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1. Roviditések jegyzéke

AML = akut mieloid leukémia

B7-H1 =B7 homolog 1

BE = szomszédsagi vagy bystander hatas

CFSE = karboxifluoreszcein szuccinimidil észter
DAB = 3,3-diamino benzidin

DC = dendritikus sejt

DLS = dinamikus fényszoras

EV = extracellularis vezikula

FACS = aramlasos Citométer

Foxo = Forkhead box O

Foxp3 = forkhead box P3

GARP = glycoprotein A repetitions predominant
Gl = genom instabilitas

GITR = glukokortikoid-indukalt TNF receptorhoz kapcsolédo protein
GO = Gene Ontology

HRP = tormaperoxidaz

HTLV = human T-sejt limfotropikus virus

IDO = indolamin-2,3-dioxigenaz

IL = interleukin

I.p.; I.v. = intraperitonealis; intravénas

IS= immunologiai szinapszis
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KEGG = Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
LNT = linearis, kiiszobdozis nélkiili
LPS = lipopoliszcaharid

MAPK = mitogén-aktivalta protein kindz

MHC = {6 hisztokompatibilitasi faktor

MRNS; miRNS, miR = messenger RNS; mikro RNS
MV = mikrovezikula

NF«B = nuclear factor kB

NK sejt = természetes 616sejt

PD-1 = programozott sejthalal protein 1

PI3K = foszfo-inozitid-3-kinaz

pTreg = periférian atalakult regulator T-sejt

PVDF = polivinilidin-fluorid

SDS-PAGE = natrium-dodecil-szulfat-poliakrilamid
TCR = T-sejt receptor

TEM = transzmisszios elektronmikroszkdp

TGEFp = transforming growth factor 3

TNFa = tumor necrosis factor a

Treg = regulator T-sejt

tTreg = timusz eredetii Treg sejtek

TUNEL = termindlis deoxinukleotidil transzferaz-medialta dUTP-biotin vég-jelolés
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2. Bevezetés
2.1. Az ionizalo sugdrzas biologiai hatdsai

Az ionizdl6 sugarzéas olyan energiakozlés, amely képes a vele kolcsonhatasba 1ép6
atomokat gerjeszteni, vagy roluk elektront leszakitva ionizalni. Az ember folyamatosan
ki van téve kiils6 és belso sugarterhelésnek. A kiils6 sugarterhelés soran a sugarforras az
emberi szervezeten kiviil van, a belsd sugarterhelés soran a levegdbol vagy a
taplaléklanc elemein keresztil a sugéarforrds a szervezeten beliilre keriil. A
sugarterhelések két fo forrasbol szarmazhatnak. A természetes eredetli hattérsugarzast
az emberi tevékenység kozvetleniil nem befolyasolja. A foldkérgi radioaktiv izotopok és
a vilaglirbdl érkezé kozmikus sugirzas tartoznak ebbe a korbe. Mesterséges eredetii
sugarforrasok azok, amiket az emberi tevékenység hoz létre. A mesterséges eredetii
sugarexpozicid legnagyobb része az orvosi alkalmazasokbol szarmazik. Az orvosi
sugaras alkalmazédsok szdma az utdbbi évtizedekben ugrasszerlien megnétt, 1997 ¢és
2006 kozott hatszorosara emelkedett, és ez a tendencia folytatdodik (Brenner és Hall
2007). Bar ennek jelentOsége egyre jobban ismertté valik, a diagnosztikai és terapids
céli sugarexpoziciora vonatkozéan nem lehet doziskorlatot megszabni, itt a
sugarexpozicid6 mértékének a csokkentését méas modszerekkel lehet elérni: olyan
vizsgalati és terapias technikakat, beallitasokat kell alkalmazni, amely az adott betegre
vonatkoztatva a lehetd legkisebb sugarterheléssel jarnak, illetve torekedni kell a

felesleges, vagy orvosi szempontbol nem feltétleniil indokolt vizsgalatok mellézésére.

2.1.1. A sugirzas elsOdleges célpontja a sejtben

Az ionizald sugarzas sejten beliili célpontja elsddlegesen a DNS. A sugarzas hatdsara
barmilyen DNS karosodas kialakulhat, mint példaul egy- vagy kétlancu DNS-torések,
DNS-DNS keresztkotések, DNS-fehérje kotések, de a sugarzasra a legjellemzébb DNS
karosodas tipus a DNS kettds lanc torések. A sejtek sorsa azon mulik, hogy ezeket a
hibakat ki tudjék-e javitani a kovetkezd osztodasi ciklus eldtt. Nyugvo sejtek a DNS-
torésekkel (ha csak nem jar létfontossdgii gén kiesésével) képesek egyiitt €lni, még
akkor is, ha a hibat nem tudjak kijavitani. Intenziven osztédd sejtek viszont
elpusztulnak (legnagyobb résziik mitotikus sejthaldllal). Habar megkisérlik a

sejtosztodast, a felhalmozodd génhibak miatt végiil képtelenek a sejtmiikodés
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fenntartasara. Kisebb résziik a felhalmoz6dd mutaciok ellenére talélnek és ezeket a
mutacidokat az utddsejteknek tovabborokithetik. A fentiekbdl kovetkezik, hogy
differencialt, kifejlett sejtek (pl. idegsejtek) viszonylag sugarrezisztensek, a
differencialatlan és oszt6do Ossejtek (pl. csontveldi Ossejtek) pedig sugarérzékenyek.
Van azonban néhany differencidlt, nyugalmi allapotban 1évé sejttipus, amely
kifejezetten sugarérzékeny (pl. limfocitak), és sugédrhatdsra az osztddas megkisérlése

nélkiil, apoptozissal pusztul el (Newton és Strasser 2000).

2.1.2. Determinisztikus és sztochasztikus hatasok

Az ionizaldé sugarzds hatdsa a szervezet egészére nézve determinisztikus vagy
sztochasztikus lehet. A determinisztikus hatds hatterében a nagyfokt sejtpusztulas all.
Klinikai tiinetek egy bizonyos kiiszobdozis felett mindig megjelennek és a dozis
novekedésével a tlinetek stlyossdga fokozodik. A kiiszobdozis nagysaga az egyes
szervekre, szovetekre jellemzd és azok sugarérzékenységétdl fiigg. A sugarhatast kdvetd
korai szovetkarosoddsok mind determinisztikusak. Ilyen a nagy ddzisu besugdrzas utan
megjelend, az egyes szervrendszereket érinté akut sugarbetegség, mely csontveldi
szindroma, gasztrointesztindlis, illetve kdzponti idegrendszeri szindromak formédjaban
jelenik meg az elszenvedett dozis nagysagatol fliggden. Determinisztikus hatdsok a
lokalis besugarzds hatdsara kialakuld akut sugdrsériilések is, melyek a kronikus
sugardermatitisz, sziirkehdlyog, vagy a magzatot ér0 besugarzas esetén kiillonbozo
teratogén elvaltozasok. A sztochasztikus hatdsok statisztikai valdsziniiség szerint
megjelend hatdsok. A hatds kialakuldsdnak valdszinlisége az elszenvedett dozis
nagysagaval aranyos. Ez esetben kiiszobdozisrol nem beszélhetiink, még egyetlen
sugartalalat is — igen kis valdszintiséggel, de - okozhat hatast. A sztochasztikus hatés a
sejtekben sugarzas kovetkeztében létrejové mutacidk eredménye. A valtozasok a
besugarzast kovetd késObbi iddpontokban, évek, akar évtizedek mulva vérhatéak
(daganatos megbetegedések formdjaban), és a kovetkezd generacio(k)ban is
megjelenhetnek (ha az ivarsejteket ér6 mutaciokrol van szo). Elobbi esetben azt
mondhatjuk, hogy az elszenvedett dozis a daganatos incidencidt ndveli meg.
Hangstlyozni kell, hogy mig a determinisztikus hatasok biologiai moddszerekkel
kimutathatok, a sztochasztikus hatdsok csak epidemiologiai modszerekkel mérhetdk. A

kiisz6bdozis nélkiili jellegbdl kdvetkezik, hogy barmilyen kis dozis okozhat hatast, ezért
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a sugarvédelem alapvetd torekvése ezen kockdzatok minimalizalasa, a sugarterhelés

mértékének az ésszeriien elfogadhato legalacsonyabb szintre vald szoritasa.

2.1.3. A kis dozist sugarzas hatdsai

A kis dozisok tartomanyanak meghatarozasa maig vitatott teriilete a sugarbioldgianak,
ugyanakkor a nemzetkozi szakirodalom adhat tdampontot, megallapodas szerint a 100
mGy dozis alatti tartomanyt tekinthetjik kis doézisoknak. A sztochasztikus hatasok
jellemzésére és a sugarvédelemben a doziskorldt meghatdrozésara az Un. linedris,
kiiszobdozis nélkiili modellt (LNT) alkalmazzdk. Ez alapjan a kis doézisok biologiai
hatasat a nagy dozisokbdl levezetve, extrapolalva kapjuk meg. A megkdzelités linearis
Osszefliggést feltételez, &m az utdbbi évek intenziv kutatdsai alapjan a relativ
kockéazatnovekedés nem egyértelmiien mutat ilyen Osszefiiggést a dozis nagysagaval (1.
abra). A gorbe lefutdsa a tudoményos irodalomban megjelent eredmények alapjan
tobbféle jelleget mutathat, és négy kiilonbozé modellel jellemezhetd. Az elsd modell a
sugarzas kis dozist tartomanyaban mérhetd hiperszenzitivitast alapul véve a linedristol
eltéréen magasabb kockazatot josol. A masodik az emlitett LNT modell. A harmadik a
kiiszobdozis modell, mely szerint egy bizonyos dozis alatt nincs kockazata a
sugarzasnak. A negyedik modell a hormesis modell, mely a kis dozisu sugédrzdsnak

eldényt, hasznot tulajdonit.

Latjuk tehat, hogy a kis dozisok biologiai hatdsai kevésbé egyértelmiiek, és a
tudomanyteriilet évek ota a sugarbiologiai kutatdsok kozéppontjaban 4all. A téma
jelentdségét mutatja az orvosi sugaras diagnosztikai berendezések hasznalatanak
elterjedése, melyek alkalmazésa soran az elszenvedett dozis néhany uSv-tol, eljarastol
figgéen akar 50 mSv is lehet. A sugarexpozicidval jaré orvosi alkalmazasok
népszerliségének koszonhetden a lakossadg sugarterhelése évrdl évre nd. Fontos
megjegyezni, hogy mind a klinikum, mind a sugarbiologiai kutatasok, mind a gyakorlati
sugarvédelem mas-mas nézdpontbdl és hozzaallassal kozelitenek a kérdéskorhoz, és
emiatt lehet, hogy gyakran egymdsnak ellentmond6 eredmények jelennek meg a
szakirodalomban a kis dozisok karos vagy jotékony hatasat illetéen. A kis dozisok
hatdsanak tanulmanyozasa soran tobb 1j biologiai mechanizmusra deriilt fény, amelyek

szdmba vételét és tisztazasat fontosnak tartom, és a kovetkezo alfejezetben részletezem.
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Kockazat (daganat incidencia)

; 100 mSv
i Dézis

------------- Hiperszenzitivitas

— — — K (i520bdOziS
* Hormesis

@® Epidemioldgiai adatok

1. abra. A Kis doézisu ionizalo sugarzas lehetséges kockazatai és elényei. A 4 modell
kiilonbozé hatast feltételez, a hiperszenzitivitdas a kis dozisu besugarzds karos, a
hormesis pedig hasznos végkimenetelét josolja. (Az eredeti kép forrasa: Canadian

Nuclear Safety Commission)

2.1.4. A sugarzas célzott és nem célzott hatisai

A sugéirzas elsddleges célpontja a DNS. A DNS-kdrosodasokat ¢és az ennek
kovetkeztében kialakuld folyamatokat a sejtben DNS célpontu valaszoknak nevezzik.
Ujabban egyre nagyobb jelentéséget tulajdonit a tudomany a nem DNS célpontii
valaszoknak. A DNS karosodasa nélkiil aktivalodd kiilonbozé jelatviteli utvonalak,
melyeket a sugarzas indukal, kozel olyan jelentéséggel birnak, mint a kozvetlen DNS-

karosodas (Georgakilas és mtsai. 2015).

A sugérzas hatasat nem csak a sugartalalatot elszenvedett sejten tapasztalhatjuk, hanem
annak utodsejtjein, vagy annak kozvetlen vagy tagabb kornyezetében 1€vo sejteken is.
Elobbi hatast a sugarzas célzott, utdbbit nem célzott hatasainak nevezziik. A nem-
célzott hatasok felfedezése a kutatasok fokuszat a tisztan DNS-célponti megkozelitésrol
a sokkal dinamikusabban valtozé rendszerek felé forditotta, igy a sejten beliili valaszok,

a mikro- és makrokornyezet valtozasa, és a szervezetszintli (szisztémas) hatasok
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legalabb olyan fontossa valtak, mint az ionizald sugarzas kozvetlen sejtkarositd hatdsa
(Kadhim és mtsai. 2013, Martin és mtsai. 2009). A sugarzas-indukalta gyulladast
eldsegito ¢€s gyulladasgatlo hatasok a kozvetlen DNS-karosodédsokkal egyenld sulytak a
szervezetben ¢és a kialakulasukért felelés molekuléaris tutvonalak tanulményozasa
intenziven folyik. Egy Gjabb atfogd vizsgalat tobb gén és utvonal kapcsolatat irta le a
sugarzassal O0sszefliggésben. A sugarvalaszban résztvevd immunolédgiai folyamatokban
szerepet jatszik a transforming growth factor B (TGFp) jelatviteli utvonal, az interleukin
utvonal, illetve a nuclear factor kB (NFkB) mint kulcsfontossagu transzkripcios faktor,
és a DNS-karosodasok javitasat iranyitd6 mikro RNS-ek (MIiRNS) szerepét is
megerésitették (Georgakilas és mtsai. 2015). Candeias ¢és Testard Osszefoglalo
cikkiikben a sugarzas hatasara kialakul6 immunvalaszban a toll-like receptorok (TLR)
és a gyulladdsos citokinek aktivacidjaban szerepet jatsz6 NFxB és p53 gének

fontossagat hangsulyozzak (Candeias és Testard 2015).

A sugarzas nem-célzott hatasai kozott a genom instabilitast (Gl) és a szomszédsagi vagy
bystander hatdst (BE) (annak részeként az abszkopdlis hatdst és az adaptiv vilaszt)
emlithetjiik (Kadhim és mtsai. 2013). A GI-t és a BE-t nem csak a sugarhatasra
bekovetkezd DNS sériilések valthatjak ki, hanem akkor is kialakulhatnak, ha a sugarzas
csak a citoplazmat éri (Tartier és mtsai. 2007), vagyis a nem célzott hatasok

létrejottében a nem DNS célpontt véalaszoknak is szerepe lehet.

Az utdbbi években bebizonyosodott, hogy a latszélag egészséges, sugarzas altal nem
karosodott sejtek is hordozhatnak elvaltozasokat. A sugéarzas kozvetleniil vagy kozvetett
modon (szomszéd) érte sejtek egy részében késobb, akar 40-50 generdcido mulva (az
utodsejtjeiben) is megndhet a spontdn mutaciok gyakorisaga, vagyis a sugarzas a genom
instabilitdsat okozhatja (Little 2003). A Gl mar kis dozisok hatésara is kimutathato, de

kialakulasanak a pontos mechanizmusa még nem ismert.

