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Roviditések jegyzéke

AKT1: RAC-alfa szerin/treonin-protein kinaz
ALDH4: aldehid- dehidrogenaz

Atgl: autofagidhoz kothetd protein 1 homolog
ATM: Ataxia Telangiektaziaban Mutans fehérje
ATR: Ataxia Telangiektaziaban és Rad3-hoz kothetd gén
BAD: Bcl2-Asszocialt Sejthalal Agonista fehérje
Bax: BCL2 Asszocialt X gén

BCL2L1: BTG2 fehérjét kodolo gén

BNIP3: 3. BCL2 Interakcios Protein gén

BRCAI1: 1. Breast Cancer (emldrak) gén

BTG2: 2.BTG Antiproliferacios faktor fehérje
BTG2: BTG?2 fehérje

CCNEI1: Ciklin E1 gén

CDC2: CDKI1 alternativ elnevezése

CDC6: 6. Sejt osztodas ciklus gén

CDKNI: ciklin-dependens kinadz gatlé 1A (=p21) gén
cDNS: komplement (mRNS-rdl atirt) DNS

Ct: cikluskiiszob

AACt: delta-delta cikluskiiszob

CXC-10: CXC-kemokin-ligandum-10

CXCL-12: 12.C-X-C motif kemokinligandum gén
CXCL-2: 2. C-X-C motif kemokinligandum gén
CXCR4: 4. C-X-C motif kemokinreceptor

DDB2: 2. DNA karosodashoz kotd fehérje
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DLGAP4: 4. DLG -asszocialt fehérje

DMeM: Dulbecco's Modified Eagle Medium; fibroblasztokhoz hasznalt alap tapoldat
DNA-PK: DNA-fiiggd protein kinaz

dNTP: dezoxiribdzt tartalmazd nukleozid-trifoszfat (DNS alkoto)
E2F: transzkripcios faktor

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

EGF: epidermalis novekedési faktor

EGFR: epidermalis novekedési faktorreceptor

EGRI1: 1. korai novekedési valasz gén

ELISA: enzim-kapcsolt immunoszorbens kisérlet

ERBBI: epidermalis ndvekedési faktorreceptor masik neve
ERK: extracellularisjel-szabalyozott protein kinéz

F: forward primer (elére halado oligonukleotid szakasz)
F11-hTERT: immortalizalt human fibroblaszt sejtvonal
FACS: fluorescence activated cell sorting; aramlési citométer
FBS: Fetal Bovine Serum; magzati szarvasmarha szérum
FDXR: ferredoxin reduktaz

FITC: fluoreszcein-izotiocianat

FOS: Fos Proto-Onkogén

GADDA45A: novekedés gatlo és DNSsériilés gén

GAPDH: glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogendz gén
GDF-15: novekedési és differencialédas faktor-15 gén

GFP: z06ld fluoreszcens protein;

GFRAL: GDNF csalad receptor a—szerii receptor

GPX1: 1. glutation-peroxidaz



DOI:10.14753/SE.2019.2244

H2AX: H2A hiszton Csaladtag X gén

HCT116: huméan vastagbél rak sejtvonal

Hela: huméan méhnyakrak sejtvonal

Hela S3: modositott Hela sejtvonal

HER2: 2. human epidermalisndvekedési faktor receptor

HSP90: hésokk fehérje 90

hTERT: humaén telomeraz reverz transzkriptaz (hTERT)

IFN-y: interferon-gamma gén

IGFR1: 1. inzulin szerti névekedési faktor

IL-6: interleukin-6

INK4: ciklin-dependens kindz gatlo csalad

IP-10: interferon-gamma-indukalt protein 10 (a CXCL10 citokin masik neve)
KIP: ciklin-dependens kinaz gatlé egyik csaladja

KITLG: KIT ligandum fehérje

LC3: mikrotubulushoz koéthetd protein 1 konnyti lanc 3 alfa gén
LPS: lipopoliszaharid

MAP: mikrotubulushoz kothetd protein

MAPK: mitogén-akivalt protein kinaz

MCM2: 2. mini kromoszoma fenntarté komplex komponens gén
MCP-1: monocita kemoattraktans protein-1

MCP-3: monocita kemoattraktans protein-3

MDM2: 2. egér dupla perc fehérje

MEF: egér embriondlis fibroblaszt sejtvonal

MIP-1a: makrofag gyulladasos proteinek, mas néven (emberben) CCL3

Mn-SOD: Mn-szuperoxid-dizmutaz



DOI:10.14753/SE.2019.2244

mRNS: messenger v. hirvivé RNS

mtDel: delécids mitokondridlis DNS kimutatasara szolgal6 primerpar
mTOR: mechanisztikus Rapamicin- Kinazt célzé fehérje
MTP1/4: GDF-15 géncsendesitett human fibroblaszt sejtvonal
MTP2/3: GDF-15 gént tulexpresszalé human fibroblaszt sejtvonal
MYC: protoonkogének transzkripcids faktora

NF-«B: sejtmagi faktor kappa B

NINJ1: ideg sériilés altal indukalt protein-1 fehérje

pl6: ciklin-dependens kindzgétlo-2A fehérje

P53: tumor protein p53 gén

p73: tumor protein P73 gén

PAPPA: varanddssag-asszocialt plazma protein-A gén

PBS: foszfat-puffer, izotonias sdoldat

PC3: human prosztata rak sejtvonal

PCNA: proliferald sejtmagi antigén

PCR: Polimerase Chain Reaction (polimeraz lancreakcio)

> gPRC: kvantitativ PCR reakcid

PDGEF: vérlemezke-eredetli novekedési faktor

PDGFB: vérlemezke-eredetii ndvekedési faktoralegység B
PE: plating efficiency (,,megtelepedési” rata)

PFA: paraformaldehid

PI3K: foszfatidil-inozitol-4,5-bis-foszfat 3-kinaz

PLK3: Polo szerti kindz

PTEN: foszfataz és tenzin homolog fehérje

R: reverz primer (visszafelé halado oligonukleotid szakasz)
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RADS54L: DNS javitas és rekombinacids protein RADS54-szer fehérje
RAS: RAS géncsalad

Rb: retinoblasztéma

RBI1: retinoblasztomat kddold gén

ROS: reaktiv oxigén gyok

SA-B —Gal: szeneszcencia-asszocialt - B-galaktozidaz

SDF-1: sztromalis sejt eredetli faktor 1 (CXCL-12 masik elnevezése)
SESN1: SESNI gén

Sesn2: sesn2 gén

SF: surviving fraction (taléld frakciod)

SF2 %: 2 Gy dozist kapott sejtek talélési hanyadosa %-ban kifejezve
shRNS: short-hairpin RNS (révid hajtli RNS-ek)

shTP53INP1: TP53INP1 géncsendesitett human fibroblaszt sejtvonal
SKOV3: human petefészek rak sejtvonal

SMA-560: spontan ragesald asztrocitdma sejtvonal

SMAD: SMAD fehérje

Spl, 3: transzkripcios faktor

TBRII: receptor protein szerin/ treonin kinazt kodolo gén

TGF-B1: atalakito novekedési faktor - bétal fehérje

THP-1: human monocia sejtvonal

TIMP-1: 1. TIMP metallopeptidaz gatlo

TNF-a: tumor nekrozis faktor

TP53INP1: Tumor Protein P53 altalindukalhaté magi fehérje 1 gén

VEGF: ér-endotél novekedési faktor
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X —Gal: 5-bromo-4-kloro-3-indolil B-D-galakto-piranozid

vy H2AX: foszforilalt H2AX fehérje
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1. Bevezetés

A jelen kor embereit éré sugarzasok a természetes kornyezetbdl eredd sugarzasokon
kiviil (mely végig kisérte az ¢€lovilag kialakulasa ota) mesterséges emberi
tevékenységekbdl adodo tobbletsugarzas is éri. A sugarforrasok aranyait az alabbi (1.)

abra mutatja:

Eqyéb 1%

Fogyasztoi Orvositerdpias
termékek 3% 5'0'"\82350}4/%

5o
Orvosi rontgen
diagnosztka
1%
Radon és
54%

Belsd
sugarterhelés
11%

Foldieredetdi -
sugarzas 8%
Kozmikus P
sugarzas 3%

1. abra: a Fold lakossagat éré, kiilonféle eredetii sugarzasok eloszlasa (1)

A természetes hattérsugarzas foldrajzi helyenként véltozik, fiigg az alapkdzet
Osszetételétdl, ill. a tengerszint feletti magassagtol. Ez atlagosan 2,4 mSv/ év. Ehhez
hozzajarul a mesterséges forrasokbdl szarmazo hattérsugarzas, ami kb. még 0,6 mSv-et
tesz ki. (2) Hazankban az atlagos természetes hattérsugarzds 3-4 mSv/ év a fold

magasabb radon tartalmatol. (3)

1.1. Az elektromagneses sugarzas biologiai hatasai

Dolgozatom a diagnosztikaban ¢és gyodgyaszatban legtobbszor hasznalt gamma- és
rontgen-sugarzas hatdsaira fokuszal. Mindketté az ionizdl6d sugarzésok kozé tartozik,
vagyis az Utjaba es6é kozeg atomjait képes ionizalni. A gamma- és rontgen-sugarzasok
kozvetleniil ritkdn képesek ionizalni a biologiailag fontos molekuldkat (DNS, fehérjek,

lipidek), hanem eldbb a kozeg atomjait (leginkabb viz molekuldkat) ionizaljak, szabad

11
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gyokok képzodését generalva, amik késobb indirekt médon roncsoljak tovabb a szerves

makromolekulakat (2. abra).

direkt

2. abra: a sejt orokitéo anyagat karosito kozvetlen és kozvetett hatas (3.)

Ezen fizikai és kémiai folyamatok 0,1 ns-t6l 1 s-ig terjedd ido alatt le is zajlanak. Ezek
bioldgiai hatidsa késobb, orakkal vagy akar napokkal, évekkel késobb manifesztalodik
(4). E bioldgiai hatas fiigg egyfeldl attol, hogy milyen sejtalkotok karosodtak, masfeldl
a sugarhatastol €rintett sejtek mindségétdl és allapotatol is (gyorsan osztodo sejtrdl vagy
nyugalmi allapoti sejtr6l van-e sz6, miitkodnek-e benne a hibajavitashoz sziikséges
gének, tumor szupresszor gének, stb., illetve tartalmaz-e a kornyezete elegendd
mennyiségli gyokfogokat). Legsulyosabb eset, ha a genetikai allomanyt kodolo
molekula, a (genomialis vagy mitokondrialis) DNS sériil. Ez lehet egy lancu, kétlanct
torés, vagy csak a bazisok karosodasa. A sejt (és adott esetben a szdvet) tovabbi talélése

attol fiigg, hogy hogyan képes kijavitani a keletkezd karokat.

Nyugalmi allapotban 1évd sejtben a DNS torés kevésbe nagy jelentdségii, mivel ott az
érintett szakasz kis valdsziniiséggel potolhatatlan. Osztodo sejteknél egy ki nem javitott
kettds lanctorés létfontossagli gének elvesztésével jarhat, végzetes lehet. Ez 4ll a
gyorsan 0sztddo sejtek (pl. csontveld, Ossejtek) sugarérzékenysége, s a kevésbé vagy
egyaltalan nem oszt6do sejtek (pl. idegsejt, izom) sugarrezisztenciaja mogott. A

determinisztikus sugéarhatds mechanizmusa éppen a fent leirt DNS-kéarosodasok

12
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kovetkeztében kialakul6 sejtpusztulas, mely, ha bizonyos mennyiségii sejtet érint, akkor
az adott szerv vagy szervrendszer karosodasahoz vezet (1d. késébb). Ha a sejt nem is hal
meg, de kialakulhatnak mutaciok, melyek szdma iddvel felhalmozdodhat a generaciok
alatt, megnovelve ezzel a daganat kialakulasdnak kockazatat. Ez okozhatja a késoi
sugarvalaszként megjelend sztochasztikus hatast. Ezért fontos, hogy ha DNS karosodas
torténik, a sejtciklus ideiglenes ledllitdsa, hogy a sejtnek a toréseket legyen ideje
kijavitani. A DNS karosodasok mértéke csak az 6t ért sugarzas fajtajatol és dozistol
fligg, nem fligg a sejt tulajdonsagaitol, a késébbi hibajavitas sikere viszont erdsen
befolyasolja a sejt, illetve az egyén tovabbi sorsat (3). A sugarkarosodast, s igy az
egyéni sugarérzékenységet modositd tényezok kozé leginkabb azok a szabalyzd
molekuldk tartoznak tehat, melyek a DNS hiba felismerésében, javitasaban vagy a

sejtciklus szabalyozdsdban miikodnek kozre.

Determinisztikus hatas: egy bizonyos dozis (kiiszob dozis) felett biztosan bekdvetkezd
esemény. Sulyossdga fiigg az elnyelt dozistol illetve az érintett szerv
sugarérzékenységétdl (3). Ezek a hatasok leginkabb akut sugarsériilések, de az idoben
jobban elhtiz6dd, bdrben kialakuld elvaltozasok (borpir, €gési sériilés, teleangiektazia)

is ide sorolhatok. Embernél a félhaldlos dozis (LDsp): 4 Gy (egész testet érintd) (5).

Egy gyakori kés6i mellékhatas pl. a fibrozis, mely sok szovetet érinthet (bdr, izom,
gasztrointesztindlis traktus), évekkel a sugarterapia utan is megjelenhet. A sugarzas
indukalta fibrozis Osszefligg egyes gyulladasos citokinek (pl. TGF-B, TNF-a) aberrans
miikodésével. (6, 7)

Sztochasztikus hatas esetén a betegség kialakulasa nem elkeriilhetetlen, csak a
kialakuldsanak valoszinlisége novekszik a dozissal. Ennek nincs kiiszobdozisa, ezért a

legkisebb dozis is kockézati tényezot jelent.

1.2. Besugarzas alkalmazasa és kovetkezményei, egyéni sugarérzékenység

Orvosi alkalmazasa az ionizalé sugarzdsoknak alapvetden két teriileten torténik: a
diagnosztikdban (rontgen-felvétel, CT, stb.) és a terapiaban (*°Co-sugarforras, linearis
gyorsitok). Daganatos betegek sugarterdpiaja soran a cél a daganatsejtek elpusztitasa

(vagy legalabbis tovabbi osztodasuk gatlasa) a normal sejtek lehetd legkisebb

13



DOI:10.14753/SE.2019.2244

karosodasa mellett. A sugarterapian atesett betegek 5-10 %-aban alakul ki a sugérzas

kovetkeztében fellépd stilyos korai vagy késoi mellékhatas (8).

Egyéni sugarérzékenységtol fligg, hogy a standardizalt sugarterapia utan kialakul-e a
paciensben stlyos mellékhatds. Ennek csokkentésére fontos lenne egyrészt a
besugarazand¢6 teriilet lehetd legpontosabban kialakitasa (erre egyre jobb technikak és
berendezések allnak rendelkezésre, pl. mélylélegzéses sugarterapia, ahol a sugarzas
leadasanal figyelembe veszik a beteg 1€legzési iitemét (9), masrészt sugarérzékenyitd
szerek Kkifejlesztése, illetve a sugarérzékenységért felelds gének illetve jelatviteli
utvonalak mind alaposabb feltérképezése, melynek segitségével egyénre szabott terapiat
lehetne kivitelezni. Néhany lehetséges modja lehet ennek pl. DNS hibajavitasban
szereplO gének gatlasa, vagy a sejthalalt indukald utvonalak beinditasa, vagy €pp a sejt
tuléléshez vezetd mediatorok gatloszereinek, illetve pS3 reaktivatorok alkalmazasa (10).
Ehhez adna fontos tampontot, hogy tisztdban lassuk a sejtszintli folyamatokat. A
kovetkezd fejezetben olyan sugérvéalaszban szerepet jatszo tényezdket mutatok be,

melyek a munkam szempontjabol fontosak.

1.3. Sejtmiikodés és zavarai

1.3.1. Sejtciklus

Az ember szervezete (ahogy a tobbi eukariota tobbsejti €éldlény is) tobbféle
sejttipusbol épiil fel, sajatos funkcidval, tulajdonsdgokkal, s mindegyik eltérd életiddvel,
proliferacios képességgel jellemezhetd, melyeket a kiilonbozd életkori sajatsagok is

modosithatnak.

Minden sejtlink sejtosztodassal jott 1étre, s ebben a folyamatban a karosodott sejtek
kijavitasa vagy elpusztitasa, igy a genetikai allomany pontos tovabbadasa létfontossagli
a szervezet tulélése szempontjabol. Ennek zavara, illetve a sejtproliferacios kontroll alol
valo kiszabaduldsa viszont stlyos betegségekhez, daganatok kialakulasdhoz, halalhoz

vezethet.
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nivekedés és
fellésziilés a DNS
megkettozodésre

felkeszilés az
osztodasra

S

DNS allomany
megduplazodasa

interfazis

3. abra: a sejtciklus sematikus abraja (11)

A sejtciklus, melynek soran a sejt megkett6zodik, 2 f6 szakaszbol all: interfazisbol és

metafazisbol (3. abra).

Metafazisban torténik maga a mitdzis, az interfazisban pedig a sejt felkésziil az
osztodasra. Ez utdbbi is tobb szakaszra oszthatd: G, (a sejt felkésziil a DNS madsolasra,
megalkotja a replikdcidhoz kell6 molekuldkat), S (géndllomany lemasolodasa), G,
szakaszra (a megkettdzddés utan a sejt felkésziil az osztodasra). Az osztddasi ciklus
ideje fajonként és sejttipustol fiiggden erdsen valtozhat, de egy tipikus gyorsan 0sztodo
emberi sejtnél a szakaszok id6tartama a kovetkezd: Gi: 11 h, S: 8 h, Gy: 4 h, M pedig 1
ora (12). A sejtciklus szabalyozasaban kiilonboz6 ciklinek és ciklin dependens kinazok
(Cdk-k) vesznek részt, s ezek egyiittesen végzik a szabalyzo fehérjék foszforilalasat,
ezaltal aktivalasat. A sejtosztédas soran hibdk meriilhetnek fel, s ezek kikiiszobolésére,
illetve tovabbadasanak megakadalyozéasara ellendrzd pontok alakultak ki, melyek csak
akkor engedik tovabbhaladni a sejtosztodast, ha minden rendben tortént, igy biztositjak,
hogy a genetikai allomany sértetleniil adédjon tovabb. Ilyen ellen6rz6 pontokat talalunk

a Gy/S fazis hataran, az S fazisban és a G,/M kozott (3).

Az ellendrz6 pontban azt ellendrzi a sejt, hogy génhiba nélkiil haladhasson tovabb. Ha
a ,beékelt” sziinet alatt az észlelt hibat a rendszer nem tudja kijavitani, vagy az
ellendrz6 pont nem miikddik megfelelden akkor DNS szakaszok veszhetnek el, vagy
mutaciok alakulhatnak ki, ami késobb a sejt halalat okozhatja, vagy

daganatképzddéshez vezethet (8).
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G, pontban a mar megkett6z6dott DNS ¢épségének, illetve osztdédasra valod
felkésziiltségének ellendrzése folyik, M ellenérzési pontban pedig a nem jol

szeparalodott kromoszomak utodsejtbe keriilésének megakadalyozasara torekszik a sejt.

