
Primer neve Primer szekvencia y termék
cDNS-en
hossza
Egér pol2g F 5 -TGTGGTCACTC?)GGTCAACAAGGT- 348-371
5 199 bp
Egér pol2g R 5 -TGTCTACACGC3G’TGCCTACAATCT- 504547
, 5°-
Egér HGPRTF | o o16CTGGATTACATTAAAGCACTG-3" | 377401 351bp
Egér HGPRT R 5 -GTCAAGGGCAT;B:TCCAACAACAAA 705728
Egér GDF-15 F 5 -AACACGCATG(;(,BCAGATCAAAGC- 762-784
; 135 bp
Egér GDF-15 R 5 AAGTCTGCAGTSACACACCACTGT 874-897
Egér TGF-B1 F 5’-CCCTATATTTGGAGCCTGGA-3’ 1846-1865
57 bp
Egér TGF-B1 R 5’-GTTGGTTGTAGAGGGCAAGG-3’ 1884-1903
Egér TGF-B2 F | 5- AATGTGCAGGATAATTGCTGC -3 | 2152-2172
130 bp
Egér TGF-B2 R 5’- CTCCATAGATATGGGCATGC -3’ 2263-2282

5.6. WST assay

A sejtek novekedésének tulélésének a detektalasara haszndlva a moédszert, az LM2
tumor sejtvonalat, és annak GDF-15 génmddositott valtozatait, az LM2-GDF15
tultermelé és LM-shGDF15 csendesitett sejtvonalakat hasznaltuk. A WST assay a
WST-1 (4-[3-(4-1odophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene
bisulfonate) reagens szinreakciojan alapszik.

A sejteket 96 lyuku plate-re osztottuk szét, 1000 sejtet lyukanként, kisérletenként 8
technikai parhuzamost alkalmazva egy sejttipusbol. A kisérletet harom bioldgiai
parhuzamossal ismételtiik meg és értékeltiik. A sejtek 100 pl 10 %-0s borjusavot
tartalmaz6 DMeM oldatban novekedtek, a mérés kezdetéig, amit kiilonb6zo
idépontokban mértiink. Az inkubacids id6 0, 24, 48, 72, 96 és 120 ora volt. Ezutan 10 pl

WST oldatot adtunk a sejtekhez és 1 ora elteltével lemértiik a szinvaltozas alapjan a
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mitokondrialis dehidrogendzok aktivitasat. Az abszorbancia mikroplate-leolvaso
segitségével (Biotek, Synergy HT Winooski, VT, USA) lett mérve 450/630

nanomeéteren.

5.7. Apoptozis mérés
A programozott sejthaldl mérésére a kiilonb6z6 sejtvonalakban NucView™ 488
MitoView™ 633 (Biotium Inc, Hayward, CA, USA) apoptozis kit-et hasznaltunk. A
besugarzast az apoptotikus sejtek beazonositdsaban a kit mikddése a kaszpaz 3/7 enzim
aktivitasan és mitokondridlis membranpotencial valtozason alapszik.
A MitoView™ 633 egy tavoli vords mitokondrialis festék, képes a sejtmembranon
atdiffundalni, és a sejtben a mitokondriumban halmozodik fel. A festés mértéke fiigg a
membranpotencialtol, ezért az apoptotikus sejtek joval kisebb festddést mutatnak, mint
az egészséges sejtek.
A sugarkezelést kovetden a sejteket 24 o6ran keresztiil inkubaltuk 37 %C-on, majd az
inkubécios 1d0 leteltével a sejteket a tenyészedénybdl Osszegytijtottik apoptdzis
vizsgédlathoz, amit a gyartd protokolljanak megfelelden végeztiink el. A sejteket
centrifugalassal kiiilepitettiik, a feliiluszot ledntottiik. 200 uL elémelegitett 37 °C-o0s 10
%-o0s szérumot tartalmazé Dulbecco’s Modified Eagle Médiumban ujra felkevertiik a
sejteket. A sejtszuszpenziohoz 1 pL NucViewTM 488 és 1 pL MitoView '™ 633
fluoreszcens festéket adtunk. 1 oran keresztiil sotétben, szobahomérsékleten inkubaltuk
a sejteket. Ezutan ismét lecentrifugaltuk t és 500 pl PBS puffer hozzaadéasaval lemértiik
aramlasi citométeren. A NucView ™ festék 488nm-en, a MitoViewTM festék 633 nm-
en detektalhato.
Az analizis CellQuest Pro™ (Becton-Dickinson, Oxford, UK) 3.1 szoftver programmal

tortént.

5.8. ROS mennyiség mérése
A kisérlet soran a felhasznalt sejtek az LM2 egér tumor, és laborunkban eldallitott
GDF-15 génmodositott sejtvonalai voltak, a taltermelé LM2-GDF15 ¢és a csendesitett
LM2-shGDF15 sejtvonal volt. A reaktiv oxigén gyokok mérésére CellROX® Oxidative
Stress Reagenst (Life Technologies, Grand Island, NY, USA) hasznaltunk. Ez a

fluoreszcens proba az ¢l sejtekben taldlhatdo ROS mérésére alkalmas, fluoriméterrel,
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vagy aramlési citométerrel. A CellROX Oxidative Stress kit mérés egy szinreakcion
alapszik, mely soran a sejtekben képzddo reaktiv oxigén gyokok mennyisége mérhetd.
A sejteket konfluens tenyészet eléréséig megfeleld antibiotikumot tartalmazoé médiumon
novesztettilk, majd 96 lyuk sejttenyészté edényre osztottuk Oket. Hagyomanyos
tripszin-EDTA kezeléssel levalasztottuk ket a tenyésztdedényrdl, az ¢€l6 sejteket
fénymikroszkop alatt Biirker-kamraban megszamoltuk, és 3000 sejtet 100 ul 10%-0s
borjusavot tartalmazé6 DMeM médiumban kiosztottunk.

A sejteket sugarkezeltiik, 0 és 6 Gy-el, majd inkubaltuk 37 °C-on. A sejtekhez
hozzaadtuk az 5 pM mennyiségli CellROX® Deep Red Reagenst. A sejteket 30 percig
37 fokon inkubaltuk, PBS pufferrel megmostuk, majd fluoriméteren, plate-readerrel
(Biotek, Synergy HT Winooski, CA, USA) detektaltuk a termel6dé ROS mennyiségét

30 perccel és 24 o6raval kezelés utan.

5.9. TGF-f1 ELISA assay

A TGF-B1 ELISA mérés az LM2 ¢és moddositott sejtvonalainak feliiliszdjabol mérve
TGF-B1 Mouse ELISA kittel (R&D Systems, Abingdon, UK), a gyart6 protokollja
alapjan tortént. A sejteket a kvantitativ valos idejli polimeraz lancreakcié vizsgalathoz
hasznaltuk, réluk a kezelt médiumot 24-48-72 éraval sugarkezelés utan gyhjtottik. A

sejtek kezelését a real-time PCR mérés leirdsanal részleteztem.

5.10. Eredmények kiértékelése, statisztikai analizis

A kisérletek soran kapott eredmények minimum harom mérés atlagat €s az atlaghoz
szamitott standard hibat (SEM) jelolik. Az eredményeket egy-utas ANOVA
varianciaanalizissel értékeltiik, a tobbszords Osszehasonlitas Bonferroni, illetve Dunett
korrekcioval tortént Graphpad Prism 5.0. (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)
software-rel tortént. A dozisfiiggés vizsgalatokra két-utas ANOVA variancia-analizist
alkalmaztunk. Szignifikans eltérésnek a P <0,05 értékeket fogadtuk el.
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6. Eredmények

6.1. Human fibroblasztokon végzett vizsgdlatok
6.1.1. Invitro sugarérzékenységi vizsgalatok

A sugérérzékenység megallapitdsara a primer sejtvonalakban és az immortalizalt
sejtvonalakban a 2 Gy sugarkezelés hatasara taléld frakcid (SF2) assay szolgalt, amely a
kontroll és kezelt sejtek kolonia assay-el valo vizsgalatabol adodott. Az eredményeket,
mely alapjan a primer és immortalizalt sejteket kivalasztottuk a tovabbi vizsgélatokhoz,
a 8. tablazat tartalmazza. Normal illetve rezisztens sugarérzékenységli sejtvonalnak
fogadtuk el ar egyszeri 2 Gy sugarkezelés utan 0,3 feletti SF2 értékkel rendelkez6
sejtvonalakat. Sugarérzékenynek tekintettilk a nemzetkdzi standardok alapjan a 0,2
alatti SF2 értékkel rendelkezdé sejtvonalakat. Az eredmények alapjan normal, vagy
rezisztens sejtvonalnak a primer CR2 és F11-hTERT sejtvonal bizonyult, mig
szenzitivnek a primer BS2 és az immortalizalt S1-hTERT. A tovabbi kisérletekhez ezek

a sejtvonalak lettek kivalasztva.

8. Tablazat A Kkivalasztott fibroblaszt sejtvonalak sugarérzékenysége

Sejtvonal neve SF2 Sugarérzékenység
CR2 primer 0,320,049 normal/rezisztens
BS2 primer 0,11+0,01 érzekeny
F11-hTERT immortalizalt 0,391+0,042 normal/rezisztens
S1-hTERT immortalizalt 0,179+0,037 érzekeny

6.1.2. Mitokondrialis ,, Common” delécio (CD) kimutatdasanak optimalizalasa

Vizsgalataink targya két sugarérzékeny (BS2, S1-hTERT) és két normal érzékenységli
(CR2, F11-hTERT) sejtvonal volt. A direkt és szomszédsagi hatas-vizsgalatokhoz
primer €s immortalizalt sejtkultirat egyarant hasznaltunk, kizdrva annak a lehetdségét,
hogy a génmoddositas befolyasolja a sejtek esetleges talélését, illetve a mitokondriélis

DNS karosodasanak mértékét.
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A szemi-kvantitativ PCR reakcio soran kimutattuk, hogy a deléciés mutans eléfordult a
kontroll besugarazatlan csoportban is, ez azonban megfelel az irodalmi adatoknak, mert
a delécid maga spontan is bekovetkezhet, illetve né az el6fordulasi gyakorisaga a korral.
csoportban, nem talaltunk olyan sejtvonalat, amiben hianyzott volna. Az abran lathatéak
a PCR reakciok termékei, a kiilonb6z6é primerekkel, és a nekik megfeleld nagysaga

termékekkel (6. abra).
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262 bp (A mtDNS) - —
o — 141 bp (WT mtDNS)
o - .rf— 83 bp (totdl mDNS)

6. Abra A human mitokondridlis ,,common deléci6” kimutatisihoz hasznilt primerek
termékei agaréz gélen 100bp-os DNS létra mellett. A baloldalon lathato a CD mutansok
mennyiségének jellemzésére a delécid két oldalara tervezett primerparokkal amplifikalt 262 és
373 bazispar nagysagl termék (A mtDNS). Jobb oldalon a vad tipus (WT mtDNS) primerpar
141, a teljes mitokondrialis DNS mennyiségének jellemzésére tervezett (total mtDNS) primerpar

83 bazispar nagysagrendi termékei lathato.