A sugarzas-indukalta BE azokban a sejtekben alakul ki, melyeket nem érte kozvetlentil
sugarzas. Beszélhetiink lokalis BE-r6l, amikor a sugartaldlatot szenvedett sejt 5 mm-es
kornyezetében talalhatd sejtekben alakul ki az elvéltozas, és disztalis vagy mas néven
szisztémas BE-rol, ha a sugartalalatot szenvedett sejttdl legalabb 5 cm-re vannak a
bystander sejtek (Nikitaki és mtsai. 2016). A sugarzas-indukalta BE okozhat DNS-

karosodast, a gén-expresszidé megvaltozasat, apoptozist, vagy sejthalalt is (Lorimore és

10
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mtsai. 2001, Zhou ¢és mtsai. 2002). A sugarzas-indukalta BE a kis dozisok
tartomanyaban is megjelenik (Nuta és Darroudi 2008). Kozvetitésében olyan szolubilis
faktorok jatszanak szerepet, mint a TGF, (interleukin-) IL6, IL8, tumor nekrozis faktor
a (TNFa), reaktiv oxigén gyokok vagy a miRNS-ek, amiket a sejtek az extracellularis
térbe bocsatanak (Chaudhry és mtsai. 2012). Fontos megjegyezni, hogy a BE
aktivalhatja az immunrendszer sejtjeit, amelyek igy eltavolithatjak a sériilt sejteket is.
Egy nemrég megjelent Osszefoglald cikk tobb in vivo tanulmanyt vetett egybe,
melyeknél azt taldlta, hogy a BE-nek immunvélaszt modositd hatdsa van, és szamos
jelatviteli utvonalat talalt, amelyek a T-sejt aktivacioval (vagy gatlassal), az
antigénbemutatd sejtek és NK sejtek serkentésével allnak kapcsolatban (Hekim és

mtsai. 2015).

A BE a sugarkezelések alkalmaval is megfigyelheté az expoziciés mezén kiviil esd
szoveteken, ez az Un. abszkopalis hatds (Siva és mtsai. 2015). Az abszkopalis hatast a
sugarterapia kovetkeztében kialakulo szisztémas tumorellenes hatas aktivalasaként irtak
le a klinikumban, ami végeredményben a tumor Osszezsugoroddsdhoz vezet (Brix és
mtsai. 2017). Kidertilt, hogy a kialakulasaért az immunrendszer tumorellenes aktivitasa
all (Demaria és mtsai. 2004), emiatt immunogén tumorok és kombinalt terdpia soran

figyelhet6 meg leginkabb (Reynders és mtsai. 2015).

Az utdbbi években tobb tanulmany Kimutatta, hogy ha egy sejtet kis dozisti besugarzas
ér, majd utdna rovid idon belill egy nagy dozisu, akkor a nagy dozis karositd hatasa
kisebb lesz, mintha a sejtet egybdl csak a nagy doézissal sugaraztdk volna be. Ezt
nevezik sugaradaptacionak (Wolff 1998, Luo-Owen és mtsai. 2012). Az adaptiv valasz
legvaldszinlibb magyardzata, hogy a kis dozisti besugarzas aktivalja a sejt hibajavito

mechanizmusait.

A sugarzas nem célzott hatasainak felismerése egyértelmiivé tette, hogy a sugarzas
sokkal tobb sejt miikodését és tulélését befolyasolja, mint amennyit a célzott hatdsok
elve szerint varnank. A nem célzott hatdsoknak a kis dozisok tartomanyaban nagyobb
jelentdsége lehet, hiszen ezek fiiggetlenek a dozistol és a sugarérzékenységtol (Joiner €s
mtsai. 2009). Mindezek a megfigyelések fontos kovetkezményekkel jarhatnak a

sugarvédelem szempontjabdl, igy valamelyest megkérddjelezik a lineéris, kiiszobdozis
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nélkiili modell 1étjogosultsagat a kis dozisok tartomanydban. A kis dozisok biologiai

hatasainak tisztdzasara tehat tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

2.1.5. Az extracellularis vezikulak szerepe a bystander hatds kozvetitésében

Az extracellularis vezikuldk (EV-k) membrannal hatérolt testek, melyeket a sejtek
aktivan bocsatanak ki az extracellularis térbe, ahonnan mas sejtek felveszik azokat.
Meéretiik és a szervezeten beliili eloszlasuk alapjan az EV-ket -elkiilonithetjiik
exoszomakra (50-100 nm atméréji vezikulak), mikrovezikulakra (MV) (100-1000 nm
atmérdjli membrannal hatarolt részecskék) és apoptotikus testekre (1000-5000 nm
atmér6ji testek, melyek az apoptozis soran valnak le) (EI Andaloussi és mtsai. 2013).
Az extracelluldris vezikuldk (EV) elkiilonitésénél a méret mellett fontos tényezd az
eredet ¢és a leirt szerep. Az exoszomdk homogén csoport, kis vezikuldk, melyek
endocitotikus eredetlick, vagyis a sejten beliili ,,0jrafeldolgozasi” utvonal részei, igy
jellegiikbdl adéddan a legtobb sejt termeli. Az endocitdzis soran az endocitotikus
vezikula a plazmamembrannal egyesiilve alakitja ki a korai endoszomat, mely kés6bb
kés6éi endoszoméava alakul. Az exoszémak az intracelluldris tér fel6l a késoi
endoszomaba beflizddéssel keletkeznek, igy kialakitva az Gn. multivezikularis testet. A
multivezikularis testek egy része nem lizoszomaval egyesiilve megemésztddik, hanem
tartalmat a plazmamembrannal fazionalva kiliriti a sejten kiviilre (Pant és mtsai. 2012).
Az exoszomak biogeneziséhez, fehérje-szallitmanyanak kivalogatasahoz és sejtbdl
kijuttatasahoz sziikségesek olyan fehérjék, mint az ESCRT-komplex (Raiborg és
Stenmark 2009) vagy a TSG101 (Nabhan és mtsai. 2012), melyekkel jellemezhetok. Az
exoszomak kibocsatasat immunsejtekkel (Théry és mtsai. 2009) és tumorsejtekkel
kapcsolatban irtak le. Ezzel ellentétben az MV-k nem csak nagyobb, de sokkal
heterogénebb csoportja is az EV-knek. A MV-k koézvetlen membranlefiizodéssel
keletkeznek €s jutnak ki az extracellularis térbe, €s igy a vezikuldk felszini markerei
annak a sejtnek a felszini marker-Osszetételét tiikkrozik, amelybdl szarmaznak (Baj-
Krzyworzeka és mtsai. 2006). Az MV-k eltavolitjak a sejtekbdl pl. hibasan feltekeredett
fehérjéket, metabolikus melléktermékeket vagy citotoxikus agenseket. Spontan
kibocsatasa tumorsejtekre jellemz6 csak (Smalley és mtsai. 2008), egészséges sejtekben
sejtfelszini receptorok aktivaldsa vagy apoptdzis soran indukalédik MV-termelés

(Kahner és mtsai. 2008). Mind az exoszoémak, mind az MV-k messenger RNS-eket
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(MRNS-eket), miRNS-eket, fehérjéket és lipideket szallitanak a recipiens sejtnek
(Hurley és mtsai. 2010). A genetikai anyag horizontalis transzferjével az exoszomak és
MV-k részt vesznek a sejt-sejt kozotti kommunikacioban. Az EV-k tartalma fiigg a
termel0 sejt tipusatol, metabolikus allapotatol €s az 6t ért stimulusoktol. Az EV-k igy
szerepet jatszhatnak olyan fiziologias folyamatokban, mint a T-sejtek aktivalasa (Théry
¢s mtsai. 2002), immuntolerancia kivaltasa (Shen és mtsai. 2017), regulator T-sejtek
(Treg-ek) aktivalasa (Chen és mtsai. 2016), gyulladaskelté (Bourdonnay és mtsai. 2015)
vagy gyulladas csokkent6 (Kim és mtsai. 2005) hatasuk lehet, valamint pro-apoptotikus
jelzéseket kozvetithetnek (Beloribi és mtsai. 2012), illetve szerepet jatszhatnak a
(Grange és mtsai. 2011). Egyre tobb olyan kozlemény jelenik meg, amely az EV-k
szerepét hangstlyozza a sugarzas-indukalta BE kialakulasaban (Al-Mayah és mtsai.
2015, Jella és mtsai. 2014, Xu és mtsai. 2015), jollehet ezek a tanulmanyok in vitro

kisérletekre hivatkoznak.

A miRNS-ek evolucidsan konzervalt, kicsi (kb. 22 nukleotid hosszl) nem-kodold RNS-
ek, melyek a biologiai folyamatok transzkripcios és poszttranszkripcios szabalyozasaért
felel6sek (Catalanotto és mtsai. 2016). Korabban kimutattak, hogy az EV-k gazdag
forrasai a miRNS-eknek, és mivel az EV-kben ezek a miRNS-ek membrannal koriilvett
vezikulakba vannak csomagolva sokkal ellenallobbak az RNazokkal szemben, mintha
szabadon lennének (Lotvall és Valadi 2007, Zhang és mtsai. 2015). Az EV-k miRNS-
tartalma nem feltétlentil tiikr6zi az azt kibocsatd sejt miRNS-tartalmat, mivel néhany
miRNS nagyobb aranyban talalhaté meg az EV-kben (Ratajczak és mtsai. 2006, Valadi
¢és mtsai. 2007, Skog és mtsai. 2008, Nolte-’t Hoen és mtsai. 2012). Az EV-kbe kertiilé
mMiRNS-ek, melyeket kiilonb6zé testfolyadékokbol izolaltak, leginkabb a kiilonb6z6
patofiziologiai allapotokat tiikrozték, és jellegzetes mintazatot mutattak (Backes és
mtsai. 2016). Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a miRNS-k specifikus csomagolasa
zajlik az EV-kben, nem véletlenszerti (Mittelbrunn és mtsai. 2011). Feltételezések
szerint az EV-kbe keriil6 RNS-ek olyan ,,motivumokat”, cisz-regulator elemeket
tartalmaznak, melyek alapjan az EV-kbe keriilnek (Batagov és mtsai. 2011). Leirtak 3
olyan specifikus, miRNS-ekre jellemz6 motivumot is, amely a hnRNPA2BI
ribonukleoproteinhez vald kotédést segitik eld, ez a fehérje az exoszomakban aktiv

(szumoilalt) formaban van jelen (Villarroya-Beltri és mtsai. 2013). A hnRNPA2B1
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fehérjérdl azt is leirtak, hogy sugarzas hatasara fokozodik a termelddése (Haley és
mtsai. 2009). Ismerve azt, hogy a sejtbdl kibocsatott EV-k mennyisége sugarzas
hatasara megné (Hazawa €s mtsai. 2014), konnyen parhuzamot tudunk vonni a miRNS-
ek EV-kbe valo ,,csomagolasaért” felelds fehérje mennyiségének megnovekedése és a
kibocsatott EV-k mennyisége kozott. Az emlitett miRNS-ekre jellemzd exo-
motivumokhoz egy masik fehérje, a SYNCRIP is nagy affinitassal kapcsolodik, amely
az exoszomakba valé miRNS-csomagolast irdnyithatja; a génkilitott sejtvonalban a
,»csomagolas™ gatolt (Santangelo és mtsai. 2016). Az utobbi két fehérje (nRNPA2BI és
SYNCRIP) egyiittmiikodését is megerdsitették a folyamatban. Az ESCRT-II fehérjérol,
mely az exoszémak képzddésénél fontos szerepet tolt be, kideriilt, hogy RNS-k&td
tulajdonsaggal is rendelkezik, ez alapjan elméletileg lehet iranyitdja egy specifikus
»csomagolasnak™ (Irion és St Johnston 2007). Az ESCRT komplexhez az exoszomak
keletkezésekor kapcsolodo Alix fehérjérdl human majdssejtekben leirtak, hogy az Ago2
mMIRNS-szallitoé fehérjéhez kapcsolodik (lavello és mtsai. 2016). Ezek alapjan mind a
miRNS-ek specifikus szekvenciarészletei, mind a célbajuttatasukban szerepet jatszo
fehérjék specifikus kotddése eldsegitheti a ,,tervezett csomagolast”. A mMIRNS-eket
Osszefliggésbe hoztak a sugarzas okozta szoveti valasszal (Korpela és mtsai. 2015) és a
sugarzas-indukalta BE lehetséges kozvetitéjeként irtdk le (Chaudhry ¢és Omaruddin
2012, Dickey és mtsai. 2011, Koturbash és mtsai. 2007, Xu és mtsai. 2014). A miRNS-
ek atfogd szerepét igazolta a sejtek sugéarvalaszaban, hogy a miRNS-ek szintézisében
kulcsszerepet jatszo két polimeraz (Dicer és Drosha) , kititése” a sugarzas-okozta DNS-
karosodasok javitasat csokkentette a sejtekben (Francia és mtsai. 2012) és ezzel egyiitt
megnott a sejtek sugarérzékenysége is (Kraemer ¢és mtsai. 2011). Szamos kézlemény
leirta, hogy a miRNS-eket mind a kis, mind a nagy dozisu besugarzas befolyasolja
kiilonb6z6 szovetekben, igy a hematopoetikus rendszerben is (Chaudhry és mtsai. 2012,
linytskyy és mtsai. 2008, Wagner-Ecker és mtsai. 2010). Ujabb tanulmanyok
feltételezik, hogy az EV-szallitotta miRNS-ek a sugarzas okozta hatasok fontos
kozvetitéi. Xu ¢és mtsai. kimutattak, hogy mMIRNS-ek exoszémakon keresztiil a
besugarazott sejtbdl a bystander sejtekbe atvivédni, és képesek a sugarzas-okozta BE-t
kozvetiteni in vitro rendszerben (Xu és mtsai. 2015). Al-Mayah és mtsai. leirtak, hogy
RNazokkal kezelve mind a sejtfeliiliszo, mind az exoszoma elveszti a képességét a BE
¢és GI indukalasara MCF7 sejtekben (Al-Mayah és mtsai. 2012).
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2.2. Az immunrendszer sejtes elemei és az immunvalasz kialakuldsa

Az immunrendszer feladata, hogy az idegen és a megvaltozott sajat szerkezeteket

felismerje a szervezetben, és elleniik aktiv immunvalaszt kialakitva elpusztitsa azokat.