A 4. abra mutatja a kiilonb6z6é folyamatokat, és azok iranyitdsaban részt vevo
ciklineket. G; fazisra a ciklin-D ¢és a Cdk4 vagy Cdk6-kinaz aktivitasa jellemz6. Ha a
rendszer nem észlelt hibat, akkor ezek komplexe a tovabbiakban foszforilalja a
retinoblastoma fehérjét (Rb), mely ezéltal elvalik az eddig kotott E2F transzkripcios
faktortol. Ez utdbbi fehérje aktival olyan géneket, melyek az S fazishoz valo dtmenethez
sziikségesek. G, fazis végén megemelkedik a ciklin-A, s szintje megemelkedett marad
még tovabb is, mert sziikkséges mind a G;/S 4tmenethez, az S fazis elérehaladtdhoz
(Cdk2-vel), és majd a Go/M atmenethez is. G,/S atmenethez sziikség van még a ciklinE-
Cdk2 komplexére is. S fazis végén megjelenik a ciklin-B, melynek Cdk2 kindzzal
képzett komplexe ellen6rzi a mikrotubulusok elrendezddését, valamint a magi
struktirdk atrendezddésében van szerepe. Maximumat a Go/M éatmenetkor éri el, majd
anafazis alatt eltlinik. (Ha a ciklin-B termel6dés vagy Cdk2 foszforilacié blokkolt, G,-
nél megreked a ciklus.) (3)

CiKlin D/CDK4 (CDK6)

\ .~

@ﬂ
4
[-_2 F
Ciklin-A N
sejtosztodas
/ -
Ciklin-E Ciklin-D

4. abra: a sejtciklus és az azt szabalyz6 ciklinek idobeli megjelenésének
sematikus vaza (Radiology Key nyoman (13).)
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Oxidativ stressz hatasara az E2F molekula felszabaduldsa gatolva marad, s igy nem

tudja a sejtciklus folytatasahoz sziikséges géneket aktivizalni.

A ciklinek csak addig vannak jelen, mig sziikség van rajuk, aztan ubiquitin-medialt uton

gyorsan felemésztddnek.

A finomabb szabalyozhatdsagot ciklindependens-kinaz gatlok biztositjak, melyek koziil
a legtobbet vizsgalt a CDKNIA. A Cdk gatlokat két csoportra lehet osztani: a kindz-
inhibitor proteinek (KIP) csaladjara és a Cdk4-inhibitorok (INK4) csaladjara. Mindkét

csalad tagjai a G1/S ellendrzési ponton valo atmenethez sziikségesek (14).

Béarmely szabalyzo fehérje meghibasodik, az hibés sejtosztodast, daganatképzddést,
aberrans sejtmiikodést okozhat. A fontos szabalyz6 gének csoportjai a kovetkezok: (a.)
protoonkogének, (b.) szupresszorgének, (c.) ciklinek és Cdk-k, ezek (d.) gatloik, illetve
(e.) novekedési faktorok é€s citokinek. Tovabba a sejt tulélésében még jelentds szerephez

jutnak a kiilonféle DNS hibajavitashoz hozzajarulo gének is (15)

A protoonkogének: a normal sejtproliferaciot serkentd géncsalad, melyek kiesnek a
szabalyzas aldl, ezéltal tilmiikodésiik 1ép fel, onkogénekké valnak. Ezek lehetnek pl.
novekedési faktorok (PDGF, EGF, TGF-B), novekedeési faktor receptorok (pl. ERBBI, 2,
IGFRI1 stb.), jelatvivok (pl. RAS), transzkripcios faktorok (pl. NF-xf3, FOS)

A protoonkogének hibas mitkddéséhez elég az egyik allélnak megvaltozni.

A tumor szupresszorgének: a proliferacid gatlasdban vesznek részt. Az onkogének
mellett ezen csoport génjeinek funkcidvesztése ndvelheti a tumorok kialakuldsanak
esélyeit. Naluk mindkét allélnak el kell vesziteni funkcidjat ahhoz, hogy tumorhoz
vezessen. Ide tartozik néhany jelatviteli molekula (pl. TGF-B2, SMAD, NF1, PTEN),
proliferaciot szabalyzo gén (pl. pl16, RB1, melynek miikodési zavara szintén az egyik
leggyakoribb oka az emberi daganatok kialakulasanak), sejtciklus szabadlyzo ill.
apoptozist befolyasolo gének (pl. pS3 — a daganatok ~ 50 %-aban jelentkezik —, BRCAI,
GADDA45, BAD, Bax, stb..) (15)

Ezen feliil még torténhetnek olyan virusfert6zések, melyek beleszolhatnak a normal
sejtciklusba oly modon, hogy 0Osztonzik a szdmukra elényds sejtosztodast, hogy

beépiilhessenek a gazdasejtbe, ill. atvezetik a sejtet az ellendrzési pontokon, s igy tumor
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kialakuldasdhoz vezethetnek. Frekventalt célpontok a P53, ill. a Rb fehérjék. (Ilyen pl. az
SV40, ¢és CJ virusok) (16).

A p53 fehérje az egyik legfontosabb — ha nem a legfontosabb — fehérje a sejt
megfeleld mikddésének fenntartasaban, illetve a fellépd hibak kezelésében. A genom
megorzéséért felelos gén, melynek szerepe van a sejtciklus szabalyozdsaban, DNS
hibajavitasi folyamatok alakuldsaban, sziikség esetén az apoptozis fel¢ iranyitasban.
(17) Normal esetben a p53 transzkripcids faktor szintje alacsony, rovid életii, gyorsan
lebomlik. A sejtet érd stresszre (DNS-kéarosodas, alacsony oxigénszint, sugarhatas, a
mitotikus orso sériilése, onkogén aktivalodas) - kiilonféle szignalmolekuldkon keresztiil
(pl. DNA-PK, kazein-MAP, SAP, sugarkarosodasra legféképp az ATM és ATR)
foszforilaloédik, megné az életideje, s fokozodik a hatdsa. Ha a sejtet DNS sériilés éri,
képes onmaga is felismerni a kdrosodés helyét, illetve mas, hirvivok aktivaljak tovabbi

feladatokra. (15)

A sejteiklus és sejtmiikodés egy tipikus megzavardja az ionizald sugarzas, mely
sértheti a DNS-t, illetve kart okozhat még fontos szabalyzo fehérjékben is, mindezeknek
sulyos kovetkezményei lehetnek (ahogy mar korabban emlitettem: kiilonb6z6 tumorok,
vagy sejttipustol fliggden eltérd tipusu sejthalal: apoptdzis, nekrdzis, szeneszcencia,

mitotikus sejthalal kialakulasa).

Az 10nizald sugarzas nem csak a genomidlis, hanem a mitokondridlis DNS-t is
roncsolhatja. Ennek sériilései sem elhanyagolhatok, hiszen ismert a tény, hogy a
mitokondrialis sériiléseknek kihatdsa lehet a genomidlis DNS épségére, s genetikai
instabilitashoz is vezethet. (18, 19) A mitokondridlis DNS leggyakrabban el6fordulo
sériilése egy 4977 bazispar hosszusagu szakaszéanak kitorése (delécidja) a DNS-boI (in.
Common delécid). (20) Ennek megtorténtének és mértékének detektdldsa szintén

segithet képet kapni a sejtek épségének és allapotanak felméréséhez.

1.4. Sugarzas indukalta mediatorok szerepe a sugarvalaszban

Sugarzas kovetkeztében kialakuld6 DNS torések altal kivaltott sejtvalaszért egy
komplex jelatvivé rendszer (in. ,,DNA damage response” (DDR)) aktivalodik (17, 21)

felel. Ennek részeként a rendszer két f6 elinditdé molekuldja az ,,ataxia-telangiectasia
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mutated kindz” (ATM), illetve az ,ataxia telangiectasia and Rad3-related protein”
(ATR) Ezek tovabbi szabalyzé fehérjéket, transzkripciods faktorokat foszforilalnak, s igy
kulcs iranyitoi a sugarzas utan lezajlodoé folyamatoknak. Az ATM aktivalhatja a Chk2-t,
tovabba a p53-t (s ennek mediatorat, az MDM2-t), illetve DNS hibajavitas egyik
lehetséges utvonalaként a BRCA1-et (22, 23). Hogy mekkora mértékii a DNS sértiilése,
illetve a p53 mely részén foszforilalodik, az fogja eldonteni a sejt tovabbi sorsat (10).
Ser-15-nél foszforilalva a sejtciklus leallasaért felelos fehérjék (pl. a CDKNI1A vagy a
GADD45A-n keresztiil) vagy a DNS hibajavitasban szerepldé fehérjék (DDB2, MSH2)
atir6dasat inditja el; Ser-46-os helyen autofagia (BNIP3, SESN2), apoptézis (Bax,
Puma, NOXA), szeneszcencia, vagy mitotikus katasztrofa irdnyaba is terelheti a sejtet

(10, 24).

Az autofagia szerepe a tulélésre kettds. Alapvetd feladata a meghibasodott sejtalkotok
megsemmisitése, felemésztése a sejtbdl. Ha a hibas organellumok mértéke nem haladja
meg a kritikus mennyiséget, az a sejt tilélését eredményezi, ha viszont tul sok a hiba ¢és
nem képes kikiisz6bolni azokat, az a sejt halalat eredményezi (25-27). Alapvetden az
mTOR ¢és az Atgl kindz szabalyozzak, hogy kialakuljon-e autofagia, de tovabbi
kaszkddmolekuldk is nélkiilozhetetlenek a folyamatok beinditdsdhoz (26). A sejt
elpusztulédsa ellen hat az EGFR, mely beinditva a PI3K/AKT1 tutvonalat, mely tovabbi
anti-apoptotikus (BCL2L1, NF-kf), vagy a DNS hibajavitasban kozrejatszo géneket
aktival (10). Autofagia kialakuldsaban kozrejatszhat, tovabba sejtvédd tulajdonséagai
miatt az EGFR tultermel6 tumorok elleni célzott terapia egyik f6 célpontja, gatlasaval a

daganatok érzékenyithetdvé valnak sugarzasra (28).

Ishwarya Venkata Narayanan normal human fibroblasztokban 2 Gy hataséara 1, 2 és 4
oraval a besugarzast kdvetden szamos gén miikodésének valtozasat mutatja be egyik
2017-es cikkében. A mar emlitetteken kiviil tobbek kozott a BTG2, EGR1, SESNI,
MYC, PAPPA gének expresszioja is megvaltozott (ezek a sejtciklus szabalyozasban,

sejtproliferacidban, gyulladasban, oxidativ stressz-véalaszban vesznek részt) (29).

Ezen jelatviteli tvonalakhoz tartozo gének muikddésbeli eltérése mind hozzéjarulhat az

egyéni sugarérzékenyseég alakulasaban.
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1.5. Az altalunk vizsgalt sugarvalasz gének tulajdonsagai, kapcsolata a sejt

tulélésével

Sugarvélasz géneknek nevezziik azokat a géneket, melyeknek sugarzasra reagalnak,

kovetkeztében megvaltozik az expressziojuk.

Korabbi fibroblaszt sejteken végzett in-vitro kisérleteinkkel beazonositottunk néhany
olyan sugarvalasz gént, melyeknek kis és nagy dozisu besugarzasra is valtozott a

miikddésiik. Ezek koziil kettét valasztottunk ki tovabbi funkciondlis vizsgalatokhoz.

1.5.1. GDF-15 (Growth Differentiation Factor-15)

A GDF-15 gén (mely ismert még ,,non-steroidal anti-inflammatory drugs activated”
gén (NAG-1), ,,prostate differentiation factor” (PDF), ,,placental bone morphogenetic
protein” (PLAB) és ,,macrophage inhibitory cytokine” (MIC) néven is (30)) egy kb. 25
kDa-os, 446 bazisparbol allo (szerkezetét 1d. 5. abra), 19-es kromoszéman elhelyezkedd
gén altal kodolt fehérje (6. abra), mely a TGF-3 szupercsalad tagja (1d. 7. abra; benne is
megtalalhatdo a TGF-B-ra jellemzd hét konzervalt karboxi-termindlis cisztein) (31). A
csalad tobbi tagjaval csak koriilbeliil 15-29 %-os szekvencia azonossagot mutat (32).

Az 1990-es években fedezték fel placentabol izolalva.

5. abra: a GDF-15 fehérje szerkezete (33)
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Fl5.3

P13.2

F13.13
P13.12

cisyy 18374731-18 389176 bp

6. abra: a GDF-15 gén 19-es kromoszoman beliili elhelyezkedése (34)

) GDF9 BMP3 GDF10 TGF-p1

BMP15

BMP8A,B Inhibin-pA
BMP8 Inhibin-BB
BMP7
BMP5
Lefty1
Lefty2
Nodal Anti-Mullerian
GDF2 hormone
BMP10

GDF6 /GDF5

7. abra: a TGF-p géncsalad filogenetikus faja (35)

Maga a gén 2 exonbdl és egy kozéjik ¢€kelodd intronbol all (31). Szadmos
transzkripcids faktor, koztlik leginkdbb a p53, a Spl és Sp3 szabalyozza expresszidjat
(36, 37).

Kis mennyiségben majdnem minden szervben termelddik, legnagyobb mennyiségben
a placentdban, prosztatdban, majban, vesében ¢és tiidoben fejezédik ki, de Kkis

mennyiségben a vastagbélben, és az agyban is (35).
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Hatasa elég szerteagazo, részt vesz a sejt novekedésében és differencialédasaban (38),
ismert kapcsolata a gyulladdsos folyamatokkal, szoveti sériilések gyogyulasaval
(gyulladaskeltd6 molekulak hatasara (pl. IL-1PB, IL-2, TNF-a, TGF-B) aktivalodnak a
makrofagok, s ezzel egy idOben elkezd termelddni a GDF-15 is, mely a gyulladas ellen
hat autokrin mdédon, mintegy negativ visszacsatolasként szolgalva (32). Hatassal van a
sziv- ¢és érrendszeri betegségek, valamint tumorok kialakuldsara, illetve azok
sulyossagara (39-45). Ez esetekben a vérben vagy adott szdvetben megvaltozo
koncentracidja miatt biomarkerként is hasznaljak a diagnosztikdban (10, 46, 47).
Gyermeket var6 anyadk vérplazmdjaban is megemelkedik koncentracioja (48).
Etvagycsokkentd, s ennek koszonhetéen elhizas elleni hatasat is felfedezték (49).
Emelkedett GDF-15 szérum koncentraciot mértek diabéteszes ¢és az ennek

kovetkeztében kialakuld kronikus veseelégtelenségben szenvedd betegek vérében (50).

Hatdsmechanizmusa ¢és receptora még nem teljesen feltérképezett, eddigi
feltételezések szerint a TGF-B receptorain keresztiill kapcsolédik (51), de a
kozelmultban az agyi neuronoknal megtalaltakreceptorat (GFRAL) (41).

A GDF-15 molekula kedvezd hatasairdl tébben is beszamoltak, pl. Kirti Kumar
Tiwari, aki egy 2015-0s cikkében leirta, hogy human tiidé endotél sejtekben fellépd
hiperoxia esetén oxidativ stressz és DNS karosodas Iépett fel, mely a GDF-15 gén
kifejez0désének novekedését eredményezte, aminek talélést segitd és antioxidans hatdsa

volt (37).

1.5.1.1. Sugarzas és GDF-15

A gén sugarzassal valdo Osszefliggését még kevesen vizsgaltak. Shuang Li és
munkatarsai dozisfiiggd emelkedését mérték human limfoid sejteken (1-10 Gy-ig) (52).
Tido fibroblaszt sejteket alfa-részecskékkel sugarazva is a gén megemelkedett
expressziojat talaltdk (53). Eml6 tumoros biopsziakban is megndtt a kifejezddése

sugarterapia utdn a terapia el6tti allapotahoz képest. (54)

Emlitésre mélto, hogy a GDF-15 aktivacidjat megfigyelték human fibroblasztokban

lathato fény és kozeli ultraviola sugérzas hatasara is (55).
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Humén dermalis fibroblasztokban ennek a génnek sugérvalaszat és abban kifejtett

konkrét szerepét eddig csak a mi munkacsoportunk vizsgalta.

1.5.2. TPS3INP1 (Tumor Protein P53 Inducible Nuclear Protein 1)

Egy masik sugarvalasz gén, a TP53INP1, a 8-as kromoszoman talalhat6 (8q22.1). Az
irodalomban ismert még ,stress-induced protein” (SIP), ,,p53-dependent damage-
inducible nuclear protein 1” (pS3DINP1) és ,,thymus-expressed acidic protein” (TEAP)
néven is (56). E gén két izomorfija 1étezik: a TP53INPla és a TP53INP1B. A mi

méréseink az a izomorfra vonatkoznak.

A széban forgd gén egy olyan stressz-valasz gén, mely kiillonféle hatasokra
(kemoterapias szerekre, alkoholra, hdsokk hatésara, erés oxidald szerekre vagy UV,
lathaté vagy gamma-sugarzasra (57, 58) aktivitasa megemelkedik. A p53, p73 vagy
E2F1 molekuldk aktivalhatjak, ugyanakkor 6 is képes a pS3 gént szabalyozni a Ser-46
foszforilalasa altal (56). Talmikodése sejtciklus gatlashoz és apoptozishoz vezethet
emld tumor és human embrionalis vese sejteknél (59). Gatlasaval a DNS torés altal
indukalddott sejthalal és a sejtciklus gatlas kisebb mértékii volt (25). Oxidativ stressz
enyhitd hatasat tobben is leirtak (60, 61). Sejttipustol fiiggden noveli vagy csokkenti a
sejtproliferacidt és sejt migracidt mir-125b microRNS-en keresztiil (62). Tumoros

elvaltozasok kialakulasara is hatassal van (60, 62-64).

Sugérhatasban betoltott szerepérdl még nem sokan irtak; részt vesz a sugarzas indukalta

autofagia kialakuldsaban LC3 molekuldahoz kotve (60, 65).

A 8. abra a GDF-15 és TP53INP1 kozremiikddését mutatja be a sugarvalaszban:
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lonizalé sugdrzas

dupla s241( AIINDG
St DY

S

Sejtciklus varakoztatas, apoptozis,
DNS repair, tilélés sejthalal

8. abra: a sejt DNS kettés torésre adott valasza. Az ATM altal aktivalt
gének ¢és jelatviteli utak szabjdk meg a sejt tovabbi sorsat. Ebben nagy
szerepe van a p53 transzkripcids faktornak, a GDF-15 és a TP53INPI
fehérjéknek is (Wonhee Hur és Seung Kew Yoon nyoman (21)).

1.6. Kisérleti rendszeriink

Testiink egész feliiletét bor boritja, melynek hadm alatti részét a laza rostos
kotdszovethez tartozo fibroblaszt sejtek alkotjak. In-vitro sejttenyészetben modelleztiik
e sejttipus viselkedését sugarhatasra. Mivel a primer sejttenyészet életideje rovid (kb. 50
passzaléasig / generdcioig tart), a sejteket immortalizaltuk, s ezaltal konnyen kezelhetd

kisérleti rendszerhez jutottunk.