6.1.3. Mitokondrialis ,, Common” delécio mennyiségi analizise

A valos idejli PCR vizsgalatokndl a cél a CD mutdnsok kovetése volt iddben,
Osszehasonlitva a sugdrérzékeny és normal, vagy sugarrezisztens sejtvonalakat. A
hossszu idejii kdvetés a kis és moderalt dozisok késoi hatasat volt hivatott modellezni, a

delécios mutansok felhalmozodasanak mérésével. Megfigyelhetd kiilonbségeket
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kerestiink kis és moderalt dozisnal a fibroblaszt sejtvonalakban. Figyelembe vettiik a
sejtek sugarérzékenységét is.

Ahogy azt mar a modszerek leirasanal emlitettem, a AACT analizis soran a ,,common”
delécios mutansok leirasara szolgald primerek altal felszaporitott termékek mennyiségét,
mint a vizsgalt génszakaszokat normalizaltuk, a teljes mitokondridlis DNS mennyisége
leir6 Tmt mtDNS primerekkel felszaporitott, és a nukledris DNS jellemzésére

alkalmazott GAPDH génre (részletesen lasd Modszerek fejezet).
6.1.4. A ,common delécio” felhalmozodasa a sugarérzékenység fiiggvényében

Osszehasonlitottuk mind a négy human fibroblaszt sejtvonalban a deléciés mutansok

mennyiségét sugarkezelés hatasara (7. abra).

3,5
3 - * *
[ 1]
25 - T T
2 [ [ m0 Gy
1,5 - 2 Gy

1 -
0,5 _j I I I
0 -

Fll——hTERT S1-hTERT

CD delécios mitokondriumok relativ mennyisége
kezeletlen kontrollhoz viszonyitva

Mintak

7. abra A kvantitativ polimerdaz lancreakcié soran a megallapitott delécids
mitokondriumok mennyisége a Kkiilonb6z6é sugarérzékenységii primer és immortalizalt
fibroblaszt sejtvonalakban a 2 Gy sugarkezelést koveto 7. napon a Kkezeletlen kontrollhoz
viszonyitva. Az eredmények minimum 3 mérés atlagat, és a standard hibat (SEM) abrazoljak.

*= P <0,05
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Hét nappal az egyszeri 2 Gy sugarkezelést kovetden a sugarérzékeny sejtvonalaknal
mind a primer BS2 (2,5+0,24; P=0,014), mind az immortalizalt S1-hTERT
sejtvonalban (2,03+0,4; P=0,045) magasabbnak bizonyult, mint a rezisztens CR1
(1,51+0,41; P=0,5866) és F11-hTERT (1,71+0,07; P=0,209) sejtvonalban.

Vizsgaltuk a sugarérzékenység szerepét a ,,common delécids” mutansok keletkezésében
az immortalizalt sugarérzékeny S1-hTERT és rezisztens F11-hTERT sejtvonalban.

crcr

Osszehasonlitottuk a CD delécios mutansok akkumulacidjanak dozisfiiggését (8. abra).

3,5

*k*k

[ *%
2,5 [ | [

*

T

s ]! | ! mF11-hTERT

T |
. L ml SI-hTERT
0’5 -] I
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0Gy 10mGy 50 mGy 100 mGy500 mGy 2Gy 10 Gy

CD deléciés mitokondriumok relativ mennyisége
kezeletlen kontrollhoz viszonyitva
[N
(6]

dozis

8. abra A sugarérzékeny S1-hTERT és rezisztens F11-hTERT sejtvonalban dézisfiiggo
»common” deléciéos mutans mitokondriumok eléfordulasi gyakorisaga qPCR-rel mérve a
sugarkezelést koveté6 7. napon a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva. Az abran a
besugarazatlan kontrollhoz viszonyitott relativ CD mennyiség lathaté emelkedé dozis hatasara.
Az eredmények minimum harom mérés atlagat és a standard hibat (SEM) abrazoljak. (*=P

<0,05; **=P <0,01; ***=P <0,001).

Az akkumulacidé dozisfiiggd a sugarérzékeny sejtvonalban (P <0,001). A kiilonb6z6
dozisok hatasat dsszehasonlitva a két sejtvonalban, az érzékeny sejtvonalban nagyobb
delécios mitokondrium akkumulacié volt megfigyelhetd6 mind kis (10 mGy-nél
1,5440,16 és 50 mGy-nél 1,93+0,32), mind nagy dozisnal (2 Gy-nél 1,62+0,24 és 10
Gy-nél 2,4+0,4). Ez az eltérés kis dozisnal (P=0,0037), és moderalt dozisnal is

szignifikansnak mutatkozott (2 Gy-nél P=0,0069). A rezisztens sejtvonalnal
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szignifikans CD akkumulacié (P=0,0296) csak a legnagyobb 10 Gy (1,63+0,3) dozis

alkalmazasa esetén volt mérhet6.

6.1.5. Szomszédsagi vizsgalat

A szomszédsagi kisérleteknél a CD mennyiségi analizisével Megvizsgaltuk a
szomszédsagi hatds kapcsolatat a sugarérzékenységgel ¢€és a sugarzds dozisaval.
Osszehasonlitottuk a kiilonbdzé szomszédsagi hatas kivaltasara alkalmas technikékat.
Megfigyeltik a  szerotonin  szint  jelentéségét  mutdns  mitokondriumok

felhalmozddasaban, aminek szomszédsagi hatdsban fontos szerepet tulajdonitanak

6.1.5.1. A kiilonb6z6 szomszédsagi hatast kozvetité modszerek technikak
Osszehasonlitdsa

A Bystander technikakat 6sszehasonlitva a nem taldltunk szignifikans eltérést a delécios

mutansok felhalmozodasaban az inzerten direkt besugarazott sejtek mellett ,,co-

culture”-ben tartott szomszédjaikban (ByIns) valamint a sugarkezelt donorsejtekrél

szarmazo6 kondicionalt médium (ByMcs) altal kivaltott hatasban (P> 0,05) (9. abra).

3,5
3 -

2,5

2 1 =0.1Gy

151 2Gy

viszonyitva

1 -

0,5 -

0 -

CD mutans mitokondriumok relativ
mennyisége kezeletlen kontrollhoz

Byins ByMCs

9. abra CD delécios mitokondriumok felhalmozédasa a szomszédos sejtekben 72 oraval a
kezelés utan qPCR reakcioval mérve. A szomszédos sejtek sugarkezelést kapott donorsejtek
mellett (Bylns), vagy azoktdl szarmaz6é kondicionalt médiumon (ByMcs) néttek. Az
eredmények a ,,common delécios” mutans mitokondriumok mennyiségét abrazoljak a kezeletlen

kontrollhoz viszonyitva, minimum harom mérés atlagat és a standard hibat (SEM).
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6.15.2. A sejtvonalak  sugarérzékenységének és a  donorsejt

crer

A szomszédsagi kisérleteknél a kiilonb6z6 sugarérzékenységli - sejtvonalakat
Osszehasonlitva megallapithat6 volt, hogy a CD akkumulécioban érvényesiilé szomszéd
hatas nem minden sejtben jelent meg (10. abra). Szignifikans eltérés a primer CR1
sejtvonalban kis (P=0,0477), az immortalizalt F11-hTERT sejtvonalban 2 Gy hatasara
(P=0,0019) volt mérhetd.

3,5

=0 Gy
=0.1Gy

2Gy

kezeletlen kontrollhoz viszonyitva

0,5 -

0 -

CD deléciés mitokondriumok relativ mennyisége

i DA

A8
e

10. abra Szomszédsagi hatas dsszehasonlitasa az egyes sejtvonalakban qPCR reakcioval
mérve. A sejteket 0,1 és 2 Gy dozisu sugarexpozicidt elszenvedett donorsejtek médiumaval
kezeltiik. Az abran szomszédsagi sejtekben mért kezeletlen kontrollhoz viszonyitott relativ CD
mennyiség lathatdo a primer CR2 sugarrezisztens, a BS2 radioszenzitiv, és immortalizalt S1-
hTERT szenzitiv és F11-hTERT rezisztens sejtvonalon. Az eredmények minimum harom
mérés atlagat és a standard hibat (SEM) abrazoljak. (*=P <0,05; **=P <0,01)

A primer és az immortalizalt sejtkulturdkat is vizsgalva aldtdmasztottuk a korabbi

feltevést, hogy a donor sejt sugarérzékenységtél nem fligg a szomszédsagi hatas
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(Morgan 2003), a sejtek egyéni valaszt adtak. Nem volt szoros Osszefiiggés a
szomszédsagi hatds és a dozis kozott sem (10. abra), szignifikans eltérés a primer
sejtvonalban kis (1,863+0,234) (P=0,0477), az immortalizalt F11-hTERT sejtvonalban
2 Gy hatasara (2,04+0,35) (P=0,0014). A szenzitiv sejtvonalban a direkt hatashoz
hasonld, de nem teljesen azonos mértékii a valtozas, de szignifikans eltérés nem

mutatkozott.

6.1.5.3. A direkt sugarkezelt donor szerepének vizsgalata a szomszédsagi

hatasban
A donor és akceptor sejteket vizsgalva, 2 Gy sugarexpozicio utdn szomszédsagi hatast
mutatd F11-hTERT (P=0,0014) és korabban szomszédsagi hatast nem mutatdé S1-
hTERT (immortalizalt sejtvonalakban kovettiik a ,,common” deléciés mutdnsok
eléfordulasat. Az akceptor sejteket sajat, illetve a masik sejtvonalnak a direkt

sugarkezelt donorsejtekrél szarmazé kondicionalt médiumaval kezeltiik (11. abra).
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CD delécios mutans mitokondriumok relativ
mennyisége kezeletlen kontrollhoz viszonyitva

11. 4bra CD akkumuléci6 a kiilonb6z6 sugarkezelt donorsejtekrél szirmazo kondicionalt
médiummal Kezelt szomszédos sejtekben gPCR reakcioval mérve. Az eredmények a
»common delécids” mutans mitokondriumok mennyiségét abrazoljak a kezeletlen kontrollhoz

viszonyitva, minimum harom mérés atlagat és a standard hibat (SEM). (**=P <0,01)
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Megfigyelhetd volt, hogy a szomszédsagi hatas csak a donor sejttdl fliggott. A korabban
szomszédsagi hatast nem mutatdo SI-hTERT (1,14+0,23) sejtvonalon is tudtunk az F11-
hTERT sejtvonaltdl szarmazé médiummal szignifikans (P=0,0069) szomszédsagi hatast
kivaltani (1,6+0,08). Forditott esetben az SI-hTERT sejtekrdl szarmaz6é médiumot az
F11-hTERT sejtekre helyezve, a korabban kimutatott szignifikans szomszédsagi hatas
(2,04+0,35) nem volt megfigyelhet6 (P=0,8826), szinte teljesen lecsékkent a karosodott

mitokondriumok mértéke (1,16+0,11) a normal szintre.
6.1.5.4. A szerotonin hatasanak vizsgalata a szomszédos sejtekben

A szerotonin hatasanak vizsgalatdhoz az F11-hTERT sejtvonalat hasznaltuk, az atviteli
technikak koziil a médiumcserés modszert alkalmaztuk. A donor sejteket 2 Gy-el
kezeltiik, a sejtek kiilonb6z6 szerotonin tartalmi médiumban néttek. A sejtekre vagy a
magas szerotonin szintii (Szerotonin+), vagy az alacsony szerotonin szintii (Szerotonin-)

kondicionalt médiumat helyeztik 4t a sugarkezelt sejtekrél (12. abra).
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CD deléciés mutansok relativ mennyisége
kezeletlen kontrollhoz viszonyitva
P
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_|
_|

Szerotonin+ Szerotonin-

Kezelés

12. abra Szerotonin szint befolydsa a szomszédsagi hatiasra qPCR reakciéval mérve. A
sejteket magas (Szerotonint) és alacsony (Szerotonin-) tartalmazo médiumon tenyésztettiik,
majd kezeltik a szomszédos sejteket (ByMcs) direkt 2 Gy sugarkezelt sejtekrél szarmazod
kondicionalt médiummal. Az eredmények harom mérés atlagat mutatjdk, a CD mutans

mitokondriumok relativ mennyiségét a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva, és a SEM-t.
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A szerotonin tartalom befolydsat a szomszédsagi hatasra nem figyeltiink meg. A
kiilonb6z6 szerotonin tartalmi médiumokon tartott sejtek a szomszédsagi hatdsban nem

mutattak eltérést.

