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1. Bevezetés

A jelen kor embereit éré sugarzasok a természetes hattérsugarzasbol és a
mesterséges emberi tevékenységekbdl adodo tobbletsugarzasbol adodnak

0ssze.

1.1. Az elektromagneses sugarzas biologiai hatasai, sugarérzékenység

Dolgozatom a diagnosztikdban és gydgyaszatban legtobbszor hasznalt
gamma- és rontgen-sugarzas hatisaira fokuszal. A sugarterapian atesett
betegek 5-10 %-aban alakul ki a sugarzas kovetkeztében fellépd stlyos
korai vagy késoi mellékhatas. A sugarzas bioldgiai hatasa fligg attol, hogy
milyen tipust sugarzas éri az embert, mekkora dozisban, az érintett
sejttipustol (gyorsan osztodd vagy nyugalomban 1évo), illetve milyen
sejtalkotok roncsolodnak kozben. A sugarkarosodast, s igy az egyéni
sugarérzékenységet modositd tényezdk kozé leginkdbb azok a szabalyzd
molekulak tartoznak, melyek a DNS hiba felismerésében, javitasdban vagy

a sejtciklus szabalyozasaban mikddnek kozre.
1.2. Az altalunk vizsgalt sugarvalasz gének

Korabbi  fibroblaszt  sejteken  végzett in-vitro  kisérleteinkkel
beazonositottunk néhany olyan sugérvalasz gént, melyeknek kis és nagy
doézist besugdrzasra is valtozott a milkodésiik. Ezek koziil kettot
valasztottunk ki tovabbi funkcionalis vizsgalatokhoz, illetve az egyéni
sugarérzékenységet befolyasold hatasuk kutatdsahoz: a GDF-15-6t és a

TP53INP1-et (tovabbiakban is in-vitro fibroblaszt modelleket hasznalva).



2. Célkituzések

Célunk olyan sugarvalasz gének azonositasa volt, melyek hozzajarulnak a
direkt sugarzast kapott, vagy a sugarsériilt sejt kornyezetében 1évo sejtek
tuléléséhez, tovabba hatdssal vannak az egyéni sugarérzékenység
mértékeére.

Kérdéseink az aldbbiak voltak:

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

valaszat fibroblasztokban (dozis és id6 fliiggvényében)

2. Hogyan befolyasolja a sejtek ionizald sugarzasra adott valaszreakcioit a

GDF-15 és TP53INPI1 gének miikodésének gatlasa?



3. Modszerek

3.1. Felhasznalt sejtvonalak:

A sejtvonalak alapjat egy human bdérbiopsziabol kitenyésztett (primer)
fibroblaszt sejtkultira (F11) képezte. E primer tenyészetbol immortalizalt
sejtvonalat hoztunk Iétre (F11-hTERT) a human telomeraz fehérje
(hTERT) stabil bevitelével.

Ebbdl kiindulva kiilonféle shRNS konstrukciok bevitelével tovabbi
klonokhoz jutottunk: GDF-15 géncsendesitett (MTP1/4), GDF-15-6t
taltermeld (MTP2/3) és TP53INP1 géncsendesitett (ShTPS3INP1 névvel

jelolt) sejtvonalakoz.

3.2. Génexpresszios vizsgalatok kvantitativ Polimeraz lancreakcioval

(gPCR)

Attol fiiggden, hogy genomi DNS-r6l atirddé gén milkddését vizsgaljuk
(a.), vagy a mitokondrialis DNS toréseket mérjiik (b.), a sejtekbol eldszor
RNS-t vagy DNS-t kell izolalni. El6z6 esetben a lancreakcios mérésekhez
CcDNS-atiras is sziikséges.

A.) esetben a sejteket 2 Gy y-sugarzasnak vetettiik ala, majd 2 h
inkubacios 1d6 utan a sejtekb6l RNS-t izolaltunk, abbol c¢DNS-t
készitettiink, és ebbdl tettiink a PCR munkaelegyébe a kdvetkezdk szerint:
a 25 pl-es végtérfogatu reakcidelegy Osszetevdi egy mintara €s egy génre

nézve: 12.5 ul Maxima SYBR Green qPCR Master Mix, 2 ul cDNS, 1.3 ul

primer par (egy génhez tartozé forvard és reverz iranya oligonukleotid
elegye 12,5 pM-os koncentracioban), 9.2 ul viz.
B.) esetben a mintabol DNS-t izolaltunk, s azt raktuk Gssze a reakcio

elegy tobbi komponenséhez.