Mivel a diagnosztikus eljarasok soran kis dozisok érik az embert, a sugéarterapia soran
pedig altalanosan 2 Gy-es frakciokkal kezelik a beteget (66), ezért a kisérleteinkhez mi
is (kis dozisnak szamito) 0,1 Gy-t és 2 Gy-t alkalmaztunk.
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2. Célkitiizések

Célunk olyan sugarvalasz gének azonositisa volt, melyek hozzdjarulnak a direkt
sugarzast kapott, vagy a sugarsériilt sejt kornyezetében 1évo sejtek taléléséhez, tovabba

hatassal vannak az egyéni sugarérzékenység mértékére.
Kérdéseink az alabbiak voltak:

1. Meghatarozni a GDF-15 és a TP53INP1 gén ionizal6 sugarzasra adott valaszat

fibroblasztokban (ddzis- és id6fliggés mérése)

2. Hogyan befolyasolja a sejtek ionizald sugarzéasra adott valaszreakcioit a GDF-15 és

TPS53INP1 gének mikddésének gatlasa?
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3. Modszerek

3.1. F11 primer human fibroblaszt sejtvonal és sejttenyésztés

Az in-vitro kisérletekhez felhasznalt sejtvonalak alapjat egy human bor biopsziabol
kitenyésztett (primer) fibroblaszt sejtkultira (F11) képezte. E primer tenyészetbdl
immortalizalt sejtvonalat hoztunk létre (F11-hTERT) a human telomerdz fehérje
(hTERT) cDNS-nek stabil bevitelével. Ehhez egy olyan plazmidot hasznaltunk, amelyet
Dr. Lansdorp, Terry-Fox Laboratory, BC Cancer Research Centre, Vancouver, British
Columbia, Canada V5Z 1L3 bocsatott rendelkezésiinkre. A plazmid a hTERT cDNS
mellett markerként a z6ld fluoreszcensfehérjét (GFP) is kodolta és alkalmas volt arra,
hogy retrovirus pakol6 sejtekben rola a hTERT és GFP fehérjéket kddolo retrovirusok
keletkezzenek. A transzdukcidé nem volt 100 %-os hatékonysagl, ezért (hogy a
tovabbiakban mégis elkeriiljiik a nem immortalizalodott sejtek hasznélatat) a GFP
termelés hatasara zolden fluoreszkald - és igy hTERT génnel is rendelkez6 - sejteket

aramlési citométerrel valogattuk ki.

Az igy nyert sejtek és az Osszes tovabbiakban emlitett sejt tenyésztése és fenntartasa 10
%-0s magzati borju szérum (FBS), 1 %-os antibiotikum (Penicillin/Streptomicin) és
antimikotikum (Amphotericin B) és 1000 mg/l gliikéz tartalmu Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMeM) (SIGMA, St. Louis, MO, USA) alap médiumban tortént, 36,7

9C-ot és 5 %-o0s CO;, -szintet biztositd termosztatban.

3.1.1 Stabil GDF-15 géncsendesitett sejtvonalak 1étrehozasa

A mar kialakitott F11-hTERT sejteket olyan lentivirussal kezeltik, mely GDF-15
mRNS-re komplementer un. shRNS (rovid hajtliszerli RNS) szakaszt is kodol.
(MISSION Lentiviral Transduction System, SIGMA). A vektorba az shRNS szakasz
mellett puromicin rezisztencia gén is be volt illesztve, igy a GDF-15 gén
expressziojaban gatolt fibroblasztoknak (tovabbiakban: MTP klonok) szelekcioja
lehetdvé valt (két héten keresztil 1 pg/ml-es puromicin tartalmi tapoldatban
novesztve). A ,MISSION Lentiviral Transduction System” 5 kiilonb6zé shRNS
konstrukciot tartalmazott, ezekkel 5 kiilonboz6, elméletileg GDF-15 géncsendesitett
fibroblaszt kultirat tudtunk kialakitani (MTP1, MTP2, MTP3, MTP4, MTP5). Mivel
ezek mindegyike heterogén sejthalmazbol allt, igy hogy egységes genetikaju
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sejtvonalakat kapjunk, s hogy azok koziil is hozzajussunk a leginkdbb géncsendesitett
sejttenyészethez egy sejtbdl kiinduld, egyedi klonokat novesztettiink. Ehhez egy 10 cm
atméroja Petri csészére 1000 db sejtet oltottunk ki, majd a kindvo telepeket egyesével
felvettlik €s szeparalva tovabb novesztettiik még mindig puromicin tartalmi szelekcios
médiumban tartva Oket. A géncsendesités hatékonysagat az egyes sejtvonalakban az 1.
tablazat mutatja be. Ez alapjan a tovabbi munkéankhoz ki tudtuk vélasztani a leginkabb
géncsendesitett sejtvonalat, tovabbiakban ezt a sejtvonalat MTP1/4 névvel jelzem. Meg
kell emliteni, hogy a tenyésztett klonok kozt volt olyan is, mely GDF-15 mRNS
kifejezddésében nem csokkent, hanem nétt (ezeket MTP2/3 névvel lattuk el). Ezeket

egyes mérésekben szintén felhasznaltuk pozitiv kontrollként.

fgy a GDF-15 gén funkcionalis vizsgalatat célzé kisérleteinkben a normal F11-hTERT
sejtvonal mellett a fent emlitett MTP1/4 és MTP2/3 kloénokkal dolgoztunk.

3.1.2. TPS3INP1 géncsendesités

Szintén a mar emlitett F11-hTERT immortalizalt human fibroblaszt sejtvonalbdl
tortént, de ebben az esetben TPS3INP1 gén altal kodolt mRNS-ekre komplementer
shRNS-eket (TPS3INP1-shRNA) és puromicin-rezisztencia gént tartalmazo lentivirus
vektorral (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) fertéztiik a sejteket, hogy
TP53INP1 géncsendesitett fibroblasztokhoz jussunk. Tobb hétig puromicines szelekcids
médiumban tartva a sejteket stabil TPS3INP1 géncsendesitett sejtkulturat alakitottunk
ki.

TP53INP1 csendesitése esetén is tobb, ez esetben 3 féle vektor allt rendelkezésiinkre.
Legjobb hatasfokkal a 2-es klonban sikeriilt a gén gatlasa: ebben a kiindulasi
fibroblaszthoz képest kozel harmad akkora TPS3INP1 kifejez6dést talaltunk.

Dolgozatom tobbi részéhez mar ezekkel a klonokkal dolgoztam, melyek a tovabbiakban

shTP53INP1 néven fognak szerepelni.
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3.2. Szomszédsagi (in. bystander) vizsgalatok

Ezen vizsgalatokkal arr6l akartunk informaciét kapni, hogy milyen véltozas torténik
akkor, ha a sejteket nem éri sugérzas, de kapcsolatba keriilnek olyan sejtekkel, melyeket
viszont ért. Ilyen kisérleteket a normal fibroblasztok GDF-15 ¢és TPS53INP1
génkifejezOdéses vizsgalatainal, illetve a mitokondridlis DNS sériilések témakdrében
alkalmaztunk.

Ebben a modellben a besugarazott sejttenyészet (donor) médiumat kaptdk meg a
befogadd sejtek, s azzal inkubaltuk Oket 2 oran at. Tovabbi részleteket a megfeleld

kisérlet leirasdban kozlok.

3.3. Valés idejii kvantitativ polimeraz lancreakcioval (QPCR) torténdé mérések

3.3.1. Génexpresszios vizsgalatok mérése a genomialis DNS-rél atircdé mRNS-

ekkel (RNS izolalas, cDNS atiras, valds idejii kvantitativ PCR)

RNS izolalas

A lefagyasztott sejtekbdl elobb total RNS-t izolaltunk (RNeasy Mini kit-tel, QITAGEN

crer

(260/280 nm-en), majd az Osszehasonlithatosag kedvéért azonos mennyiségii (1-1 pg)
RNS-ekbdl kiindulva cDNS-sé irtuk at azokat reverz transzkripci6 segitségével (High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems™, USA).

cDNS atiras:

Minden egyes (RNS) mintahoz az alabbi reakcioelegyet kevertiik 6ssze kiilon csovekbe:

—_

- 10 X RT Buffer (2 ub)
- 25 X dNTP Mix (0,8 ul)
- 10 X RT Random Primers (2 u — 10 pl

- Multi Scribe™ Reverse Transcriptase (1 pl)

- nukleaz mentes viz (4,2 ul)
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- valamint a vizsgalati mintabdl szarmazé RNS 1ug-janak megfeleld térfogat,
10 pl
¢s annyi nukledz mentes viz, mely 10 pl-re kiegésziti.

fgy a két 10 pl-es részlet osszekeverésébdl eredd 20 pl-es Ossztérfogati elegyeket
BioRadiCycler tipusu ,fél-kvantitativ’ PCR késziilékbe helyeztiikk, és az alabbi

beallitasok mellett polimeraz lancreakcioba vittiik:
1. 1épés: 25 °C, 10 perc
2. 1épés: 37 °C, 120 perc
3. 1épés: 85 °C, 5 perc

4. 1épés: 4 °C, ooperc

A kvantitativ PCR reakcioé paraméterei altalanosan a kovetkezok voltak:

25 pl-es végtérfogata reakcioelegyet haszndltunk, melynek komponensei egy mintara és

egy génre nézve:

- 12,5 ul Maxima SYBR Green gPCR Master Mix (Thermo Scientific Ltd.,

Loughborough, UK), mely tartalmazza:
+ a kettds szalu DNS lancba beépiild fluoreszcens festéket (Maxima SYBR Green),
+ apolimeraz enzimet (Maxima Hot Start Taq DNA polimeraz),
* a beépiild nukleotidokat (ANTP) és a sokat.

-2 ul cDNS

- 1,3 pl primer par (egy génhez tartozo forvard és reverz iranyu oligonukleotid

cre

Technologies, Inc.)

-9.2 yl viz
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A PCR reakcidt Rotor-Gene, Corbett-3000 real-time PCR System System, (Invitrogene,
Carlsbad, CA, USA) tipusu késziilékben végeztiik az alabbi paraméterekkel:

1. Kezd6 denaturalé szakasz (10 perc, 95 OC—on)
2. Amplifikacio 40 ciklussal;
minden ciklusban 3 szakasz épiil egymasra:

a.) denaturacio: 95 0C, 30s,
b.) primerek kapcsolodasa: 59 °C, 30 s,
c.) meghosszabbités: 72 0C, 30 s.

3. Végil egy folyamatos melegités 72 °C-r6l 95 °C-ig az ,olvadaspont-

gorbe analizishez”.
Referencia (in. housekeeping) génként a:
- B-actin-t (F: 5° - TTGCCGACAGGATGCAGAAGGA - 3’,
R: 5’- AGGTGGACAGCGAGGCCAGGAT-3’), ésa
- GAPDH-t (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)
F: 5’- CGACCACTTTGTCAAGCTCA - 3°,
R: 5" - AGGGGTCTACATGGCAACTG - 37)
valasztottuk.

A relativ génexpresszid valtozas kiszamitasahoz a AACt értékeket hasznaltuk fel; a
valtozas mértéke mindig egy kezeletlen, kontroll mintdhoz lett viszonyitva. Ct érték
(Threshold Cycle) alatt azt a ciklusszdmot értjiik, ahany sziikséges volt egy bizonyos
mennyiségli termék eléréséhez. A PCR reakcid végére minden egyes mintdban minden
altalunk vizsgalt génhez hozzarendelheté egy Ct érték. Az egy adott mintdhoz tartozo
vizsgalt gén Ct értéke és a referencia gén Ct értékének kiilonbség a ACt. AACt pedig a
kezelt minta ACt értékének €s a kontroll minta ACt értékeinek kiilonbségébdl adodik.

Ebbdl szamithato a két minta kozt fennallo relativ mennyiségbeli kiilonbség.

Minden eredmény két technikai parhuzamos, ill. tobb bioldgiai mérés atlagaibol

adodik.
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3.3.1.1. Génexpresszio valtozas kozvetlenill besugarazott ¢és bystander

fibroblasztokon

Ezen méréseknél a donor és befogadd sejteket is az F11-hTERT szolgaltatta.
Kozvetlen hatds méréséhez dozisonként 1-1 (25 cm? alapteriiletli) tenyészté flaskaba
500-500 ezer darab sejtet oltottunk ki. Besugarzasuk az ezt kovetd napon tortént 0; 0,01;
0,04; 0,1; 0,5 és 2 Gy gamma-sugarzassal (Co® sugarforrast alkalmazva, kis dozisoknal
0,0244 Gy/perc, nagy dozisoknal 0,37 Gy/perc dozisteljesitményt alkalmazva;
Gammatron-3; Siemens, Erlangen, Germany). 2 h-val a besugarzast kovetden a sejteket
begylijtottik, s tovabbi génexpressziés vizsgalatokig -70 °C-ra le lettek fagyasztva,

felhasznalasig ott taroltuk dket.

A szomszédsagi hatas méréséhez két csoportra osztottuk a sejteket (szintén 500-500
ezer db sejt /flaska-val dolgozva) donor és befogadd ,,szerephez”. A donor csoport
flaskait a fent emlitett dozisokkal sugaraztuk be, 2h elteltével ezek un. kondicionalt
médiumait athelyeztiik a kezeletlen, nem besugarazott (befogadd) sejtekre. Genomialis
DNS-en kodolt gének mitkddésének vizsgélataindl ezt a kondicionalt médiumot 2 h-n
keresztiil hagytuk rajta a befogado sejteken, ezt kovetden (a direkt besugérzott sejtekhez
hasonloan) ezeket is 0sszegyljtottiik, lefagyasztottuk, majd késébbi RNS izolalas utan

génexpressziot mértiink (9. abra).

A GDF-15 gén relativ expresszi6 valtozdsdnak méréséhez (a mar emlitett, sugarzas
kovetkeztében nem valtozd héztartdsi géneken kiviill) a kovetkezd primer part

alkalmaztuk:
GDF-15: F: 5>~ CCA AAG ACT GCC ACTGCATA -3
R: 5— CCA AGA AGG TCA CCC CAA TA-3’;
TPS3INP1 gén valtozasanak meghatarozasahoz pedig:
F: 5°- TCA GCA GAA GAAGAAGAAGAA GAG - 37,

R: 5°- AGC AGG AAT CACTTGTATCAGC-3
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KOZVETLENUL
BESUGARAZOTT SEJTEK

\ sejtek

RNS

BYSTANDER SEJ

2h

9. abra: a bystander kisérletek vazlatos folyamat abraja

3.3.1.2. Géncsendesités hatékonysaganak ellendrzése, illetve sugarzas
indukalta génexpresszios valtozasok normal és géncsendesitett

fibroblasztokban
A géncsendesités megtorténtérdl is valds idejii qPCR segitségével gy6zodtiink meg.

Az 3.1.2. fejezetben leirt modon kiszelektalodott MTP1/4 sejtvonalban vizsgaltuk a
GDF-15 valtozésat. 2 Gy besugarzas kovetkezményeinek idébeni valtozasdhoz, illetve a
kitités meglétének igazolasara F11-hTERT és MTP1/4 sejteket oltottunk ki, majd a
kovetkezé napon besugaraztuk, majd 2, 4, 24, 48 oraval késobb begytijtottiik dket, s a
benniik termel6dé GDF-15 expressziojat valos idejii qPCR-el hataroztuk meg az 4.2.1.
pontban leirtak szerint. Ezt kovette az, hogy ugyanezen sejtvonalakon a 2 h-s idépontnal
mas dézisok hatdsait is megnézziik. fgy a hasonloképpen kioltott sejteket masnap nem
csak 2 Gy-el, hanem 0,01; 0,04; 0,1; 0,5 Gy-el is besugaraztuk. Két éraval a procedura
utdn a sejteket lefagyasztottuk, majd a szokasos RNS izolalas és cDNS gyartds utan

polimeraz lancreakciot (qPCR) végeztiink.

A TP53INP1 gatlasanak igazolasa kovetkezOképpen tortént: F11-hTERT sejtekbdl és
shTP53INP1 sejtekbdl is ugyanannyit oltottunk ki kontroll csoportba €s besugarzott
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csoportba. Utobbiak 2 Gy-el lettek besugarazva, majd 2 6raval késobb beldliik is és a

nem besugarzott csoportbdl is RNS lett izolalva a kés6bbi kvantitativ PCR reakcidhoz.
A méréshez az el6z0 fejezetekben leirt primereket hasznaltuk.

3.3.1.3. GDF-15 illetve TP35INP1 gén gatlasanak kovetkezménye egyéb

sugarvalasz gének kifejezodésére

A GDF-15 ill. TPS3INP1 mellett mas olyan gének mukodését is mértik ezen a
modositott sejtvonalakon, melyek miitkodése eldzetes mérések alapjan ionizald sugarzas
hatdsara szintén megvaltozik, valamint 0Osszefliggésben allnak a sejtciklus

szabalyozassal, hibajavitassal, és egyéb stressz-valasz folyamatokkal.
Ezek pedig a:
- TGF-p1: F:5 —CCG CTT CAC CAG CTC CATGT - 3,

R: 5’- TGC TAC CGC TGC TGT GGC TA - 3°,
- CDKNI1A: F: 5’ - CCT CAT CCC GTG TTC TCC TTT - 3°,

R: 5" - GTA CCA CCC AGC GGA CAA GT - 3’,
- GADD45A: F: 5’ - TCA GCG CAC GAT CACTGT C - 3,

R: 5’ -CCA GCA GGC ACA ACACCAC-3’,

valamint a GDF-15 és a TPS3INP1 gének voltak (e két utolségén primereinek

szekvenciajat mar ismertettem).

A tenyésztéedényben novo sejteket 2 Gy vy-sugdrzasnak vetettiik ala, majd 2 h
inkubacids id6 utdn a sejteket Osszegylijtvén RNS-t izolaltunk, majd PCR reakciot

inditottunk.

3.3.2. Mitokondrialis DNS karosodas vizsgalat

Ennél a kisérletnél a sejtekbdl teljes DNS-t izolaltunk. (Master Pure DNA Purification
Kit; EPICENTRE Biotechnologies, Madison, Wisconsin) A mitokondriumokban a

karositd hatdsok kovetkeztében (pl. ionizald sugarzas, toxikus anyagok) leggyakrabban
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megsérilld szakasza az n. Common Delécids (CD) régio. A sejtet ért karosodas
becstilhetd ezen kiesett delécios szakaszok mennyiségének meghatirozasaval, melyet

valos idejii qPCR technika segitségével kvantifikalni tudunk.

E vizsgalattal egy részrél a GDF-15 gén jelentdségét igyekeztiink feltérképezni direkt
besugarazott ¢és bystander sejtekben. Ehhez F11-hTERT ¢és MTP1/4 sejteket
sugaraztunk be 2 Gy-el (25 cm’-es flaskdkban; 500 000 db / flaska denzitassal), majd
ezt kovetden direkt hatds méréséhez a besugarzott sejteket 72 h-val a kezelést kovetden
begytijtottem, DNS izoladlast kovetéen 1 pg DNS mintdban a mitokondriumukban
felhalmozodd DNS delécidk aranyat mértiik qPCR-rel. A szomszédsagi hatds méréséhez
a besugdrzas utdn 2 h-val a besugarazott vagy kontroll sejtek médiumara cseréltiik a
nem kezelt, ugyan azon sejttipushoz tartozé sejtkulturdk médiumat. 72 h-val a
médiumcserét kovetden a befogadd sejteket is leszedtik, majd ugyan ugy PCR

reakcioval mértiik a deléciok mennyiségét.

Masrészrol a TP53INPI hianyos sejteknél direkt hatdsban néztiik a géncsendesités
eredményét. A sejteket itt 0; 0,1; 0,5 és 2 Gy-el sugaraztuk be, majd ezek is szintén 72
h-ig inkubalodtak a feldolgozas eldtt.