6.1.6. Sugarzas indukalta genomidalis instabilitas kévetése
A genomialis instabilitas hosszabb id6vel a sugarkezelés utan fordul eld a sejtekben, és
jellemzd ra a mutacidk felszaporodasa. Ezért a CD mutacid mennyiségi kovetésével
modelleztiik a szervezetben el6forduld esetleges genomidlis instabilitast. A primer
sejtkultarak limitalt passzazs-szama miatt a hosszu kovetéses kisérleteknél az
immortalizalt sejtekkel dolgoztunk. (S1-hTERT ¢és F11-hTERT).
A hosszu idejli kovetés sordn Osszehasonlitottuk a sugarérzékeny és sugérrezisztens
immortalizalt sejtvonalban a sugarzas hatasara felhalmoz6do deléciés mutansok
mennyiségét. Mindkét sejtvonalban detektaltunk a sugarzas hatdsara ,,common”
delécidos mitokondrium akkumulaciét a sugarkezelést kovetden. Kinetikdjat tekintve a
karosodas kozvetleniil a sugarkezelést kovetden volt a legmagasabb, kis dozis hatasara a
rezisztens sejtvonalban a maximalis 1,7540,04-szoros, a szenzitiv sejtvonalban 1,87+0,5
akkumulacié volt mérhet6 (13 és 14. abra), melyek azonban a rezisztens sejtvonalban a
hetedik héten mar kiszelektalodtak. Az abrakon a CD delécids mutansok relativ mennyisége
lathat6 a teljes mitokondrialis és nuklearis DNS mennyiségre normalizalva (ACT) és a kezelt
mintat a kezeletlenhez viszonyitva (AACT) (részletesebben lasd Modszerek fejezet.
A rezisztens sejtvonalban (13. abra) a hosszl idejii kovetés statisztikai analizise utan
megallapithatd volt, hogy a kezeletlen kontrollhoz viszonyitott az egész iddszakra
vonatkozé CD akkumulaciot nézve kis dozisra nem tapasztaltunk (P=0,6) eltérést, mig
moderalt 2 Gy dozisu egyszeri besugarzas hatasara mérhetd volt szignifikans emelkedés
(P=0,0285). A sugarkezelés utani napokat egyenként vizsgalva a korai idépontokban
talaltunk eltérést, ami visszatért a normal szintre. Egyszeri 2 Gy doézisi gamma-
sugarzas hatasara az F11-hTERT sejtvonalban korai idépontban a legnagyobb
felhalmozodas 1,88+0,09.
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13. abra CD deléciés mitokondriumok hosszu idejii kovetése a sugarrezisztens F11-
hTERT sejtvonalban gPCR reakciéval mérve. Az abra CD deléciés mutansok relativ
mennyiségét mutatja a kezelt mintat a kezeletlenhez viszonyitva. Az eredmények minimum

harom mérés atlagat és a standard hibat (SEM) abrazoljak. (*=p<0,05, **=p<0,01)

Az érzékeny S1-hTERT sejtvonalban, ahol a korai emelkedés a 14. napon érte el 2 Gy
hatdsara a maximalis mennyiséget, a CD delécios mitokondriumok aranya 2,4+0,3 volt.
A felhalmozodas dozisfiiggdnek mutatkozott, a 2 Gy karositd hatdsa tobb deléciods
mitokondriumot eredményezett, de mindkét sejtvonalban volt emelkedés a kis dozis
hatasara is (14. abra). Szignifikans eltérést tapasztaltunk a kezeletlen kontrollhoz
viszonyitott altalanos CD akkumulaciot nézve kis (P=0,0345) és moderalt dozis (P <
0,001) hatasara a sugarérzékeny S1-hTERT sejtvonalban. A hetedik hét utan egy
ismételt emelkedést lehetett tapasztalni a deléciés mitokondriumok mennyiségében
(1,840,33), ami a 70. nap eltelte utdn sem tért vissza a kontroll szintjére, még mindig,

24%-o0s emelkedés volt tapasztalhat6 (1,24+0,1).
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CD deléciéos mutans mitokondriumok relativ
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14. abra Hosszu idejii kovetés a sugarérzékeny S1-hTERT sejtvonalban qPCR reakciéval

mérve. Az eredmények a CD deléciés mutansok relativ mennyiségét mutatjdk a teljes

mitokondrium mennyiségre normalizalva (ACT) és a kezelt mintat a kezeletlenhez viszonyitva

(AACT). Az eredmények minimum harom mérés atlagat és a standard hibat (SEM) abrazoljak.
(*=p <0,05;**=p <0,01)
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6.2. Vizsgdlatok tumorsejt vonalakon

6.2.1. Az LM2 modell

A modositatlan LM2 sejtvonalban kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcioval
(QPCR) vizsgaltuk a GDF-15 gén sugarkezelésre adott RNS expresszid valtozasat.
Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy kezelés utan 24 oraval a GDF-15
expresszid dozisfiiggéen (P <0,001) nétt (15. abra) a kezeletlen kontrollhoz (0 Gy)
képest. A dozisok hatasat egyenként elemezve megallapithato, hogy 2 Gy sugarkezelés
hatasara 1,72+0,23, 4 Gy hatasara 2,14+0,29 és 6 Gy hatasara 3,64+0,38-szor,
szignifikansan (P <0,01) magasabb relativ GDF-15 expresszié volt mérheté az LM2
sejtvonalban a sugarkezelést nem kapott mintakhoz képest. Az eredmények a GDF-15
relativ expresszidjat mutatjdk pol2 és HGPRT sugarkezelésre normalis koriilmények kozott nem
valtozo ,.haztartasi” génekre normalizalva (ACT) és a kezelt mintat a kezeletlenhez (LM2 0Gy)
viszonyitva (AACT).

* ¥

3,5 -

0,5 -

GDF-15 relativ expresszié kezeletlen
kontrollhoz viszonyitva
N

0 Gy 2 Gy 4 Gy 6 Gy

Dozis

15. abra GDF-15 expresszi6 LM2 tumor sejtvonalban a kezeletlen kontrollhoz (0 Gy)
viszonyitva, 24 6raval besugarzas utan qPCR reakcioval mérve. Az eredmények a GDF-15
relativ expressziojat mutatjak. Az eredmények minimum harom mérés atlagat és a standard

hibat (SEM) abrazoljak. (**=p <0,01)
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Kvantitativ valés idejli polimerdz lancreakcioval (qQPCR) vizsgaltuk a moddositatlan
LM2 sejtvonalhoz képest a modositott sejtvonalak GDF-15 génexpressziojat.
Génmodositas hatdsara a GDF-15 gént konstitutivan taltermeld LM2-GDF15
sejtvonalban tobb mint 10-szeres GDF-15 génexpresszio volt mérheté az LM2 eredeti
sejtvonalhoz képest (11,51£1,45) (P <0,01). A géncsendesitett sejtvonalban a GDF-15
expressziot kozel 80 %-ban (0,26+0,06) gatoltuk (P <0,05). (16. abra).
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16. abra GDF-15 relativ expresszio a tultermelé (LM2-GDF15) és csendesitett (LM2-
shGDF15) sejtvonalban az LM2 sejtvonalhoz viszonyitva qPCR reakciéval mérve. Az
eredmények a GDF-15 relativ expresszidjat mutatjdk Az eredmények minimum harom mérés

atlagat és a standard hibat (SEM) abrazoljak. (*=P <0,05; **=P <0,01)
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6.2.2. Sugarvalaszt befolyasolo molekularis hatasok vizsgalata emlo tumor
modellben

6.2.2.1. GDF-15 hatasa a sugarérzékenységre

A GDF-15 hatasat a sugarérzékenységre kolonia teszttel vizsgaltuk (17. abra). A
sugarzas hatasara dozisfiiggéen csokkent a tulélés, de a hatasban eltérést mutattdk a

sejtvonalak, a GDF-15 szint eltéréen befolyasolta a sugarkezelésre adott valaszt.

——LM2

LM2-GDF15

Tulélés

== M2-shGDF15

0,01
0 1 2 3 4 5

Doézis (Gy)

17. abra Kolénia assay az LM2 mddositott sejtvonalaiban a sugarzast koveté 7. napon. A
szamitott talélés kezeletlen kontrollhoz képest, szemi-logaritmikus skalan abrazolva. Az

eredmények minimum harom mérés atlagat és a standard hibat (SEM) abrazoljak. (**=P <0,01)

Az eredmények alapjan megallapitottuk, hogy GDF-15 tultermeld sejtvonalban
magasabb volt a talélés mind a moderalt 2 Gy (0,63+0,04), mind a nagy 4 Gy
(0,21+0,05) dozisu sugarexpozicid hatdsara normal LM2 sejtvonalhoz képest
(0,49+0,026 2 Gy-nél és 0,13+0,3 4 Gy-nél). Az LM2-shGDF15 csendesitett
sejtvonalban csokkent a talélés (2 Gy-nél 0,310,046 és 4 Gy-nél 0,03+0,008). A
csendesitett sejtvonal tulélését tekintve mar 2 Gy hatdsara is szignifikansan tobb sejt

pusztult el (P=0,004).
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6.2.2.2. GDF-15 hatésa a proliferaciéra

A WST assay soran a mitokondridlis enzimaktivitas mérésével a sejtvonalak
¢letképességét vizsgaltuk 5 napon keresztiil kovetve a kultirakat. Megallapitottuk, hogy
a GDF-15 gén bevitele megnovelte a sejtek osztodo képességét, mig a géncsendesités
csokkentette életképességiiket és ndvekedési hajlanddsagukat az eredeti sejtvonalhoz
képest. Szignifikans eltérés mutatkozott a kiindulasi sejtvonalhoz képest mind a csendesitett
LM2-shGDF15 (P=0,02), mind a taltermeld LM2-GDF15 sejtvonalban (P <0,001). A 18.
abran lathato, hogy az id¢6 elteltével, hogyan valik el a sejtvonalak osztddd képessége,
¢s hogyan né meredeken a gént tultermelé LM2-GDF15 sejtvonalban (a 0. napon
0,1+0,008 és a 6. napon 2,4+0,41). A csendesitett LM2-shGDF15 sejtvonalban az
0sztodo képesség az 1d6 elteltével kis mértékben valtozik, majd az id6 eldre haladtaval
lecsokken (a 0. napon 0,08+0,013 és a 6. napon 0,19+£0,023) az eredeti sejtvonalhoz
képest (a 0.napon 0,04+0,005 és a 6. napon 0,9+0,059).
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18. abra Sejtszam valtozas a Kiilonb6zo sejtvonalakban WST assay-el mérve a
modositatlan LM2, a csendesitett LM?2-shGDF15 és a thaltermelé LM2-GDF15
sejtvonalban. Az eredmények minimum harom mérés atlagat és a standard hibat (SEM)
abrazoljak. (*=P <0,05;***=P <0,001)