2.2.1. A dendritikus sejtek (DC) és a T-sejtek

Az immunvalasz els6 fazisaban az idegen vagy megvaltozott sajat struktirak a
dendritikus sejtekkel (DC-k) keriilnek kapcsolatba. A DC-k az immunsejtek egy
kisszamu csoportjat alkotjak, vérben eléforduldsuk 0,2%-ra tehetd, a szovetekben ez az
arany még ennél is kisebb (Banchereau és Steinman 1998). Jelentdségiik annal nagyobb,
a DC-k a velesziiletett immunrendszer leghatékonyabb antigén prezentald sejtjei;
képesek az idegen antigének felismerésére, feldolgozasara és bemutatasara, a T-sejtek
aktivalasara, az ellenanyag-termelés fokozdsdra, és az immunolégiai memoria
kialakitasara és fenntartasara. A , konvencionalis” vagy mieloid DC-k CD11c+ sejtek,
csontveldi eredetll dssejtekbdl alakulnak ki, és érésiik soran a periféridra, a szovetek
kozé vandorolnak. A legtobb szdvetben szorvdnyosan fordulnak eld, Osszefliggd
halézatokat csupan a kiilvilaggal ¢érintkezd feliileteken, légutak ¢és bélcsatorna
nyalkahartyain alkotnak, illetve a bor felszini és mélyebb rétegeiben. Ezeknek a nyugvo,
éretlen szoveti DC-knek a feladata a kornyezetbdl érkezd molekulak felvétele és
feldolgozasa. Ehhez a sejtfelszini mintazatfelismerd receptoraikat [(pl. DEC205, toll-
like receptor 4 (TLR4)] hasznaljak. A felvételre (fagocitdzisra) keriil6 részecskék kozott
talalunk szoveti bomlastermékeket, eloregedett, apoptozis, nekrozis vagy stresszhatas
altal elpusztult sejteket, tumorsejteket, valamint a kiils6é kornyezetbdl bekeriild
korokozokat is. Meg kell jegyezni azonban, hogy a folytonos kdrnyezeti ,,mintavétel”
ellenére a szervezetben a legtobb DC nyugvé éallapotban marad, nem aktivalodik. Az
éretlen DC-ken az f6 hisztokompatibilitasi komplex (MHC) kifejezédése kismértéki, és
ko-stimulacios molekulaik [(cluster of differenciation) CD40/80/86)] is alacsony
mértékben expresszalodnak. Az aktivalodashoz egyéb szoveti komponenseknek,
citokineknek vagy kiilonb6z6 bomlastermékeknek a jelenléte sziikséges. A nyalkahartya
felszinek alatt megtelepedd DC-k aktivalodasuk utan a felvett antigének részleges
proteolizissel lebotott epitopjat 6rzik meg és fejezik ki, ezt a sejten beliil ,,tarolva” és
szallitva a kornyezd nyirokcsomokba vandorolnak. A vandorlasuk soran érettekké valo

DC-k a nyirokcsomoba érkezve a funkcionalisan érett T-sejtekkel talalkoznak. A
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nyirokcsomokban 1évé DC-K antigénfelvevd képessége mar nem jelentds, viszont a T-
sejtekkel kapcsolatba keriilve ezek lesznek az egyik leghatdsosabb antigén bemutatd
sejtek. Antigénhez kotott MHC molekulaik nagy szamban jelennek meg a sejtfelszinen
a ko-stimulacios CD40/80/86 fehérjékkel egyiitt. A DC-k a feldolgozott antigéneket
sejtfelszini MHCI és MHCII molekuldikon keresztiil mutatjak be a sejtes immunvalasz
végrehajtd fazisaban 1évé T-sejteknek. Az immunvalasz végrehajtd szakaszaban részt
vevé aktivalt T-sejteket feladatuk miatt effektor T-sejteknek is nevezziik. A T-sejtek az
idegen fehérjéket ugyanis nativ formaban nem képesek felismerni, ehhez azok eldzetes

feldolgozasara van sziikség.

Az MHCI molekulan keresztiil a citotoxikus CD8+ T-sejteket aktivaljak, melyek direkt
sejtolé hatasu fehérjéket (perforin, granzim-A és -B) kezdenek el termelni. Ezek az
anyagok a megtamadott sejt hartydjan rést képeznek, €és ezzel utat nyitnak a sejtet
lebontd enzimek szamara (Zhang és Bevan 2011). Az aktivalodott CD8+ T-sejtek
gyulladaskelt6 IFNy citokint is termelnek, melynek tumorellenes hatisa ismert
(Schroder és mtsai. 2004). Tumoros kornyezetben a CD8+ T-sejtek kozvetleniil a
tumorsejtek felszinén megjelend MHCI molekuldkon keresztiil is aktivalodnak
(Martinez-Lostao és mtsai. 2015, Garrido és mtsai. 2017). Tumor specifikus CD8+ T-
sejtek izolalhatok daganatok gyulladasos infiltrumaibol, és ezek a sejtek képesek azokat
a daganatokat lizalni, amelyekbdl szarmaznak (Mami-Chouaib és mtsai. 2002).

A DC-k az MHCII receptoron a CD4+ T-sejtek szamara mutatjak be a feldolgozott
antigént. A T-sejtek aktivalodas utan citokineket kezdenek termelni. Ezek a citokinek
elosegitik a humoralis immunvalaszban szereplé B-sejtek ellenanyag-termel6
plazmasejtté érését és a CD8+ T-sejtek pusztitdo aktivitdsanak kialakulasat. TNFa és
INFy citokinek termelésével fokozzak a tumorsejtek MHCI expresszidjat, és igy azok
,lathatobba valnak” a CD8+ T-sejtek szamara. Az aktivalt CD4+ T-sejtek a DC-k
érésére is visszahatnak, mikodésiiket tamogatjak. Az érett DC-k citokineket is
termelnek; amelyek példaul a gyulladasos millié kialakulasaért felelés CD4+ T-sejteket
aktivaljak vagy a T-sejtek differencialodasaért feleldsek. Az aktivalodd T-sejtek a
nyirokcsomot elhagyva aztdn abba a szdvetbe vandorolnak, ahol az aktivaciojukat

kivalto fertdzott vagy tumoros sejt van, ott fejtik ki aktivitasukat.
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2.2.2. Az immunoldgiai szinapszis (IS)

A T-sejtek T-sejt receptoraikon (TCR) keresztiil kapcsolonak a DC-khez, ez a hatékony,
funkcionalisan aktiv T-sejt 1étrejottének elso feltétele. A MHC komplex TCR-hez valé
kotoédése elengedhetetlen 1€pés, ez azonban még nem vezet a T-sejtek aktivacidjahoz,
ellenkezdleg, az MHC-TCR kotédés Onmagaban atmeneti valaszképtelenséget
(anergiat) hoz létre. Az aktivacid hosszl ideig tart6 kontaktust igényel a két sejt kozott.
Ennek kialakuldsahoz az DC-k felszinén kifejez6d6 adhézios és kostimulalé molekulak
sziikségesek, melyek aktivacios jeleket kozvetitenek a T-sejtek felé. Az aktivalt DC és a
T-sejt stabil kolcsonhatasa mindkét sejtben citokinek termelését valtja ki, ami tovabb
erdsiti a T-sejt-aktivacié hatékonysagat. Az antigén bemutatd sejt és a T-limfocita
membranjanak érintkez6 részét immunologiai szinapszisnak (IS) nevezziik (2. abra). A
DC-T-sejt kolcsonhatas jellege (tumorsejt eliminacié vagy tolerancia) végsd soron tehat
azon mulik, hogy az IS létrejon-e, illetve hogy milyen Kko-stimulaciés vagy ko-
inhibicios kolcsonhatasok 1épnek fel a sejtek kozott. A DC felszinén talalhatdé CD40,
CD80 és CD86 molekulak a T-sejteken megjelend CD28 molekulakhoz kapcsolodva az

effektor funkciok végrehajtasaban szerepet jatszo T-sejtek érését segitik elo.

A DC-k a T-sejtek anergiajat, apoptozisat is okozhatjak, vagy a T-sejtek gatlo
fenotipusanak kialakitasaban is részt vehetnek (Steinman és mtsai. 2003). A gatlas
egyik formdja, amikor a DC-k felszini ko-stimulacios molekulai (CD80/86) helyett a B7
homolog 1 (B7-H1) ko-inhibicios fehérje fordul el6. Ez a fehérje részben homolog az
elozokkel, viszont a CD80/86-CD28 kotddést gatolja, helyette a B7H1-programozott
sejthalal fehérje 1 (PD-1) kapcsolat jon 1étre a DC-k és T-sejtek kozott. A T-sejt PD-1
aktivacioja a CD4+ T-sejtet Treg iranyu differenciaciora, vagy apoptozisra készteti
(Chen 2004). A ko-inhibicioés molekulak kifejezédése a szoveti kornyezetben termel6dd
citokinek, jellemzden az IL-10-en és a TGFB-n keresztiil valosul meg (Brown 2001). A
ko-stimulacios felszini molekulak csokkenésére tumoros kornyezetben is lathatunk
példakat (Gao és mtsai. 2015, Harimoto és mtsai. 2013). A daganatszovetben termel6do
IL-10-nek szerepe van a DC-k érésében, vagyis abban, hogy a DC-k felszinén ko-
inhibiciés képletek jelenjenek meg (Fiorentino és mtsai. 1991, Steinbrink és mtsai.

1997). Egy nemrég megjelent tanulmany arra hivja fel a figyelmet, hogy a DC-k
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stimulans vagy tolerogén fenotipusa a tumorndvekedés korai €s késobbi fazisaiban is

eltéréseket mutat (Nakahara és mtsai. 2016).
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2. abra. Immunolégiai szinapszis és a T-sejt valasz létrejottének feltételei: 1. az
antigén-felismerd receptor MHC-komplexekhez valdo kotdédése 2. a kostimuldld
molekulak altal kozvetitett jelek, és 3. a sejtosztodast és az effektor T-sejtté torténd
differencidlodast elésegitd citokinek jelenléte. Forras: Erdei A, Sarmay G, Prechl J.

Immunolégia. Medicina, Budapest, 2012.

2.2.3. A regulétor T-sejtek (Treq)

A Treg sejtek a CD4+ limfocitak egy egyedi csoportjat alkotjak, vérben 5-10% az
aranyuk a CD4+ sejteken beliil (Sakaguchi és mtsai. 1995, Dieckmann és mtsai. 2001),
¢és fontos szerepiik van az immunhomeosztazis fennntartasaban. A Treg sejtek
azonositasara szamos marker all rendelkezésiinkre, igy a CD25 (IL-2 receptora), a
citotoxikus T-sejtekhez kapcsolodo protein 4 (CTLA4), a glukokortikoid-indukalt TNF
receptorhoz kapcsolodo protein (GITR), a glycoprotein A repetitions predominant
(GARP) és a forkhead box P3 (Foxp3). Mindrél ismert, hogy az aktivalt nem-Treg T-
sejteken is megjelenhet, ebbdl kovetkezik, hogy a Treg-ek gatlo hatasanak létrejottéhez
elengedhetetlen a sejtek aktivacioja is. A Foxp3 transzkripcids faktor a legszélesebb
korben hasznélt markere a szupresszor aktivitassal rendelkezd CD4+ sejteknek. A

Foxp3 kotédése a TCR koriili szignaltranszdukciot befolyasolja (Corthay 2009). A
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CTLA-4 molekula az aktivalt Treg sejtek felszinén fejezddik ki fokozott mértékben
(Takahashi és mtsai. 2000), és a GARP sejtfelszini fehérje jelenléte is a Treg sejtek
aktivacios allapotaval fiigg 6ssze (Tran és mtsai. 2009, Wang és mtsai. 2009). A GITR
marker az immunrendszer tobbféle sejtjének felszinén is megtalalhat6, mint példaul az
effektor T-sejteken és a Treg sejteken is (Nocentini és Riccardi 2005, Hanabuchi és
mtsai. 2006). A fehérje kifejezodése aktivacio hatasara megnd; a T-sejtek koaktivaciojat
stimuldlja és a Treg sejtek immungatld képességét noveli (Shimizu és mtsai. 2002,
Ronchetti és mtsai. 2004).

A Treg sejtek a timuszban alakulnak ki, itt jon 1étre a T-sejteken a TCR repertoar, amely
az immunvalasz széles skalan elérhet6é specificitasat adja. A kialakulas soran a T-sejt
eléalakok pozitiv és negativ szelekcids 1épések nyoman jutnak el az érett, antigén-
felismerd képességgel rendelkezo T-sejt keletkezéséig. A pozitiv szelekcids 1€pés célja,
hogy csak azok a T-sejtek differencialédjanak, amelyek TCR molekulai képesek a sajat
MHC molekulakat felismerni. Egészséges szervezetben egy masodik 1épésben az
alloreaktiv T-sejtek valogatodnak ki; ezek a sejtek a sajat fehérjékkel szemben mutatnak
valaszreakciot, ezzel egy karos hatdsu, autoimmun folyamatot inditananak el koéros
esetben. A Treg sejtek pozitiv szelekcidjuk soran a sajat antigének irant nagy
affinitassal rendelkez6 sejtekként maradnak meg. Ezeket a sejteket timusz eredetii Treg
sejteknek (tTreg) nevezziik (Jordan 2001). A limfocitdk Treg irdnyba valé fejlodését a
feltételezések szerint a timuszban a sajat antigénekkel vald talalkozds a TCR és az
MHCII kozotti kapesolat révén befolyasolja (Fehérvari és Sakaguchi 2004). A tTreg
sejtek a timuszban immunregulator szerepet toltenek be, az alloreaktiv T-sejteket
gatoljak meg a differencialédasban (Itoh és mtsai. 1999). A differencidlodott Treg sejtek
perifériara jutva a megvaltozott, vagy a timusz ,,sziirGjén” atjutott, alloreaktiv T-sejteket
gatoljak. Treg sejtek a periférian is kialakulhatnak naiv CD4+Foxp3- T-sejtekbdl. Ez az
atalakulas kiilonboz6 kornyezeti feltételek mellett spontan 1étrejohet; ilyen koriilmények
lehetnek a szuboptimalis antigén stimulacié vagy a nem megfeleld ko-stimulacio, vagy
leginkabb a TGFp szoveti jelenléte (Oliveira és mtsai. 2011, Shevach és Thornton
2014). Ugy tiinik, hogy a periférian atalakult Treg sejtek (pTreg) egy nagyobb
csoportjat teszik ki a vérben keringd Treg-eknek (Bilate és Lafaille 2012). A Treg sejtek
a DC-kel kapcsolodva az immunvalaszban résztvevé T-sejtek gatlasaban jatszanak

szerepet (Arce-Sillas és mtsai. 2016). Ezt tobb modon tehetik meg: gatld hatast
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citokineket (IL-10, TGFp) termelnek (Taylor és mitsai. 2006), citolizist okoznak
(Gondek és mtsai. 2005), a T-sejt anyagcserezavarat okozzak (pl. IL-2 elvonassal,
CAMP transzferrel) (Burchill és mtsai. 2007, Whiteside és mtsai. 2011), vagy a DC-k

érésének gatlasaval (Yang és mtsai. 2014).

2.2.4. A természetes 0l6sejtek (NK sejtek)

Az NK sejtek a velesziiletett immunrendszer végrehajtd sejtjei. A csontveldi eredetii
limfoid 6ssejtb6l képzddnek, éretten a periférian, a nyirokszervekben, és a 1épben is
megtalalhatok. Nagy granulalt limfocitak, melyek nem antigén-specifikusak, az idegen
antigént hordozé sejtet azonnal elpusztitjadk. Az NK sejtek a célsejteket vagy a
perforin/granzim utvonalon keresztiil pusztitjak el, vagy a TNF-csaladba tartozo
ligandokat termelnek, melyek apoptézist indukalnak a célsejtekben (Lodoen és Lanier
2006). Fontos biologiai szerepiik abban all, hogy még a CD8+ T-sejtek elétt képesek a
virussal fert6zott, illetve a megvaltozott antigénstruktiraji sajat sejteket felismerni és
elpusztitani, hiszen a velesziiletett immunrendszer sejtes elemeként a periférian azonnal

interakcidba 1éphetnek veliik.