A reakcié paraméterei a mar emlitettek szerint voltak bedllitva; a reakcid elegy
Osszetételében annyi kiilonbséggel, hogy 2 pl c¢cDNS helyett 1 pg mennyiségnek
megfeleld térfogatu teljes DNS-t hasznaltunk fel. Vagyis:

- 12,5 pl Maxima SYBR Green qPCR Master Mix

2 ug DNS

1,3 pl primer par (12,5 pM)

annyi pl nukledz mentes viz, hogy a végtérfogat 25 ul legyen.
Ezen kisérlethez hasznalt primer szett:

1. mtDel: a delécids szakasz két végérdl induld primerek, melyek csak akkor

adnak terméket, ha a delécios szakasz kiesett, a delécié megtortént
F:5’- CCC ACT GTA AAG CTA ACT TAG CAT TAA CC -3’;

R:5’- GGT TTC GAT GAT GTG GTCTTT G -3°.
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2. WTmtDNA: a delécios szakaszban 1év0 régid, mely csak akkor hoz fel
terméket, ha a DNS ép maradt

F:5°- CTG AGC CTT TTA CCA CTC CAG -3°,
R: 5’- GGT GAT TGA TAC TCC TGA TGC G -3°).
3. referencia génnek ez utdbbi mellett a genomialis GAPDH-t hasznaltuk.

A fenti primer szettek mitokondridlis genomba val6 elhelyezkedését az alabbi (10.) dbra

szemlélteti:

vad tipusu

MIDNS o771,

common
delécio

-
\‘ 13bp repear

10.  abra: Human mitokondrialis DNS szerkezete a sugarzas hatasara
gyakran Kitoré ,,Common Delécios” szakasszal. Baloldalon a még ép DNS,
jobb oldalon a mar kitdrt 4977 bazispar nélkiil. Ez utobbi csak akkor ad terméket
PCR reakcioval, ha a neki megfelel6 mtDel F+R primer parral dolgoztunk, a
WtmtDNA primer parral nem.

3.4. Géncsendesités hatékonysaganak fehérje alapu ellendrzése, a sugarzas

indukalta GDF-15 fehérje termelés idobeni valtozasanak megfigyelése ELISA-val

Mivel a GDF-15 egy szekretalodo citokin, a termelddd fehérje mennyiségét a sejtek
feliiluszojabol is meg lehet hatdrozni. F11-hTERT sejteket, valamint ennek GDF-15-6t
alul- és felillexpresszalo modosulatat vizsgaltuk. Tenyésztdedényenként (25 cm?) 1
milli6 sejt lett kioltva, majd egyes tenyészetekrdl leszedett médiumot kioltastol

szamitott 24, 30, ill. 48 h-val késdbb gytijtottiik be. Ezeket bekoncentralva hasznaltuk a
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méréshez: 15-15 ml leszivott tapoldatot filteres centrifuga csovekben 4000 g-vel
centrifugaltuk 30 percig szobahdémérsékleten. (AmiconUltra-15 Centrifugal Filter
Devices, Millipore). A produktumbo6l 150-150 pl-t hasznéltunk fel a GDF-15 tartalom
meghatarozashoz (Human GDF-15 Quantikine ELISA Kit). Az eredményeket egy

cyey

3.5. Sugarérzékenység vizsgalat

A sejtek sugdrzas utani tulélését kolonia-képzd kisérlettel mértiik. Mind az alap
sejtvonalbdl, mind a kérdéses génre nézve (akar GDF-15, akar TP53INP1) taltermeld
illetve alulexpresszaldo valtozatbol egy sejtes szuszpenziot létrehozva azonos
mennyiségll sejtet oltottunk ki (500-500 vagy 1500-1500 db / 10 cm atmérdji Petri
csésze), dozisonként 3 parhuzamossal. Kioltas utani napon a Petri csészéket 0,2 vagy 4
Gy gamma-sugarzassal kezeltiilk, majd termosztatban tovabbi 2 hétig tenyésztettiik. A
kifejlodott telepeket metanol / ecetsavas fixalas utdn 1 %-os Comassie brillant kék R-
250 festékkel tettiik lathatova. Eletképes telepnek az 50 vagy a folotti sejtszamot elérd
sejtcsoportosulast vettiik. A sugarzasnak kitett sejtek kontrollhoz viszonyitott PE (1d.
késébb) eredményeibdl szarmaztathatok az adott dozishoz tartozo SF (tuléld frakcio

vagy Surviving fraction) értékek, melyek sorozatabol dsszeallithatod egy talélési gorbe.
SFx = PE (kezelt)/ PE (K),

SFx az X dozishoz tartozo talélo frakcid, PE (kezelt) az adott dozissal kezelt Petri
csészén kindtt telepszam / a kioltott sejtszam; a PE (K) pedig a besugarazatlan Petri

csészén kindtt telepek szama / a kioltott sejtszam.

3.6. Sejtosztodas, sejtciklus analizis

Tanulmanyoztuk, hogy a géncsendesités hogyan befolydsolja a sugarzas kivaltotta
sejtciklus folyamatokat. 2 Gy gamma-sugarral valo kezelés hatasanak detektalasdhoz
propidium-jodidos festést hasznaltunk, mely a DNS szdlakba kotve élénk jelet ad
fluocitométeres vizsgalat sordn. Sejtciklustdl fiiggden a sejtek aktudlis DNS tartalma
eltérd, amit a vele ardnyos (interkalalodott) festék mennyisége jelez. Ezt szemlélteti a

11. abra.
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Besugarzas utan 6, 24, 48 ¢és 72 oraval a sejteket begytjtottik, 70 %-os etanolban
fixaltuk -20 °C-on éjszakan at, majd festettiik 10 pg/ml tartalmu PI-ot és 100 pg/ml-es
RN-azt tartalmazé PBS oldatban (37 °C-on, 30 percig). Ezt kdvetéen FACS Calibur

aramlasi citométerrel mértiik a mintak DNS tartalmat.
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11. abra: egy tipikus aramlasi citométerrel mért sejtciklus analizisképe. F11-
hTERT sejtvonalon mért sejtciklus profil nem besugarazott, normal sejteken 24 h-
s tenyésztés utan. Az Ml-es tartomanyban a sejtek nyugvo fazisban, Gl
szakaszban vannak. M4-es szakaszban a DNS elkezd megkett6zddni, ez az S fazis
a sejtosztodasi ciklusban. M2 intervallum a méar Go/M féazisu sejtek mennyiségét
jeleniti meg. (M3 szakasz az apoptotikus sejtek, tormelékek helye)

3.7. Autofagia vizsgalatok

3.7.1. Acridine Orange festéssel

6 lyuku tenyésztéedénybe helyezett, zsirtalanitott, 24 x 24 mm-es liveg fedélemezekre
50 - 50 ezer shP53INPI, illetve F11-hTERT sejt lett kioltva, mind kontroll csoportnak,
mind a kezelt csoportnak, mely utobbi masnap 6 Gy-el lett besugarazva. 48 h-val
le a tapjukat, és ebben inkubalodtak 37 °C-on, 15 percet. Hairomszori PBS-es mosas
utdn a feddlemezeket a targylemezre boritottuk, s Axiolmager Al fluoreszcens

mikroszkoppal szamoltuk a narancsos pirosan fényl6 autofag vakudlumok szamat.
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3.7.2. Aramlasi citométerrel (FACS)

Szintén ugyanezen sejtvonalakon, ugyanolyan doézisokat hasznilva az autofag
vakuolak megfestése helyett itt az autofag vakuola kialakuldsaban szerepet jatsz6 LC3
molekula immunfluoreszcens festésével kovettik nyomon a besugarzott és nem
besugarzott sejtek kozti kiilonbséget. A human LC3 molekulahoz specifikusan kot
antitest szolgaltatta az elsOdleges antitestet, majd ennek detektaldsara zold szini

fluoreszcens festékhez kotddo masodlagos antitestet hasznaltunk fel (1d. alabb).

500-500 ezer db sejtet tenyésztd flaskdba oltottunk ki mind a normal, mind a
modositott sejtekbdl. Masnapi besugarzas utan a sejtek még 48 h-ig tenyésztve voltak,
majd tripszines leszedést kdvetve a centrifuga csovekben 1évé mintat PBS-el mostuk, 4
% PFA-val fixaltuk és 0,1 %-os Triton X-100 — PBS elegyében permeabilizaltuk (5
percig, szobahdn). Ujabb mosas utan 1 : 100 aranyban elegyitett elsédleges ellenanyag
(humén anit-LC3, SIGMA, St. Louis, MO, USA)/ PBS oldataban inkubaltuk 1 6ran at 4
°C-on. Moséas ¢és centrifugalds utdn a kiiilepedett anyagot szintén 1/100-nyi
mennyiségben 1évé masodlagos antitesttel (anti-Rabbit IgG DyLight 488 Biolegend,
San Diego, USA) jeldltiik meg (ezzel is 1 6ran at allt 4 °C-on); majd egy végsd mosast
¢s fixalast kovetden dramlasi citométerrel detektaltuk a sejtekhez antitestek
kozvetitésével kotodott fluoreszcencia jeleket. A pozitiv és negativ populaciok
elkiilonitésére izotipus kontrollokat (egy nem specifikusan kot ellenanyagot) mértiink
(Rabbit IgG Isotype Control, INVITROGEN unconjugated). A mérések FACS Calibur
késziiléken torténtek, 100 000 - 100 000 esemény beméréséig tartottak. Az adatok

értékelésére a CellQuest Pro programot hasznaltuk.

3.8. Szeneszcencia mérések

Ehhez a kisérlethez in-situ ,,szeneszcencia-asszocialt - B-galaktozidaz” (SA-B-gal)
festést alkalmaztunk. Hasonloan a 3.6.1 fejezethez 6 lyuku tenyésztdedényben, 24 x 24
mm-es iiveglemezeken tenyésztettiink F11-hTERT és shTP5S3INP1 sejteket. 20 - 20 ezer
db sejtet oltottunk és sugaraztunk az autofagia mérésnél leirtak szerint. 5 - 7 napos
varakozas utan a lemezeken 1év6 sejteket PBS oldattal mostuk, 2 % paraformaldehiddel
fixaltuk, végiil PBS-es mosas utan frissen készitett X-Gal oldatot (150 mM NaCl, 2 mM
MgCl,, 5 mM Kj[Fe(CN)s], 5 mM Ky[Fe(CN)g], 30 mM citromsav, 30mM Na,HPO,, 1
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mg/ml 5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktozid; pH = 6) adtunk a mintdkhoz, és 12 —
24 h-ig inkubaltuk ebben a sejteket 37 °C-on, CO, nélkiili termosztatban. Megfeleld 1d6
utdn a sejteket mostuk, majd miel6tt targylemezre boritottuk volna, a szamolas
megkonnyitése érdekében sejtmaghoz kotddd DAPI  festékkel is kezeltik a
fedélemezeket. Fénymikroszkoppal, 20 x-os nagyitds alatt szamoltuk a kékre fest6dott

sejtek aranyat.

A szeneszcens fibroblasztok altal termelt f-galaktoziddz savas kézegben (pH = 6) a
galaktozidot galaktozza alakitja, ezéltal az X-Gal-t is szétbontja: 5-bromo-4-kloro-3-
hidroxiindol keletkezik, mely spontan dimerizacidja révén kék szinii 5,5'-dibromo-4,4'-
dikloro-indigéva alakul. (12. 4bra.) Igy ez az adott sejt citoplazmajanak intenziv kék

szint fog kdlesondzni, mely ezaltal konnyen detektalhato lesz.
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12. abra: a szeneszcencia-asszocialt - B-galaktozidaz festés alapja

3.9. Kettos lanca DNS torések mérése y-H2AX festéssel

A DNS kettés lanctorések kimutatasanak €és mérésének egyik modszere a kettds
torések helyéhez hozzakotd foszforilalodott hiszton fehérje, a y-H2AX meghatarozasa a
hozza kotddo detektalhatd antitest mérésével. Ehhez FITC festékkel konjugalt Anti-
phospho-Histone H2A.X(Ser139) (Millipore) antitestet hasznaltunk. Sejtvonalanként 6
db tenyészté edényekbe oltottunk ki sejteket (1 millio db /flaska). Egy egyszeri 6 Gy-es
besugarzas utan vizsgaltuk a sugarzas indukalta DNS torések javitasanak idokinetikajat,

igy 6 kiilonb6z6 id6pontban (besugarzast kovetden azonnal, 1, 2, 4, 6, 24 h-t kdvetden)
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gytjtottik be a kontroll és kezelt mintdkat. A sejteket eldszér PBS-el mostuk, majd
tripszinnel oldottuk le az edényrél. Ujabb mosas utan 90 %-os metanolban fixaltuk -20
°C-on, ¢jszakan at. Masnap 0,1 %-os Triton X-100 oldattal permeabilizaltuk, majd 3 %
FBS/PBS oldatban blokkolddni hagytuk. Ezt kdvetden jott az immunfestés a mar
emlitett ellenanyaggal (0,5 pl-t 100 pl sejthez, 30 percig jégben tartva inkubalodott).
Mosas ¢s fixaldas (2 % PFA) utdn a fluoreszcens jeleket aramlési citométerrel
detektaltuk, majd elemeztiik a CellQest Pro program segitségével. A kiértékeléshez 3 - 5
biologiai parhuzamos eredményeinek atlagait szamoltuk ki, minden egyes idépontnal t-

teszttel hatdroztuk meg, van-e szignifikans eltérést a két sejtvonal kdzott.

3.10. Statisztikai analizis

Az eredményeket legaldbb hdrom fiiggetlen kisérlet atlagaként ¢és standard
eltéréseként mutatom be. Szignifikancia szdmoldshoz parositatlan t-tesztet hasznaltam,
tobb csoport Osszevetéséhez egy-utas ANOVA-t alkalmaztam. Statisztikailag
szignifikans adatoknak a P < 0,05 értékeket vettiik. A szdmolasokat GraphPad nevii

programmal végeztem (GraphPad Prism 5.0; Software, USA)
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4. Eredmények

4.1. A GDF-15 gén sugarvalaszban betoltott szerepének vizsgalata

4.1.1. GDF-15 gén miikodésének valtozasa kozvetleniil besugarazott fibroblaszt
sejtekben, illetve kozvetlen sugartalalatot el nem szenvedett bystander

(szomszédsagi) sejtekben

Elozetes cDNS microarray kisérleteink alapjan kivalasztottunk 2 olyan sugarvalasz
gént, melynek kifejezddése kis és nagy dozisokra is valtozott a humdan fibroblaszt
sejtekben.

Az egyik ilyen gén a GDF-15 volt. Ennek atirédasaban bekovetkezd valtozast néztiik
olyan sejtekben is, melyek direkt besugarzast nem kaptak, csak a besugarzott sejtek
kondicionalt médiuméval lettek kezelve. A kdzvetleniil besugarazott csoport sejtjeit 2
oraval a kezelést kovetden begyljtottiik (és ebb6él RNS-t izolaltunk). A bystander sejtek
pedig megkaptak ezen begyljtott sejtek kondicionalt médiumat, melyekben 2 oraig
inkubalddtak, végiil ezekbdl is RNS-t izolaltunk. Azt kaptuk, hogy a kozvetleniil
besugarazott sejtek GDF-15 génkifejez6dése a dozis emelésével nd, mely 0,5 és 2 Gy-
nél szignifikdnsan eltér a kontrollhoz viszonyitva (1,677 +/- 0,02 és 1,946 +/- 0,49). A
nem besugarazott befogad6 sejteknél nem taldltunk eltérést a kontroll sejtekhez képest

egyik dozisnal sem (13. abra)
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13. abra: GDF-15 gén expresszios valtozasa F11-hTERT sejtvonalban. Az
abran kozvetleniil (direkt) besugarazott és szomszédsagi (bystander) mintdkban
mért relativ gén-kifejez6dés lathatd. A vizsgalatot a Modszerekben leirtaknak
megfelelden végeztiik. A diagramon 3-4 mérés atlagai vannak feltlintetve standard
hibaval. Szignifikancia szintet egy-utas ANOV A-val szamoltunk. (*: p <0,05).

4.1.2. GDF-15 fehérje termelés gatlasa lentivirus vektor kozvetitett shRNS-ekkel

Mint a Modszerek c. fejezetben mar targyaltam, 5 féle shRNS konstrukcio
felhasznalasa révén tobb, GDF-15-6t kiillonb6z6 mértékben gatolva termeld,
géncsendesitett fibroblasztokhoz jutottunk. A kiilonféle eredményességgel gatolt klonok
listajat és a hozzajuk tartoz6 GDF-15 kifejez0dés mértékét, valamint sugarérzékenységi
mutatokat az 1. szdmu tablazat foglalja 6ssze. Kitlinik, hogy a normal F11-hTERT-hez
képest az MTP1/4-es klon fejezi ki legkisebb mértékben GDF-15-6t (33 %), mig a
normal kontrollhoz képest joval magasabb expressziot mutat az MTP2/3 klon (292 %).
Ezzel parhuzamosan megfigyelhetd, hogy a GDF-15 kifejezddés mértékével forditottan
aranyos a sejtek tulélése 2 Gy besugarzast kovetéen. Vagyis a GDF-15 hianyos MTP1/4
sejtek jobban, az MTP2/3-as sejtek pedig kevésbé pusztulnak ionizald sugarzas
hatasara, mint a moédositatlan F11-hTERT. Igy elmondhatd, hogy a GDF-15 gén

miikddési intenzitdsa hatissal van a fibroblasztok sugarérzékenységére. (Az alabbi
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tablazaton kiviil a 17. abra is ezen moddosult sejtvonalak talélési tulajdonsagait

szemlélteti.)

1. tablazat: az F11-hTERT normal fibroblaszt és a GDF-15-shRNS-t kodolé
lentivirus vektorokkal génmddositott sejtvonalak GDF-15 Kkifejezodése és
sugarérzékenységi jellemzoéi. A feltiintetett klonok GDF-15 alap kifejezddését
qPCR-el mértiik, legalabb 3 ismétléssel, az adatok az F11-hTERT megfeleld
értékeire lettek normalizalva. A standard hibaval ellatott atlag értékek lathatok a
masodik oszlopban. A 3. oszlopban e klonok tiléld frakcidit lathatjuk 2 Gy y-
sugarzas utan, mely telepképzd kisérlettel lett kimérve.

senkitejeridés SF2 %
F11-hTERT 1 0,32
MTP_1 0,44 + 0,058 0,14
MTP_1/4 0,331 + 0,049 0,12
MTP_2 2,62 £ 0,28
MTP_2/3 2,92 £0,75 0,34
MTP_3 0,59 £ 0,16 0,24
MTP_4 1,09 + 0,27 0,28
MTP_5 0,73 £ 0,02
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4.1.3. GDF-15 fehérje mennyiségi valtozasa az id6 fiiggvényében a Kkiilonbozo

géncsendesitett sejtekben

A GDE-15 kifejezédést fehérje szinten is megmértiik. A haromféle sejttipusbol 10°-10°
db sejtet oltottunk ki tenyészté edényekre, majd kioltast kdvetéen 24, 30, 48 h-val
kés6bb begytijtottiink tenyészté edényenként 5-5 ml médiumot, majd ezt betoményitve
(Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Unit with Ultracel-30 membrane) vittik fel 96
lyuki ELISA lemezre. A mérés megmutatta, hogy a géncsendesitett sejteknél joval
kevesebb GDF-15 fehérje termelddik (8 +/- 2 pg/ml), mint a normal sejtekben (213,5
+/- 8,5 pg/ml), mig a taltermeldknél tobb mint hatszoros fehérjetermelést latunk
(1366,47 +/- 70,53). (14. ébra.) Az is megfigyelhetd, hogy az id6 mulasaval is dasul a

sejtekben termelddd, s onnan a médiumba kibocsatddo citokin.
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14. abra: GDF-15 fehérje termelodés a génmodositott sejtekben: normal,
géncsendesitett és GDF-15-6t tultermel6 fibroblasztokrol kioltas utan kiilonbozo
idépontokban leszedett és bekoncentralt feliiliszokbol ELISA mddszerrel mért
fehérje mennyiség. Az eredmények a nem koncentralt értékeket mutatjak.
Minimum 3 mérésbdl szarmazott értékek atlagai lettek abrazolva standard hibaval.