76



DOI:10.14753/SE.2016.1871

6.2.2.3. TGF-B1 gén expresszio valtozasa sugarkezelés hatasara

A modositatlan LM2 sejtvonalban kvantitativ valds idejli polimerdz lancreakcidval
(qPCR) vizsgaltuk a TGF-B1 gén sugarkezelésre adott RNS expresszio valtozasat a
kezeletlen kontrollhoz viszonyitva. Vizsgélataink soran arra voltunk kivancsiak, hogy
milyen hatdssal van a sugarkezelés, illetve a GDF-15 géntermelés valtozasa a csaladba
tartoz0 mas citokinek expresszidjara, illetve hogy a GDF-15 szint valtozasa hogyan
befolyasolja a sugarzas-indukalt TGF-B1 expressziot. Az LM2 tumorsejtvonalban
sugarkezelés hatdsara, 24 ora elteltével a TGF-B1 relativ expresszidja a kezeletlen
kontrollhoz képest dozisfiiggd (P <0,01) emelkedést mutatott. A dozisokat egyenként
vizsgalva szignifikansan valtozott a TGF-B1 expresszidé mértéke a 4 Gy (P=0,0085) és 6
Gy (P=0,0026) hatasara. A relativ expresszié mértéke a kezeletlen kontrollhoz képest,
amely mindig 1,59+0,122 nagy doézisu 4 Gy és 1,610,065 6 Gy egyszeri sugarkezelés
hatasara. (19. abra)
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19. abra A TGF-PB1 génexpresszié szint valtozasa emelked6 dozisu sugarkezelés hatasara
gPCR reakcioval mérve. A méréseket 24h-val besugarzas utan végeztiik, LM2 emld tumor
sejtvonalon. Az eredmények a TGF-B1 relativ expresszidjat mutatjak kezeletlen kontrollhoz
viszonyitva. Az eredmények minimum harom mérés atlagat és a standard hibat (SEM)

abrazoljak. (*=P <0,05;**=P <0,01)
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6.2.2.4. A GDF-15 hatasa a TGF-B1 szintre

A GDF-15 termeléstdl fliggd TGF-B1 expressziét hasonlitottuk &ssze az LM2
sejtvonalhoz képest kvantitativ valds idejii polimerdz lancreakcioval (qPCR). A GDF-
15-6t tultermeld LM2-GDF15 sejtkultirdban csokkent a TGF-B1 expresszioja
(0,699+0,09). A géncsendesitésre enyhe emelkedés volt tapasztalhato (1,251+0,1) (20.
abra A).

Az ELISA kisérlet soran szignifikans (P=0,0136) csokkenést mértiink a GDF-15 gént
konstitutivan tultermeld LM2 GDF-15 sejtvonal feliiliszojaban. A csendesitett LM2-
shGDF15 sejtvonalban nem taldltunk valtozast a TGF-B1 termelésben a csendesités

hatasara (20. abra B).
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20. abra LM2 kezeletlen kontrollhoz viszonyitott TGF-p1 relativ expresszié és citokin
szint a GDF-15-6t Kkiilonb6z6 mértékben expresszalé sejtvonalakban. A. A gPCR
reakcidval mért relativ RNS expresszio lathato LM2 kezeletlen kontrollhoz (0 Gy) viszonyitva,
a taltermeld6 LM2- GDF15 és csendesitett LM2-shGDF sejtvonalban. Az eredmények
minimum harom mérés atlagat és a standard hibat (SEM) abrazoljak. (*=p<0,05). B. ELISA
assay-el mért TGF-B1 citokin szint az LM2, a ttltermelé LM2-GDF15 és a csendesitett LM2-
shGDF15 sejtvonalban. (*=P<0,05).

6.2.2.5. A GDF-15 hatésa a sugarzas indukalta TGF-B1 expresszidra

Moderalt 2 Gy sugarkezelés hatasat vizsgaltuk az egyes sejtvonalakban kvantitativ valos
idejii polimeraz lancreakcioval (qPCR). A gént kiilonb6z6 modon expresszald
sejtvonalakat sajat kezeletlen kontrolljukhoz képest nézve hasonld volt a relativ
expresszid. A gént kiillonb6zé modon expresszald sejtvonalakat sajat kezeletlen

kontrolljukhoz képest nézve hasonlo volt a relativ expresszid. Megfigyeltiink egy korai
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¢s enyhe génexpresszios emelkedést, de a valtozdsok nem bizonyultak szignifikans

kiilonbségnek. (21. abra).
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21. abra GDF-15 hatasa a sugarzas indukalta TGF-p1 expressziora sajat kezeletlen
kontrollhoz viszonyitva 2 Gy sugarkezelés utin LM2, tultermelé LM2-GDF15 és
csendesitett LM2-shGDF15 sejtekben mérve qPCR-rel. Az eredmények minimum harom
mérés atlagat és a standard hibat (SEM) abrazoljak.
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6.2.2.6. A sugarkezelés hatasa a TGF-B2 génexpressziora

Kutatasunk soran megvizsgaltuk a csalad masik tagjanak, a TGF-B2-nek az expresszios
valtozasait is kvantitativ valos idejli polimeraz lancreakcidval (qPCR). A valtozasok
kovetése kiterjedt az ionizald sugarzas indukalta TGF-B2 génexpressziora, illetve a
GDF-15 szintfiiggd expressziora. Az expresszios valtozasok kovetésével a modositott
sejtvonalakban megfigyelhettiik, milyen hatassal van GDF-15 szint a sugarzas-indukalt
TGFb2 kifejezddésre. A kezelést kovetd 24 6ra mulva ennek a génnek az expresszidja

esetében nem tudtunk indukciot megallapitani. (22. abra).
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TGF-B2 relativ expresszié kezeletlen kontrollhoz
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22. abra TGF-P2 relativ expresszié kezeletlen kontrollhoz (0 Gy) képest LM2 egér tumor
sejtvonalban a sugarkezelés utan 24 oraval gJPCR reakcioval mérve. Az eredmények

minimum harom mérés atlagat és a sztenderd hibat (SEM) dbrazoljak.

6.2.2.7. A GDF-15 hatasa a TGF-B2 génexpressziora

Az qPCR-rel vizsgalt relativ RNS expresszio mértéke szignifikdnsan valtozott, mikor a

sejtvonalunkat modositottuk. A GDF-15 taltermelé6 LM2-GDF15 sejtvonalban egy
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jelentés TGFB2 expresszio gatlast értiink el azaltal, hogy a GDF-15 termelését tobb
mint 10-szeresére ndoveltik (0,24+0,049). A GDF15- taltermeld LM2-GDF15
sejtvonalban az expresszio lecsokkent az modositatlan sejtvonalhoz képest (P=0,017).

Az inkubacios id6 hosszabbitasa nem valtoztatott ezen, 48 6ranal a taltermeld sejtben
csokkenés, mig a csendesitett sejtvonalban enyhe mértékii ndvekedést tapasztaltunk, de

ez nem bizonyult szignifikansnak. (23. abra).
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23. abra TGF-B relativ expresszi6 génmédositis hatasira LM2 kezeletlen mintihoz
viszonyitva, qPCR reakcioval mérve. Az abran a modositatlan LM2-h6z viszonyitott relativ
expresszio lathatdé a GDF15- taltermelé LM2-GDF15 sejtvonalban ¢és a csendesitett
sejtvonalban (LM2-shGDF) 24-48-72 o6raval kiosztast kovetéen. Az eredmények minimum
harom mérés atlagat és a standard hibat (SEM) abrazoljak. (*=P <0,05; **=P <0,01)

6.2.2.8. A GDF-15 hatésa a sugarzas indukalta TGF-B2 génexpressziora

A sugarkezelésre adott valaszon is moédositott, a GDF-15 génexpresszio véltozasa. A
besugarzast kovetd 24 ora muilva az LM2-GDF15-ben sajat kezeletlen kontrolljahoz
képest csokkent (P=0,0202) a TGF-B2 termelédés (0,49+0,072), mig a csendesitett
sejtvonalban egy tendenciézus (P=0,08) emelkedést tapasztaltunk (1,45+0,18) (24.

abra).
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Az inkubaciés id0 hosszabbitasa nem valtoztatott a sugarvalaszon, a 0 Gy - es
besugarazatlan kontrollhoz képest a tultermeld sejtben egy enyhe csokkenés, mig a
csendesitett sejtvonalban hasonlé mértékli ndvekedést tapasztaltunk, de ez nem

bizonyult szignifikansnak (24. abra).
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24. abra A GDF-15 szint hatisa a 2 Gy moderalt dézisu sugarkezelés TGF-p2
génindukciojara 0 Gy kezeletlen Kkontrollhoz viszonyitva, qPCR reakciéval mérve
médositatlan LM2, tiltermelé LM2-GDF15 és csendesitett LM2-shGDF15 sejtekben. Az

eredmények minimum harom mérés atlagat és a standard hibat (SEM) abrazoljak. (*=P <0,05)

6.2.2.9. A sugarkezelés hatasa a mitokondrialis ,,common” delécid

felhalmozoddasara

A korédbban a fibroblaszt tenyészeteken végzett vizsgalatok sordn megallapitottuk, hogy
a mitokondrialis ,,common” delécio mérése elég érzékeny, és ezért alkalmas a sugarzas
kovetkeztében fellépd oxidativ stressz reakciok altal kivaltott DNS karosodasok
mérésére. Korabbi irodalmi adatok alapjan ismert (Zhang és mtsai 2013a), hogy az egér
mitokondrialis DNS-én ugyantgy el6fordul a huméanhoz hasonld ,,common” delécios
mutacio, igy a korabbi human sejteken végzett kisérleteinket optimalizaltuk egér tumor

sejtekre. Az abrak a CD delécios mutansok relativ mennyiségét mutatjak a teljes
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mitokondrium mennyiségre normalizdlva (ACT) és a kezelt mintdt a kezeletlenhez
viszonyitva (AACT).