2.2.5. A B-sejtek

A B-sejtek az adaptiv immunrendszer végrehajto sejtjei, aranyuk a vérben 5-15% kozott
van. A B-sejtek a csontveldben fejlddnek ki, és érésiik soran az érett, naiv (antigénnel
még nem talalkozott) sejtek a perifériara vandorolnak. A T-sejtekkel ellentétben a B-
sejtek az antigént nativ formdaban ismerik fel, ezért nincs sziikségilik arra, hogy az
antigénprezentalo sejtek bemutassdk azokat. A vérbdl a nyirokcsomodkba keriilnek a B-
sejtek, ahol az antigénnel talalkozva megtorténik az aktivacio, melynek kovetkeztében
az adott antigént felismerd, ellenanyagtermeld klonok alakulnak ki. Az antigén
természetétdl fliggden beszélhetiink T-sejtfiiggd és T-sejt fliggetlen aktivaciorol. A
fehérje természetli antigének elleni antitesttermelés feltétele, hogy a B-sejtekkel
egyidejiileg a CD4+ T-sejtek aktivacidja is megtorténjen. A B-sejtek az antigént
felveszik, és a T-sejteknek bemutatjak (méghozza azoknak a T-sejteknek, amelyeknek
azeldtt ugyan azt az antigént mar prezentalta a DC), kdzben pedig a T-sejtek felszinén
olyan ko-stimulacios molekulak (pl. CD40 ligand) jelennek meg, melyek segitik a B-

sejtek aktivaciojat és citokintermelésiik megszabja, hogy az affinitasérés soran milyen
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antitesttermeld plazmasejtt¢ alakuljanak (Clark és Ledbetter 1994). A T-sejt
independens antigének poliszacharidok, nukleinsavak, de ide sorolhatéo a Gram-negativ
baktériumok sejtfalaban talalhatdé lipopoliszcaharid (LPS) is. Ezek az antigének
onmagukban is képesek B-sejt valasz kialakitdsara, viszont az affinitasérés,
izotipusvaltas és memoria hianya (mivel az T-sejthez kotott) miatt ez a valasz kevésbé

hatékony.
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3. Célkitiizések

Mig a nagy dozisu ionizalo sugarzas egészségkarositd hatasai jobban ismertek, addig a
kis dozisok bioldgiai hatasairdl és ezek (rovid és hosszutavi) egészségligyi
kovetkezményeirdl sokkal kevesebbet tudunk. A téma ma a kozegészségiligyben
kulcsfontossagu a diagnosztikai célu sugarterheléssel jar6 alkalmazéasok egyre szélesebb
korben vald elterjedése miatt, de aktualis a néhany évvel ezel6tti Fukushimai
atomerdmuvi baleset kapcsan az emberek gondolkodasaban kialakult ,,radiofobia” (a
sugarzas, mint potencialis veszélyforras) okan is (Sutou 2016). A kis dozisu sugarzas
hatasainak felderitése az utdbbi évtizedekben a sugarbioldgia egy forré pontjava valt.
Egyes tanulmanyok eredményei alapjan nem csak gyulladast, hanem a velesziiletett
immunrendszer aktivalodasat és a DNS hibajavitd mechanizmusok serkentését is
okozhatja (Hekim ¢s mtsai. 2015). Masrészrél, atombomba talélokon és CT
vizsgalatokon atesett egyéneken (Little és mtsai. 2009, Pearce és mtsai. 2012) végzett
epidemioldgiai vizsgalatok bizonyitjadk, hogy a sugarzas megnoveli a daganatos
incidenciat nem csak a nagy dozisok tartomanyaban (Kamiya és mtsai. 2015), hanem a
kis dozisu besugarzas utan is (Watanabe és mtsai. 2008). Azért, hogy a kis dozisu
ionizald sugarzasbioldgiai hatasait megismerjiik, fontos megérteni a 1étrejottiikért
felel6s mechanizmusokat. Kutatasainkban ennek megértésére helyezziik a hangsulyt, és

arra keresiink valaszt, hogy a kis és nagy do6zist ionizald sugarzas milyen hatdssal van

az immunrendszer sejtjeinek szambeli és funkciondalis véltozasaira.

Az EV-k szerepét és az EV-k altal kozvetitett miRNS-ek aktiv részvételét a BE
kialakulasaban in vitro modellen mar bizonyitottak, az in vivo modell kidolgozasa
viszont még varatott magara. Mi egy olyan rendszert dolgoztunk ki, melyben az EV-k

szerepét tudtuk vizsgalni a sugarzds-indukélta szisztémas BE kialakuldsdban in vivo. A

besugarazott egerekbdl izolalt EV-ket intravénasan (i.v.) naiv, Gn. bystander allatokba
oltottuk, és a hatast a bystander egerek lépsejtjein mértiik. A besugarazott egerek
csontvelejébdl illetve vérébol szarmazdé EV-K miRNS-tartalmat is elemeztiik, és a
sugarzas hatasara bekovetkezd valtozasokbol a szabalyozott jelatviteli utvonalakra

kovetkeztettiink.
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4. Modszerek
4.1. Kisérleti allatok és kezelésiik menete

6-10 hetes C57BI/6 egereket hasznaltunk a kisérletekhez. Az allatokat 60 mg/kg
ketamin és 10 mg/kg xilazin egyiittes intraperitonealis (i.p.) injektalasaval altattuk el a
besugarzasi protokoll alkalmazasdhoz. A besugdrzast nem kapott egereket is hasonlo
eljarasnak vetettiik ala. Az allatokat egyesével elkiilonitve helyeztiik el egy erre a célra
készitett, milanyag taroloban (méretei: 8 cm hosszi x 5 cm széles x 4 cm magas) a

besugarzas idejére.

(4|  EVizolilis |

miRNS profil meghatarozasa

Szolubilis faktorok

Sejtpopulaciok jellemzése
YH2AX fokuszok szama
Apoptozis

Citokin génexpresszid

i,
etlen ha tésOk

miRNS profil meghatarozasa

=it EV i.v. beoltas

i — < YH2AX fékuszok szama
_________ J’4 Sejtpopulaciok jellemzése

3. abra. Sematikus abra a Kkisérletek menetérol. C57BI/6 egereket besugaraztunk,
majd a csontvel6i és lépsejteket, valamint a vérplazmat begytjtottik. A csontvel6i
sejtek feliiluszojabol és a vérplazmabdl EV-t izoldltunk, és ezek miRNS-tartalmat
elemeztik. A BE kialakulasat Gigy kovettik nyomon, hogy a csontvel6i EV-ket
egészséges egerekbe oltottuk intravénasan, és 24 o6ra mulva vizsgaltuk a 1épsejteket,

valamint a vérplazmat.

23



DOI:10.14753/SE.2018.2182

A teljes test besugarzast (1épsejtpopulaciok és Treg-ek vizsgalatahoz) *°Co-y besugarzo
késziilékkel (Gammatron-3) végeztiik, a dozisteljesitmény: 0,517 Gy/perc volt. A
rontgen-besugarzast (DC-k és BE vizsgalatahoz) terapias rontgen-késziilékkel (THX-
250) veégeztik. Az allatokkal végzett kisérletek menetét és a kiilonbozo vizsgalati
végpontokat Gsszefoglalva a 3. abran mutatom be. A kisérletek idétartama alatt az
allatokat elkiilonitett ketrecekben tartottuk, ahol taphoz és vizhez ad libidum jutottak.
Az egerek ¢letének kiméletes kioltdsa letalis dozisu (200 mg/kg) pentobarbital i.p.
adagolasaval tortént. Minden allatkisérletet az 1998. évi XXVIII. az allatok védelmérol
és kiméletérdl szolo torvény és a 40/2013 (II. 14.) Aallatkisérletekrdl szolo
kormanyrendelet rendelkezései és iranymutatdsa alapjan terveztiink meg és hajtottunk
végre. Az allatkisérletes engedélyiinket a Pest megyei Kormanyhivatal Elelmiszerlanc-

biztonsagi Hivatalanak Allat-egészségiigyi és Allatvédelmi Igazgatosaga hagyta jova.
4.2. Teljes veér kinyerése az egerekbdl és a fehérje profil meghatarozasa

A teljes vért az éallatok méjkapuerébdl vettiik 3,2%-0s Na-citratos 22G-s tii segitségével.
A plazmat a teljes vérbdl 2200 RPM-mel t6rénd centrifugéalds utan nyertiik. A plazma

egy részébol EV-t izolaltunk, a maradékot fehérje profil meghatarozasara hasznaltuk.

A fehérje profil meghatarozasat a kozvetlen besugarazott és bystander allatok
vérplazméjabol végeztiik. Csoportonként 5 allat plazmajat egyesitettiik, és ebbdl
mintanként 850 pl-t tettlink fel a proteome profiler antibody array membranokra (Mouse
XL Cytokine Array Kit), a gyartd utasitdsai alapjdn. A membranokat mosas utan
biotinilalt sztreptavidin-tormaperoxidaz (HRP) ¢és kemolumineszcens ellenanyag
koktéllal inkubaltuk az ajanlott médon. A membranokat ezutan rontgen filmre (CL-
XPosure Film, 34088) exponaltuk, majd digitalizdlasuk utan Image] szoftverrel

értekeltiik. Harom fiiggetlen kisérlet eredményeit atlagoltuk.

A képek kiértékelésekor a hatteret levontuk és a membranon 1évd referenciapontokhoz
normalizaltunk. A fehérje expresszids szint valtozasat a kozvetlen besugarazott allatok
esetén a 0 Gy-es, a bystander allatok esetén a 0 Gy bystander mintakhoz hasonlitottuk,

paronként.
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4.3. Immunsejtek izolaldasa lépbol

Az egerek életét a besugarzas utan kiilonb6z6 idépontokban kioltottuk. Az allatok 1épét
eltavolitottuk, mechanikus roncsolassal szike ¢és fecskendd segitségével egysejtes
szuszpenziot készitettiink. A vordsvérsejteket 1,66 %-os ammonium-klorid oldattal
torténd lizissel eltavolitottuk, majd az igy nyert szuszpenziohoz RPMI-5 sejttenyészto
médiumot (RPMI-1640 médium 5 % borjusavo tartalommal, 10 mM hepes, 20 uM -
merkaptoetanol, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomicin és 2,5 pg/ml amfotericin
B hozzaadasaval) adtunk. Az él6 sejtek szamat hemocitométerrel hataroztuk meg,
tripankék festéssel kizarva az elpusztult sejteket. Az egysejtes 1épsejtszuszpenziot
hasznaltuk a tovabbiakban fenotipizalashoz, apoptozis vizsgalatahoz, sejtcsoportok

tovabbi izolalasahoz és a funkcidnalis tesztekhez.

A CD4+CD25+ Treg sejteket és CD4+CD25- effektor sejteket magneses szeparalassal
valasztottuk szét a Miltényi Biotec CD4+CD25+ sejtizolald kittel (CD4+CD25+
Regulatory T Cell Isolation Kit), a gyartd utasitasai szerint. Roviden, az egysejtes
szuszpenziobol elsd 1épésben a CD4- sejteket tavolitottuk el. Ezutan a CD4+ sejteket
tartalmazé frakciot magneses PE-vel konjugalt CD25+ ellenanyaggal jeldltiik. A jelolt
sejteket egy magneses gyongyokkel teli oszlopra tapasztottuk ki, majd a magneses tér
hatasa alol kivéve, kétszeri pufferes lemosassal nyertiikk a CD4+CD25+ Treg sejteket. A
sejtek tisztasaga 95% feletti volt, amit aramlasos citométerrel (FACS) ellenériztiink. A
CD25+ ellenanyaggal nem jelolt sejtek a CD4+CD25- effektor T-sejtek voltak, de
ezeknek a tisztasaga 60% koriili volt. Ezért a funkcionalis tesztekhez a CD4+CD25-
effektor T-sejteket az R&D Systems Treg sejt izolalo kitjével (MagCellect Rat CD4+
CD25+ Regulatory T Cell Isolation Kit) nyertiik, a gyart6 utasitasai szerint. A magneses
szeparalas nagyon hasonlo a Miltényi kit modszeréhez, de itt a CD25- effektor T-sejtek
tisztasaga sokkal nagyobb volt (95 % feletti).

A DC sejtek izolalasakor a 1épet nem csak mechanikusan roncsoltuk, hanem
enzimatikus emésztésnek 1s alavetettik. A DC sejtek jellemzden kotdszdoveti
elhelyezkedéstliek, az enzimatikus emésztés segitségével nagyobb szdmban nyerhetdk ki
az adott szervbol. A 1épekbe fecskendd segitségével 100 U/ml-es kollagenaz D oldatot
fecskendeztiink (az enzimet HBSS-ben oldottuk), mechanikusan szeparaltuk a sejteket,

majd a maradék szovetdarabokat, melyekbdl mar szuszpenziot nem tudtunk kinyerni, 1
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ml 400 U/ml kollagenaz D oldattal inkubaltuk 30 percig 37°C-on. Az inkubacids id6
letelte utan fecskenddvel begyiijtottiik a sejtlizatumot. Az igy kapott 1épsejtszuszpenziot
a fentiekkel megegyez6 modon vértelenitettiik. A CD11c+ DC sejteket pozitiv szelekcio
elvén, magneses szeparacid modszerével valogattuk ki, a Miltényi Biotech anti-PE
microbeadje (CD11c MicroBeads UltraPure, mouse) segitségével, a gyartd utasitasai
szerint. Roviden, a CD11ct+ PE antitesttel jelolt szuszpenzidhoz anti-PE magneses
gyongyoket adtunk, és a fentiekhez hasonl6 modon izolaltuk a keresett sejteket. A DC
sejteket RPMI-10 tapoldatba (RPMI-1640 tap 10 % hdinaktivalt borjisavo tartalommal,
egyebekben az RPMI-5 tappal megegyezé Osszetétellel) gytjtottik be, melyben az

egylitt-tenyésztés soran is tartottuk azokat.
4.4. Lépsejtpopulaciok jellemzése

Az 0Osszlépsejtek fenotipusos jellemzését és az egyes alcsoportok egymashoz
viszonyitott ardnyanak meghatarozasat a sejtek felszini €s sejten beliili fehérjéinek
azonositasaval végeztik. Az immunfenotipizalashoz a 1épsejtszuszpenziét vagy a
vizsgalando sejtfrakciot jeldletlen anti-FeyIIl/IT CD16/CD32 receptor ellenes antitesttel
inkubaltuk, hogy a jelolt antitestek aspecifikus Fc-receptor kotddését megakadalyozzuk.
A sejtfelszini fehérjék jelolését a megfelel specifikus antitestekkel 4°C-on 20 percig
végeztiik az 1. tablazatban szerepld monoklonalis ellenanyagokat hasznalva. A sejtmagi
fehérjék kimutatasahoz a sejtet permeabilizalni kellett, melyet a BioLegend Foxp3
Fix/Perm pufferével végeztiink, a gyartd utasitasai alapjan. Az immunfenotipizalast
FACSCalibur aramléasos citométerrel végeztilk (Becton Dickinson). Minden FACS
mérésnél az alkalmazott bedllitasi kapukat az Eredmények fejezet megfeleld dbrajanak
jelmagyardzata mutatja be. Az eredmények értékelése a CellQuest™ szoftver 3.1
verzidjaval tortént. Az Osszlépsejt €s csontveldi sejtfrakciok fenotipizalasdhoz hasznalt

ellenanyagokat az 1. tablazat mutatja be.

A Treg sejtek beazonositasahoz a CD4 és CD25 markerek mellett a Foxp3 markert 1s
hasznaltuk. Ennek oka, hogy a CD25 marker az aktivalt nem-Treg CD4+ sejteken is
kifejezddik. Ez alapjan tehdt nem kiilonithetd el egyértelmiien a két sejtcsoport

egymastol.
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1. tablazat. A lépsejt- és csontveldi sejtpopulaciok jellemzésére hasznalt ellenanyag

kombinaciok

sejttipus antitest fluoreszcens jeloléssel

mind CD16/CD32 (jel6letlen)

CDA4+ T-sejt CD3¢-PE, CD4-PerCP

CD8+ T-sejt CD3¢-PE, CD8a-FITC, CD44-APC

CDA4-PerCP, CD25-PE, Foxp3-FITC/PE, CTLA4-PE,

Treg sejt

GITR-PE, GARP-PE

CD11c-PE, I-AP-FITC, CD40-APC, CD80-PECYy5, CD86-
o PECy5, B7-H1-APC, DEC205-PerCPCy5.5, TLR4-PE/Cy7
NK NK1.1-FITC
B-sejt CD19-PE

4.5. Apoptozis mérése

Az apoptozis vizsgalatdhoza TUNEL (terminalis deoxinukleotidil transzferdz-medialta
dUTP-biotin vég-jelolés) modszeren alapuld Mebstain apoptozis kitet hasznaltunk. A
modszer 1ényege, hogy a DNS-térésekhez a kettés lanc 3’ végén a deoxinukleotidil
transzferaz segitségével fluoreszcensen jelolt dUTP-t kotink és a fluoreszcenciat
aramlasos citométerrel detektaljuk. A vizsgalati id6pontjaink besugarzas utan 4 oraval,
1 nappal és 3 nappal voltak. Ezeket az idépontokat eldkisérletekkel allitottuk be, melyek
soran az apoptozist 2, 4, 18 €s 24 6raval a besugéarzas utan mértiik. Azt talaltuk, hogy az
apoptozis maximuma besugarzas utan 4 oraval mérhetd, mig a lecsengése 24 6ra mar

kimutathato.