Egyik adatsor sem ért el szignifikdns valtozast (p < 0,05).
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4.1.4. Sugarzas indukalt GDF-15 génkifejezodés idofiiggése

Méréseink része volt, hogy meghatarozzuk a GDF-15 gén kifejez6désének kinetikajat
a besugarzast kovetden. Eredményeinket a 15. abra foglalja 6ssze. Kitiinik, hogy a
normal fibroblasztokban a besugérzas hatasara erételjesebb a GDF-15 gén miikodése, s
ez 2 ora elteltével éri el maximumat (kontrollhoz viszonyitott relativ expresszios értéke:
2,74 +/- 0,8) és 48 ora mulva ujra visszatér az eredeti szintre. Ebbdl is latszik, hogy a
GDF-15 egy korai sugarvéalasz génnek mindsiil. Géncsendesitett sejtvonal esetén a
kontroll csoport alap GDF-15 kifejezodése joval elmarad az normal sejtvonalhoz képest
(0,33 +/- 0,1), igy a hatékony génkiiités stabilitdsa megerdsitést nyert. Ugyanakkor ezen
sejtek sugarzas indukalta GDF-15 expresszidos emelkedése kordntsem volt annyira
jelent6s, sot, még maximalis emelkedése sem éri el a genetikailag nem modositott

fibroblasztok alapértékét (0,76 +/-0,69).
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15. abra: GDF-15 gén Kkifejez6désének valtozasa a besugarzastol eltelt ido
fiiggvényében normal és géncsendesitett sejtekben. 2 Gy y-besugérzéassal kezeltiik
mind a normal, mind a GDF-15-6t alultermeld sejtkulturat. Ezt kovezéen qPCR-rel
meghataroztuk a GDF-15 gén kifejezddés idofiiggeését. Az oszlopok 3 mérés atlagat
jelzik standard hibaval. A 0 h-s id6épontban a nem besugarazott, kontroll sejtek
kifejezddési értékei lettek Osszehasonlitva (*: p < 0,05), a tovabbiakban ezen nem
besugarazott F11-hTERT sejtek értékeit vettiik 1-nek, a tobbi idépontban - mindkét
sejtvonal esetében - a besugarazott sejtek értékei a megfeleld idéponthoz tartozo, sajat,
nem besugarazott kontrolljahoz lettek hasonlitva (a: p < 0,05). Statisztika kiszdmitésa t-

teszttel tortént.
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4.1.5. GDF-15 gén valtoztatisanak hatiasa a besugarzas altal indukalt egyéb

génekre

Ebben a kisérletben a GDF-15 hatasat mértiik négy masik, sugarzassal osszefliggésbe

hozhat6 gén alap- és sugarzas indukalta miikddésére.

Els6 korben azt vizsgaltuk, hogy a sugarzds megvaltoztatja-e a vizsgalt gének
kifejez0dését normal fibroblaszokban (F11-hTERT). Az 16. abran latszik, hogy a
normal fibroblaszt sejtvonalban a TPS3INP1 (2,56 +/- 0,21), CDKNIA (2,61 +/- 0,28)
¢és GADDA45A (1,433 +/- 0,14) gén kifejezddése jelentdsen emelkedik 2 Gy gamma-
sugarzas hatasara, mig a TGF-B1 (0,998 +/- 0,09) nem valtozik.

Masik kérdéskor volt, hogy az emlitett gének alap miikodését megvaltoztatja-e a
GDF-15 gén alul- vagy tilmiikodése ugyanezen sejtvonalban. Valaszként azt kaptuk,
hogy ha a sejtekben gatlodott a GDF-15 gén kifejezddése, akkor a TGF-B1 kifejezddés
érteke megemelkedett (1,41 +/- 0,21 — 16/C.) mig a masik 3 géné nem valtozott
jelentdsen. (16/A, B, D.)

GDF-15 talmiikodése (MTP2/3-as jelzésli hasabok) viszont nincs hatdssal se a TGF-
B1, se a CDKNIA, se a GADD45A génkifejezddésre, a TPS3INP1 alap kifejezddését
viszont megemeli (3,07 +/- 0,75) - 1d. 16/A. diagram.

Megfigyeltiik, hogy a GDF-15 miikddésének intenzitasa ellentétesen befolydsolja a
TGF-B1 és TPS3INP1 gének mitkddését (16/A. és 16/C. dbran)

Ha a sugarzas indukalta génkifejezodés valtozas GDF-15 fiiggését vizsgaljuk, azt
kapjuk, hogy GADDA45A esetén a 2 Gy indukalta génkifejez0dés emelkedést nem
befolyasolta se a GDF-15 gén hidnya, se a talmiikodése (16/D). Ellenben se a
CDKNI1A, se a TPS53INP1 génkifejezodési értéke nem emelkedett meg annyira
besugarzasra, ha a GDF-15 kisebb mennyiségben van jelen (1,36 +/- 0,17 és 1,74 +/-
0,33 22,47 +/- 0,57 helyett. 16/A. és 16/B. dbra). TGF-B1 termelés szempontjabol pedig
a GDF-15 fehérje hidnyanak nagyobb hatasa volt, mint a 2 Gy-es besugarzasnak, mivel
ez utdbbi csak annyival valtoztatta meg a TGF- B1 kifejez6dést, amennyivel maganak a
GDF-15 gén kititésének kovetkezménye is volt (1,42 +/- 0,11; 16/C é&bra). A GDF-15
gén tehat a CDKNIA és TPS53INP1 esetében volt hatassal a sugarzads okozta
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génkifejez0dés valtozasara. Vagyis GDF-15 hianya gatolja a sugarzds TPS53INPI,
illetve CDKN1A kifejezddést serkentd hatdsat.
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16. abra: GDF-15 hianyanak egyéb sugarvalasz génekre gyakorolt hatasa. 2 6raval
a besugarzds utani génkifejezddést latunk kontroll és besugarzott mintdkban. A.)
esetben a TPS53INPI, B.) esetben CDKNI1A, C.) esetben TGF-f1, D.) esetben a
GADDA45A gének miikddése lett vizsgalva mind normal, mind a GDF-15 gént alul, ill.
feliilexpresszalo sejtekben qPCR segitségével. A dobozok 3 parhuzamos mérés AACT
értekeibdl adodo relativ génkifejezddési értékek kozépértekét (medianjat), valamint az
also as felsd kvartiliseit mutatjak a minimum és maximum értékekkel feltiintetve.
Statisztikai analizis 1 utas ANOVA-val tortént (*: p < 0,05). 1-nek a nem besugarazott
F11-hTERT értékeit vettiik.
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4.1.6. GDF-15 csendesités hatasa a sejtek sugarérzékenységére

A géncsendesitett és GDF-15-6t nagy mennyiségben kifejezd sejtek talélését
hasonlitottuk a normal fibroblasztokhoz képest. A vizsgalt sejtek csak a GDF-15
termelésben kiilonboztek, mindegyiket 2 és 4 Gy dozissal kezeltiik. Besugarzas utan
mindhdrom sejttipusnal csokkent az ¢letben maradt sejtek szama, de taldlhato
kiilonbség, miszerint a GDF-15-6t taltermeld sejtek koziil kevesebben pusztultak el a
normdl sejthez képest, mig a GDF-15 hidanyos sejteknél tobben (még ha nem is
szignifikans értékkel). 2 Gy esetén a normdl F11-hTERT sejteknél 31 %-ra esett vissza
a kinovo telepek szama, mig MTP1/4-nél ez 12 %-ra, MTP 2/3-nél 34,1 %-ra mddosult.
4 Gy hatasara 5,6 % helyett 1,7 %-os (MTP 1/4) és 8,4 %-os (MTP2/3) talélést kaptunk
(1d. 17. abra).

& F11-hTERT

o
o - MTP 1/4
2
3}
E 4
©
S
[T
:2
© 0.017
3 ]
0.001 . . . .
0 1 2 3 4

dézis (Gy)

17. abra: tulélési gorbe. A 2 és 4 Gy dozisokban besugarazott sejtek tulélését
mértiik kolonia-képzd kisérlet segitségével. Ugyanannyi sejt kioltdsa és kezelése
utan a pusztulds mértéke logaritmikus skalan &brazolva lathat6. Tobb mint 3
kiilonbozd kisérlet atlagai és annak standard hibai lettek feltlintetve. A normal
sejtvonal alakuldsatol vald szamottevd eltérés vizsgalatdhoz Student’ s t-tesztet
hasznaltunk. (*: p < 0,05)
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4.1.7. Bystander hatas mérése a GDF-15 géncsendesitett és normal sejtek

mitokondrialis DNS delécioinak elofordulasaban

A 3.2.2. fejezetben leirtak szerint egyrészt a besugarzott fibroblasztokbol mértiik a
mitokondrialis DNS sériiléseket, masrészt a bystander hatds mérése esetében a nem
besugarzott sejtek a besugarazott tenyészet 2 6ras kondicionalt tapoldatat kaptak meg,
majd ezutan 72 h-s inkubdcids id6 utdn meghatdroztuk a mitokondridlis DNS-iikben
felhalmozodd DNS deléciok, az un. ,,Common Delécio”-k mennyiségét.

Ahogy a 18. dbra mutatja, a GDF-15 jelenléte vagy hidnya nem befolyasolja a

crer

sejteken 3 nappal a besugarzas utan (sem kis, sem nagy dozisnal).
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18. abra: fibroblaszt sejtek mitokondrialis DNS-karosodisa besugarzas
hatasara GDF-15 csendesitett sejtekben. A diagramon a kis és nagy dézisokkal
kezelt sejtekben besugarzas utan 72 h-val jelen 1év6 deléciok mennyiségét (CD)
mutattuk ki valds idejli polimeraz lancreakcioval. A kisérletet legkevesebb 4-szer
ismételtiik, az oszlopdiagramon az atlagokat és a hozzajuk tartozo SE értékeket
abrazoltuk. (*: p < 0,05, mely minden esetben a kontrol 1 értékéhez képest
értendo)

Amikor bystander sejtekben (mely esetben a sugarzas nem kdzvetleniil éri a sejteket)

vizsgaltuk ugyan ezt a hatast (19. abra), azt kaptuk, hogy a normal fibroblasztokban
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dozissal n6 a delécidk szama, mely mar kis dozisndl is szamottevéen tobb mint a
kontroll sejtekben. A GDF-15 gén részleges miikddése esetén kis dozisnal a deléciok
mennyisége a Common Delécios régidban nem tér el a kontroll csoporthoz képest, 2 Gy
esetén ellenben szignifikansan megnd. Ez azt mutatja, hogy alacsony dozisnal a GDF-
15 hianya csokkenti mitokondridlis DNS deléciok felhalmozodasat a szomszédos

sejtekben.

Bystander Bl F11-hTERT
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= x B mTP 1/4
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19. abra: a szomszédos sejtek mitokondrialis DNS-karosodisa besugarzas
hatasara GDF-15 csendesitett sejtekben. A diagramon a kis és nagy dozisokkal
kezelt sejtek kondicionalt médiumat 2 6ra inkubaci6 utan az F11-hTERT ¢és MTP
1/4 sejtekre tettiik at, majd a kialakul6 mitokondridlis DNS deléciok mennyiségét
mutattuk ki valds idejli polimeraz lancreakcidval. Az Un. ,,Common Deléciok”
(CD) mennyisége mindkét sejtvonal esetén a sajat kontrolljukhoz lett viszonyitva.
A kisérletet legkevesebb 3-szor ismételtiik, az atlagokat és a hozzajuk tartozé SE
értekeket abrazoltuk az oszlopdiagramon. Kiértékelésiik egy-utas ANOVA-val
tortént.
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4.1.8. GDF-15 gén csendesitésének hatasa a sejtciklusra 2 Gy-el torténéd

besugarzas esetében

Mint azt a bevezetdben targyaltam, a sugarzast ért sejtek épségének visszaallitasa €s
tulélése szempontjabdl fontos az ellendrzéd pontok jo mitkddése és a megfeleld 1d6
biztositdsa a hibas DNS kijavitasara. A sejtciklus szabdlyozasra gyakorolt hatasat is
vizsgaltuk a GDF-15 génnek. Normal esetben, ha a sejteket nem éri stressz, a sejtciklus
fazisaiban kismértékli eltérés mutatkozik. Ennek iddbeni valtozasat a 20/A. é&bra
mutatja. Nem mérhetd szignifikans valtozas az eltérd fazisokban 1évé sejtpopulacios
rata kozott az egyes idOpontokban. Ezt az ionizdld sugarzéssal valdo kezelés
befolyéasolja, mely a 20/B. 4bran lathat6. Ez azt mutatja, hogy 6 6raval a besugarzas
utan a sejtek jelentds része Gp-ben megreked, nem tud tovabb haladni, sziinetelt a
sejtosztodas. GDF-15 gén csokkent miikodése esetén ebben a G, fazisban torténd leallas
késleltetett, csak 48 h mulva jelentkezik és kisebb mértékben (20/D. éabra). Ez azt

crer

javitashoz sziikséges G, fazisban toltott id6 mennyiségét.
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20. abra: A GDF-15 gén csendesitésének a hatasa a sugarzasra bekovetkezo
sejtciklus valtozasokra. 2 Gy y—sugarzasnak kitett F11-hTERT (A., B.) és MTP
Ya (C., D.) sejtek sejtciklusban elfoglalt aranyat vettiik fel dramlési citométerrel
mérve, propidium-jodidos festéssel; a besugarzas utan 6, 24, 48 és 72 h-val. Az
oszlopok az egyes fazisban 1évo sejtek 3 fliggetlen kisérletbdl adodo 4tlagat
mutatjak. Statisztikai értékeléséhez sejttipusonként és iddpontonként kiilon-kiilon
a kontroll €s besugarzott mintakra illesztett t-tesztet hasznaltuk.
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4.2. A TPS3INP1 gén vizsgalata a sugarvalaszban

4.2.1. ATPS3INP1 gén Kkifejezodésének valtozasa kozvetleniil besugarazott és

kozvetlen sugarhatast el nem szenvedett human fibroblaszt sejtekben

Ha a TPS53INP1 gén dozis-fliggd kifejezddését mértilk a direkt besugarazott és
bystander fibroblasztokban, azt talaltuk, hogy a kozvetlen sugarzast ért sejtekben (2
oraval a kezelés utan) statisztikailag valodi eltérés csak 0,5 Gy-tdl alakul ki (21. ébra),
tovabba a nagy dozis esetén (2 Gy) ez a megemelkedett szint 48 6ra mulva is fennall.
(22. 4bra)

Hasonldan a kdzvetleniil nem besugarzott sejteknél, amelyek csak a besugarzott sejtek
médiumaval érintkeztek, 0,5 Gy-tdl szintén kimutathaté egy szignifikdns emelkedés.
Vagyis a direkt sugarhatdsnak kitett és a bystander sejtekben is a sugarzas (kozvetve

vagy kozvetleniil) emelte a TPS3INP1 gén kifejezodését.

Bl direkt

= bystander
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21. abra: A TPS53INP1 gén atirodasanak dozisfiiggé valtozasa normal
fibroblasztokban. A génkifejezddés mértékét 6 kiilonbozd dozisban vizsgaltuk -
2 oraval a besugarzas utdn -. A valtozdsokat qPCR-rel mértiik, B-aktinra és
GAPDH-ra normalizalt értékekbdl kaptuk meg a kontrolhoz viszonyitott relativ
expresszios szinteket. Az oszlopok 3 mérés atlagat reprezentaljak standard
hibaval. Statisztikaja 1-utas ANOVA-val lett szamolva. (*: p < 0,05)
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4.2.2. TP53INP1 génkifejez6dés idofiiggo valtozasa 2 Gy besugarzasra

Annak érdekében, hogy képet kapjunk a széban forgd gén sugarzas indukalta
miikddésének 1ddbeli valtozasarol, tobb, 2 Gy-el besugarzott sejttenyészetet inditottunk
el a kontroll csoport mellett. Ezeket kiilonb6z6 id6pontokban begytijtve beldlitk RNS-t
izolaltunk, s ezek relativ mennyiségét valos idejii polimerdz lancreakcid mérésének
segitségével hasonlitottuk dssze.

A 22. 4brarol jol latszik, hogy a sugarzas hatdsara a TP53INP1 transzkripci6d 2 h-nél
éri el a maximumat (t6bb mint kétszeresére nd), majd ez a valtozas lassan csokkenni

kezd, de 48 h mulva is még jelentds az eltérés a nem besugarzott sejtekhez képest.

1,5
1
0,5 - I
0
Oh 2h 4h 24h 48 h

besugdarzastdl eltelt id6

A TP53INP1 gén relativ expresszidja

22. abran a TPS3INP1 gén sugarzas hatasara megvaltozott Kkifejezodésének
idofiiggése. Az oszlopok a 2 Gy gamma-sugarzassal kezelt normal F11-hTERT
fibroblaszt sejtek génkifejezddési értékeit jelzik. A O h-s adathoz a nem besugarzott
sejtek alap kifejez6désének atlaga tartozik. A valtozasokat qPCR-relmértiik, B-aktinra és
GAPDH-ra normalizalva. Statisztika 1-utas ANOV A-val lett kiszdmolva. (*: p < 0,05)
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4.2.3. A TP53INP1 gén csendesitése short hearpin RNS-t kodolé lentivirussal, s

az igy létrejott sejtvonal sugarvalaszaban bekovetkezo valtozasok

Ebben a kisérletben tanulmanyoztuk, hogy a TP53INP1 géncsendesités miikodik-e,
illetve milyen valtozasokat hoz létre a sejtekben. A nem besugarazott sejtekben
kevesebb, mint felére csokken a TP5S3INP1 gén kifejezddése a modositott sejtekhez
viszonyitva. Ugyanakkor sugarkezelés esetén jol latszik a sugarzas keltette TPS3INPI
kifejezodés emelkedése mindkét sejtvonalon (2,61 +/- 0,44, ill. 0,97 +/- 0,18), bar az
shTP53INP1 sejteknél még igy is csak a normal sejtek alap mitkddési értékét kozeliti
meg (23. abra).

4 * oGy

-|_ |:|2Gy
3-

TP53INP1 gén relativ expresszidja

23. abra: a TPS53INP1 géncsendesités hatékonysaganak vizsgalata,
sugarhatas mddosulasa. Kvantitativ PCR-rel mértiik a normal és TP53INP1
géncsendesitett sejtekben az alapszintli, valamint a 2 Gy besugarzds hatasara
valtozd6 TPS53INP1 gén kifejezddését a Moddszerek c. fejezetben leirtaknak
megfelelden. 2 oraval a besugarzas utan a sejtekbdl kivont RNS-en elvégeztiik
eldszor a reverz transzkripeidt, majd az igy kapott cDNS-eken a PCR reakciot. Az
abran a haromszor ismételt, egy dozishoz tartozé relativ kifejezOdés atlagai
vannak feltiintetve + SE (*: p < 0,05). Statisztikai értékelése 1 utas ANOVA-val

tortént.
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4.24. Sugarérzékenység vizsgalata kolénia-képzé Kkisérlettel a TPS3INP1

kifejez6dés fiiggvényében

Ebben a kiséreltben F11-hTERT és shTP53INP1 sejteket sugdrzas utani talélését
hasonlitottunk dssze. A 24. dbran a tlélési gorbe felvételéhez adatot szolgéltatd kisérlet
0, 0,1, 2, és 4 Gy-el besugarzott Petri csészéi lathatok. A telepek kékre festodtek a
Coomassie kék festéktdl, jol latszik, hogy ahogy nd a kapott dozis, egyre kevesebb telep
nd ki.