Az emelkedd dozis hatasara kialakuldo mutaciok vizsgalatat LM2 sejtvonalon végeztiik
valds idejli polimeraz lancreakcioval (25. abra). Szignifikans dozisfiiggé ndovekedést
(P <0,001) tapasztaltunk a delécios mutansok eléfordulasaban, ahogy a sugarzas dozisa
emelkedett. A dozisokat egyenként vizsgalva, szignifikans eltérést (P=0,008) 6 Gy
esetében mértiink (5,641+1,406), ekkor a CD mutans mitokondriumok mennyisége tobb

mint 6tszOr nagyobb volt, mint a nem sugarkezelt kontrollban.
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25. abra Deléciés mitokondriumok arinya LM2 mddositatlan egér emlé tumor
sejtvonalban a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva, QPCR reakciéval mérve. Az eredmények

minimum harom mérés atlagat és a standard hibat (SEM) abrazoljak. (**=P <0,01)

6.2.2.10. GDF-15 hatasa a mitokondrialis delécio felhalmozodasara

Megvizsgaltuk, hogyan befolyasolta a GDF-15 szint és a sugarzas a delécio eldfordulasi
gyakorisagat (26. abra). A GDF-15 tultermel6 sejtvonalban nagymértékben lecsokkent
(P=0,03) a karosodas (0,346+0,0088). Ezzel szemben a csendesitett sejtvonalban
szignifikansan ndtt a mutacidé el6fordulasa az eredeti LM2 sejtvonalhoz képest

(P=0,01).
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mLM2
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26. abra a deléciés mitokondriumok aranyanak valtozasa a GDF-15 génmodositas
hatasara LM2-GDF15 tiltermelé és LM2-shGDF15 csendesitett sejtvonalban LM2
kontrollhoz képest qPCR reakcioval mérve. A relativ CD felhalmozodasa lathato LM2
kontrollhoz viszonyitva, a taltermel6 és csendesitett sejtvonalban. Az eredmények minimum

harom mérés atlagat és a standard hibat (SEM) abrazoljak. (*=P <0,05)

6.2.2.11. GDF-15 befolyasa a sugarkezelés hatdsara indukalodo

mitokondrialis delécio felhalmozddasra

A sugarkezelés karosito hatasat qPCR-rel vizsgalva az egyes sejtvonalakban (27. abra)
megallapitottuk, hogy a GDF-15 gént tiltermeld sejtvonalban a nagy dézisu (6 Gy)
besugarzas nem okozott szignifikansan mérheté mitokondrialis DNS kéarosodast (24 ora
utan 1,01+0,24). Ezzel szemben normal GDF-15 génexpressziojit LM2 vonalban és az
shRNS-sel (P=0,0089) csendesitett sejtkultaraban is szignifikans mitokondrialis DNS
karositd hatasa volt a sugarkezelésnek a kezeletlen kontrollhoz képest. Mindkét
sejtvonalban korai idépontban hasonldéan valtozott a delécio el6fordulasi aranya, az
LM2 sejtvonalban 5,641+1,24, a csendesitett LM2-shGDF15 sejtvonalban 8,314+2,21.
Azonban 72 oraval besugarzds utdn a géncsendesitett, ezaltal szenzitivebbé tett

sejtvonalban még mindig magas (7,375+1,01) a ,common” delécidos mutansok
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mennyisége (P=0,041), mikor az eredeti sejtvonalbdl mar elkezdtek kiszelektalodni a

mutans mitokondriumok (2,77+0,54).
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27. abra A 2 Gy sugarzas mitokondrialis DNS Kkarosité hatidsanak vizsgalata 0 Gy
kezeletlen kontrollhoz viszonyitva, PCR reakciéval mérve médositatlan LM2, tiltermel6
LM2-GDF15 és csendesitett LM2-shGDF15 sejtekben. Az eredmények minimum harom
mérés atlagat és a standard hibat (SEM) abrazoljak. (*=P <0,05,**=P <0,01)
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6.2.2.12. GDF-15 hatasa a sugarzas indukalt apoptozisra

NucView™ 488 MitoView™ 633 apoptozis kittel megéllapitottuk, hogy a normal LM2
sejtekben a dozistdl fiiggdben nd az apoptotikus sejtek ardanya. Az apoptdzis
tendenciozus Osszefiiggést mutat a dozissal (P=0,06). Az LM2 eml6 tumor sejtvonal
igen rezisztensnek bizonyult, a maximalis dozisként alkalmazott 6 Gy besugarzas a
kontrollhoz viszonyitva 5,822+0,85%-r61 9,163+0,858 %-ra emelte az apoptotikus
sejtek aranyat, ami 1,8-szoros novekedést jelent, szignifikans (P=0,025) eltérést mutat
(28. abra A). A kiilonb6z6 GDF-15 termelésti modositott sejtvonalakban (28. abra B) a
tultermelé LM2-GDF15 sejtvonal a kiindulasi LM2 tumor vonalnal is rezisztensebbnek
bizonyult (P> 0,05), 6 Gy 1,3 szorosara emelte az apoptotikus sejtek aranyat,
4,9840,7%-r0l 6,65+0,89 szazalékra. Ezzel ellentétben a gén lecsendesitése
érzékenyebbé tette Oket a sugarzasra, a LM2-shGDF15 kezeletlen kontroll sejtvonalban
talalhaté eléforduldsi aranyhoz képest (3,39+0,38) a 6 Gy-es dozis szignifikansan
majdnem haromszorosara (9,7+1,17) emelte az apoptotikus sejtek aranyat a kezeletlen

kontrollhoz képest (P <0,001).
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28. abra NucView™ 488 MitoView™ 633 apoptézis kittel mért apoptotikus sejtek szazaléka
A. Az apoptotikus sejtek szazaléka LM2 modositatlan sejtvonalban emelkedd dozis hatasara. B.
Az apoptotikus sejtek aranya 6 Gy sugarkezelés hatasara a kiillonboz6é GDF-15 termelésit LM2,
a taltermeld6 LM2-GDF15, a csendesitett, LM2-shGDF15 sejtvonalban. Az eredmények
minimum harom mérés atlagat és a standard hibat (SEM) abrazoljak. (*=P <0,05; **=P
<0,01;***=p <0,001)
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6.2.2.13. GDF-15 hatdsa az ionizalo sugdrzas kévetkeztében felszabadulo

ROS mennyiségeére

CellROX Kkittel, a reaktiv oxigén gyokok mérése soran Osszehasonlitottuk a 6 Gy
rontgensugarzas hatdsara felszabadulo ROS mennyiségét az LM2 tumorsejtvonalban ¢és
modositott valtozataiban. A sejtek alap ROS termelése hasonldo mértékli volt. A Kkorai
idépontban mindharom sejtvonalban lathaté akut reaktiv oxigéngyok termelés
emelkedés besugarzas hatdsara. A sugarkezelésre adott korai reakciokat mérve 30
percnél, az oxidativ stresszre adott valasz mindharom sejtvonalban hasonlé mértékii
ROS felszabadulast eredményezett, de csak a csendesitett sejtvonalban bizonyult
szignifikansnak (P=0,0074) a kezeletlen kontrollhoz hasonlitott emelkedés. Az LM2
sejtvonalban a kontrollhoz képest 47,11+11%, a tultermel6 LM2-GDF15 sejtvonalban
31,645,79, a csendesitett sejtvonalban 41,13+3,53%-0s emelkedést tapasztaltunk a ROS

termelésben a kezeletlen kontrollhoz képest (29. abra).
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29. abra CellROX Kkittel mért ROS termelédés LM2, modositott LM2-GDF15 tultermelo
és LM2-shGDF15 csendesitett sejtvonalban 30 perccel 6 Gy sugarkezelés utan. Az

eredmények minimum harom mérés atlagat és a standard hibat (SEM) abrazoljak. (**=P <0,01)
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A kezelés utan 24 o6ra elteltével a sejtkulturdkban mar eltéré mennyiségii ROS volt
mérhetd. A GDF-15 hidnya az LM2-shGDF15 sejtvonalban azt eredményezte, hogy 24
h elteltével csak ebben a sejtvonalban még mindig tendenciézus (P=0,0582) ROS
emelkedés volt tapasztalhatd a kontrollhoz képest (31,12+1,13%), mig a tultermeld
LM2-GDF15 és a normal LM2 sejtvonalban visszatért a ROS szint az eredeti allapotra.
(30. abra)

40000

35000 -

30000 -
S 25000 -
= = LM2
£ 20000 T ! LM2-GDF15
N .
2 15000 = LM2-shGDF15

10000 -

5000 -

0
0 Gy 6 Gy
Dozis

30. abra CellROX Kkittel mért ROS termelédés LM2, modositott LM2-GDF15 tiltermelé
és LM2-shGDF15 csendesitett sejtvonalban 24 éraval sugarkezelés utan. Az eredmények

minimum harom mérés atlagat és a standard hibat (SEM) abrazoljak.
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7. Megbeszélés

Munkam soran két modellrendszerben, normél fibroblaszt és emlétumor sejtvonalban
kutattam a sugarzas okozta molekularis valtozasokat.

A human fibroblaszt vizsgalatok a sugarzas direkt és nem-célzott hatasainak
tanulmanyozasara iranyultak, melyet egy 0j vizsgalati modszerrel, a mitokondrialis
,Common” delécié (CD) mennyiségi analizisével vizsgaltam.

A CD, mint 0j sugarsériilési biomarker alkalmazédsa sordn régota ismert irodalmi
adatokra is tdmaszkodhattunk. Koztudott, hogy a sugarzas sejtkarosité hatdsdban nem
csak a legfobb célpont, a nuklearis DNS molekula, hanem egyéb sejtalkotok is
érintettek lehetnek, ilyen példaul a mitokondrium, a citoszkeletalis rendszer, vagy az
endoplazmatikus retikulum (Somosy, 2000). Ezek koziil pont a mitokondriumok olyan
dinamikusan valtoz6 intracellularis organellumok, amelyeknek kozponti szerepiik van a
sejt oxidativ metabolizmusdban és az apoptdzisban, ezért nagy jelentdségiik van a
sugarexpoziciot kovetd sériiléseiknek (Modica-Napolitano ¢és Singh 2002). A
sugarkezelés oxidativ stressz koriilményeket hoz 1étre a sejtben, aminek kovetkeztében
karosodasok jelennek meg a mitokondrialis DNS-en (Vanassi és mtsai 1999) és
mutaciok keletkeznek (Schapira és Cooper, 1992). A mitokondridlis DNS sériilések az
oxidativ foszforildcioban résztvevd enzimek aktivitasanak csokkenéséhez vezethetnek,
ami reaktiv oxigéngyokok felszabadulasat eredményezi (Yakes és van Houten, 1997). A
karosodott mitokondriumok eltavolitdsanak hianydban a sériilt mitokondriumok jelentds
mennyiségll szabadgyokot termelnek és dnfenntartd oxidativ stressz allapotot hozhatnak
létre a sejtben (Chen és mtsai 2007). A reaktiv oxigéngyok felszabadulas kovetkeztében
pedig leallhat a sejt ndvekedése, szeneszcens allapotba keriilhet (Chen és Ames, 1994),
vagy az apoptotikus Gtvonalak elinditasat eredményezi (Russo és mtsai 2005). Ezeknek
az adatoknak a fényében az Aaltalunk vizsgalt mitokondridlis ,,Common” delécio
vizsgélatdval mar korai idépontban is felismerhetjiik a sugarkezelés karosité hatdsanak
kovetkezményeit, a sejten beliili stressz reakciok beinduldsat, ami a sejt pusztulasahoz is
vezethet, €s azonosithatjuk vele a sugarkarosodast elszenvedett sejteket.

Vizsgalatainkat normal szdveti fibroblaszt sejtvonalakon végeztiik, mivel a normal

szoveteket ért kis és kozepes dozisok hatdsa fontos kérdés volt a kutatasunk sorén,
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hiszen mind a sugarterapia soran, mind az orvos-diagnosztikai eljarasok soran éri
expozicid a normal nem-tumoros szdveteket is.