Az egysejtes 1épszuszpenziot az 1. tablazatban leirt markerekkel jeloltiik figyelve arra,
hogy a sejtpopulaciok jelolésére olyan fluoreszcens festékkel kotott antitesteket
hasznaljunk, mely a TUNEL assay FITC-jelolt dUTP-jével kompatibilisen mérhetd. A
jelolt sejtekre ezutan 250 ul jéghideg sooldat (foszfat s6 puffer, PBS) és 750 ul etanol
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keverékét adtuk. A sejtek fixalasa 1 ml 1%-os paraformaldehiddel tortént. A fixalt
sejteket centrifugalas utan mintanként TdT puffer, dUTP-FITC és TdT enzim

oldatelegybe vettiik fel. A mintdkat aramlasos citométerrel mértiik és értékeltiik.
4.6. yH2AX assay

A besugarazott ¢és a bystander allatok Iépsejtjein végeztik el az assay-t mind

immuncitokémiaval, mind aramlasos citometriaval.

Immuncitokémighoz mintanként 10° sejtet tettiink ki 13 mm-es kerek fedélemezre, 24
lyuku plate-re. A plate-eket 35 x g-vel 5 percig centrifugaltuk, a feliiliszot ledntottiik, és
a sejteket 0,5 ml 2%-os PFA-val fixaltuk a lemezeken 5 percig szobahén. PBS-sel
torténd mosas utan a sejteket permeabilizaltuk: 0,5 ml 0,25%-0s Triton-X 100 oldat és
0,1% glicin elegyével 15 percig szobahén. Ujabb PBS-es mosasok utan 3%-0s BSA-val
blokkoltuk (30 percig szobah6n) a sejteken az aspecifikus festddést, majd a YH2AX
ellenes els6dleges antitesttel (foszfo-hiszton H2A.X (Ser139) nyal monoklonalis
ellenanyag) inkubéltuk 40 percig szobahdn. Fluoreszcensen jeldlt ellenanyagként nyul
Ig-ellenes AlexaFluor 488-cal kotott masodlagos antitestet hasznaltunk, amivel 30
percet inkubdltuk a sejteket szobahdn. Héromszori mosas utdn a feddlemezeket
felszedtiik a plate aljabol és egy csepp DAPI-val jelolt feddanyaggal targylemezre
tapasztottuk. A kiértékelés Zeiss Axio Imager fazis-kontraszt mikroszkoppal, 100x-0S
nagyitast objektiv alatt tortént, Zen2012 program felhasznalasaval. Targylemezenként

legalabb 100 sejtet vagy 50 fokuszt értékeltiink.

A YH2AX aramlasos citometrias elemzéséhez a 1épsejteket 4%-0S PFA-val fixaltuk
37°C-on 10 percig. A permeabilizalashoz 90%-os jéghideg metanolt hasznaltunk, és 30
percig inkubaltuk a sejteket vele. Az els6dleges és masodlagos antitestekkel valo jelolés
a fentieknek megfelelden tortént. A YH2AX+ sejtek aranyat FACSCalibur aramlasi

citométerrel hataroztuk meg és CellQuest Pro szoftverrel értékeltiik.
4.7. Sejtosztodas vizsgalata

A 1épsejtek osztddasi kinetikajanak kimutatdsdhoz a Ki67 intracelluldris proliferacios
marker expresszidjat mértiik aramlasos citométerrel. A Ki67 fehérje a sejtciklus

valamennyi fazisdban kifejezddik a sejtmagban a GO kivételével, ami alkalmassa teszi
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arra, hogy jelenlétével kovetkeztetni tudjunk a sejtosztédas tényére. A
1épsejtszuszpenzidt a fent leirtak alapjan izoldltuk a besugdrzds utdn tobb
id6pillanatban. Az 0Osszlépsejt szuszpenziot elGszor a specifikus kiils6 markerrel
jeloltiik, majd egy belsé festés kovetkezett, mely soran Ki67-PE antitestet hasznaltuk. A
citometrias mérés soran a Ki67+ (o0sztodo) és Ki67- (nyugvo allapotu) frakciokat

kiilonitettiik el egymastol.
4.8. Citokin génkifejezodes kimutatdasa

A 1épsejtek citokintermelésének vizsgalatdhoz a 1épeket a meghatarozott idédpontokban
(besugarzads utan 4 O6raval, 1 nappal vagy 3 nappal) tavolitottuk el. A
lépsejtszuszpenziobodl illetve az izolalt alpopulaciokbol RNS-t izolaltunk o0szlopos
szeparacio elvén alapuld kitek segitségével (pl. Qiagen RNeasy Mini Kit), a gyarto
HT) és gélelektroforézissel hataroztuk meg. c¢cDNS szintézishez 0,5 pg RNS-t
hasznaltunk, a reakciot a High Capacity cCDNA Reverse Transcription kit (Applied
Biosystems) segitségével végeztiik a gyartd utasitasai szerint. Az elkésziilt cDNS-b6l
kvantitativ RT-PCR reakciot végeztiink, melyet a kovetkezd reakcios eleggyel
futtattunk: 2 pl ¢cDNS, 1,2 pl primer parral (12,5 pM), 12,5 ul Maxima™ SYBR Green
gPCR Master Mix ¢és 9,3 ul viz. A reakcié egy Rotor-Gene RG-3000A Real Time
Thermal Cycler-ben zajlott. A ciklusprofil: kezdeti denaturacio 95°C-on 15 percig, majd
40 ciklus: denaturaci6 (95°C, 15 s), kitapadas (annelacio) (60°C, 30 s), lanchosszabbitas
(elongacio) (72°C, 30 s). A végs6 lanchosszabitas 72°C-on 10 percig zajlott. Az
olvadasi gorbe kiértékelés (72-95°C) wutan az egyszala DNS-lancok végso
Osszekapcsolodasa 72°C-on 10 perc alatt megtortént. A PCR termék specificitasat
poliakrilamid gélelektroforézissel ellendriztiik. A RT-PCR reakciohoz legalabb két
technikai parhuzamost mértiink Ossze minden esetben, és legalabb 3 kiilonb6zo
biologiai mintat hasznaltunk egy kezelési csoportbol. Az expresszids mintazatot P-
aktinhoz normalizaltuk, komparativ C; moddszerrel a Roto-Gene 6.0.33 verzidju

szoftverének segitségével.

A primereket Primer3 szoftver (http://frodo.wi.mit.edu/) segitségével terveztiik, a

szekvenciakat pedig a 2. tdblazat tartalmazza.
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2. tablazat. A valoés-ideji PRC reakcio soran hasznalt primerek szekvenciaja

Citokin (termék hossza) Szekvencia

forward: 5’>-GGCTGTATTCCCCTCCATCGT-3’
B-actin (314 bp)
reverse: 5’>-CGTACATGGCTGGGGTGTTGA-3’

forward: 5-AACACGCATGCGCAGATCAAAGC-3’
GDF15 (136 bp)
reverse: 5’-AAGTCTGCA-GTGACACACCACTGT-3’

forward: 5’-AAAGAAGCCCTGAACCTCCTGGAT -3’
GM-CSF (338 bp)
reverse: 5°-AGCAGCAGTCTGAGAAGCTGGATT -3’

forward: 5’-GCTTTGCAGCTCTTCCTCAT-3’
IFN-y (237 bp)
reverse: 5>-GGAAGCACCAGGTGTCAAGT-3’

forward: 5’-CCCAAGCAGGCCACAGAATTGAAA-3’

IL-2 (214 bp)
reverse: 5°>-AGTCCACCACAGTTGCTGACTCAT-3’
forward: 5>-TCACTGACGGCACAGAGCTATTGA-3’
IL-4 (256 bp)
reverse: 5°>-AATATGCGAAGCACCTTGGAAGCC-3’
forward: 5’-GATGGAACCCAAGGCTTTGTGCAT-3’
IL-5 (125 bp)
reverse: 5°>-TCACCCTTGGCTACACACTGAGTT-3’
forward: 5’-ATCCAGTTGCCTTCTTGGGACTGA-3’
IL-6 (134 bp)

reverse: 5’-TAAGCCTCCGACTTGTGAAGTGGT-3’

forward: 5°-GGGTTGCCAAGCCTTATCGGAAAT-3’
IL-10 (119 bp)
reverse: 5>-TCTTCAGCTTCTCACCCAGGGAAT-3’

forward: 5°-GAAGTCCAATGCAAAGGCGGGAAT-3
IL-12 (210 bp)
reverse: 5°-AAAG-CCAACCAAGCAGAAGACAGC-3’

forward: 5>-TACTTCCCTGGTGACCCTGTTGTT-3’
LT-B (378 bp)
reverse: 5°>-TCAGGGTTGAGGTCAGTTTCTGGT-3’

forward: 5>-TACGTCAGACATTCGGGAAGCAGT-3’
TGFB (186 bp)
reverse: 5°>-AAAGACAGCCACTCAGGCGTATCA-3’

forward: 5°-CCAACGGCATGGATCTCAAAGACA-3’
TNF-o (143 bp)
reverse: 5>-TGAGATAGCAAATCGGCTGACGGT-3’
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4.9. A CD4+Foxp3- sejtek CFSE jelolése

Azért, hogy megvizsgaljuk, hogy a besugarzas hatasara az effektor T-sejtek atalakulnak-
e Treg sejtekké, a sejteket karboxifluoreszcein szuccinimidil észterrel (CFSE) festettiik.
kovetden az intracellularis térben stabilan felhalmozddik, a sejtosztddas soran a festék
az utddsejtekbe egyenletesen oszlik meg, ugyanakkor nincs hatassal a sejtek
mikodésére, emiatt in vivo €s In vitro jelolésre €s a sejtosztodas nyomon kovetésére
egyarant alkalmas. A tisztitott CD4+CD25- sejteket 5 uM CFSE-rel jeloltiik, a reakcio
0,1% BSA tartalmu Ca++ és Mg++mentes PBS oldatban zajlott szobahén 5 percig. A
festést 5-szoros mennyiségii 10% BSA-t tartalmaz6 jéghideg RPMI-1640 hozzaadaséaval
allitottuk le 5 perc inkubacioval. A sejteket haromszor mostuk, majd Hank’s pufferben
vettiik fel az oltashoz. 1x10” sejtet injektaltunk allatonként i.v.. Két csoportunk volt, az
egyikben kontroll (besugarzast nem kapott) egerekbdl izolalt T-sejteket adtunk be az
allatoknak, a masikban 2 Gy besugérzas utan 1 nappal izolalt T-sejteket. Az oltas utan 6
nappal az allatokat ledltiikk, ¢és a Iépsejtjeikbdl szuszpenzidt készitve, aramlasos
citométerrel mértik a CFSE+ Foxp3+ sejtek aranyat a beoltott sejtekben korabban

(beoltas el6tt) mért Foxp3+ sejtjeihez viszonyitva.
4.10. T sejtek proliferacio-gatldasanak vizsgalata

Annak ¢érdekében, hogy a Treg sejtek funcionalis épségét besugarzads utan
megvizsgaljuk, a sejteket a besugarzas utani elsé napon szeparaltuk a 1épsejtekbdl. A T-
sejt szupresszios assay soran CD4+CD25- sejteket tenyésztettiik egyiitt 1:1 aranyban
besugarazott vagy nem besugarazott egerekbdl szarmazd CD4+CD25+ Treg sejtekkel.
A 96-lyuku U-alju tenyésztéedényen a sejteket 1x10° sejt/lyuk siirliségben RPMI-5
T-sejt proliferaciot a tenyésztés utolsé 16-18 éraban hozzaadott 1 pCi metil-*H-timidin
beépiilésének aranyabol hataroztuk meg. A 3H-timidin inkorporaci6 méréséhez a
sejteket begytijtottiik, Soluene-350 lizis pufferrel (4 rész puffer, 1 rész viz) kezeltiik,
majd Ultima Gold szcintillaciés koktélt adtunk a mintakhoz. A beépiilt radioaktivitast
Packard Tri-Carb 2900 TR folyadékszcintillacios szamlalo segitségével mértiik. A
CD4+CD25- T-sejtek relativ proliferacidjat %-ban fejeztiikk ki, ahol a 100% a Treg
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cres

eredményeket 3 fliggetlen kisérlet adatainak atlaga adta.
4.11. DC sejtek antigénfelvételének és antigénbemutatasdsnak vizsgadlata

Az antigénfelvételt 0 Gy és egy nappal korabban 2 Gy dozissal besugarazott allatokbol
izolalt DC sejteken vizsgaltuk, melyeket a korabban emlitett magneses szeparacioval
kiilonitettiink el. Ehhez egy FITC-jelolt SIINFEKL elleni antitestet hasznaltunk, mely a
B16-OVA egér melanoma sejtvonal altal termelt ovalbumin fehérje egyik epitopja elleni
antitest fluoreszcensen jeldlve. A sejteket az antitesttel inkubaltuk, mostuk és a felvett

fehérje mennyiségét aramlasos citométerrel mértiik.

Az antigénbemutatds vizsgalatdhoz a sejteket hoéinaktivalt savot tartalmazé RPMI-10

Pufferrel tortént egyszeri mosas utan a sejteket H2b-SIINFEKL-FITC (MHCI-hez
kotott fehérje) antitestettel jeloltikk a gyartd utasitasa szerint. A festédott / Gsszes sejt

aranyabol kovetkeztettliink az antigénfelvétel hatékonysagara.
4.12. EV-k izoldlasa, validalasa és az i.v. transzfer

A csontvel6i sejteket az allatok combcesontjabol és sipcsontjabdl izolaltuk besugérzas
utan 24 oraval. A csontokrol levagtuk az epifizist és a csontvel6t jéghideg PBS-sel,
fecskendd segitségével kimostuk a diafizisb6l. Az igy nyert mintdbdl pipettaval
szuszpendalva nyertiik az egysejtes szuszpenziot. Egyszeri centrifugalas (500 x g, 4°C,
10 perc) utan a sejtfeliiluszobol EV-t izolaltunk. Ehhez minimum 8 allat / dozis
sejtfeliiliszot egyesitettiik, és az ExoQuick-TC Kit-et hasznaltuk, a gyartd utasitasai
szerint. Az ExoQuick-TC egy olyan polimerhald, amely precipitalja az EV-ket. Az
izolalas folyamata roviden: a feliiliszot Osszegytjtottik és éjszakan at inkubaltuk az
ExoQuick oldattal a megadott ardanyban 4°C-on. Masnap 30 percig, 1500 X g-n
centrifugaltuk a mintat, majd 200 pul PBS-ben szuszpendaltuk fel a csapadékot. Az igy
nyert EV-t GE Healthcare SpinTrap G-25 oszlopon tisztitottuk meg, hogy az ExoQuick

polimerjét eltavolitsuk az EV-szuszpenziobol.