Szomszédsagi (bystander) hatas vizsgalatokndl a mérendd sejtek nem lettek
besugarazva, viszont 2 oran keresztiil inkubalédtak a besugarzott sejtekrol

szarmaz6 médiumban.

A reakciot Rotor-Gene, Corbett-3000 real-time PCR System tipust
késziilékben végeztiik. A relativ génexpresszios valtozas kiszamitasahoz a

AACt értékeket hasznaltuk fel. (Ct: ciklus kiiszdb)

3.3. Géncsendesités hatékonysaganak fehérje alapu ellendrzése
ELISA-val

E modszerrel (,,Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”) a GDF-15
génmodositott sejtek feliiliszoibol mértikk a szekretalodott GDF-15
fehérjét. Tenyésztéedényenként (25 cm?) 1 millid sejt lett kioltva, majd
egyes tenyészetekrdl leszedett médiumot kioltastol szamitott 24, 30, ill. 48

h-val kés6bb gyiijtottiik be. Ezeket bekoncentralva hasznaltuk a méréshez.
3.4. Sugarérzékenységi vizsgalat

A sejtek sugarzas utani talélését kolonia-képz6 kisérlettel mértiik. Mind
az alap sejtvonalbol, mind a kérdéses génre nézve (akar GDF-15, akéar
TP53INP1) taltermeld illetve alulexpresszald valtozatbol egy sejtes
szuszpenzidt 1étrehozva azonos (kis) mennyiségii sejtet oltottunk ki, majd
szamoltuk a besugarzas utan két héttel kinott (50 db < sejtet tartalmazo)
telepek szamat. A besugarzott telepszdm nem besugarazott telepszamhoz

viszonyitott értékei adtak a taléld frakcidt (SF).



3.5. Sejtosztodas, sejtciklus analizis

Tanulmanyoztuk, hogy a géncsendesités hogyan befolydsolja a sugarzas
kivaltotta sejtciklus folyamatokat. Propidium-jodidos festést hasznaltunk,
mely a DNS szalakba kotve €lénk jelet ad fluocitométeres vizsgalat soran.
Sejtciklustol fliggden a sejtek aktudlis DNS tartalma eltérd, amit a vele
aranyos (interkalalodott) festék mennyisége jelez. Besugarzas utan 6, 24,
48 és 72 oraval a gyljtottik be a sejteket, majd festés utan aramlasi

citométerrel (FACS) mértiik a sejtciklusra jellemzé DNS tartalmat.

3.6. Autofagia vizsgalatok

Kétfele modon is mertiik a sugarzas kovetkeztében kialakuld autofagia

mértékének valtozasat.

1.) Acridine Orange festéssel, ahol fed6lemezekre oltott egysejtes
szuszpenziot novesztettiink, 0 és 6 Gy-el besugaraztuk, majd 48 h —val
kés6bb 1 pg/ml-es Acridine Orange-ot tartalmaz6é médiummal cseréltiik le
a tapjukat, és ebben inkubalddtak. Fluoreszcens mikroszkdppal szamoltuk a

narancsos pirosan fényld autofag vakudlumok szdmat.

2.) Aramlasi citométerrel az autofig vakuola kialakuldsiban szerepet
jatsz6 LC3 molekula immunfluoreszcens festésével kovettikk nyomon a

besugarzott és nem besugarzott sejtek kozti kiillonbséget.

3.7. Szeneszcencia mérések

Sugarzds kovetkeztében kialakulé sejthaldl egyik formaja a
szeneszcencia, ennek mérésére szintén targylemezeken tenyésztettiink F11-
hTERT ¢és shTP53INP1 sejteket, 6 Gy-el besugaraztuk, s mosas, fixalasi
Iépéseket kovetéen (1 mg/ml 5-bromo-4-kloro-3-indolil-p-D-galaktozidot



tartalmazo) X-Gal oldatban inkubaltuk, ami altal a pusztulé sejtek kék
szintire festédtek. Fénymikroszképpal szdmoltuk a kékre festodott sejtek

aranyat.
3.8.  Kettos lanci DNS torések mérése y-H2AX festéssel

A DNS kettds lanctorések kimutatasanak és mérésének egyik modszere a
kettds torések helyéhez hozzakotd foszforilalodott hiszton fehérje, a y-
H2AX meghatdrozasa a hozza kot6do detektalhatd antitest mérésével. Egy
egyszeri 6 Gy-es besugarzas utan vizsgaltuk a sugarzas indukalta DNS
torések javitdsanak idokinetikdjat6 kiillonbozd i1ddpontban (besugarzast
kovetden azonnal, 1, 2, 4, 6, 24 h-t kdvetden). A sejteket el0szor mostuk,

permeabilizaltuk, ezt kovette az immunfestés, majd citometrias mérés.