A kis dozisok alkalmazasanak direkt kovetkezményeinek kimutatasa mellett a kisérleti
célok kozé tartozott a normadl szdvetekben okozott tigynevezett nem-célzott (NTE)
hatasok kimutatasara alkalmas biomarker keresése is. Ezek az elére nem prediktalhato
hatasok, mint a genomidlis instabilitds, a szomszédsagi és az abszkopalis hatas
(Iyishima és mtsai; Jella és mtsai 2012) az utdbbi években a sugarbioldgiai kutatasok
fokuszaban allnak (Morgan és Sowa, 2015). A kialakulé valtozasok az expozicid
helyétdl térben és idében is elvalasztodnak (Morgan 2003). Az egyes sejtek, szovetek
egyéni valaszreakciokat adnak (Kadhim és mtsai 2003), megnehezitve a karosodas
azonositasat. Nem kovetik a linearis kiiszob nélkiili dozis modellt, s6t, jelentdségiiket
alacsony dozist sugarexpozicioknal tartjak fontosnak (Kadhim és mtsai 2013), ezért
human sejtkultarakon végzett vizsgalatainkban a kis és kozepes dozisok nem célzott
hatasainak vizsgalatara helyeztilk a hangsulyt. Figyelembe vettiik, hogy az egyes
sejtvonalak sugarérzékenysége mennyiben befolyasolja a sugarzas indukalta delécids
mutansok eldéfordulasat. Kozvetleniil sugarkezelést kovetdéen, az érzékeny
sejtvonalakban szignifikdns emelkedést tapasztaltunk, alacsony doézisok alkalmazéasa
mellett is. A ,,Common” delécidés mutansok szamanak emelkedése ¢és a
sugarérzékenység Osszefliggott egymassal, ami megfelelt a korabbi irodalmi adatoknak
(Kubota és mtsai 1997), és kisérleteinkben nem csak nagy dozisok, hanem alacsony
dozisu y-sugarexpozicio hatdsara is megnyilvanult.

A mitokondrialis ,,common” deléci6 mérésénél megallapitottuk, hogy alkalmas a
sugarzas nem célzott és direkt karositd hatasanak kimutatasara is. Direkt sugarkezelt
fibroblasztokban korabban mar mértek ionizald (Prithivirajsingh és mtsai 2004) és
ultraibolya sugarzas hatasara is (Kaneko és mtsai 2012) bekovetkez6 ,,Common”
delécios mitokondrium-szam emelkedést, de csak nagy dozisok alkalmazasa mellett. A
mi rendszeriinkben alacsony (0,1 Gy) és moderalt (2 Gy) gamma-sugarzas hatasara is
detektaltuk a delécidos mutaciok szdmanak emelkedését és normal szoveti kdrnyezetben
detektaltuk vele a kis dozisti gamma sugarzas karosito hatasat.

A sugarkezelés direkt kovetkezményei mellett a nem-célzott hatasokat is ki tudtunk

mutatni ezzel a moédszerrel. A vizsgalatunk soran négy kiilonboz6 genetikai hatteri
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fibroblaszt sejtkulturaban mértiik a feltételezett egyéni kiilonbségeket (Kadhim és mtsai
1998) a sugarzas indukalta delécids mutans mitokondriumok eléfordulasaban.

A nem célzott hatdsok koziill az utddgeneraciokban felhalmoz6dd mutaciok
elé6fordulasat immortalizalt sejtvonalakon néztiik. Kovettiik a sejtvonalakban a sugarzas
kovetkeztében felhalmozédé CD mutansok mennyiségét, ¢és hossza iddvel a
sugarkezelést kovetden sikeriilt egy masodik felszaporodast kimutatni. Ennek az
emelkedésnek az oka lehet a genomidlis instabilitads, vagyis az, hogy az utdodokban
akkumulalédnak a mutacidk és tovabbi mutaciokat gerjesztenek, ami végil a sejt
halalahoz vezethet (Little és mtsai 1997). A mi vizsgalataink soran ezt a késoi
genomialis instabilitast csak a sugarérzékeny sejtvonalban tudtuk megfigyelni. Ez a
kiilonbség a sejtek sugarérzékenységébdl adodhat. Zhang és munkatarsai egy
tanulmanyukban a sugarkezelésre kiilonb6zé modon reagald érzékeny és rezisztens
egértorzseket megfigyelve azt talaltak, hogy a szenzitiv torzs érzékenyebben reagalt a
sugarzas kovetkeztében fellépd mitokondrialis valtozasokra. Ezek jellemzden patogén
¢és apoptotikus folyamatokra utalo jelek voltak, mint a kdlcium bedramlés utan nehezen
helyrealld6 normadlis miikédés a mitokondriumban, és a mitokondridlis permeabilitasi
tranziciés porusok nagyobb mértékii nyitddasa (Zhang és mtsai 2013b). Ezek a
megfigyelések is alatamasztjak, hogy a mitokondridlis valtozasok kovetése elég
szenzitiv modszer lehet a sugarkezelés hatasainak vizsgalatara.

Nem vizsgaltuk a genomidlis instabilitas kialakuldsanak okat, de arrdl tobb elmélet is
létezik, melyek illenek a megfigyeléseinkhez. Azzam ¢és munkatarsai szerint a
karosodast kivalto szignal a tenyészetben tartott fibroblasztok érintkezésénél, a sejt-sejt
kapcsolat 1étrejottével atadodhat (Azzam és mtsai 2002). Barcellos-Hoff és munkatarsai
szerint a sugarzas, mint egy nem specifikus stressz faktor olyan citokineket szabadit fel,
mint a sejtciklusban, sejthalalban szerepet jatszo TGF-B1, ezaltal megvaltoztatja, és az
utodokban 1is kialakitja a kdrosodast (Barceloss-Hoff és mtsai 2001). Raynaud és
munkatarsai szerint a karosito folyamat epigenetikusan is kodolt és atadodhat az
utdédgeneraciokra (Raynaud és mtsai 2000). Yakes és van Houten tanulmanyukban
leirjak, hogy a karosodast kivalthatjdk reaktiv oxigén gyokok (ROS), és a sugarzas
kovetkeztében sériilt mitokondriumok alakulnak ki, melyek fennmaradhatnak é&s
felszaporodhatnak a sejtekben, tovabb csokkentve annak tulélési valoszintiségét (Yakes

¢s van Houten, 1997). A mi rendszeriinkben a fibroblasztjainkat hTERT génnel
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immortalizaltuk, ezért a telomerek rovidiilése nem okozhatta a kés6i genomidlis
instabilitast, a tobbi kivaltd ok azonban nem zarhato Kki. Tumor sejteken végzett
kisérleteink is azt mutatjak, hogy a sugarérzékenységgel Gsszefligg a mitokondrialis
delécios mutansok szamanak emelkedése, a ROS molekulak és kiilonb6zo a
sugarvalaszban szerepet jatszo citokinek termelddése, ami alatamasztja Barcellos-Hoff,
¢és Yakes eredményeit is. Ezek azonban nem zarjak ki azt, hogy a genomialis instabilitas
kialakulasaért felelés, irodalmi adatokkal aldtamasztott mechanizmusok barmelyike
végbemehet a sejtben és okozhatja a sejtekben a genomialis instabilitast.

A normal sejtvonalakban 1étrejové nem-célzott hatasok masik kisérleti célpontja a direkt
sugarkezelést nem kapott, de azokkal kozvetett kapcsolatban allo sejtekben 1étrejové
karosodéas, ugynevezett szomszédsagi hatds volt. Belyakov ¢és munkatarsai
fibroblasztokon végzett megfigyelései alapjan ismert, hogy a szomszédsagi hatas nem
dozisfiiggé (Belyakov és mtsai 2001). Howe és munkatarsai sugarkezelt betegek
vérének vizsgalataval bizonyitottak, hogy a szomszédsagi hatas nem fliggott a paciens
sugarérzékenységétdl (Howe és mtsai 2009). Ismert az is, hogy erre a nem célzott
hatasra is az egyéni valasz a jellemzé (Kadhim és mtsai 2013). Ezeket az irodalmi
adatokat alatamasztjadk a mi kisérleteink is, amelyekben a mitokondrialis CD
mennyiségének novekedését, mint 1) sugarsériilési markert mutattuk ki a bystander
sejtekben. A szomszédsagi vizsgalatunk soran alkalmaztunk sugarérzékeny és rezisztens
fibroblasztokrol szarmazoé kondicionalt médiumokat és megvizsgaltuk, hogyan
befolyasolja a karosodas mértékét a dozis, valamint az, hogy milyen kezelt donorse;jtrdl
szarmazik az kezeletlen akceptorokra haté médium. Alatdmasztottuk a kordbban magas
dozisti sugarzas hatasara mért adatokat (Prithivirajsingh és mtsai 2004), hogy a
szomszédsagi hatas fibroblaszt sejteken is detektalhatdo a CD mutans mitokondriumok
mennyiségének kimutatdsdval. A szomszédsagi hatdst eredményezé kiilonbozo
technikak kozott nem mértiink szignifikans kiillonbséget, a sejtek tehat a sugarkezelés
utan nagyon rovid idén beliil a kornyezetiikbe leadjak a szignalt, bar Mothersill és
Seymour még 96 oraval a kezelést kovetden is mért szomszédsagi hatast (Mothersill és
Seymour 1997).

Amikor a szomszédsagi hatast mutatd sugarkezelt sejtekrdl athelyeztiik a szomszédsagi
hatast nem mutat6 sejtekre a kezelt médiumot, az eddig nem reaktiv sejteknél is mérhetd

volt CD akkumulacié. Ez az eredmény aldtdmasztja azt a feltevést, hogy a sugarzas
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hatasa mindig az adott sejt, illetve kozeg allapotara jellemz6 (Barcellos-Hoff és mtsai
2005).

Eredményeink alapjan a sejtek szomszédsagi valasza a kiilonb6z6 genetikai hattérrel
rendelkez0 fibroblasztokban individualis eltéréseket mutatott, kiilso behatas csak akkor
valtoztatta ezt meg, ha a kezelés egy olyan sejt médiuma volt, ami mutatott
szomszédsagi hatast, de nem befolyasolta azt sem a szerotonin szint, sem a magasabb
dozist sugarkezelés, vagy a sejt sugarérzékenysége.

A szomszédsagi hatasmechanizmus hasonléan Osszetett, mint az egyéb nem célzott
hatasok. Kisérleteinkben a médiumcserés technika kizarta, hogy a szomszédsagi hatast
kivalto jel a gap junctionokon keresztiil adddjon at, mint ahogy azt Azzam ¢s
munkatarsai 2001-es munkdjuk sordn fibroblaszt sejteken megfigyelték. Azonban
ismert, hogy a mitokondrialis ,,common” deléciés mutansok felszaporodasa emelkedett
reaktiv oxigéngyokdk jelenlétére utal, amit szintén a szomszédsagi hatas egyik kivaltd
okanak tartanak, és mint az apoptotikus folyamatok beindulasaért felelés molekulakat
irtdk le bystander fibroblasztokban (Mothersill és Seymour 1997). Irodalmi adatok
utalnak ra azonban, hogy a ROS molekulak egyediill nem okozhatjak a nem-célzott
hatasokat (Morgan 2003), ezért nem zarhatjuk ki annak lehetdségét, hogy ezen a jelen
kiviil, parhuzamosan, egyéb jelatviteli folyamatok is hatnak a sejtekre, és karositjak
azokat.

A tumorsejteken ilyen tovabbi molekularis utvonalak megismerésére is iranyultak a
kisérleteink. Az eml6tumor sejtvonalakon kutatdsunk kdézéppontjdban a sugéarzas és a
mitokondrialis delécié kapcsolatanak tanulmanyozasa mellett ugyanis a GDF-15 fehérje
¢és a sugarérzékenység kapcsolata allt.