A plazma EV-ket az Exiqon exoszoma izolalo kitje (miRCURY Exosome isolation kit —

Serum and Plasma) segitségével nyertiik a kezelt és kontroll allatok vérplazmajabol, a
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gyartd utasitdsai szerint. A megfeleld mennyiség kinyeréséhez 5 4allat mintajat

egyesitettiik csoportonként.

Az EV-k hidrodinamikai méretét dinamikus fényszoras (DLS) modszerrel hataroztuk
meg, Avid Nano W130i DLS késziilékkel. A DLS elve, hogy a lézer fényt ateresztve a

minta-oldaton a fény szorodasan keresztiil szamoljuk a méreteloszlast.

A transzmisszids elektronmikroszkopos (TEM) felvételhez az EV mintdkat 3%-0s
paraformaldehidben (PFA) fixaltuk, réz mikrorostélyra (gridre) keriiltek, és 0,5% uranil-
acetat oldattal kezeltiik 2 percig. A grideket levegén szaritottuk 10 percig és Hitachi H-

7650 transzmisszios elektronmikroszkoppal készitettiik a felvételt.

Az EV mintak fehérje tartalmat Bradford fehérjeméréssel hatdroztuk meg és Synergy
HT spektrofotométerrel értékeltiik.

Az EV-specifikus fehérjék meghatdrozdsa Western Blot modszerrel tortént. Az EV
mintakat RIPA pufferben (2% protedz inhibitort tartalmaz) emésztettiik, 20 percig 4°C-
on. Mintanként azonos mennyiségli fehérjét futtattunk meg 10%-os natrium-dodecil-
szulfat-poliakrilamid (SDS-PAGE) gélen, majd a fehérjéket polivinilidin-fluorid
(PVDF) membranra blottoltuk. A csontvel6i sejt mintakkal ugyanigy jartunk el. Fehérje
standardként Prism Ultra fehérje 1étrat hasznaltunk. A membrant ezutan 3%-0s BSA
oldatban blokkoltuk. A CD9, TSG101 és calnexin antitesteket a gyartd ajanlasa szerinti
higitasban alkalmaztuk, és 90 percig inkubaltuk a membrant az -elsddleges
ellenanyagokkal, majd 60 percet nytl Ig-ellenes HRP-k6t6tt masodlagos ellenanyaggal,
szobahon, billegtetén. A keresett fehérjéket a membranon 3,3-diamino benzidin (DAB)

szubsztrattal jelenitettiik meg.

A bystander allatok kezelését a kovetkezOképpen végeztiik: egészséges egerekbe
farokvénan keresztil 10 pg EV-t injektaltunk, melyet 100 pl PBS vivdanyaggal
jutattunk be. Az allatokat 24 o6ra utan ledltiik €s periférias vért €s 1épsejteket gylijtottiink
be beldliik tovabbi vizsgalatokhoz.
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4.13. A csontveloi és plazma EV-k miRNS profiljanak meghatarozasa

4.13.1. miRNS profil meghatirozésa

A miRNS profil meghatarozasdhoz a csontvel6i EV-ket csoportonként 5 allatbol
izolaltuk, és csoportonként 3 fliggetlen mintat kiildiink el elemzésre az ExiqonServices
céghez. A cég végezte az RNS-izoldlast, a miRNS profil felvételét PCR reakcio

segitségével és az adatok kiértékelésének elso fazisat is elkészitette.

Az RNS-izolalast az EV-kbol az Exiqon a Qiagen miRNeasy kit-jével végezte.
Roviden, az EV mintdkat Qiazol lizis pufferrel emésztették szobahdn 2 percig. A
feliiliszot 100% etanollal kezelték és RNeasy Mini spin oszlopra centrifugaltak. Az
oszlopot a megadott pufferekkel cenifugaltdk tovabb, majd 50 pl RNS-mentes vizbe

elualtik a mintat.

A miRNS-ek elemzése RT-PCR array modszerrel tortént, melyet szintén az Exiqon
végzett. 19 ul RNS-t irtak at 95 ul reakcids térfogatban miRCURY LNA Universal RT
microRNS PCR, poliadenilacio és cDNS szintézis kittel. A ¢cDNS-t 50-szeresre higitva
10 pl reakcios térfogatt PCR reakcioba tették, a gyartd utasitasait kovetve. A qPCR-t a
mMiRNS Ready-to-Use PCR Mouse&Rat panel 1 + II segitségével, ExiLENT SYBR
Green master mix-szel végezték. A negativ kontrollok ugyanezen protokollok alapjan
keriiltek elemzésre. Az amplifikacié egy LightCycler 480 Real-Time PCR rendszeri
berendezésben, 384-lyuku plate-en zajlott. Az amplifikaciés gorbéket a Roche LC
szoftvere segitségével elemezték, mind a kvantifikdcios gorbéket, mind az olvadasi
gorbéket. Az amplifikacios hatékonysagot az Exiqon egy, a LinReg-hez hasonlo

algoritmussal szamolta.

4.13.2. miRNS array adatainak kiértékelése

A miRNS array adatainak elemzéséhez az Exiqon altal szamolt Ct értékeket vettiik
alapul. Az expresszios valtozast a 0 Gy mintakhoz paronként hasonlitva kaptuk, és 3
fiiggetlen minta elemzésébdl atlagoltunk. A szignifikancia értéket Student t-teszttel

szamoltuk.

A 0,1 Gy ¢és 2 Gy mintdkban megtalalhat6, eltérden expresszaléddo miRNS-ek lehetséges
bioldgiai szerepének elemzéséhez a DIANA-miR-Path szoftvert hasznaltuk (Vlachos és
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mtsai. 2015). A DIANA-mikroT-CDS célpont joslo algoritmus arra dolgoztak ki, hogy
a MIRNS-ek lehetséges célpontjait adja meg, a miRNS és a célpont RNS szekvencia
azonossaga alapjan. A program a Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
¢s a Gene Ontology (GO) adatbazisokkal 0sszevetve hatdrozza meg a miRNS-ek altal

szabalyozott jelatviteli itvonalakat.
4.14. Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzést kétmintas Student t-teszttel végeztik GraphPad Prism 5
programmal. A szorasokat (standard deviation) az abrakon hibasavokkal, a
tablazatokban pedig szamszerUsitve tiintettiik fel. Az adatok szignifikdnsak, ha p<0,05.
Az abrédkon p<0,05 esetén *, és p<0,001 esetén ** p<0,0001 esetén *** jelolést

alkalmaztunk.
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5. Eredmények
5.1. Sugarzas-indukalta apoptozis lépsejteken

5.1.1. A 1épsejt alpopulaciok eltérd mértékben pusztulnak besugarzas utan

Els6ként azt vizsgaltuk, hogy az akut kis és nagy do6zisu besugarzas hogyan befolyasolja

a lépsejtek apoptozisat (4. abra).

m0 Gy
50 A = 00.01 Gy
m0.05 Gy
20.1 Gy
§0.5 Gy
852Gy

40 A

30 -

N

Apoptézis (%)

AL

T

7
DAY

20 4

o

osszes limfocita CD4 sejtek Treg sejtek CD8 sejtek NK sejtek DC-k B sejtek

4. abra. Apoptozis gyakorisaga egér lépsejtekben egésztest besugarzas utian. Az
egereket egésztest besugarzasnak vetettiik ala az abran jelolt dozisokkal. A 1épsejteket a
besugarzas utdn 4 oraval izolaltuk, a sejtpopulaciokat a megfeleld fluoreszcens
ellenanyagokkal jeloltiik, €s az apoptdzist TUNEL modszerrel mértiik. Az eredmények
4 fliggetlen kisérlet adataibol szarmaznak. A fliggdleges tengelyen a megfeleld
sejtcsoportokon beliill az apoptotikus sejtek szazalékos aranyat tilintettik fel. A
hibasadvok a szorasokat jelenitik meg, p<0,05 esetén *, €s p<0,001 esetén ** jelolést

alkalmaztunk.

Az alabbi 1épsejt alpopulaciokat tanulmanyoztuk: CD3+CD4+ segité T-sejtek,
CD3+CD8+ citotoxikus T-sejtek, CD4+CD25+ Treg sejtek, NK sejtek, CD11c+ DC
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sejtek és CD19+ B-sejtek. A 1épsejteket a besugarzds utdn 4 oraval izolaltuk, és
kozvetleniil hasznaltuk fel az apoptozis vizsgalatdhoz. Az 0Osszlépsejtek spontan
apoptodzisa 3,6% volt, de ezen beliil az egyes sejtpopulacidk apoptozisa jelentds
eltéréseket mutatott. A CD4+ ¢és CDS8+ sejtek spontan apoptdzisa hasonld volt az
Osszlépsejtekéhez (3,74% a CD4+ sejtek és 3,37% CDS8+ sejtek esetén), viszont a B-
sejteké sokkal alacsonyabb (1%), mig az NK sejteké (6,5%), Treg sejteké (9,3%) és DC
sejteké (11,3%) sokkal nagyobb volt.

A kis dozisu besugarzas a legtobb vizsgalt populdcidban csokkentette az apoptozis
mértékét. A legszembetlinObb az NK ¢és kiilonosen a DC sejtek esetén 0,01 Gy és 0,1
Gy dozisok kozott volt, ahol 25-50%-al esett vissza az apoptotikus sejtek aranya a nem-
besugarazott sejtekhez képest (3. tablazat). Erdekes megfigyelés, hogy a CD8+ és B-
apoptozis. Nagyobb dozisu (0,5 Gy — 2 Gy) besugarzas kovetkeztében a legtobb
vizsgalt populacidban megnétt az apoptdzis. 2 Gy besugarzas utan az Osszlépsejtek
23%-a elpusztult, ez 6,6-szoros emelkedés a kontrolhoz képes. A B-sejtek bizonyultak a
legérzékenyebbnek, 15,5-szordsre emelkedett az elpusztult sejtek ardnya a kezdeti
allapothoz képest 2 Gy besugarzast kovetden. A CD4+ T-sejtek, Treg sejtek és CD8+
sejtek rezisztensebbek voltak az 6sszlépsejtekhez képest, a CD4+ T-sejtek esetén 5,1-
szeresre, a Treg sejtek esetén 4,1-szorosre €s a CD8+ T-sejtek esetén pedig 6,9-szeresre
emelkedett az apoptdzis mértéke. Az NK ¢és a DC sejtek pusztultak a legkevésbé, a
kontrolhoz képest mindéssze 3,3-szoros, ill. 2,3-szoros volt az apoptdzis mértékének

novekedése.
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3. tablazat. Apoptozis relativ valtozasa a kiilonb6zo egér 1épsejt populaciokban egésztest besugarzas utan. A relativ valtozast a nem

besugarazott kontrolhoz viszonyitva adtuk meg. Az eredmények 4 fiiggetlen kisérlet adataibol szarmaznak. A zardjelben a szorast tiintettiik

fel. A szignifikancia értékét a 0Gy kontrolhoz viszonyitva hataroztuk meg, p<0,05 esetén *, és p<0,001 esetén ** jelolést alkalmaztunk.

Dozis Vizsgalt sejttipus
Osszes 1épsejt CD4 sejtek Treg sejtek CD8 sejtek NK sejtek DC-k B sejtek

0 Gy 1 1 1 1 1 1 1

0.01 Gy 0.86 (£ 0.06)*  0.91 (+0.01)* 1.13 (= 0.37) 0.9 (+0.1) 0.73 (+ 0.29) 0.65 (+ 0.28) 0.91 (+0.2)
0.05 Gy 0.91 (+0.18) 0.85 (£ 0.01)* 0.94 (+ 0.33) 1.27 (£ 0.18) 0.74 (£ 0.02)*  0.59 (£ 0.05)**  1.32 (£ 0.06)
0.1 Gy 1.17 (£ 0.56) 1.68 (+ 0.65) 0.91 (+0.11) 1.42 (£ 0.58) 0.52 (+ 0.26) 0.74 (+ 0.21) 1.44 (£0.34)
0.5 Gy 4.2 (+2.11)* 2.39 (+ 0.47)* 3.1 (£ 1.2)* 2.93 (£ 0.63)* 0.94 (+0.04) 1.68 (+ 0.67) 5.94 (+ 1.07)*
2 Gy 6.62 (£3.53)* 513 (£0.41)*  4.15(x 1.24)**  6.95 (+ 0.71)** 3.26 (+ 1.35) 2.25 (£1.25) 15.52 (+ 2.99)*
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5.1.2. A Treq sejtek sugarrezisztensek

Mivel a Treg sejtek sugarrezisztenciaja jelentés mértékben befolyasolhatja a sugarzas-
indukalta immunvalasz kimenetelét, a tovabbiakban a CD4+Foxp3+ (Treg) sejtek
apoptotikus ratdjat hataroztuk meg 2 Gy dozisu egésztest besugarzas utan 4 oraval, 1
nappal és 3 nappal. Az Gsszes 1épsejtpopulaciot egylitt vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy
az apoptézis rata a besugarzds utdn 4 Ooraval volt a legnagyobb (8,1-Szerese a
kontrollnak), és még 3 nappal a besugarzas utan sem allt vissza kezdeti értékre. Ezzel
szemben az Osszlépsejtek apoptozisanal kisebb mértékii valtozast tapasztaltunk a
CD4+Foxp3- (effektor) és CD4+Foxp3+ (Treg) sejtek esetében, és az apoptdzis
kinetik4ja is eltérd volt. A sejtpusztulés relativ maximumat mindkét vizsgalt sejtcsoport
egy nappal a besugarzas utan érte el (5,4-szeres az effektor T-sejtek és 3,4-szeres a Treg

sejtek esetén), és a harmadik napra kezdett normalizalddni az értéke (5. abra).

35 - o m 0 Gy

20 o 22 Gy - 4 ¢6ra
m2Gy- 1nap

25 #2 Gy - 3 nap

20 - 5.4

34

Apoptotikus sejtek (%)

dsszes limfocita CD4+Foxp3- CD4+Foxp3+

5. abra. Apoptozis gyakorisaga egér lépsejtekben egésztest besugarzas utan. Az
egereket 2 Gy dozist egésztest besugarzasnak vetettiik ala. A 1épsejteket a besugarzas
utani  kiilonb6zé idépontokban izolaltuk, a T-sejteket a megfelelé fluoreszcens
ellenanyagokkal jeloltiik, és az apoptozist TUNEL modszerrel mértiik. Az eredmények
a megfeleld sejtpopulaciokon beliill mért apoptotizalt sejtek %-os aranyat mutatja. Az
oszlopok felett feltiintetett értékek a 0 Gy kontrolhoz viszonyitott apoptdzis
gyakorisaganak novekedését mutatjadk. Az eredmények 3-5 fiiggetlen kisérlet adataibol

szdrmaznak, egy kisérletben 2 4llatot hasznaltunk csoportonként. A hibasavok a
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szorasokat jelenitik meg. A szignifikancia értékét a 0Gy kontrolhoz viszonyitva

hataroztuk meg, p<0,05 esetén *, és p<0,001 esetén ** jelolést alkalmaztunk.