Miutan az azonos szdmban kioltott sejtek megkaptak a sugarzést, 2 hét tenyésztési id6
alatt kiilonb6z6 szamu kolonia képzddott, melybdl az SF értékeket kiszadmolva talélési
gorbét szerkesztettiink. (25. abra) Ez pontosan ravilagit arra, hogy ha a fibroblasztokban
a TP53INPI termelddés csokken, akkor a sejtek sugarérzékenyebbekké valnak. 2 Gy
esetén 22 % helyett csak 4,9 %-uk ¢li tul a besugarzast, 4 Gy esetén 3 % helyett 0,3 %-
uk.

0 Gy 0,1 Gy 2 Gy 4 Gy

=

F11-hTERT

shTP53INP1

24. abra:a tulélési vizsgalathoz készitett shTP53INP1 és F11-hTERT
koléniak képe fixalas és festés utan. 10 cm-es Petri csészékre oltott 1500-1500
db sejtbol kindvo,eltérd dozisokkal kezelt koloniak képe l1athato.
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25. abra: shTPS3INP1 sejtek tulélésének dozisfiiggé valtozasa ionizalo
sugarzas hatasara. A gorbék az SF értékeket mutatjak 0, 0,1, 2 és 4 Gy adésa
utan, 6 parhuzamos mérést kiatlagolva, standard hibaval. Statisztikai szamolas t-
teszttel késziilt.(*: p < 0,05)

4.2.5. lonizaléo sugarzas okozta autofagia kialakuliasa eltéré mennyiségi

TP53INP1-et kifejezo fibroblasztokban

Hogy meghatdrozzuk, hogy van-e hatasa a TPS5S3INP1 fehérjének a sugarzas
kovetkeztében karosodott sejtszervecskék mennyiségére, Osszehasonlitottuk az F11-
hTERT ¢és shTP53INP1 sejtekben az autofag vakuolumok szamat. Ha a sejtek nem
kaptak besugarzast és TPS53INP1 génjik is megfelelden miikddik, akkor az autofag
vakuolak szama atlagosan 2,333 +/- 1,589 %, mely 6 Gy besugérzas hatdsara majdnem
4-szeresére novekszik (8,718 +/- 2,66 %). Ha 0Osszevetjiik ezzel a TPS53INPI
géncsendesitett sejteket, azt latjuk, hogy besugarzids hatasdra ezen sejtekben is
emelkedett az autofag vakuolumok szama, de korant sem akkora mértékben, mint az
el6z6 esetben (2,608 +/- 0,842 %-rdl 5,501 +/- 1,47 %-ra, vagyis csak 2,1-szeresére)
(26/A. abra).

Ha ugyanezen jelenségkort egy masik modszerrel, az autofag vakuolak kialakuldsdhoz

sziikséges LC3 molekula immunfluoreszcens festésével vizsgaltuk (27/A., B. abra),
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akkor azt kaptuk, hogy a bemért mintak kozott 6 Gy kovetkeztében a festédott sejtek
szazalékos ardnya F11-hTERT-nél 11,16 %-r6l 16,65 %-ra ugyancsak emelkedett, mig
az shTP53INPI sejtek esetében ez az ardny 10,5 %-rol 14,16 %-ra emelkedett, mely
szintén kisebb mértékii, mint az eredeti sejtvonalban. A fluoreszcencia intenzitas
alakuldsat abrazolva is ugyanerre a kovetkeztetésre juthatunk (27/B. dbra). Mindkét
kisérlet azt a kdvetkeztetést tdmasztja ala, hogy a TPS3INP1 gén hozzéjarul a sugarzas

indukalta autofagia kialakulasahoz.

W 0Gy
15+ * " O 6cy

F11-hTERT

5- ’l‘
o_j . i . shTP53INP1

autofag vakuolak mennyisége (%)

26. abra: autofagia mérése Acridine Orange festéssel TPS3INP1-et kiillonb6zo
mértékben termeld sejtvonalakban 6 Gy besugarzast kovetéen. Ez esetben az
autofagia mérése Acridine Orange-os festéssel tortént, a kiértékelése pedig
fluoreszcens mikroszkop alatt manudlisan. A.) A grafikonon a 0 és 6 Gy hatasara
keletkezett vakudldk szamanak atlagai €s standard hibai vannak feltiintetve %-os
értékben (*: p < 0,05) - lemezenként atlagosan 4-5 1atotér, osszesen kb. 100-150 sejt
lett leszamolva. A B.) részen az Acridine Orange-al megfestett kisérleti lemezek
mikroszkopos fényképei lathatok 20 x-os nagyitas alatt. A sejtekbe beépiilt GFP altal
okozott zoldes hattérszin mellett jol latszodnak a narancsosan vilagitdo autofag
vakuo6lak, melyeket fehér nyilakkal jeloltiink.
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27. abra: autofigia mérése az autofagia kialakulasahoz hozzajarulo LC3
molekula detektalasa altal. A.) LC3 fehérjéhez kotdédd, zolden fluoreszkalod
festékkel kombinalt antitest mérése aramlasi citométerrel. 0 Gy-el és 6 Gy-el
besugarzott shTPS3INP1 és F11-hTERT mintdk, valamint izotipus kontrolljuk (nem
specifikusan kot ellenanyag) mérési eredményei lettek feltlintetve; ugyanezen
mérések fluoreszcencia intenzitds értékei a hisztogramokon lathatok (B.)

4.2.6. Szeneszcencia moddosulasa 6 Gy besugarzas utan TPS3INP1

géncsendesitett sejtekben

A sugarzas indukalt szeneszcencidnak vizsgalata sordn a szeneszcencia-asszocialt
béta-galaktozidaz (SA-B-Gal)- aktivitdst mérve hasonlitottunk Ossze a normal és
TPS3INP1 géncsendesitett sejtkulturat a Modszerek c. fejezetben leirtaknak
megfeleléen. A 28/A. abran jol latszik, hogy 0 Gy esetén nincs kiilonbség a
géncsendesitett és alap sejtvonal kozott, 6 Gy hatasara pedig a szeneszcencia mértéke
(kozel azonos mértékben) megné mind a TP53INP1 gént normalisan kifejezd, mind az
azt alul termel6 fibroblasztokban (8,944 +/- 2,276 %-rol 72,972 +/- 3,182 %-ra, ill.
11,791 +/- 2,211 %-r6l 76,468 +/-5,425 %-ra). Az is latszik viszont, hogy nincs
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szamottevo eltérés a két sejtvonal kozott. Vagyis a TPS3INP1 gén nem befolyasolja a

sugarzas indukalta szeneszcencia kialakulasat human fibroblasztokban.
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28. abra: szeneszcenssé valt fibroblasztok mennyisége 6 Gy kezelés utan. Az A.)
panelen lathatd szamszerlsitve a mikroszkdppal szamolt kékre festédott szeneszcens
sejtek szama a kioltott sejtszamhoz viszonyitva. Egy adatsor 3 kiilon kisérlet atlagabol
jon ki. Az oszlopok az egyes lemezeken 100 sejtbdl szamolt szeneszcenssé valt sejtek
%-anak atlagat lathat6 standard hibakkal ellatva. Statisztikat t-teszttel szamoltunk. (*:
p < 0,05) A B.) panel ennek vizudlis szemléltetése az eredményt szolgaltatd
targylemezek fotoival. Kék sejtek, amelyekben a SA-B-galaktozidaz enzim miikodésbe
1épett, a nem festddott sejtek a normal, €p sejteket jelentik.

4.2.7. Besugarzas hatisa a mitokondrialis DNS deléciok felhalmozodasara

TPS3INP1 géncsendesitett sejtekben

Emelked6 dozissal kezelve a sejteket nd a mitokondridlis DNS torések szdma, mely
shTP53INP1-es sejtekben nagyobb mértékli, mar 0,1 Gy dozisnal is szignifikéns eltérést
eredményez (2,08 +/- 0,43 a kontrollhoz képest) 29. abra. 2 Gy besugarzas esetén a
TPS53INP1 hiadnyos sejtekben szintén magasabb volt (1,647-szeres emelkedés helyett
2,67-szeresre nétt) a sugarzds okozta hibds mitokondridlis DNS-ek szdma a nem
besugarazott sejtekhez képest. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy TPS3INP1 gén
hianyaban tobb mitokondrialis DNS sériilés alakul ki.
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29. abra: TP53INPI-hianyos fibroblasztokban sugarzas hatasara
bekovetkez6é mitokondrialis DNS karosodas mértéke. Az dbran a kvantitativ
PCR-rel mért mitokondridlis DNS deléciok (in. Common Deléciok: CD)
relativ értékeinek atlagai latszodnak 4 dozisnal, melyek mindkét sejtvonal
esetén a sajat kontroll csoportjukhoz lett viszonyitva. A mérések 3-szor lettek
megismételve, atlaguk és szordsuk fel van tiintetve. t-teszttel allapitottuk meg a

95 %-os konfidencia intervallumu szignifikanciat (*: p < 0,05).

4.2.8. TP53INP1 fehérje mennyiségének befolyasa a GDF-15, CDKN1A és

GADDA45A gének sugarzas altali megvaltozasara

Korabban mar emlitettem, hogy a cimben szerepld gének transzkripcidja ionizalo
sugarzas hatasara human fibroblasztokban megvaltozik. Most arra voltunk kivancsiak,
hogy van-e Osszefiiggés e 3 gén kifejez0désének mértéke és a TPS3INP1 kifejezodése
kozott, vagyis, modosul-e a sugarzds kovetkeztében megvaltozott mRNS

transzkripcidjuk, ha a sejtben gatoltta valik a TPS3INP1 kifejezédése.

Elséként megint azt vettiik gorcsd ald, hogy hogyan véltozik a fent emlitett gének
kifejezédese 2 Gy ionizal6 sugarzas hatasara az F11-hTERT sejtvonalban. Mindharom
gén kifejez6dése megndtt a besugarzas hatasara (GDF-15: 3,788 +/- 0,758; CDKN1A:
4,166 +/- 0,867; GADD45A: 1,433 +/- 0,14); 30. abra.
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Ha maganak a génkiiitésnek hatasat nézziik besugéarzas nélkiil a sejtvonalakban, azt
talaljuk, hogy GDF-15 és CDKNI1A génkifejezddésében nincs szignifikans az eltérés a
TP53INPI1-normal és TP53INP1 géncsendesitett sejtek alap értékei kozott, vagyis nincs
hatdsa a géncsendesitésnek e két gén kifejezddésre. Ellentétben ezzel, a GADD45A
mikodése megnovekedett a TPS3INP1 kititése esetén (1-r6l 1,593 +/- 0,08-ra) (30/C.
abra)

Ha viszont a sugarzas kovetkeztében fellépd expresszios valtozas eltéréseit nézzik,
akkor a GADD45A mikodésére nem volt hatasa a TPS3INP1 hidnyanak, viszont mind
a GDF-15, mind a CDKNI1A kifejezddése nem tudott akkora mértékben emelkedni,
mint TP53INP1 gén jelenlétében (3,788 +/- 0,758 helyett csak 2,084 +/- 0,332-ig, ill.
4,166 +/- 0,867 helyett csak 2,516 +/- 0,226-ig ndtt a relativ génkifejezédés) 30/A, B, C.
abrak.
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30. abra: TPS3INP1 gén befolyasa mas sugarvalasz génekre. Kvantitativ valos
ideji PCR-rel mértik a GDF-15, CDKNIA ¢és GADDA45A gének relativ
kifejez0dését 2 h-val egy egyszeri, 2 Gy-es besugarzas utan. A mérések GAPDH-ra
¢s P-aktinra lettek normalizalva. Statisztikai elemzés 1 utas ANOVA-val lett
elvégezve. (*: p < 0,05) A dobozok 3 parhuzamos mérés kozépértékét (medianjat),
az also as felsd kvartiliseit mutatjadk a minimum és maximum értékekkel egyiitt. 1-
nek a nem besugarazott F11-hTERT értékeit vettiik.
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4.2.9. Az ionizalo sugarzas hatasara létrejott DNS Kkettds lanctorések

javitasanak idokinetikaja

6 Gy-el kezelt F11-hTERT ¢és shTP53INP1 sejtekben mértiik a kettds toréseket jelzod
H2AX foszforilacio mértékét dramlasi citométerrel, hogy megbecsiiljik a TP53INP1
hatasat a DNS hibajavitas lefolyasara. Azt kaptuk, hogy a sugarzast 5 perccel kdvetd
idopontban a kettds torések felszaporodnak mindkét sejtvonalban, mely 1 6ra elteltével
még mindkét sejtvonal esetén jelen van, az F11-hTRT besugarazott sejtjeiben azonban
szignifikansan kisebb mértékben, mint az shTPS3INP1-nél. 2 6ra milva mar csak a
géncsendesitett sejtvonalban van szignifikansan tobb jel a sajat kontrolljahoz képest, a
normal F11-hTERT-ben mar nem. 4 h utdn mar mindkét sejtvonalnal kezdi
megkozeliteni a kontroll értéket, &m 24 h elteltével a TP53INPl-et alul termeld
sejtekben még mindig nem maradéktalan a DNS-torések kijavitasa, a kontroll sejtekhez
képest szignifikdnsan tobb kijavitatlan DNS van. Vagyis a TP53INP1 hozzajarul a
sejtekben 1évd ép DNS éallomany megdrzéséhez, a hibdk mielébbi kijavitasahoz (31.

abra)
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31. abra: A kétlanci DNS torések kijavitasanak hatékonysaga a TPS3INP1
gén alulmiikodése esetén. Az abran a 0 ¢és 6 Gy-es kezelés utdni, kiilonb6zd
1d6pontokbdl szarmazo, foszforilalt H2AX-re specifikus ellenanyaggal jelolt F11-
hTRT és shTP53INP1 sejtek dramlési citometriai mérésének eredményei vannak
Osszefoglalva. Az eredmények 3 kiilonallo kisérlet atlagabol szarmaznak (standard
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hibaval feltiintetve). Szignifikancia értékelését t-teszttel végeztik, a kétféle

sejtvonal értékeinek egy idoponthoz tartozd parjainak Osszehasonlitdsara (*: p <
0,05)
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5. Megbeszélés
5.1. Sugarzas indukalta molekularis valtozasok

Kutatasaink soran az ionizéacids sugarzasra bekovetkezo génkifejezodés valtozasok
részletesebb leirdsat, s egyes megvaltozott gének sugarvalaszban betdltott szerepének

feltérképezését tiiztiik ki célul emberi, normal kétdszoveti fibroblaszt sejtekben.

Sokan, sokféle megkdzelitéssel vizsgaltak az ionizalo sugarzas egészséges szovetekre
gyakorolt hatdsat, ezen beliil is a génexpresszids vagy proteomikai valtozasokat. (67-73)
A kis dozisu sugarzas altal indukalt génmiikddés valtozasok azonban kevéssé vizsgalt
terilet volt, s igy kevésbé feltérképezett. Pedig a radiologiai gyakorlatban,
diagnosztikus, vagy terapids céli beavatkozasok sordn nem elhanyagolhat6 kis dozisu
sugarterheléssel taldlkozhat az ember, aminek tovabbi, nem kivant mellékhatdsainak
lekiizdésében sokat segithet, ha tudjuk, milyen gének, jelatviteli utvonalak aktivalédnak

ilyenkor.

Korabbi kisérleteink alapjan azt talaltuk, hogy a fibroblasztokban a TP53INP1 és
GDF-15 gén aktivitdsa megvaltozik, ha ionizalé sugarzas éri azokat. Ezen gének
kolcsonhatasban allnak mas szabalyozd génekkel, komplex jelatviteli utvonalaknak
szerepl6i, melyek a tuléléshez és sugarrezisztencidhoz is kothetdk. Ezért is fontos
tisztazni miikodésiiket, valamint sugarérzékenyitd hatdsukat alaposabban megvizsgalni
(akar normal fibroblasztokban, akar tumoros sejtvonalakban), hogy egyre optimalisabb

rak ellenes terapidkat lehessen tervezni.

Szamos sejt, koztik az endotélek, fibroblasztok, immunsejtek, parenchimalis sejtek
kiilonféle citokineket valasztanak ki sugdrzas hatdséra. (74-76) Ezen citokinek
mennyisége a sugarvalaszok mindségét befolyasold tényezd, igy a terapiara adott
gyengeébb valaszaért, ill. sugarbetegeinek kialakuldsaért is felelos lehet. (77-79) PL
radio- és kemorezisztens tiid0 adenokarcindma sejtvonal ellendlldsa Osszefiiggésbe
hozhato az AKT kinaz jelatviteli uttal, illetve néhdny mas génnel (IL-6, PDGFB, SDF-
I, CXCR4 receptor, HSP90) (80). Nem-kissejtes tiidé6 karcindbmas betegek
sugarkezelése utan nem sokkal szdmos gyulladasos citokin koncentracio értéke valtozott
a plazmaban, koztiik az IL-33, MCP-3, MIP-1a, eotaxin, IP-10, MCP-1, IL-6, TIMP-1
¢s VEGF. Ezek koziil az utolsd Ottel magasabb toxicitasi érték is egyiitt jart (81).
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Human fibroblasztban UVB sugarzasra megemelkedett a TNF-a és IL-6 kifejezodése,
allapitotta meg Ramasamy Karthikeyan munkacsoportja (82).

Tovabbi kisérletek kemo- és radiorezisztens tumorsejteken tisztazhatnak, hogy e
citokineket vagy receptoraikat tdmadva vajon el lehetne-e érni csokkent tumor
¢letképességet, ill. lehetne-e a kornyezd szoveteket védeni a sugarterdpia miatt
esetlegesen kialakulé mellékhatdsoktol. Chung-Ying Huang példaul, aki magas
kockézatl prosztata rakos betegeket kezelt, kimutatta, hogy szamos novekedési faktor
¢s citokin (pl. IL-1B, CXC-10, GDF-15) tilmiikodik azon tumor biopsziabdl novesztett
sejtvonalakban, melyek rosszul reagaltak a kemoterapias szerekre (83). Tovabba TNF-a
képes lassitani a rdkos burjanzast szolid tumorokban, ennek hatdsa ezen feliill még
novelhetd NF-kB-val, mely noveli a tumor sejtek szenzitivitdisit TNF-a -ra (84).
Yasuko kutatocsoportja arrdl szamol be, hogy nehéz ion (*C*)- sugarzasra (és még a
bystander sejtekben is) dozis fliggden lecsokkent a TNF-a és IL-6 citokinek mennyisége
human makrofag sejtekben (THP-1), mely jelenséget a sugarzas indukalta NO
felszaporodasnak tulajdonitanak. Ebben a rendszerben e molekulat tartjak felelésnek a
bystander hatds kozvetitéséért. IFN-y-val, vagy LPS-el kezelve besugarzas elott a
sejteket a TNF-a szintje kevésbé csokkent le, illetve legatolva a NO termelddését,

ugyanerre az eredményre jutottak (85).