A fehérjék vizsgalata kiilonosen fontos a sugarbiologiaban, hiszen tudjuk, hogy a DNS
karosodas mellett a fehérjékben bekovetkezd valtozasok tobb szempontbol is
meghatarozoak a sugarexpozicid valaszreakcioiban. Elsésorban a DNS-t ért karosodas
hatdsara aktivalodo és a jelatvitelben szerepet jatszo fehérjék, amik a sejt tovabbi
sorsaért felelnek az olyan multifunkcionalis fehérjék, mint a p53, melynek a GDF-15 az
egyik célmolekuldja, vagy az éaltalunk is vizsgalt TGF-B (Canman és mtsai 1998;
Mitsutake és mtsai 2001; Hagan és mtsai 2000; Mi és mtsai 2009). A fehérjék altal
kozvetitett jelatviteli utak mellett Shuryak és Brenner 2012-ben irt tanulmanyabol

ismerjikk, hogy a sugarkezelés hatasara bekdvetkezd sejthalal lehet a fehérjéket
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kozvetleniil ért karosodas kovetkezménye is, és az igy megvaltozott szerkezeti,
karbonilalt fehérjék csokkentik a DNS hibajavitasi mechanizmust, és a sejt talélési
valoszinliségét (Shuryak €s Brenner, 2012).

Kisérleteimben a GDF-15 sugarvalasz gén hatasait figyeltem meg. Munkacsoportunk
korabbi mikro-array kisérlet soran azonositott kandidans géneket, melyeknek ionizald
sugarzas hatasara megvaltozik az expresszidja (Kis és mtsai 2006). Ezek koziil a GDF-
15 mind alacsony, mind magas dozisnal indukalodott, ezért valasztottuk Ki kandidans
molekulanak, feltételezve, hogy szerepet jatszik a sejtek sugarzasra adott valaszaban.
Korabbi kisérleteink alapjan (Hegyesi €s mtsai 2011) ismertiik, hogy a GDF-15 kiiitése
sugarérzékenyebbé teszi az egér emlétumor sejteket. A sugarterapia hatékonysaganak
novelése szempontjabol is fontos kutatasi teriilet a sugarvalaszban és féleg a
tumorsejtek  sugdrérzékenyitd mechanizmusaiban szerepet jatszd  molekulak
megismerése.

A GDF-15 sugarérzékenységben betoltott szerepét kutatva, egér emld tumor sejtvonallal
végeztem kisérleteket. Létrehoztunk két olyan sejtvonalat, amelyek koziil az egyik a
GDF-15-6t konstitutivan taltermeli (LM2-GDF15), és egy masikat, amelyik RNS
interferenciaval gatolt, a GDF-15-6t alig termelé LM2-shGDF15 sejtvonalat. A GDF-15
szintt6l fliggd hatasokat vizsgaltam a tulélésére, életképességére, és az iranyitott
sejthalélra, az apoptozisra. A sugéarzas utani oxidativ stressz valaszban a felszabadulo
reaktiv oxigén gyokok és az arra érzékeny mitokondridlis deléciok keletkezésének
kovetésével vizsgaltam, hogy a GDF-15 szint valtoztatasaval novelhet6, vagy kivédhetd
a stressz reakciok beindulésa.

Eredményeink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a GDF-15 egy korai sugarvalasz
gén, aminek a sugarzas hatasara dozisfiiggéen né az expresszidja. Ez megfelel a
korabban fibroblasztokon végzett mikro-array kisérleti adatoknak (Kis és mtsai 2006).
A citokin molekula tultermelése szignifikdnsan megnovelte sugarkezelés utan a sejtek
talélését, csokkentette a sugarérzékenységet, ezzel ellentétben a csendesitett
sejtvonalban szignifikdnsan magasabb sejtpusztulast tudtunk elérni. Li és munkatarsai
2013-as munkéjukban endothél sejteken végzett kisérleteik sordn a GDF-15 indukcid
hatasara emelkedett reaktiv oxigén gyok képzddést mértek (Li és mtsai 2013). Amikor
mi a sugarzas kovetkeztében termelddo reaktiv oxigén molekuldk termelését vizsgaltuk,

a csendesitett sejtvonalban még 24 6ra elteltével is mérhetd volt a megemelkedett ROS
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mennyisége. Ezzel 0sszefliggésben megvizsgaltuk a sejthalal tipusok koziil az iranyitott
sejthalalt, hiszen az apoptdzisrdl koztudott, hogy megndvekedett mennyiségi reaktiv
oxigéngyokok is inicialhatjak (Dohare és mtsai 2008). A vizsgalatok soran szignifikans
Osszefliggés talaltunk a GDF-15 expresszi6 szintje és az apoptozis kozott. Az alacsony
expresszios szintll sejtvonalban az apoptotikus sejtek aranya szignifikansan magasabb
volt, a sejtpusztulds haromszor olyan hatékony volt, mint a kiindulasi sejtvonalban, mig
a GDF-15-6t magasan expresszald sejtvonalban a besugarzdsnak még emelked6 dozis
hatdsara sem volt szignifikans sejthalalt el6idéz0 hatasa. Graichen és munkatérsai
hasonl6 eredményre jutottak, mikor a GDF-15-6t gatlas aldl felszabaditva human
emldékarcindma sejteken csokkent apoptozist mértek (Graichen és mtsai 2010).

A reaktiv oxigén gyok felszabadulas kovetkeztében fellépd oxidativ stressz allapot
létrejotte kihat a sejt egyéb partikulumaira is, példaul a mitokondrialis DNS-re.
Vizsgalataink soran igazoltuk, hogy a korabban human fibroblaszt sejtvonalakon mért, a
sugarzas hatasara kialakuld mitokondridlis DNS karosodast kimutatdé moédszeriink
(Schilling-Toéth és mtsai 2011) alkalmazhato egér sejtvonalakon is. 6 Gy hatasara
szignifikans eltérést mutattunk ki egér tumor sejtvonalban in vitro koriilmények kozott,
amit mas irodalmi adatok is alatamasztanak. Zhang és munkatarsai kiilonb6z6 normal
egér szovetekben mértek CD akkumulaciét ionizdlé sugarzds hatasara és
megallapitottak, hogy a hatas szovetspecifikusan, de megnyilvanul, a CD akkumulécio
1onizald sugarzas hatasara egerekben is mérhetd (Zhang és mtsai 2013a). Ismert, hogy a
mitokondrium szerkezetében és funkcidjaban bekdvetkezd valtozasok akar a tumoros
elfajulasok korai jelei is lehetnek, ezért fontos a tanulmanyozasuk és akar uj, szelektiv
kemoterapias szerek molekularis célpontjaiva valhatnak (Modica-Napolitano és Singh
2002). Dani és munkatarsai egy 2004-es tanulmanyukban megallapitottak, hogy a
tumoros sejtekben a CD akkumulacid nagysagrendekkel kisebb, mint normal
szovetekben, de a jelentdségét nem értékelik kevesebbre. Ezt azzal magyaraztak, hogy a
tumoros szovetben eléforduldo CD delécid kisebb szdzalékban is elérheti azt a maximalis
mennyiséget, amit ez a gyorsan 0sztddo, nagy mennyiségii energiat felhaszndlod tumor
szOvet még toleralni tud, és gyorsan el is pusztul. Ezzel szemben a lassu, vagy csekély
0sztddo képességli normal szovetekben a heteroplazmias mitokondriumokat nemcsak
tolerdljak, de valoszinlileg kompenzaljak is, hiszen perzisztensen fennmaradhatnak

(Dani és mtsai 2004).
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A GDF-15 egyéb molekuldkkal valé kolcsonhatasat vizsgaltuk. A TGF-B1 és 2 ¢és a
novekedési és differencialodasi faktor kozott tobb okbol is feltételezheté volt a
kapcsolat. Egyrészt mindkét molekula sugarvéalasz gén (Epperly és mtsai 1999,
Rodemann és Bamberg 1995), raadasul szerepet jatszik a sugarérzékenységben (Irons €s
mtsai 2012, Quarmby és mtsai 2003). A feltételezésiinket erdsitette tovabba, hogy a
csaladban jellemzd, hogy a felszabaduld citokin csaldd egy masik tagja negativ
regulatorként gatolja. Ezt figyelhetjiik meg a TGF-B2 esetében, a molekula gatolhatja a
TGF-B1 expresszidjat (Stroschein és mtsai 1999). A csalad két masik tagjat vizsgalva
megallapitottuk, hogy a magas GDF-15 koncentracio gatolta a TGF-B1 expressziot. A 2
Gy egyszeri sugarkezelés hatasara indukalodo GDF-15 emelkedés nem akkora mértékd,
hogy gatlast okozhatna, de ha a génmodositassal tizszeresére noveltik a GDF-15
expressziot, ez a gatlds mar meg tudott nyilvanulni, ezért feltételezhetd, hogy a két gén
kozott egy koncentracio-fliggd gatld hatds van. A sugarérzékenységgel kapcsolatban
megfigyeléseink hasonléak ahhoz, amit Irons €és munkatarsai sugarérzékeny és
rezisztens egerek csontvel6i sejtjeiben mértek, magas TGF-p1 szint mellett nagyobb a
sejtpusztulas, sugarérzékenyebbek a sejtek (Irons és mtsai 2012).

A mi eredményeink azt mutatjak, hogy in vitro egér eml6 tumor modellben a TGF-f2
gén expresszidja egyszeri rontgen besugdrzas hatasara korai idopontban nem véltozik,
nem korai sugarvalasz gén, aktivacioja valoszinlileg késobb kovetkezik be, vagy
nagyobb dozis hatasara. Ezt korabbi irodalmi adatok is alatamasztjak, Epperly és
munkatarsai nem talaltak valtozast 24 o6raval a besugarzas utan, ellenben 120 nap utan
nagy dozist (20 Gy) alkalmazva jelentds valtozast észleltek az expresszidban in vivo
besugarzott egerekben (Epperly és mtsai 1999). A molekuldk kozotti kapcsolatot
vizsgalva a GDF-15-6t kiilonb6z6 modon expresszalod sejtvonalakban megallapitottuk,
hogy a gén tultermelése szignifikansan gatolta a TGF-B2 expressziot, ahogy a TGF-f2
is gatolhatja a TGF-B1-et (Stroschein és mtsai 1999). Ennek magyarazata lehet, hogy
gatlo molekulainak aktivalodasat serkenti, vagy a p53 transzkripcioés faktoron keresztiil
szabalyozza az expressziojat.

Ezen kiviil a magas GDF-15 citokin vizsgalatainkban gatolta az apoptdzis beindulasat,
novelte a sejtek tulélését. Az apoptozis mitokondridlis Utvonaldnak a f6 irdnyitd
fehérjéje a p53 protein, ami szerepet jatszik a sejtciklus és a sejthaldl iranyitdsaban

(Osada és mtsai 2007), ennek célgénje a GDF-15, ami ezaltal dsszefliggésbe hozhato a
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sejtek sugarérzékenységével. Az apoptotikus belsé Uton indukalodd folyamatokra
jellemz6 a mitokondrium részvétele (Mancini és Moretti 2009) és a reaktiv oxigén gyok
felszabadulas (Simon és mtsai 2000). A GDF-15 ezen utvonalon kifejtett hatasat
mutatja, hogy Kisérleteink soran a @én csendesitésének kovetkeztében
meghosszabbodott az iddszak, amikor a sugarzas kovetkeztében nagy mennyiségii
reaktiv oxigéngyokot termeltek a sejtek. Az magas ROS koncentracido novelte az erre
érzékeny mitokondrialis ,,common” delécios mutansok kialakulasat, aminek emelkedett
mennyisége kivalthat tovabbi ROS felszabadulast (Majora és mtsai 2009), és ez a sejt
oregedéséhez (Eshaghian és mtsai 2006), illetve halalahoz vezethet (31. abra).