Az effektor T-sejtek spontan apoptozisa kisebb mértéki volt, mint a Treg sejteké. A
besugarzast kovetden azonban minden vizsgalt idOpontban az effektor T-sejtek esetén
nagyobb mértéki relativ sejthalalt tudtunk mérni, a Treg sejtekhez hasonlitva, noha ez a
kiilonbség a harmadik napon valt szignifikdnssd. A besugarzas utani harmadik napon a
Treg sejtek apoptdzisa a kontrol szint ald csokkent (0,7-szerese a 0 Gy értékének), az
effektor T-sejtek esetében ez még nem figyelheté meg ebben az idépillanatban (2,1-
szerese a 0 Gy értékének). Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a Treg sejtek
kevésbé érzékenyek a sugarzés-indukalta apoptdzisra, mint az effektor T-sejtek, és a

sejtek regeneralddasa is hamarabb megtorténik.
5.2. Sugdrzas hatasa a lépsejt alpopuldciok aranyainak valtozdsara

5.2.1. A 1épseijt alpopuldciok mennyisége sejttipusonként eltérden valtozik besugarzas

utan

Az egyes limfocita alpopulaciok apoptozisra valod hajlamanal azt vettiik észre, hogy az
jelentés mértékben valtozott a vizsgalt sejttipustol fiiggden. Ezért a tovabbiakban
megvizsgaltuk, hogy a mar emlitett 1épsejt alpopulaciok mennyisége a besugarzas
hatdsara 1 nap, 3 nap €s 7 nap utan hogyan valtozott (6A, B ¢és C. abra, dsszefoglalva a

4. tdblazatban.).

Egy nappal a 0,01 Gy dézisu besugarzas utan sejtszamnovekedést figyeltiink meg a
lépsejtekben, és a legtobb vizsgalt sejtpopulacioban is hasonld volt a tendencia (6A.
abra). Nagyobb dézisokkal (0,05 Gy — 0,5 Gy) torténd besugarzas utan dozisfiiggd
csokkenést mértiink a Iépsejtekben, és ez a valtozas hasonld volt az NK, a B- ¢és a Treg
sejtekben 1s. A CD4+ és CD8+ sejtek sokkal kevésbé bizonyultak érzékenynek kis
dozisti besugarzasra, mig a DC sejtek szama csokkent. A 2 Gy besugarzas jelentds
sejtszam csokkenést idézett elé a lépsejtekben, de az egyes alpopulaciok kozott
szembetiind kiilonbségeket taldltunk. Az Osszes Iépsejt 25%-a maradt életben a
besugarzast kovetd elsé napon. A CD8+ sejtek hasonld tendenciat mutattak, de a CD4+

sejtek, az NK sejtek, a DC-k ¢és kiilondsen a Treg sejtek szignifikansabban nagyobb
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tulélo frakcioval rendelkeztek. A B-sejtek szignifikdnsan érzékenyebbek voltak a 2 Gy

besugarzasra, mint barmelyik masik sejttipus (19,8% talélo sejt).
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6C. abra
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6. abra. Egér 1épsejt-populiaciok relativ valtozasa egésztest besugarzas utan. Az
egereket egésztest besugarzasnak vetettiik ala az abran jelolt dozisokkal. A 1épsejteket a
besugarzas utan 1 nappal (A), 3 nappal (B) és 7 nappal (C) izolaltuk, majd a
sejtpopulaciokat a megfeleld fluoreszcens ellenanyagokkal jeldltiik és aramlasos
citométerrel elemeztiikk. A 1épsejt-populaciok aranyainak valtozasat a megfeleld 0Gy
kontrolhoz viszonyitva abrazoltuk. Az eredmények 6 (A és B) illetve 4 (C) fiiggetlen
kisérlet adataibol szdrmaznak. A hibasavok a szérasokat jelenitik meg, p<0,05 esetén *,

¢és p<0,001 esetén ** jelolést alkalmaztunk.
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4. tablazat. Egér 1épsejt-populaciok szazalékos ardanya egésztest besugarzas utan kiilonb6z6 idépontokban. Az eredmények 4 fiiggetlen

kisérlet adataibol szarmaznak. A zardjelben a szorast tlintettiik fel. A szignifikancia értékét a 0Gy kontrolhoz viszonyitva hataroztuk meg, p<0,05

esetén *, és p<0,00lesetén ** jelolést alkalmaztunk.

1%

CD4 sejtek Treg sejtek CD8 sejtek NK sejtek DC-k B sejtek

nem besugarazott kontrol 16.74 (+ 3.36) 1.84 (+ 0.48) 10.71 (2.37) 6.37 (+ 1.72) 5.79 (+ 1.87) 55.87 (+ 6.26)
0.01 Gy 16.05 (£ 2.77) 2.02 (£ 0.62) 10.07 (+ 1.96) 5.98 (+ 1.73) 558 (+ 1.85)  61.94 (+3.06)*

0.05 Gy 15.8 (+2.24) 2.04 (+ 0.68) 10.05 (+ 1.52) 6.33 (+ 1.32) 5.03 (£0.57)*  58.86 (+ 1.5)*

1. nap: 0.1 Gy 15.96 (+ 3) 1.81 (+ 0.59) 10.23 (+ 1.44) 5.77 (+ 1.59) 5.86 (+2.26) 59.65 (+ 4.76)
0.5 Gy 17.67 (+ 4.36) 2.63 (£ 0.8)* 10.53 (£ 2.8) 6.15 (+ 1.58) 6.12 (+ 2.07) 56.82 (+ 4.52)

2 Gy 19.68 (+2.99) 4.04 (£ 1.46)**  7.85(+£0.57)** 9.36 (+ 1.8)** 8.86 (x 1.47)*  49.44 (+5.17)

0.01Gy 21.35 (£3.18)* 2.22 (+0.32)* 13.19 (+ 1.42)** 6.33 (£ 0.8) 535 (* 1.37) 5331 (+5.24)

0.05Gy 2222 (£2.62)** 226 (+0.13)** 13.61 (+2.52)* 6 (+0.9) 4.86 (£ 0.28) 51.55 (£ 5.4)

3. nap: 0.1Gy 21.01 (£2.41)** 2.35 (£ 0.24)** 12.7 (£ 2.2)* 5.7(£0.9) 4.65 (£ 0.44) 54.9 (+4.49)
0.5Gy 21.46 (£2.79)%  2.44 (£ 0.29)%* 12.98 (+ 1.78)* 7.71 (+ 1.08)* 537(+1.84)  41.79 (+3.42)*
2Gy 30.90 (£3.23)%*  5.03 (+ 1.07)** 12.61 (2.75) 13.67 (£2.34)** 6537 (x2.6)  31.18 (x9.42)*

0.01Gy 17.64 (+ 1.59) 1.76 (= 0.29) 12 (+ 1.67) 5.11(x 1.92) 521 (+ 1.63) 50.1 (+ 1.52)*
0.05Gy 18.51 ( 1.45)* 1.92 (= 0.25) 12.14 (= 1.28)* 6.2 (+2.57) 525(+2.21) 5337 (£11.15)
7. nap: 0.1Gy 16.7 (£ 3.07) 1.97 (+ 0.11)* 11.11 (+2.29) 5.56 (+ 1.85) 4.45(£1.49)  51.12 (£2.43)*
0.5Gy 17.7 (+ 1.1) 2.1 (+0.28) 11.12 (£ 1.52) 5.24 (+ 1.05) 5.23 (+2.13) 54.19 (+ 1.96)
2Gy 21.19 (+ 3.09)* 3.18 (+ 0.89)* 13 (£ 2.09)* 8.34 (+2.39) 724 (+1.24)  36.08 (+9.64)*
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A besugarzast kovetd harmadik napra a 1épsejtszam elérte a minimumat (6B. abra), 0,05
Gy dozisu besugarzas kb. 25%-kal csokkentette a 1épsejtek szamat, és az nem valtozott
0,1 Gy ¢és 0,5Gy besugarzas utan sem. A Treg sejtek, az NK sejtek és a DC-k relativ
szama alacsonyabb volt 0,1 Gy besugarzas utan, mint 0,5 Gy utan, ami egy esetleges
hiperérzékenységre utalhat kis dozis hatasara, bar a valtozasok nem voltak
szignifikansak. A CD4+, a CD8+ ¢és a B-sejtek szama hasonld tendencidt mutatott,
dozisfiiggden csokkent a kis dozisok tartomanyaban. A besugarzas utani napon
tapasztalt kiilonbségek 2 Gy besugarzds utan a harmadik napon is fennalltak; a
CDA4+/CD8+ és CD4+/CD4+CD25+ arany csak enyhén valtozott a korabbi idéponthoz
képest. A legrezisztensebbnek a Treg sejtek, az NK sejtek és a DC-k bizonyultak, a
talélo frakciok rendre 53%, 45% és 42% voltak.

Hét nappal a besugarzas utan a Iépsejtek szama csekély mértékben valtozott ahhoz
képest, amit a besugarzast kovetd harmadik napon leirtunk (6C. 4bra), bar a valtozasok
jellege kiilonbozott a kis és nagy dozisok tartomanydban. A nagy dozisu (0,5 Gy — 2
Gy) besugarzas utan a hetedik napra az 0sszes vizsgalt sejtcsoportban enyhe visszatérés

volt tapasztalhat6 a besugarzas eldtti sejtszamok iranyaba.

5.2.2. Treg sejtek sugarrezisztencidjanak lehetséges okai

Az eredmények azt mutatjak, hogy a CD4+ sejtek sokkal rezisztensebbek a sugarzéssal
szemben, mint az Osszlépsejt populacio, ezen beliil a Treg sejtek pedig még
ellenallobbak. Ez a kiilonbség azt eredményezte, hogy a nagy dézist (2 Gy) besugarzas
hatdsara a Treg sejtek ardnya a CD4+ T-sejteken beliill megemelkedett. E jelenség
hatterét vizsgalva 1épbdl izolalt CD4+CD25+Foxp3+ sejtek szamat és aranyat mértiik
besugarzas utan. A massziv sejtszdm csokkenés mar egy nappal a besugirzas utan
megjelent a lépsejtek kozott (a nem besugarazott kontrollhoz képest 4,24-szeres
csokkenés), €s tovabb folytatédott a harmadik nap is (5,38-szoros csokkenés a
kontrolhoz képest), mig a hetedik napra egy enyhe regeneraciot tapasztaltunk (3,78-
szoros csokkenés). Hasonlo sejtszdm csokkenést kaptunk a CD4+ Iépsejtek és a
volt jelentds (3,9-szeres, 4,58-szoros, ill. 3,11-szeres a CD4+ sejtek kozott, és 2,92-

szeres, 3-szoros, ill. 1,98-szoros a Treg sejtek kozott) (5. tablazat).
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5. tablazat. Lépsejt populaciok sejtszamainak iddobeli valtozasa besugarzas utan
egérben. Az abszolut sejtszamokbol a CD4+CD25+Foxp3+ sejtek ardnyat és annak
besugarzas utan kiilonb6z6 idépontokban izolaltuk, majd a sejtpopulaciokat a megfeleld
specifikus fluoreszcens ellenanyagokkal jelsltiik. Abszolut sejtszamokat (x10°) adtunk
meg, zardjelben a szorasokat tiintettiik fel. Az eredmények 4 fiiggetlen kisérlet adataibol
szarmaznak. A besugarzas utan 3 és 7 nappal szdmolt szignifikancia értékeket az 1
napos ¢s 3 napos adatokkal Osszehasonlitva szamoltuk, p<0,05 esetén * jelolést

alkalmaztunk.

Besugarzas utani nap IigiZiﬁ:a CD4+ sejtek CD4;¢§;(ZS;SKD25+
kontrol 125.32 (£26.06) 2221 (+4.91) 1.93 (£0.53)
1 29.55 (£3.27) 5.7 (20.62) 0.66 (£0.12)
3 2328 (£2.57)*  4.85 (+1.04) 0.64 (£0.16)
7 33.17 (£9.49)*  7.15 (£1.96)* 0.97 (£0.37)*

A nagyfoku limfopénia utdn a sejtek homeosztatikus osztddasa biztositja a sejtszdm
helyredllitdsat a szervezetben. Az egyenldtlen mértékii osztdodas szerepet jatszhat a
limfocita populacidk iddleges aranyvaltozasaiban 1is, ezért megvizsgaltuk a
CD4+Foxp3- effektor T-sejtek és a CD4+Foxp3+ Treg sejtek proliferacios rataja kozotti
kiilonbséget. Ehhez az intracellularisan kifejez6dé Ki-67 markert hasznaltuk. A nem-
besugarazott allatokban a CD4+ populéacion beliil 3,4% osztoddo CD4+ sejtet talaltunk.
Ez az érték 2 Gy besugarzas utani napra fokozatosan lecsokkent, majd a harmadik napra
6,2%-ra emelkedett az osztddd sejtek ardnya, és a késObbi vizsgalati idépontokban

gyakorlatilag véaltozatlan maradt (7A és B. abra).
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7A. abra
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7. abra. CD4+ alpopulaciok sejtosztodasi kinetikajanak valtozasa 2 Gy besugarzas
hatasara egér lépben. A Ki67+ sejtek aranyat a CD4+ populacion beliil hataroztuk
meg 4 oraval, 1, 3, 7 és 11 nappal a besugarzas utan. (A) A vizszintes vonal a
CD4+Ki67+ sejtek szazalékos aranyat mutatja a CD4+ populacion beliil az 1dd
fiiggvényében. Az oszlopok a CD4+Foxp3- és CD4+Foxp3+ sejtek szazalékos
megoszlasat mutatjak az osztodo CD4+ sejteken beliil. Az adatok 3-5 fliggetlen kisérlet
eredményét mutatjak, egy kisérletben 2 allatot hasznaltunk csoportonként. (B) Egy
tipikus kisérlet aramldsos citometrids elemzését mutatja az dbra. A szdmok az adott

markerre pozitiv sejtek szazalékos aranyat jelentik.
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Az o0szt6d6 sejteken beliil a Foxp3-/Foxp3+ sejtek ardnya a kezdeti 74/26-r6l a
besugdrzas wutdni 11. napra 59/41-re valtozott. Ezekbdl az adatokbol arra
kovetkeztethetiink, hogy a besugarazott egérben a Treg sejtek proliferacios dinamikaja
joval nagyobb volt, mint a Foxp3- T-sejteké, amely a csokkent apoptotikus rataval

egylitt eredményezi a fentiekben tapasztalt mértékli Treg feldusulast a 1épben.