5.2. A GDF-15 tumorbioldégiai hatasai, valasza az ionizalo sugarzasra

A GDF-15-161, mely tagja a TGF-[3 szupercsaladnak, ismert, hogy hozzajarul a sejtek
differencidloddsdhoz és novekedésiik fenntartdsdhoz, gyulladdsos folyamatok
szabalyozasahoz, és szamos betegség kialakulasaval is 0sszefliggésbe hozhato, pl. sziv-
¢s eérrendszeri betegség, kettestipusti diabétesz, vese karosodasok, stb. (86). Gén
kifejez0dése megemelkedhet kiilonféle kémiai toxinok, sugarzas, vagy egy€b stressz-
indukald hatasokra, ami azt jelenti, hogy fontos szerepe van a sejtek homeosztazisanak
fenntartdsaban (86-88). Ezt erdsiti meg az az észrevétel, hogy két p53 kotohelyet is
azonositottak szekvencidjdban, igy sejtciklus szabalyzdsba ¢és DNS hibajavitasi
folyamatokba is beleszo6lhat, mint ahogy azt mi is bemutattuk (89). Ebbdl adoddan a
tumorok kialakuldsdra is van befolyasa, maig nem teljesen tisztazott, dsszetett modon.

Hatasa fiigghet a szdvettipustol, tumor stadiumatol, ill. a kezelés mddjatol is. Korabbi
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tanulmanyokban leirtdk, hogy e fehérje megemelkedett mennyisége hasnyalmirigy
rakosoknal hozzajarulhat a proapoptotikus folyamatokhoz (90), més esetekben (SMA-
560 gliéma sejtekben) novekedést serkentd hatdsa is ismertté valt (91). Asne R. Bauskin
azt tapasztalta, hogy prosztata és hasnyalmirigy rakban szenveddk tumor-szovetében
magasabb GDF-15 kifejezodést taldltak a normal szovethez képest. Masok arrol
szamolnak be, hogy prosztata, petefészek ¢és vastagbél rdkosok széruméban is
megemelkedett e citokin mennyisége (92). Modlich és mts-i. (93) primer mellrdkban
szenvedOk kemoterapias kezelése alatt mérte a betegek génexpresszids profiljat, s azt
talalta, hogy szamos gén, koztiik a GDF-15 kifejezddése megndvekedett a kezelés utan
24 h-val, a kezelés elott kozvetleniil mérthez képest. Okazaki kutatdocsoportja
vastagbélrak sejtvonalat vizsgalva (HCT116) azt taldlta, hogy sugérzas hatisara nd a
GDF-15 kifejez6dése (94). Shimizu munkacsoportja (95) szintén kolorektalis rak
sejtvonalakat vizsgalt. Az S-fluorouracil-rezisztenciaért felelés géneket keresett
microarray-el, s azt talalta, hogy a kemorezisztens tumorokban jelentésen magasabb
volt a GDF-15 génkifejezddés, mint a kezelésre érzékenyen reagald csoportban.
Hasonl6 eredményre jutott Mimeault is (87). Petefészek rak (SKOV3), ill. prosztata rak
sejtvonal (PC3) p53 indukcioval nétt a GDF-15 mennyisége, s ezzel egyiitt csokkent a
tumorsejtek motilitdsa, mely hatds csokkent, ha a GDF-15-6t legatoltak (92).
Ugyanakkor mesterséges tulmiikddtetése a GDF-15 génnek kemo-rezisztencidhoz
vezetett docetaxellel és mitoxantronnal szemben (83). HER2- talexpresszald emld
tumoros sejtekben is ndvekedett a trastuzumabra valo érzékenység, ha a GDF-15 gén
miikodését legatoltak (96). Mas esetekben viszont pont a GDF-15 fejt ki tumor ellenes
hatast (97).

A fentiekbdl is kitlinik, hogy a GDF-15 mennyiségi alakuldsa a szervezetben alapvetd
sejtbiologiai folyamatokat érint, szintje hatassal van az ¢letmindségre. Kimutattdk, hogy
koncentracidja a vérben szoros kapcsolatban 4ll a gyomorrakos betegek mortalitasaval

(98).

A mi eredményeink is novekedett GDF-15 génmilkodést mutatnak sugarhatdsra
normdl humaén fibroblasztok esetén. Kimutattuk, hogy kis és nagy dozissal kezelve is
megvaltozik a miikodése, méghozza 1d6- és dozistiiggést mutatva (ami alkalmassa teheti

egy koran kialakuld sugérzéasi markerként valo felhasznaldsra —ha nem tortént egyéb,
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toxikus anyaggal vagy mas stresszfaktorral vald érintkezés-). Ha azonban a nem
besugarazott, szomszédos fibroblasztokat nézziik, azokndl nem taldlunk eltérést egyik

dozisnal sem.

5.3. Génexpresszios gatlas shor hearpin RNS-el, s ennek sugarérzékenységre

gyakorolt hatasa

A gén jelentoségének ¢és funkcidinak alaposabb megértése végett jelen tanulmanyban
a GDF-15 gén gatlasat tliztliik ki célul. Ennek egy hatékony modja, a post-transzkripcios
eljards, mikor shRNS-eket juttatunk be a sejtbe, igy a génrdl atir6dd6 mRNS-ek

gatlasaval a gén stabil alulmiikodését érjiik el (99).

shRNS bevitelre tobbféle megoldas is 1étezik, kezdetben liposzomakat alkalmaztak
leginkabb, de ennek hatdsa nem maradt meg hosszu tavon (100). Késébb plazmidokat
¢s virusvektorokat hasznaltak inkabb, igy az informaci®6 a genomba beépiilve
folyamatosan fennall6 shRNS termelddést eredményezett (még a nem 0sztd6do sejteknél
is). Ennek kovetkezménye a stabilan modositott sejtvonalak 1étrejotte. Tapasztalataink
szerint a virus vektor hatékonyabban miikodott a mi rendszeriinkben, mint a plazmid,
ezért mi ez eldbbi haszndlatdnal maradtunk. Hasonldan, Yang és mts-i is virus vektort
alkalmazva jutottak leghatékonyabban a TBRII (kettestipusi TGF-B receptor)

csendesitett vese epitél sejtekhez ill. fibroblasztokhoz (101).

A kiilonféle shRNS-ekkel, melyek mind a GDF-15-r6l atir6dd6 mRNS-t céloztak meg,
kiilonb6z6 mértékben gatolt fibroblaszt klonokat alakitottunk ki. Ezek koziil
kivalasztottuk a leghatékonyabban miik6d6é konstrukciot (MTP1/4, 66 %-os
csokkenéssel), valamint egy olyat, mely nem vart modon, ismeretlen mechanizmus
révén nem csOkkentette, hanem erételjesen megnovelte a szoban forgd gén
kifejezédését (MTP2/3, kozel 300 %-ra). Ez az esemény nem egyedi, masok is
talalkoztak hasonlo esettel, pl. Stephan P. Persengiev, mikor Hela S3 (human cervix
adenokarcinoma) sejttenyészeten vizsgalt génmiikodés profilokat kiilonbozd
szekvenciaju és kiilonbozé koncentracidju  shRNS-ekkel kezelve az in-vitro

sejtkultarajat (102).
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Rendszeriinkben a legatolt GDF-15 mukodést qPCR-rel, illetve fehérje szinten

szendvics ELISA modszerrel is validaltuk.

Tovabbiakban kimutattuk, hogy az ilyen GDF-15 csendesitett fibroblasztok
sugarérzékenysége megnd, vagyis sugarzas utan kevesebb a tobb generacion keresztiil is
fennmarado, ¢letképes sejtek mennyisége, mint a nem csendesitett kontrollokban.
Ugyanerre a kovetkeztetésre jutottunk, ha egér emld tumor sejteket sugaraztunk be
(103). Masok 1is talaltak hasonlé eredményeket, pl. a kinai Chang 2007-es
publikacidjaban, arrdl ir, hogy fej-nyak tumor sejtek in-vitro tenyészetében szintén
kevesebben ¢élték tul a 4 - 12 Gy-es besugarzast, ha legatoltdk a GDF-15 termelésiiket
(104).

Kimeértiik, hogy a normal fibroblasztokban a GDF-15 gatlasaval egyidejlileg a TGF-
B1 aktivabba valt, ami egy lehetséges oka lehet a géncsendesitett sejtek megndvekedett
sugarérzékenységének, hiszen egy korabbi tanulmanyban Vodovotz mar leirta, hogy
TGEF-B1 taltermeld egerek kevesebben ¢€lték til a 2 - 8 Gy-es egész test besugarzast,
mint a normdl tarsaik (105). Ezzel egyiitt szintén felmeriil, hogy a GDF-15 indukalt
tumor novekedés gatlasa a TGF-f Gtvonalon keresztiil torténhet (106). Erre utal Dong-
Dong Liu cikke is, melyben 3 - 4 hetes C57Bl/6 egerek cortexét vizsgalta, s utal ra,
hogy a GDF-15 a TGF-p receptor Smad-fiiggd és fliggetlen jelatviteli Gtvonaldn, ez
esetben az Akt/mTOR és MAPK/ERK tutvonalon keresztiil is képes kifejteni hatasat
(107).

Ezzel egyiitt azt is igazoltuk, hogy a GDF-15 talmikodése esetén a TP5S3INP1 gén
kifejez0dése is megemelkedik. Ezt egésziti ki tovabba az a megfigyelés is, hogy a
sugarzasra kialakuld plusz TP53INP1 termelddése se alakul ki, hiszen 2 Gy kozlése
utan ellentétben a normal GDF-15-6t termeld (F11-hTERT) sejtekkel, miikodése nem

emelkedik tovabb a kontrollhoz képest.

5.4. GDF-15 hatiasa a bystander hatasra

A mellékhatasok kialakuldsa szempontjabol fontos kérdés lehet a bystander hatés,
melynél a sugarzést elszenvedd, sériilt és haldokld sejtek kiilonféle stresszfaktorok

kibocsatasaval haldlszignalt indithatnak be a sugarzas altal nem érintett sejtekben,
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szovetekben is. Ez tobbféle mechanizmuson keresztil is megvaldsulhat, pl.
intercellularis kommunikécioval (un. gap junction), az extracelluléris térbe szekretalo a
hirvivé anyagokkal (NO, citokinek, fehérjék, vagy a mostanaban nagy hangsulyt kapo
extracellularis vezikulédk altal). (28, 108-110)

Mivel a GDF-15 egy szekretalodo citokin, ezért joggal vethetjiik fel, hogy esetleg
kozre jatszhat a szomszédsagi hatas kivaltasdban is. Eziddig ugyanis szamos cikk
sziiletett, melyben a citokinek szerepét vetik fel, mint bystander hatast kozvetitd
molekulak, de azok koziil a GDF-15-6t senki nem vizsgalta rajtunk kiviil (111), csak a
TGF-B1-et (112).

5.5. A GDF-15 fehérje hatasa a mitokondrialis DNS sériilésekre

Ismert, hogy sugérzas hatdsara a mitokondrialis DNS-ben sériilések johetnek létre (8).
Megvizsgalva a GDF-15-6t gyengén ¢s normal modon termeld sejtekben a sugarzas
okozta mitokondridlis DNS deléciok mennyiségét, mi is azt talaltuk, hogy ennek a
citokinnek van koze a ,,danger szignal” kialakitdsdban. Legaldbbis ez latszik abbol,
hogy csokkentve a GDF-15 termelést kis és nagy dozisok utdn sem alakul ki annyi
deléci6 a mitokondriumok DNS-ében, mintha a sejt normal mennyiségli citokint

termelne, noha ez csak a nagy do6zisnal szignifikans.

A GDF-15 ¢és mitokondridlis sériilések kapcsolatarol Susana Graciela Kalko
munkacsoportja kozolt tanulmanyt. Mitokondrialis betegségben szenvedd gyerekek
szérumaban és izomszovetében mért GDF-15 szintjének mérései alapjan kimondja,
hogy e fehérje alkalmas biomarkere lehet a mitokondrium miikddési zavaranak

felderitésében (113, 114).

A bystander folyamatok nem csak a sugarvalaszban fontosak, hanem a kemo- és
radioterapiara adott valaszban is (115). Egy hatékony radioprotektiv szer kialakitasa
érdekében hasznos lenne tovabb vizsgalni a szervezetnek ezen tulajdonsagat, miszerint
a sejtek képesek stressz-rezisztenciat kialakitani egyes biomolekuldk hatasara (pl. GDF-
15), melyek nem csak sajat magukat védik meg, hanem szétterjesztve a kornyezd

sejtekben is kialakithatjak a védelmet.
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5.6 Sejtciklus idétartamanak valtozasa és annak valtozasa GDF-15 gén hianyaban

Tovéabbi kisérletekben kimutattuk, hogy ionizdlé sugdrzds hatdsdra normal
fibroblasztoknal a GDF-15 termelésben gatolt fibroblasztokban a sugarzas hatasara
normdl esetben kialakulé G2 ellenérzési pont bekapcsoldsa csak késobb és kisebb
mértékben valésul meg, igy a sejteknek nincs idejik az Orokitd anyag tokéletes
helyreéllitasara, ami gyengébb és életképtelenebb sejteket eredményez. Azota mar
masok 1is leirtdk, hogy fibroblasztok sugarzas hatasara ideiglenesen megrekednek a
sejtosztodasnal, bar Truong-¢k a G1/GO ellendrzési pontnal taldltak felhalmozodast
(116), de a GDF-15 szerepét nem vizsgaltdk. Joseph Tung-Chieh Chang azt talalta,
hogy fej-nyak tumoros sejtekre épp ellentétes hatast valt ki a GDF-15 hianya, hiszen
mikor legatolta a GDF-15 gén miikodését, a sejtek megrekedtek G2/M fazisban. (47)

Vagyis a GDF-15 védo hatdsa ezzel is Osszefiiggésbe hozhatd. Ennek pontos okéat
egyeldre nem sikeriilt kideriteni, de az elmondhat6, hogy a CDKNI1A, a TP53INPI ¢és
(bar nem 5 %-os szignifikancia szinttel) a GADD45A kifejez6dése is valtozott a GDF-
15 mennyisége fliggvényében, melyek mar kapcsolatba hozhatok a p53-al és mads, a
sejtciklust befolyasold szabalyzé molekuldval. SOt, Shaban H. irasabol kideriil, hogy a

GDF-15 kozvetleniil is serkenti a p53 aktivaciojat (117).

Tehat elmondhatd, hogy normal human fibroblasztokban az ionizal6 sugarzés korai
kovetkezményeképpen emelkedik a GDF-15 gén kifejez6dése, a dozist novelve egyre
nagyobb mértékben, igy alkalmass4d valhat egy korai sugarzasi biomarkerként valo

alkalmazasra.

Kimértiik, hogy a GDF-15 citokin noveli a fibroblaszt sejtek tulélését, ha azokat
ionizald sugarzas éri, mely fontos tényezd lehet egy sugéarzds okozta mellékhatést
kikiiszobold terapias szer kialakitdsdban. Fontos kérdés, hogy vajon a tumorsejtek is
hasonldan reagélnanak-e egy ilyen modositott genetikai hattérrel, hiszen ez jelentésen
elére vihetné a sugarkezelések hatékonysdgat. Mindamellett azt is szem eldtt kell
tartani, hogy sugarrezisztencidt nem csak a normal sejtekben okoz, hanem a

tumorsejteknél is (1d. Eik Schiegnitz cikke (118)).
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A sugérzasnak kozvetleniill nem kitett, de a besugarazott teriileten 1évo sejtekkel
kapcsolatban all6 GDF-15 hidnyos fibroblasztokban az egyébként kialakulo

mitokondrialis DNS delécidk kis dozisoknal eliminalddnak.

GDF-15 az egy p53 szabalyzasa alatt all6 fehérje, ugyanakkor képes a p53-at is
indukalni, s mas p53-fiiggd szabalyzo molekulak mennyiségét is képes befolyasolni, igy
komplex modon vesznek részt a sejt szabalyozd és Onjavitd mechanizmusaban. Ha
gatoljuk a szoban forgd GDF-15 kifejezddését, akkor a sugarzas kovetkeztében
1étrejove Go/M sejtciklus blokkolas késik, vagy meg is sziinhet, s igy a sejtnek nem
marad ideje a sériiléseket helyreallitani, mutaciok halmozodhatnak fel, vagy
sejtpusztulashoz is vezethet a folyamat. Tehat a sejtszintli €s szervezet szinti talélésnek

egy fontos feltétele a GDF-15 gén megfeleld mikddése.

5.7. A TPS3INP1 fehérjének sugarhatast befolyasolé hatasai

Attérve a masik fontos sugarvalasz génre, a TP53INPI-re, elmondhatd, hogy szintén
szerepe lehet az egyéni sugarvalaszban és sugarérzékenységben, hiszen stressz-véalasz
kozvetitésben van szerepe. Nemcsak sugdrzasra, hanem gyulladaskor, illetve mas
stresszfaktorok jelenlétében is aktivalodik (pl. UV-sugarzas, oxidativ stressz, hidrogén-
peroxid, kemoterapids szer expozicid vagy hdsokk hatdsara) (59, 119). Ezt a
megallapitast kovetik a mi méréseink is, miszerint a TP53INP1 kifejezddése normal
huméan fibroblasztban vy-sugarzads hatasara dozis-fliggd moéddon emelkedik. Ezt
alatdmasztjdk azon 3D-s bdrmodelleken végzett kisérletek, melyekben teljes
sugarvalasz génexpresszids profilt vettek fel 0,1 Gy, 2 Gy és 10 Gy-es kezelést
kovetden. Toliink eltérden e cikk szerzdi gy talaltdk, hogy kis dozisra a TP53INPI
kifejez6dése nem emelkedik, ami adédhat a modell dsszetevdinek eltéréseibdl, illetve

hogy méas dozisteljesitmeénnyel dolgoztak (66).

E gén mikodése kapcsolatban all a p53 fehérjével (58). Mindkettd hat egymas
miikodésére, nem csak a TP53INPI transzkripcidjat szabdlyozza a p53, de TPS3INP1 is
visszahat a p53 aktivitdsara, igy a sejtciklus szabalyozasra és sejthalalra is. (59, 61)
Ugyanakkor a TP53INPI génnek p53-tol fiiggetlen szabdlyozasa is van: p73-on
keresztiil, illetve E2F1 transzkripcios faktoron keresztiil is aktivalodhat és a sejthalél

szabalyozasaban van szerepe (120, 61).
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Hogy mélyrehatobb ismereteket szerezziink a TP53INPI gén szerepérdl, kisérleti
rendszerlinkben egy TP53INP1-géncsendesitett fibroblaszt sejtvonalat hoztunk 1étre a
mar leirt shRNS transzfekcios modszerrel. Ezzel az eljarassal elértiik a fibroblaszt
modelliink TP53INP1 gén gatlasat, s ezzel kifejezédésének kevesebb, mint felére vald

csOkkenését.

Ezzel egyiitt azt is detektaltuk, hogy ezen géncsendesitett sejtek sugarérzékenyebbek
lettek, vagyis e gén miikodése segiti a sugarzas karos hatdsainak eliminalasat. Ezt az
eredményt kapta Wang kutatdcsoportja, mikor miR-205-tel gatoltak le a TP53INPI
mikodését: azt kaptak, hogy noétt a prosztata tumor sejtek sugarérzékenysége, ha
alacsony volt a TPS3INP1 mennyisége, mindekdzben az autofagia mértéke is csokkent.
(121). Ez szintén egybecseng a mi adatainkkal, ahol a fibroblasztban 3,74-szeresr6l 2,1-
szeresre csOkkent a sugarzas indukalta autofagia mértéke, ha legatoltuk a szoban forgd

gén kifejezddését.