TGF-p2 TERMELES 2 s :

SUGARERZEKENYSEG\
TULELES

31. abra A GDF-15 molekula hatisa a sejtben. Sugarkezelés hatisara olyan molekuléris
folyamatok indulnak be, melyek a GDF-15 termelédéséért felelnek. A mitokondriumban a
sugarexpozici6 az oxidativ foszforilaciéo enzimkomplexeket, €s a mitokondrialis DNS karositva
reaktiv oxigéngyokok kialakulasahoz és a sejt iranyitott sejthalalahoz vezethet. Ezt gatolja a
GDF-15 molekula. A DNS karosodas észlelése utan a sejt olyan jelatviteli utvonalakat aktival,
melyek, mint a p5S3 molekula a sejt tovabbi sorsaért felelnek. A p53 molekula célgénjeként a
GDF-15 termelés noveli a sejtek talélését, csokkenti a sejtek sugarérzékenységét és egyéb

sugarérzékenységért felelds citokinek, mint a TGF-B2 termelddését.
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Ezeket az eredményeket Gsszevetve megallapithatjuk, hogy a magas GDF-15 szint
serkenti a sejtek tulélését a sugarexpozicid utan, ezaltal csokkentve a
sugarérzékenységet, gatolva a ROS felszabadulast, ami megakadalyozza a sejtek
iranyitott sejthaldl kovetkeztében vald elpusztuldsat, és csokkenti a perzisztensen
fennallé oxidativ stressz valasz kovetkeztében kialakuldé mutaciok mennyiségét a
mitokondrialis genomban, tehat mind a tumorsejtek sugarérzékenyitése, mind a normal
szovetek védelmére iranyuld kisérletek alanya lehet. Ismert ezen kiviil, hogy a TGF-$
aktivalodas oxidativ stressz hatdsara a Smad4 utvonalon szeneszcenciat valt ki a
sejtekben (Kretova és mtsai 2014), és a GDF-15 a p53 utvonalon kiviil a Smad4
utvonalon keresztiil is aktivalodhat. Ezért még tovabbi kutatasok targya lehet, hogy a
GDF-15 sajat csaladjan beliil gatolja a TGF-1 —et és a TGF-P2-6t, amik Osszefiiggésbe
hozhatok a szeneszcenciaval és a kés6i mellékhatassal is, és ez valdszintivé teszi, hogy

ezekre a mechanizmusokra is hatdssal van.
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8. Kovetkeztetések

A mitokondridlis ,,Common” delécid szenzitiv markernek bizonyult a kis és kdzepes
dozistt ionizaldo sugarzas direkt €és nem célzott hatasainak tanulmanyozasara. A
vizsgélataink soran kandidans molekulank, a GDF-15 sugarérzékenységi markernek
bizonyult, expresszid szintje befolyasolta a sejtek valaszreakcioit az ionizald sugarzasra.
8.1. A CD mennyiségi felhalmozodasa a direkt sugarkezelés hatasara mérhetd volt,
de a mennyisége a sugarérzékenységtdl fliggodtt. A szenzitiv sejtvonalakban
korai idépontban magasabbnak bizonyult, mint a rezisztens sejtekben.
8.2. Alkalmazhat6 volt a CD analizis a szomszédos hatas kimutatasara, amely soran
megallapithattuk, hogy
8.2.1. nem taldltunk kiilonbséget a kondiciondlt médium hasznilata és az
egylitt-tenyésztés kozott a szomszédsagi hatas kivaltasanal,
8.2.2. a szomszédos sejtekben a CD akkumuléacié mértéke a direkt besugarzott
sejt bystander szignal ataddo képességétél fiigg, nem pedig a
sugarérzékenységtol
8.2.3. A bystander szignal atado képessége nem fliggdtt a szérum szerotonin
szintjétol
8.3. A sugarérzékeny és rezisztens human fibroblaszt sejtvonalak hosszu ideji
kovetésénél a sugarérzékeny sejtvonalban mar kis dozis hatasara is szignifikans
CD delécios mutans mennyiséget mérhettiink. 2 Gy besugarzas hatasara mind a
rezisztens, mind a szenzitiv sejtvonalban mérheté volt a CD akkumulécio, de
csak az érzékeny sejtvonalban alakult ki a hetedik hét utdn a genetikai
instabilitas kovetkeztében ismételt emelkedés.
8.4. Vizsgaltam a GDF-15 citokin szerepét emlétumor sejtvonalakban valamint
hogy a GDF-1 szint hogyan modositja a sugarvalaszt.
8.4.1. Megallapitottuk, hogy a GDF-15 expresszio dozisfiiggden nd ionizalo
sugarzas hatasara

8.4.2. Megallapitottuk, hogy a GDF-15 gén szintje kihat:
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8.4.2.1. a novekedésre, a sejtek a magas GDF-15 szint mellett jobban
novekedtek,

8.4.2.2. a TGF-B1 és TGF-B2 expressziora, magas GDF-15 szint gatolta
ezek expressziojat, alacsony expresszidja enyhén emelte

8.4.2.3. a,Common” deléciés mutansok felszaporodéasara, a magas GDF-
15 szint gatolta a mutadnsok kialakuldsat, az alacsony expresszid
novelte

8.4.3. A GDF-15 expresszid befolyasolta a sugarzas karositd hatasat a sejtekre.

8.4.3.1. A sejtek tulélése a GDF-15 szint fliggvényében valtozott, a
magas  expresszid  rezisztenciat, mig a  géncsendesités
sugarérzékenységet okozott.

8.4.3.2. A GDF-15 -expresszio szintje kihatott a sugarexpozicid
kovetkeztében indukaloddé TGF-B2 termelddésre, magas szintje
gatolta, alacsony szintje ndvelte az expressziot

8.4.33. A GDF-15 szint fiiggvényében valtozott a sugirexpozicid
hatasara kialakulo reaktiv oxigén gyok-termel6dés, az apoptozissal
bekovetkezd sejthalal, magas szintje gatolta a ROS termelddést €s az
apoptozist, alacsony szintje emelte ezek hatasat

8.4.3.4. A GDF-15 befolyasolta a perzisztensen fennalld oxidativ stressz
altal okozott mitokondrialis CD mutansok felszaporodast, a tiltermeld
sejtekben nem okozott valtozast, az alacsony szintli sejtkultirdban

magas volt a mutansok eléfordulasi aranya a sugarkezelés utan.
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9. Osszefoglalas

Az ionizalo6 sugarzas direkt sejtkarositd hatasa, melynek f6 célpontja az 6rokité anyag,
mar régéta ismert. Az ugynevezett nem célzott hatasok tekintetében az irodalom
azonban mar korantsem ilyen egységes. Kisérleteink sordn a sugarzas okozta direkt
karosodasok mellett ezeket az tigynevezett nem-célzott hatasokat is vizsgaltuk kis és
nagy dozisu egyszeri sugarkezelés utan.

Egyre tobb irodalmi adat tdmasztja ald azt a feltevést, miszerint a DNS-en kiviil mas
sejtalkotok, mint példaul a mitokondriumok sériilése is fontos szerepet jatszik a sejt
késébbi mutacioinak felhalmozodasaban, igy a mitokondridlis valtozasok vizsgalata
megfeleld mddszer lehet a sejtben bekdvetkezd kis hatdsok detektalasdban. Munkank
mértiik normal human fibroblaszt sejtekben, mint egy lehetséges 0 sugarsériilési
biomarkert. A delécids vizsgalatok soran direkt sugarkezelésnél a korai idépontban
delécids mutansok felszaporodéasat mértiink. Mindegyik sejtvonalban detektalhat6 volt a
karosodas, de érzékeny sejtekben mar kis dozis is szignifikdns emelkedést okozott.
Hosszti ideji kovetésnél a szenzitiv sejtvonalban mérhetd volt egy masodik,
feltételezhetden a genomidlis instabilitas altal okozott felszaporodas. A szomszédsagi
hatast is detektalni tudtuk, ami nem fliggott a dozistol, vagy a sugarérzékenységtol, a
sejtek egyéni reakciokat mutattak.

A sugarzas egy szintén elére nem prediktalhato hatdsat, az egyéni sugarérzékenységet
emldkarcindma modellen vizsgaltuk. A tumorsejteken végzett kisérletek soran a GDF-
15, mint egy lehetséges sugarérzékenységi biomarker szerepét probaltuk tisztdzni a
sugarvalaszban. A GDF-15 citokin molekularis hatasainak vizsgalatahoz genetikai
modositassal 1étrehozott alacsony, normal és magas GDF-15 expresszid szintll egér
emlétumor kultirdkon vizsgaltuk.

Eredményeink alapjan a GDF-15 a sugarérzékenységet befolyasolo, korai sugarvalasz
molekula. Expresszios szintjének emelkedése novelte a sejtek talélését, csokkentette az
apoptotikus sejtek el6fordulasat, a ROS mennyiséget, és a mitokondrialis DNS
mutaciok keletkezését. Csendesitése ezzel szemben érzékennyé tette a tumorsejteket a
sugarzasra, ezért tovabbi vizsgalata fontos informaciokkal szolgalhat a tumorok

sugarérzékenyitd kezelése tekintetében.
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Summary

The biological consequences of high radiation doses are well established, however
results of low-dose and non-targeted effects (NTE) are controversial. Aim of this study
was to investigate the direct and non-targeted effects of ionizing radiation.

Recently more study confirm, that beside the nuclear DNA, other organelles, such the
mitochondrion injury could play a central role in radiation injury, which suggest the
analysis of mtDNA alterations are suitable to study low frequency changes in irradiated
cells. In the first part of the study quantitative real-time PCR analysis of the
mitochondrial Common deletion (CD) accumulation was performed in normal fibroblast
cell lines and investigated as a new biomarker for NTE. Low and moderate doses of
gamma radiation was used for modelling normal tissue reaction after radiation.

After direct radiation the increase in CD amount could be noticed in every cell line,
beside that a radiosensitivity-dependent difference could be detected within the cell
lines. A higher relative amount of common deletion could be observed in radiosensitive
cell lines even after low doses. In the long time scale study a significant second CD
increase was found in the sensitive fibroblasts, which could be caused by genomic
instability. In point of bystander effect no association could be measured to
radiosensitivity or dose, the cell lines showed individual bystander responses.

In the second part of our study GDF-15 gene was investigated as a novel biomarker for
individual radiosensitivity. Its functional analysis was performed on breast cancer cell
lines. The molecular effect of the gene was examined in a normal GDF-15 expressing, a
GDF-15 overexpressing and a GDF-15 gene-silenced cell line.

Our results show that the GDF-15 is an early radio response gene, playing role in
radiosensitibility. Changing the expression level had a significant effect on the cells.
Overexpression of the gene caused radioresistance, repressed apoptosis, ROS release,
and CD mutation accumulation of the cells. Whereby gene-silencing induced significant
radiosensitibility, increased the effect of ionizing radiation. These results arguing for a

further investigation of GDF-15 in treatment of cancer.
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