3.9. Statisztikai analizis

Az eredményeket legalabb harom filiggetlen kisérlet atlagaként és standard
eltéréseként mutatom be. Szignifikancia szamolashoz parositatlan t-tesztet
hasznaltam, tobb csoport dsszevetéséhez egy-utas ANOVA-t alkalmaztam.
Statisztikailag szignifikans adatoknak a P < 0,05 értékeket vettiik. A
szamolasokat GraphPad nevili programmal végeztem (GraphPad Prism 5.0;
Software, USA)



4, Eredmények

41. GDF-15 gén miikodésének valtozasa direkt besugarazott
fibroblaszt sejtekben, illetve a Kozvetleniil nem besugarazott

(bystander) sejtekben

A kozvetlenlil besugarazott sejtek GDF-15 génkifejezddése a dozis
emelésével nd, mely 0,5 és 2 Gy-nél szignifikansan eltér a kontrollhoz
képest (1,677 +/- 0,02 és 1,946 +/- 0,49). A nem besugarazott befogado
sejteknél nem talaltunk eltérést a kontrol sejtekhez képest egyik dozisnal

sem.

4.2. GDF-15 fehérje termelés gatlasa lentivirus vektor kozvetitett
ShRNS-ekkel

Ot féle shRNS konstrukcido felhasznalasa révén tobb, GDF-15-6t
kiilonb6zd mértekben legatolva termeld, géncsendesitett fibroblasztokhoz
jutottunk. 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 jéval magasabb expressziot mutat az MTP2/3 klon (292
%). Ezzel péarhuzamosan megfigyelhetd, hogy a GDF-15 kifejez6dés
mértékével forditottan aranyos a sejtek talélése 2 Gy besugarzast kovetden.
Vagyis a GDF-15 hianyos MTP1/4 sejtek jobban, az MTP2/3-as sejtek
pedig kevésbé pusztultak el ionizald sugarzas hatasara (bar ezek nem
szignifikins mértékben), mint a modositatlan F11-hTERT. Igy elmondhato,
hogy a GDF-15 gén miikodési intenzitasa hatassal van a fibroblasztok

sugarérzekenységére.



4.3. GDF-15 fehérje mennyiségi valtozasa idében a Kiilonb6z6

géncsendesitett sejtekben

A mérés megmutatta, hogy a géncsendesitett sejteknél joval kevesebb
GDF-15 fehérje termelddik (8 +/- 2 pg/ml), mint a normal sejtekben (213,5
+/- 85 pg/ml), mig a taltermeldknél tobb mint haromszoros
fehérjetermelést latunk (1366,47 +/- 70,53). Tovabba az is latszik, hogy az
1d6 muléasaval 1s dasul a sejtekben termelédd, s onnan a médiumba

kibocsatodo citokin.

4.4. Sugarzas indukalt GDF-15 génkifejezodés idofiiggése

A normal fibroblasztokban a besugarzas hatasara erdteljesebb a GDF-15
gén milkddése, s ez 2 ora elteltével éri el maximumat (kontrollhoz
viszonyitott relativ expresszids értéke: 2,74 +/- 0,8) és 48 6ra mulva Gjra
visszatér az eredeti szintre. Géncsendesitett sejtvonal esetén a kontroll
csoport alap GDF-15 kifejezodése joval elmarad az normal sejtvonalhoz
képest (0,33 +/- 0,1), igy igazolva lett a hatékony génkiiités. Ugyanakkor
ezen sejtek sugarzas indukalta GDF-15 expresszids emelkedése korantsem
volt annyira jelentds, s6t, még maximalis emelkedése sem ¢éri el a

genetikailag nem modositott fibroblasztok alapértékét (0,76 +/-0,69).

4.5. GDF-15 gén valtoztatasanak hatiasa a besugarzas altal indukalt
egyéb génekre

A normal fibroblaszt sejtvonalban a TP53INP1 (2,56 +/- 0,21), CDKN1A
(2,61 +/- 0,28) és GADD45A (1,433 +/- 0,14) gén kifejezédése jelentdsen
emelkedik 2 Gy gamma-sugarzast koveté 2 h utan, mig a TGF-B1 (0,998

+/- 0,09) nem valtozik.