A tumor képzddésben is nagy jelentoséggel bir, jelentésen befolyasolva egyes
daganatok ¢letképességét ¢€s agresszivitasat. Ezt sugallja Pei-Hong Jiang egy
kozleménye is, melyben gyomorrdkos paciensek tumoros szoveteit vizsgalta és vetette
Ossze a tlélési adatokkal. Osszehasonlitva a TPS3INP1-pozitiv és negativ régioit a mar
emlitett tumoros szdvetnek azt taldlta, hogy a pozitiv régiok apoptotikus indexe
magasabb volt, a sejtek elpusztultak, és ez a paciens hosszabb tulélésével is egyiitt jart
(122). Hasnyalmirigy rakbol nyert sejtvonalban is csokkent milkodését irtdk le a
vizsgalt génnek, mely gatolta a tumor tovabbi ndvekedését (62). Mas esetben azonban,
pl. Hela sejtvonalban ¢€s prosztata rakban, erdsen megnovekedett kifejez6dést mutat,

mely indukélja a tumor névekedését és gatolja az apoptozist (123).

A sugarzas indukalt sejthaldl egy igen komplex folyamat. Sejttipustdl fiiggéen
torténhet apoptozis, nekrozis, autofagia, szeneszcencia vagy mitotikus sejthalal (124-
126). A tlélés szempontjabdl azonban lényegesebb inkabb, hogy milyen gyorsan
kovetkezik be a pusztulas (127, 8). A legtobb sejtiink késdi sejthalallal pusztul el,

napokkal, vagy hetekkel a karosodas utan.

Human fibroblasztok esetén a sugarzds indukalt apoptdzis nem jellemzd, sokkal

inkabb a mitotikus sejthalal, ill. szeneszcencia (128, 129).
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5.8. TP53INP1 gén hatasa a sugarzas indukalta sejthalalra

A szeneszcencia egy végleges sejtproliferacio leallas, mely lassan a sejt oregedéséhez,
majd pusztulasdhoz vezet. Ennek kivaltd okai lehetnek pl. hibés telomerazok vagy az
orokitd anyag szomatikus sériilései, oxidativ stressz vagy onkogének mutécioi.
Osszefiiggésben van tovabba az autofagia mértékével is, mivel ezek kdlcsondsen hatnak

egymasra (130).

Jelen munkdamban el6szor azt mutattuk ki, hogy immortalizdlt huméan
fibroblasztokban a sugarzas indukalta szeneszcenciat nem befolyasolja a TP53INPI gén
gatlasa. Ezzel szemben Geara és mts-i huméan embriondlis tiid6 fibroblasztokat
vizsgalva azt kaptak, hogy 5 Gy "*’Cs gamma-sugarzas utan szignifikansan csokkent a
szeneszcens sejtek szama, ha mikroRNS-ekkel gatoltdk a TP53INPI kifejez6dését
(131). E kiilonbség valdszintlileg a két kiilonb6z6é sejtvonal eredetének eltéréseibdl

adddhat.

A besugarzaskor kialakulé autofagia hatdsai ellentétes irdnyuak lehetnek: segithetik,
vagy épp gatolhatjdk a sejtet a tulélésben (131-135). Ez fligghet a sejttipustol, az
aktualis mikrokornyezettdl, tumorsejt esetén a tumor stadiumatol (136). Ahogy errdl
szdmos cikkben olvashatunk, az autofagia citoprotektiv hatasu is lehet. (137, 138) A mi
kisérleti rendszeriinkben az shTP53INP1 sejtvonal csokkent autofagias képessége
egyfajta magyarazat lehet a megnovekedett sugarérzékenységére, ha arra gondolunk,
hogy a kisebb mértékli autofagia miatt a sejtek nem tudtak megfeleléen eltavolitani
karosodott sejtalkotoikat, ami felborult sejtmiikddéshez, hossza tavon pedig

pusztulasukhoz vezetett.

A TP53INPI génnek szerepe van az autofagia kovetkeztében kialakuld sejthaldlhoz
(60, 65), ahogy err6l Wang is beszamolt: prosztata rakos sejtvonal sugarérzékenysége
nétt, amikor a TPS3INP1 létrejottét gatolva csokkentették az autofagia kialakulasat
(121). Ezen eredményeket a mi kutatasaink is megerdsitik. Megvizsgaltuk, hogy a
TP53INPI miikddése hogyan befolydsolja az autofagia kialakulasdt human
fibroblasztok esetében. Eldszor azt hataroztuk meg, hogy 6 Gy sugarzas hatasara
mennyivel emeli meg az autofidgia mértékét normal fibroblaszt tenyészetben. Ezt
kovetéen kimutattuk (mind mikroszkoépos, mind &ramldsi citométeres modszerrel

mérve), hogy a géncsendesitett sejtvonalon ez az emelkedés kisebb mértékii volt
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ugyanannyi dézissal kezelve a sejteket. Ha a besugarazatlan allapotdban hasonlitottuk
Ossze a sejtvonalakat, akkor a géncsendesitett fibroblasztokban igy is kisebb mértékii
autofagia volt jellemzd, mint a normal sejtekben, ami szintén az autofagiaval valo
kapcsolat tényét erdsiti. Human embriondlis vese €s oszteoszarkomas sejtvonalakban azt
talaltak, hogy a TP53INP1 hozzékapcsoldodva az LC3 molekuldhoz eldsegiti az autofag
vakuolak létrejottét, ami késobb ezekben a sejtvonalakban a tenyészet egy részének

pusztulasahoz is vezetett (60).

5.9. TP53INP1 és az oxidativ egyensuly

Mint arr6l mar sokan irtak, a TP53INPI gén jelentdés szerepet kap a redox
homeosztazis fenntartdsaban, tobb helyen is antioxidans hatasuként emlitik (25, 61). A

pS3-at foszforilalva képes szabdlyozni a sejtet ért stressz folyamatok kimenetelét.

Clara E. Cano ¢s munkatarsai példaul leirtak, hogy megemelkedett intracellularis ROS
hatasara a p53 fehérje két hullamban fejti ki tumorellenes ¢€s sejtvédd hatasat: elséként
antioxidans géneket (pl. glutation-peroxidaz (GPX1), Sesn2, Mn-szuperoxid-diszmutdz
(Mn-SOD), aldehid- dehidrogenaz (ALDH4) (139)) és sejtciklus leéllitasaban részt vevo
géneket (pl. CDKNIA, GADD45A, 14-3-3) (140) gatolja. Ha az oxidativ stressz nem
volt nagy, akkor a sejtnek igy van ideje elimindlni az oxidativ gyokoket. Ha tul nagy
volt a stressz, akkor masodik 1épésként a p53 indukalni kezdi az apoptdzist indukald
géneket (pl. Puma, Bax), ezzel elérve a menthetetlen sejt kiiktatdsat. (61). Ezek és mas
p53 éaltal szabalyozott gének okozhatjdk a mddosult sejtciklust, befolyasolva ezzel a
DNS hibajavitas minds€gét, a sejtpusztulasi program beinditasat, ezzel elddlhet a sejt

tovabbi sorsa, majd az egész szervezet ¢letmindségére is kihatassal lehet.

Tovabbi megfigyelés szerint a TP53INP1™ egér embrionalis fibroblaszt sejtvonalon
(MEF) sejtvonalban ROS felhalmozodast, illetve a p53 cél-génjeinek (igy az elébb
emlitett antioxidans és sejtciklus szabdlyozo gének) csokkent kifejezddését figyelték
meg, ami egyiitt jar emelkedett tumor incidenciaval is, mig tultermeltetve e sejtvonalban
a TP53INP1-et ROS csokkenés alakult ki (61). Julien Gommeaux is megerdsiti a
TPS53INP1 antioxidans hatasat egy 2007-es cikkében, melyben arrol ir, hogy TP53INP1
hianya reaktiv oxigén gyok felhalmozddashoz ¢és sulyosabb kolorektalis tumor

incidenciahoz vezetett (64).
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A mitokondrialis DNS sériilések vizsgalatai egybe vagnak a kordbban
Osszefoglaltakkal, hiszen azt talaltuk, hogy a TP53INPI csendesitett sejtekben kis és
nagy doézisokra is jobban megemelkedik a deléciot szenvedett mitokondridlis DNS
aranya, aminek hatterében a megemelkedett ROS mennyisége is allhat. Az ilyen
sejteknek alacsonyabb a tulélési ratajuk, vagyis sugarérzékenyebbek. Ezt okozhatja még
a genomialis DNS kettds lanctorések lassabb hibajavitdsa is. Hasonldéan, masok
beszamolnak arrdl is, hogy az autofagia indukélasaval csokkent a mitokondridlis DNS

mutaciok szama (141-143).

5.10. TPS3INP1 fehérje mennyiségének oOsszefiiggés mas szabalyozé fehérjék

termelodésével

Kiegészitve a fentieket fontos megemliteni azt is, hogy méréseink alapjan a sugarzas
indukalta GDF-15 és CDKNIA gének miikddése kevésbé jelent meg TPS53INP1
hianyaban, mint normal esetben, mely gének hozzajarulnak a sejtciklus gatlasahoz is.
(144). Osszességében azt feltételezziik, hogy TP53INPI 4altal is szabalyozott autofagia
részt vehet a (pl. ionizalé sugarzds kovetkeztében kialakuld) oxidativ stressz altal
a karosodott sejtorganellumokat, DNS-t, illetve til nagy karosodas esetén a sejt

halalahoz vezessen (25, 59, 61, 120).

ATP53INPI] génrdl elmondhatd tehat, hogy egy stressz-véalasz gén, mely a p53
fehérjével kolcsonhatasban szabalyozza a sejt tulélését. A sejtkarositd hatés
sulyossagatol fiiggden vagy ledllitja a sejtciklust a G, ellendrzési ponton, és autofagia
mechanizmusaval serkenti a karosodott részek eltavolitasat, s a kettds szali DNS torés
javitasat, vagy ha tul nagy a sériilés, akkor serkenti a proapoptotikus gének miikodését,
huméan fibroblasztok esetén inkdbb a mitotikus sejthaldlt. Sugéarzds indukalta
szeneszcencia meértékére nincs hatassal. A sejtben felhalmozodd szabadgyokok
eliminalasat is elSsegiti, ezaltal a mitokondrialis DNS-t is védi. Eppen ezért a
TP53INPI hianyos fibroblasztok sugarérzékenyebbekké valnak, s kevesebb lesz a taléld

sejtek szama besugarzas utan.
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Mivel e génnek jelentds szerepe van a sugarvalaszban (mind a normal fibroblasztok
tulélésében, mind pl. a tiidd fibrozis kialakulasaban (145)), ezért feltételezziik, hogy az

egyéni sugarérzékenység erdsen fiigg e gén adott mitkodésének mértékétol.

Osszefoglalva a mondottakat mindkét altalunk valasztott gén (GDF-15 és TP53INP1)
sugarvalasz gén, mely nagyban hozz4jarul a testiink egész feliiletét behal6zo borszovet
fibroblaszt sejtjeinek tuléléséhez, illetve ezen sejtekben sugarzas hatasara bekovetkezo
roncsolodasok kijavitasahoz. A 32. abra szemlélteti a lehetséges folyamatokban valo
részvétel modjait. Megemelkedett expresszios értékei figyelmeztethetnek egy esetleges
sugarhatds megtorténtére, tovabba tumoros betegek sugarterapidra adott valaszénak
mindsége is fligghet e gének aktivitadsatol, illetve szdmos mellékhatds kialakulasat
akadalyozhatja meg megfelel6 mértékii miikodésiik. Uj sugarérzékenyitd szerek egyik
lehetséges modja lenne tovabba, ha célzottan a tumorokban le tudndk csokkenteni

kifejezddésiiket. Ezaltal javithato lenne a rakos betegek gydgyulasi rataja is.
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6. Kovetkeztetések

Mind a GDF-15, mind a TP53INP1 gén sugarvalaszban fontos szereppel bir, mindkét
gén hozzajarul a fibroblaszt sejtek besugarzast kovetd taléléséhez, mely fontos tényezd
lehet 0j sugarérzékenyitd szerek kialakitasaban, illetve a normal szoveteket ért sugarzas
kovetkeztében kialakuldo mellékhatasok enyhitésében. Ezaltal javithato lenne a rakos
betegek gyogyuldsi ratdja, illetve a kisebb mértékli mellékhatasok altal javithato lenne a
késdbbi életmindségiik.

1. Megallapitottuk, hogy a fibroblasztokat ért ionizald sugarzas hatdsara novekvo

dozissal nott a GDF-15 és a TPS3INP1 gének expresszidja.

A GDF-15 gén kifejezddése 2 Gy-es besugarzast kdvetden 2 h-ndl érte el maximumat,

utdna 48 6ra mulva tért vissza a besugarzas eldtti normal szintre.

A TP53INP1 génnél ugyan ekkora dozis hatasdra szintén 2 o6ra mulva mértiink
maximalis emelkedést, mely még 48 h utdn is magasabb értéket mutatott, mint a

kontroll sejtekben

Mindkét gén esetén igaz, hogy hidnyos miikodésiik ndvelte a fibroblaszt sejtek

sugarérzékenységét.
2. A GDF-15 gén hianyanak kovetkezményei a sugarvalaszban:

A CDKNIA, és a GADD45A gének mitkodését nem befolyasolta a GDF-15 (se akkor,
ha gatolva volt, se akkor, ha tiltermeltetve). A TGF-B1 kifejezddése ellenben megndtt,
ha a fibroblaszt sejtekben gatoltuk a GDF-15 gén kifejezddését. A TP53INP1 gén

miikddésére a GDF-15 feliilexpresszalodasa serkentdleg hatott.

A GDF-15 hidnya befolyasolta a CDKNI1A ¢és TP53INP1 gének sugarvalaszat2oraval
egy 2 Gy-es besugarzast kovetden, illetve hidnyaban a 2Gy-el torténd besugarzas
indukalta sejtciklus gatlas i1doben késleltetett volt. A 2 Gy-e besugarzast kovetd
mitokondrialis DNS torések szamat a kozvetleniil besugarzott sejtekben nem
befolyasolta a GDF-15 gatlasa, viszont a bystander sejteknél kevesebb DNS delécio

detektalhaté a GDF-15 géncsendesitett sejtvonalban, mint a normal sejtvonalban.
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3. A TP53INP1 gén hidnya a besugarazott fibroblaszt sejtek sugarvalaszédban azt
talaltuk, hogy 6 Gy-es besugarzas kovetkeztében kialakuld szeneszcencia mértékére
nem volt hatdsa ellenben kevesebb volt az autofagids sejtek mennyisége 2 Gy

besugarzas utan.

A mitokondridlis DNS sugarzas okozta sériiléseinek mértékére TPS3INP1 hianyaban
magasabb értékeket adott 2 Gy-el torténd besugarzasa altal, mint a normal TP53INP1
termeld kontroll csoportban, a genomialis DNS hibak javitasanak id6kinetikaja lassabb,

idében elnytjtottabb volt.

A TP53INPI génnek a GDF-15 és CDKNI1A gének sugarvalaszara van befolydsa 2

oraval egy 2 Gy-es besugarzast kovetden, a GADD45A-éra nincs.
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7. Osszefoglalas

Az ionizald sugarzas diagnosztikai és terapids alkalmazasanak bevezetése Ota egyre
tagabb embercsoportot érint a gyogyaszati beavatkozasbdl vagy mads, sugarzéssal
kapcsolatos munkakorbdl (pl. kutatd laborok, ipar) eredd tobblet dozis terhelés. Ennek
kovetkezményei lehetnek a hossza és rovid tava sugarhatasok kialakulasa. A sugarzas
dozisatol és az egyéni sugarérzékenységtol fiiggéen sulyosabb vagy kevésbé sulyos
mellékhatdsok alakulhatnak ki radioterapiaval kezelt daganatos betegek kozott. Ezért
fontos lenne kialakitani egy hatékonyabb, egyénre szabott besugarzasi protokollt, mely

figyelembe veszi a kiilonb6zo egyének sugarzassal szembeni érzékenységét.

Ehhez szeretnék ezzel a dolgozattal hozzajarulni, melyben két, altalunk kis és nagy
dozisokra is reagald sugéarvalasz gént vizsgdltunk human fibroblaszt sejtkultura

modellben.

Elészor megvizsgaltuk a GDF-15 ¢és TP53INPI gén mikodésének dozis- és
1dofliggését, majd azt mértiik meg, hogy hogyan véltoztatja a fibroblaszt sejtek
sugarérzékenységét, ha egyik vagy masik gén kifejezddését legatoltuk, illetve mi allhat
a kapott eredmények hatterében.

Azt taldltuk, hogy legatolva a GDF-15 fehérje termelddését a sugarzasnak kevésbé
ellendlld sejtekhez jutottunk. Ennek hatterében tobbek kozott mas (sugarzas okozta
sejtkarosodas kijavitasahoz hozzéjarulo) génekkel valé kolcsonhatésa, s az ezzel egyiitt
kialakulo sugérzas okozta sejtciklus leallas késlekedése all. Mindez arra utal, hogy a

GDF-15-nek az ionizal6 sugarzas okozta sejtkdrosodas kivédésében van szerepe.

TP53INPI gén csendesitése kovetkeztében a besugarzott sejtek kozott kisebb volt az
autofagia mértéke, igy a fibroblasztokban felhalmozddhattak a ki nem javitott, sugarzas
kovetkeztében karosodott sejtorganellumok. Ehhez hozzdjarul az is, hogy az ilyen
TP53INP1-et alig termeld sejtek genomidlis DNS torései lassabban tudtak csak
regeneralodni, ahogy a mitokondridlis DNS hibak is nagyobb mértékben voltak
kimutathatok sugéarzds utdn. Ennek a génnek is van befolyasa a sejtosztodas

leéllitasdban kozremiikodé6 CDKNIA génre és a GDF-15-re is.

Mindkét vizsgalt fehérje alkalmas lehet tehat sugarérzékenységi markerként vagy
sugarérzékenységet befolydsold (tumor sejtek esetén érzékenyitd, normal sejtek esetén

sugarrezisztenciat okozo) terapias molekulak fejlesztéséhez.
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8. Summary

Since the use of ionizing radiation as a diagnostic and therapeutic agent, a wider group
of people is concerned with excess radiation dose (exceeding natural background
radiation) due either to clinical diagnostics, treatment or other application options
(research, industrial application). As a consequence early and late radiation effects
might occur. Depending on the dose and their intrinsic radiation sensitivity, patients
undergoing radiation therapy also might develop early or late side effects of different
gravity. This justifies the introduction of a new, personalized, more efficient radiation
treatment protocol which takes into consideration the individual sensitivity of the

patient.

The aim of our work was to contribute to the individualisation of radiation therapy by
studying two radiation response geneswhich react on both low and high radiation doses

in human fibroblast cell culture.

First dose and time dependency of GDF-15 and TP53INPI gene expression was
studied. The effect of expression inhibition on the radiation sensitivity of fibroblast cell

lines was also investigated, and we also checked the background processes.

By the inhibition of GDF15 protein production we got a radiation sensitive cell line. In
the background we found interactions with other proteins which have a role in the repair
of radiation caused damage and the cell cycle delay caused by these processes. These
results suggest that GDF-15 plays a role in the prevention of cellular damage caused by

ionizing radiation.

As a result of silencing the TP53INPI gene, the degree of autophagy processes
decreased and radiation damaged cell components accumulated in fibroblast cells.
Genomic DNA damage repair slowed down and the number of mitochondrial DNA
damage also elevated following radiation treatment. This gene has an effect on

CDKNIA gene, with a role in cell cycle arrest induction and also on GDF15.

Both studied proteins would be suitable either as radiation sensitivity biomarkers or
for the development of sensitizing agents for radiation therapy (increasing tumor

response, but causing resistance in normal cells).
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