A sejtekben gatlodott a GDF-15 gén kifejezddése, akkor a TGF-B1
kifejez6dés értéke megemelkedett (1,41 +/- 0,21) mig a masik 3 géné nem
valtozott jelentdsen.

GDF-15 talmiikddése nincs hatdssal se a TGF-f1, se a CDKNIA, se a
GADDA45A génkifejez6désre, a TPS53INP1 alap kifejezddését viszont
megemeli (3,07 +/- 0,75).

A GDF-15 miikddésének intenzitasa ellentétesen befolyasolja a TGF-f1
¢s TP53INP1 gének mikodését. Ha a sugéarzas indukalta génkifejezédés
valtozas GDF-15 fiiggését vizsgaljuk, azt kapjuk, hogy GADD45A esetén a
2 Gy indukalta génkifejezodés emelkedést nem befolyasolta se a GDF-15
gén hianya, se a tulmiikdodése. Ellenben se a CDKNIA, se a TP53INP1
génkifejez0dési értéke kevésbé emelkedett besugarzasra, ha a GDF-15
kisebb mennyiségben van jelen (1,36 +/- 0,17 és 1,74 +/- 0,33 a 2,47 +/-
0,57 helyett). A GDF-15 gén tehat a CDKNI1A és TPS3INP1 esetében volt
hatassal a sugarzas okozta génkifejez0dés valtozasara. Vagyis GDF-15
hidnya gatolja a sugarzds TPS3INP1, illetve CDKNIA kifejezddést

serkentO hatasat.

4.6. GDF-15 csendesités hatasa a sejtek sugarérzékenységére

Talalhato kiilonbség GDF-15 termelés fliggvényében: a GDF-15-6t
taltermeld sejtek koziil kevesebben pusztultak el a normal sejthez képest,
mig a GDF-15 hianyos sejteknél tobben (még ha nem is szignifikans
értékkel). 2 Gy esetén a normal F11-hTERT sejteknél 31 %-ra esett vissza
a kinovo telepek szama, mig MTP1/4-nél ez 12 %-ra, MTP 2/3-nal 34,1 %-
ra mddosult. 4 Gy hatasara 5,6 % helyett 1,7 %-os (MTP 1/4) és 8,4 %-0S
(MTP2/3) talélést kaptunk.



4.7. Bystander hatas mérése a GDF-15 géncsendesitett és nmormal

sejtek mitokondrialis DNS delécioinak elofordulasaban

A GDF-15 jelenléte vagy hidnya nem befolyédsolja a mitokondrialis DNS
nappal a besugarzas utan. Ha bystander sejtekben vizsgaltuk ugyan ezt a
hatést, azt kaptuk, hogy a normal fibroblasztokban dézissal né a deléciok
szama, mely mar kis dézisnal is szamottevéen tobb mint a kontroll
sejtekben. A GDF-15 gén részleges miikodése esetén kis dozisnal a
deléciok mennyisége a ,,Common Delécids” régioban nem tér el a kontroll

csoporthoz képest, 2 Gy esetén ellenben szignifikdnsan megnd.

4.8. GDF-15 gén csendesitésének hatasa a sejtciklusra 2 Gy-el torténé

besugarzas esetében

Nem merhetd szignifikans valtozas az eltérd fazisokban lévo
sejtpopulécios rata kozott az egyes idOpontokban. Ezt az ionizalod
sugarzassal valo kezelés befolyasolja: 6 6raval a besugarzas utan a sejtek
jelentds része G2-ben megreked, nem tud tovabb haladni, szilinetelt a
sejtosztodas. GDF-15 gén csokkent miikddése esetén ebben a G2 fazisban
torténd leallas kesleltetett, csak 48 h mulva jelentkezik és kisebb
hidnya csokkenti a javitdshoz sziikséges G2 fazisban toltott 1d6

mennyiségeét.
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49. A TPS3INP1 gén Kkifejezodésének valtozasa Kkozvetleniil
besugarazott és kozvetlen sugarhatast el nem szenvedett human

fibroblaszt sejtekben

A direkt sugarhatasnak kitett és a bystander sejtekben is novekedett a
TPS3INP1 atirdddsédnak intenzitdsa (mely mar 0,5 Gy-tdl szignifikans
eltérést adott).

4.10. TPS3INP1 génkifejezodés idofiiggd valtozasa 2 Gy besugarzasra

2 Gy-el besugarzott sejttenyészetben a TP53INP1 transzkripcid 2 h-nal éri
el a maximumat, majd ez a valtozas lassan csokkenni kezd, de 48 h mulva

1s még jelentds az eltérés a nem besugarzott sejtekhez képest.

4.11. A TPS3INP1 gén csendesitése in. short hearpin RNS (shRNS)-t
kodolo lentivirussal, s az igy létrejott sejtvonal sugarvalaszaban

bekovetkezo valtozasok

A nem besugarazott sejtekben kevesebb, mint felére csokken a TP53INP1
gén kifejez6dése a moddositott sejtekhez viszonyitva. Ugyanakkor a
sugarzas indukalta expresszios emelkedés 2,61 +/- 0,44 helyett csak 0,97
+/- 0,18 értéket mutatott.

4.12. Sugarérzékenység vizsgalata kolonia-képzo Kkisérlettel a
TPS3INP1 kifejezodés fiiggvényében

Ha a fibroblasztokban a TP53INP1 termelddés csokken, akkor a sejtek
sugarérzékenyebbekké valnak. 2 Gy esetén 22 % helyett csak 4,9 %-uk éli

tul a besugarzast, 4 Gy esetén 3 % helyett 0,3 %-uk.
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4.13. Ionizalé sugarzas okozta autofagia Kkialakulasa eltéro

mennyiségii TP53INP1-et kifejezo6 fibroblasztokban

Osszehasonlitottuk az F11-hTERT és shTP53INP1 sejtekben az autofag
vakuélumok szamat, mely 6 Gy besugarzas hatdsaira a normal
fibroblasztokban majdnem 4-szeresére novekszik (8,718 +/- 2,66 %).
TPS53INP1 géncsendesitett sejteknél ez az emelkedés csak kb. 2-szeres volt
(2,608 +/- 0,842 %-rol 5,501 +/- 1,47 %-ra

Ha ugyanezen jelenségkort az autofag vakuolak kialakulasat jellemzd
LC3 molekula immunfluoreszcens festésével vizsgaltuk, akkor is azt
kaptuk, hogy a normal fibroblasztokban magasabb volt az LC3 molekulak

aranya.

4.14. Szeneszcencia modosulasa 6 Gy besugarzas utan TPS53INP1

géncsendesitett sejtekben

6 Gy hatasara a szeneszcencia mértéke (kozel azonos mértékben) megnd
mind a TP53INPI1 gént normalisan kifejez6, mind az azt alul termeld
fibroblasztokban (8,944 +/- 2,276 %- r6l 72,972 +/- 3,182 %-ra, ill. 11,791
+/- 2,211 %-rol 76,468 +/-5,425 %-ra). A két sejtvonal kozott nincs

szamottevo eltérés.

4.15. Besugarzas hatiasa a  mitokondrialis DNS deléciok

felhalmozodasara TPS3INP1 géncsendesitett sejtekben

Emelked6 dozissal kezelve a sejteket ndé a mitokondridlis DNS torések
szama, mely shTP53INP1l-es sejtekben nagyobb mértékli, mar 0,1 Gy
dozisnal is szignifikans eltérést eredményez (2,08 +/- 0,43 a kontrollhoz

képest). 2 Gy besugarzas esetén a TP53INP1 hianyos sejtekben szintén
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magasabb volt (1,647-szeres emelkedés helyett 2,67-szeresre nétt) a
sugarzas okozta hibas mitokondridlis DNS-ek szama a nem besugarazott

sejtekhez képest.

4.16. TP53INP1 fehérje mennyiségének befolyasa a GDF-15, CDKN1A

és GADD45A gének sugarzas altali megvaltozasara

Ha magdnak a génkilitésnek hatdsat nézziik besugarzds nélkiil a
sejtvonalakban, azt taldljuk, hogy GDF-15 ¢és CDKNIA
génkifejezddésében nincs szignifikans az eltérés a TPS3INPI1-normal ¢€s
TP53INP1 géncsendesitett sejtekben kialakuld alap expressziok kozott,
vagyis nincs hatdsa a géncsendesitésnek e keét gén kifejezddésre.
Ellentétben ezzel, a GADD45A mikodése megnovekedett a TP53INPL
kilitése esetén. Ha viszont a sugarzas kovetkeztében fellépd expresszids
valtozas eltéréseit nézziik, a GADD45A mikodésére nem volt hatasa a
TPS53INP1 hianyanak, viszont mind a GDF-15, mind a CDKNI1A
kifejezddése nem tudott akkora mértékben emelkedni, mint TPS3INP1 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 nétt a relativ génkifejez6dés)

4.17. Az ionizalo sugarzas hatasara létrejott DNS kettos lanctorések

javitasanak idokinetikaja

6 Gy-el kezelt F11-hTERT ¢és shTP53INP1 sejtekben mértik a kettds
toréseket jelz0 H2AX foszforilaci6 meértékét aramldsi citométerrel, hogy
megbecsiiljiik a TP5S3INP1 hatasat a DNS hibajavitads lefolyasara. Azt
kaptuk, hogy 1 ora elteltével még mindkét sejtvonal esetén sok hibas DNS

van, az F11-hTRT besugarazott sejtjeiben azonban szignifikdnsan kisebb
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mértékben, mint az shTP53INP1-nél. 2 o6ra mualva mar csak a
géncsendesitett sejtvonalban van szignifikdnsan tobb jel a sajat
kontrolljahoz képest, a normal F11-hTERT-ben mar nem. 4 h utan mar
mindkét sejtvonalnal kezdi megkozeliteni a kontroll értéket, &m 24 h
elteltével a TPS53INPl-et alul termeld sejtekben még mindig nem
maradéktalan a DNS-torések kijavitdsa, a kontroll sejtekhez képest

szignifikansan tobb kijavitatlan DNS van.
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5. Kovetkeztetés

Mind a GDF-15, mind a TP53INP1 gén sugarvalaszban fontos szereppel
bir, mindkét gén hozzdjarul a fibroblaszt sejtek besugarzast kovetd
tuléléséhez, mely fontos tényezd lehet 1) sugdrérzékenyitd szerek
kialakitasdban, illetve a normal szoveteket ért sugarzas kovetkeztében
kialakuld mellékhatasok enyhitésében. Ezaltal javithatdo lenne a réakos
betegek gyogyulasi ratdja, illetve a kisebb mértékii mellékhatasok altal

javithato lenne a késébbi €¢letmindségiik.

5.1. Megallapitottuk, hogy a fibroblasztokat ért 10nizald sugarzas hatasara
novekvd dozissal nétt a GDF-15 és a TPS3INP1 gének expresszidja.

A GDF-15 gén kifejezddése 2 Gy-es besugarzast kovetden 2 h-nal érte el
maximumat, utana 48 oOra mulva tért vissza a besugarzas eldtti normal

szintre.

A TP53INP1 génnél ugyan ekkora dozis hatdsara szintén 2 6ra mulva
mértiink maximalis emelkedést, mely meég 48 h utan is magasabb érteket

mutatott, mint a kontroll sejtekben

Mindkét gén esetén igaz, hogy hidnyos miitkodésiik novelte a fibroblaszt

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

A CDKNI1A, és a GADD45A gének miikddését nem befolyésolta a GDF-
15 (se akkor, ha gatolva volt, se akkor, ha tultermeltetve). A TGF-B1
kifejezddése ellenben megndtt, ha a fibroblaszt sejtekben gatoltuk a GDF-
15 gén kifejez6dését. A TPS53INP1 gén miikddésére a GDF-15

feliilexpresszalodasa serkentdleg hatott.

15



A GDF-15 hidnya befolyasolta a CDKNIA ¢és TPS53INP1 gének
sugarvalaszat 2 oraval egy 2 Gy-es besugarzast kovetden, illetve hidnyaban
a 2Gy-el torténd besugarzas indukalta sejtciklus gatlas idében késleltetett
volt. A 2 Gy-es 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.

53. A TP53INP1 gén hianya a besugarazott fibroblaszt sejtek
sugarvalaszaban azt taldltuk, hogy 6 Gy-es besugarzas kovetkeztében
kialakuld szeneszcencia mértékére nem volt hatasa ellenben kevesebb volt

az autofagias sejtek mennyisége 6 Gy besugarzas utan.

A mitokondrialis DNS sugarzas okozta sériiléseinek mértékére TPS3INP1
hidnyaban magasabb értékeket adott 2 Gy-el torténd besugarzasa altal, mint
a normdl TP53INP1 termeld kontroll csoportban, a genomialis DNS hibak
javitasanak idokinetikaja lassabb, iddben elnytjtottabb volt.

A TP53INP1 génnek a GDF-15 és CDKNI1A gének sugarvalaszara van
befolyasa 2 oraval egy 2 Gy-es besugarzast kovetden, a GADD45A-éra

nincs.
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