Hogy megvizsgaljuk annak a lehetdségét, hogy a Treg sejtek CD4+ sejteken beliili
szelektiv aranyvaltozasa nem a Foxp3- sejtek in vivo konverzidjanak kovetkezménye-e,
egereket i.v. oltottunk izolalt, CSFE-jelolt effektor T-sejtekkel, €s 1 nappal késébb 2 Gy
dozissal besugaraztuk Oket. A besugarzast kovetd 5. napon meghataroztuk a CFSE+
sejtek fenotipusat. A CFSE+ sejtek ardnya a lépben mind a besugarazott, mind a
kontroll allatokban kb. 0,5%-a volt az sszes Iépsejtnek. A CFSE+ Treg sejtek aranya a
Iépben a kisérlet kezdetén 0,73% volt. Konverziordl akkor beszélhetnénk, ha ez az
arany jelentésen megndtt volna, igy arra kovetkeztethetiink, hogy a CD4+Foxp3-

effektor T-sejtek nem alakultak at CD4+Foxp3+ Treg sejtekké besugarzas hatasara.
5.3. 4 besugarzas megvdaltoztatja a lépsejtek citokin génexpressziojat

A Dbesugarazott egerek lépsejtjeib6l RNS-t izoldlva meghatdroztuk a citokin
génexpresszios profiljukat. A kiilonbozo citokinek relativ mennyiségét qRT-PCR
segitségével mutattuk ki. A citokintermelés idéfliggésének vizsgalatahoz tobb kisérleti
végpontot hasznaltunk: besugéarzas utan 4 oraval, 1 nappal, 3 nappal (8A, B és C. dbra).
A vizsgalt citokinek kozott a Thl (IL-2, IL-12, IFN-y, LT-p és TNF-a), Th2 (IL-4, IL-6,
IL-10, TGF-B) és hematopoetikus novekedési faktor jellegiick (GM-CSF, IL-5) is
voltak. A Thl sejtek altal termelt citokinek a gyulladéasi folyamatok elinditasaban
jatszanak szerepet, a Th2 sejtek altal termelt citokinek pedig az ellenanyagok termelését
segitik eld. Vizsgaltuk tovabbad a GDF15 expresszidjanak a valtozasat a sugarzas
hatasara. A GDFI15 egy citokin-jellegii fehérje, melynek a limfocitakra gyakorolt
bioldgiai funkcidja nem pontosan ismert. Vizsgalataink szempontjabol azért volt
érdekes, mert korabbi eredményeink (Kis és mtsai. 2006, Sandor és mtsai. 2015) ¢és
irodalmi adatok (Schiegnitz és mtsai. 2016) alapjan a fehérje expresszioja dozisfiiggd

valtozasokat mutatott, tehat lehetséges, hogy egy sugarvalasz génrdl van szo.
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A nagy dozist (2 Gy) besugarzas a legtobb vizsgalt citokin kifejezddését megvaltoztatta
jellemzdéen novelve azt. Kis dozisi besugarzas utan is kimutathatok voltak valtozasok,
de azok sokkal kisebb mértékiiek és kevésbé egyértelmiinek bizonyultak, mint a nagy
dozist besugarzas hatasara végbement valtozasok. IFN-y €s az IL-2 expresszid csokkent
kis dozist besugarzas utan, és nétt 2 Gy besugarzas utdn minden vizsgalati idépontban,
jollehet a legkifejezettebb a valtozas a besugarzast kovetd negyedik oraban és harmadik
napon volt. Az IL-12 expresszié csokkent kis dozis és nétt nagy dozis hatdsara a
besugarzas utani legkorabbi idopontban, és 3 nap mulva visszaallt a kontroll szintre. Az
LT-B citokin expresszidja majdnem 50%-kal csokkent a 2 Gy besugarzast kovetd
harmadik napra, am a kis dozisi besugarzas nem volt hatdssal ra. Az IL-4
génkifejez0dése mind a kis, mind a nagy dozis hatasara csokkent 4 ordval a kezelés
utan. A kis dozist besugarzds okozta valtozds még 3 nappal késébb is mérhetd volt,
ezzel szemben 2 Gy besugarzas utan visszatért a normal szintre. Az IL-6 expresszidja
kétfazisos jelleget mutatott: 4 oOrdval a besugarzds utan szignifikans emelkedést
detektaltunk minden ddzisra. Késébb, egy nappal a besugarzas utdn a szintje a kontroll
érték ala csokkent, és a kezelés utani harmadik napra allt vissza a normal értékre. Az IL-
10 citokin a kezdeti idopontokban nem valtozott, a legjelentésebb dozistiiggd
expresszio-novekedést a besugarzas utan 3 nappal mértiik. A GDF-15 expresszidja
csokkent a kis dozisu besugarzas hatasara a kezelést kovetd napon, mig 2 Gy besugarzas
hatdsdra a szintje tartdsan megemelkedett, egészen a harmadik napig. A GM-CSF
génkifejez6désre nem volt hatassal a kis dozist besugarzas. Két Gy dozis utan azonban
kétfazist gorbét mutatott (de az IL-6-hoz képest eltéré lefutast): a legjelentdsebb
overexpresszio a besugarzas utan 4 oraval €és 3 nappal mutatkozott, a besugarzas utan 1
nappal azonban a gén kifejezédésének mértéke visszaesett. Mind a kis, mind a nagy

dozist besugarzas az IL-5 expresszid ndovekedését okozta, minden vizsgalt végpontban.
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8. abra. Egér lépsejtek citokin génexpressziéjanak valtozasa besugarzas utan. Az
egésztest besugarzas utan 4 oraval (A), 1 nappal (B) és 3 nappal (C) a 1épekbdl RNS-t
izolaltunk, és a citokin expresszidos mintdzatot qRT-PCR-rel vizsgaltuk. Az adatok 3
fiiggetlen kisérlet eredményei, ahol minden kisérletben dézisonként 2-2 allat Iépsejtjeit
atlagolva értékeltiik. A hibasavok a szorast tiintetik fel. A szignifikancia értékét a 0Gy
kontrolhoz viszonyitva hataroztuk meg, p<0,05 esetén *, és p<0,001 esetén ** jelolést

alkalmaztunk.

5.4. Treg sejtek funkcionalis valtozdasa 2Gy besugadrzas hatasara

A besugarzas a Treg sejtek funkcionalis épségét tobb modon is megvaltoztathatja: a
sejtfelszini receptorok mennyiségének csokkentésével vagy novelésével, illetve a
citokintermelés modositasdval. Harom, a T sejtek aktivacidos szintjét jellemzd
sejtfelszini fehérje kifejezddését kovettiik nyomon, a CTLA-4, a GARP ¢és a GITR
molekulaét. Az in vivo egésztest besugarzas utan 3nappalizolalt 1épben festettiik a
sejteket a megfeleld markerekkel. Eredményeink szerint a CTLA-4 molekulat
expresszaldo Treg sejtek aranya a besugarzas el6tt 5,3% volt, amely 2 Gy besugarzas
hatasara 10,5%-ra nétt. Erdekes modon a CTLA-4 expresszio az effektor T-sejteken is

novekvo tendenciat mutatott (9. abra).
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9. abra. A CTLAA4 sejtfelszini marker novekedése a CD4+ alpopuliaciokban 2 Gy
besugarzas utan egér lépben.(A) A frissen izolalt 1épsejteken a megfelelé markerek
jelolése utan a CTLA4+ sejtek aranyat hataroztuk meg a CD4+Foxp3- (T effektor) és
CD4+Foxp3+ (Treg) sejtpopulaciokban. Az adatok 3 fiiggetlen kisérlet eredményeit
mutatjak, csoportonként 2 allattal. A hibasavok a szorast tiintetik fel. A szignifikancia
értéket p<0,00lesetén ** -al jeloltik. (B) Egy tipikus kisérlet aramlasos citometrids

crer

sejtek szazalékos aranyat jelentik.

A GARP fehérje szintje 26,77%-r6l 50,65%-ra nétt a Treg sejteken a besugarzas
hat4sara. Hasonloképpen a besugarzas fokozta a GITR marker sejtfelszini megjelenését
is a Treg sejteken (78,24%-r61 83,05%-ra) (10. abra). Ezek az adatok azt mutatjak, hogy
2 Gy besugarzéas hatasara mérsékelten megndtt az aktivacios markerek expresszidja a

Treg sejteken.
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10. abra. A GITR és GARP sejtfelszini marker novekedése a CD4+Foxp3+ Treg
sejteken 2 Gy besugarzas utan egér lépben. A frissen izolalt 1épsejteken a Treg sejtek
azonositasara szolgald markerek jelolése utan a GITR+ és GARP+ sejtek aranyat
hataroztuk meg. Az adatok 3 fliggetlen kisérlet eredményeit mutatjak, csoportonként 2
allattal. A hibasavok a szorast tiintetik fel. A szignifikancia értéket p<0,001lesetén ** -al
jeloltiik.

A T-sejt gatlasban résztvevd sejtfelszini markereken kiviil a Treg sejtek tobb olyan
citokint is kifejeznek, melyeknek a szupresszids fenotipus fenntartdsaban jelentdségiik
van. Ezek koziil mi az IL-10 és a TGFp citokinek expresszios valtozasat vizsgaltuk 2
Gy besugarzas hatasara izolalt Treg és effektor T-sejtekben. Az IL-10 mRNS-
expresszid alapszintje magasabb volt Treg sejtekben, mint effektor T-sejtekben.
Besugarzas hatasara enyhe (1,2-szeres) emelkedést tapasztaltunk Treg sejtekben (11.
abra). Erdekes moédon az effektor T-sejtek esetén is ki tudtunk mutatni expresszid
novekedésre utalo tendenciat, amely egy kicsit nagyobb mértékii (1,4-szeres) volt, mint
a Treg sejtekben. A TGFP expresszio alapszintje a CD4+Foxp3- effektor T sejtekben
nagyobb volt a Treg sejtekben mért szinthez képest, és a besugarzas csak tovabb novelte
a génkifejez0dést, mig Treg sejtekben valtozatlan maradt. Az eredményeink alapjan
megallapithato, hogy az effektor T-sejtekben az IL-10 és a TGFf expresszio jelentdsebb

mértékben ndtt meg, mint a Treg sejtekben, bar hozzd kell tenni, hogy ezek a
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kiilonbségek relative kicsik, és nem feltétleniil tiikrozik a szekretdlt citokin
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11. abra. CD4+ sejtpopulaciok IL-10 és TGFp citokin génkifejez6désének valtozasa
egér lépben. 2 Gy besugarzas utan 3 nappal szeparalt Treg ¢s effektor T-sejtekbol RNS-
t izolaltunk, majd a citokin expressziés mintazatot qRT-PCR-rel mértiikk. Az adatok 2
fiiggetlen kisérlet eredményei, ahol minden kisérletben 2 mintat értékeltiink. A
hibasavok a szorast tiintetik fel. A szignifikancia értékét a 0Gy kontrolhoz viszonyitva

hataroztuk meg, p<0,05 esetén *jelolést alkalmaztunk.

« ey

funkcionalis tesztekkel vizsgaltuk. Treg sejteket a 2 Gy ddzissal besugarazott €s a nem
besugarazott kontroll allatokbodl izolaltunk a besugarzas utan 3 nappal, majd egyiitt
mérése volt a kisérlet végpontja. Azt tapasztaltuk, hogy mig a kontroll Treg sejtek 6%-
ra lecsokkentették az oszt6do effektor T-sejtek aranyat, addig a besugarazott allatbol
szarmazo Treg sejtek csupan 14%-ra tudtak csokkenteni a proliferald T-sejtek aranyat
(12. abra). Ez a szignifikans szupresszios kapacitas-csokkenés arra utal, hogy a 2 Gy

besugarzas kart tesz a Treg sejtek funkcionalis épségében.
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12. abra. Treg sejtek gatlo képességének valtozasa besugiarzas hatasara egér
lépben. A Treg és effektor T-sejteket magneses szeparacid modszerével izolaltuk a
besugarzast kovetd harmadik napon. A sejteket 5 napig tenyésztettiik egyiitt. Az

crer

effektor T-sejtek proliferacidjat *H timidin inkorporacié mérésébdl hataroztuk meg. A
mértékéhez viszonyitva értékeltilk. Az adatok 4 fiiggetlen kisérlet eredményei, ahol
minden kisérletben csoportonként 2 parhuzamos mintat értékeltiink. A hibasadvok a

szorast tiintetik fel. A szignifikancia értéket p<0,001esetén ** -al jeloltiik.

5.5. DC-k funkcionalis valtozasa 2Gy besugarzas hatdsara

A DC-k funcionalis valtozasainak értékelését tobb szempont alapjan végezhetjik.
Eloszor a sejtfelszini kostimulaciés molekuldk valtozasaibol kovetkeztethetiink a
megvaltozott mikodésre a besugarzas utani els6 napon, majd a DC-k antigén

felvételének és -bemutatasanak valtozasat vizsgaltuk.

Az érett egér 1ép DC-kre jellemzd a CD80, CD86 és CD40 molekuldk expresszidja,
mely aktivacido hatdsara fokozodik. Kis dozist besugarzds utdn a receptorok
kifejez6dése nem valtozott, kivétel ez alol a 0,25Gy besugarzas utan tapasztalt enyhe
emelkedés a CD80 szintjében (53,43%-161 65,99%-ra), illetve a DEC205 markert
kifejezd DC-k mennyiségének kismértékii csokkenése (13,37%-rol 11,83%-ra) (13.

abra).
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13. abra. A DC sejtek sejtfelszini markereinek valtozasa egér lépben. A 2 Gy
besugarzas utan 1 nappal frissen izolalt 1épsejteken a DC sejtek azonositasara szolgalo
CDl1lc és MHCII markerek jelolése utan a ko-stimulaciés (CD40, CD80, CD86),
antigénfelvételhez kapcsolodd (DEC205) és ko-inhibicios (B7H1) markereket kifejezo
sejtek aranyat hataroztuk meg. Az adatok 5-6 fliggetlen kisérlet eredményeit mutatjak,
csoportonként 2 allattal. A hibasavok a szorast tiintetik fel. A szignifikancia érték

2 Gy A

0 Gy -

2 Gy

2 Gy A

0 Gy 1
0,1 Gy -

0,25 Gy -

B7H1

2 Gy

0 Gy
0,1 Gy 1
0,25 Gy
2 Gy 1

DEC205

p<0,05 esetén *, p<0,001 esetén **, p<0,0001 esetén *** jelolést alkalmaztunk.

A DC-k felszinén kifejez6dé6 DEC205 fehérje egy mannéz receptor, amely az

antigénfelvételben, feldolgozasban és bemutatdsban jatszik szerepet (Jiang €s mitsai.
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1995). A T-sejt valasz kivaltasaban szerepet jatszo kostimulacios fehérjék 2 Gy
besugarzas hatdsara a DC populacid nagyobb részének felszinén expresszalodtak.
Legszembetiinbb a CD86 és a CD80 marker emelkedése volt, elobbi 2-szeresére,
utdbbi 5,5-szo6résére valtozott a nem besugarazott kontroll mintdkhoz képest. A T-sejt
valasz gatlasaban részt vevé B7-HI1 marker kifejez0dése a besugarzas hatasara 2,9—

szeresére emelkedett a sejteken.

Lattuk, hogy az antigénfelvételért felelés DEC205 kifejez6désének mértéke
kismértékben csokkent a DC populacion beliil 0,25 Gy besugarzas utan 1 nappal. A
tovabbiakban ezért megvizsgaltuk, hogy ez a valtozas a DC-k antigénfelvevo
képességére is ilyen hatdssal van-e. A funciondlis essz¢ soran egy jeldlt OVA peptiddel
inkubaltuk a kontroll és besugarazott sejteket. Erdekes médon azt talaltuk, hogy 0,1 Gy
besugarzas utan a DC-k kevesebb jelolt OVA peptidet vettek fel, mint a kontroll sejtek
(12,46 ill. 10,38%). A nagy dozisi besugarzas nem valtoztatta meg szignifikansan a

sejtek antigénfelvevo képességét (14. abra).
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14. abra. DC sejtek antigénfelvételi kapacitasanak valtozasa besugarzas hatasara.
A besugarzas utani napon izolalt CD11c+ DC-ken fluoreszcensen jelolt OVA peptid
segitségével mértiikk az antigén felvételt aramlasi citométerrel. Ehhez a peptidet felvett
sejtek szazalékos aranyat hataroztuk meg az 6sszes DC-n beliil. Az adatok 3 fliggetlen
kisérlet eredményeit mutatjak be. A hibasavok a szorast tiintetik fel. A szignifikancia

értek p<0,05 esetén * jelolést alkalmaztunk.
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A 0,25Gy besugarzas a kontrollhoz (0Gy) képest csokkenti az DC-k antigénbemutatd
képességét (az eredmények szignifikancia kozeliek) 1 nappal besugarzas utan. Ezek az
eredmények logikus Osszhangban allnak azzal, amit a sejtfelszini DEC205 fehérje
kifejezodésének valtozasaval kapcsolatban tapasztaltunk 0,25Gy dozisu besugérzas
utan: a DEC205 szintje csokkent, mig az antigénbemutatdé képesség (ennek
megfeleléen) visszaesett a kontrollhoz képest. A nagy dozisu (2Gy) besugarzas utan egy
tendenciat lattunk az antigénbemutatd képesség novekedésének iranyaban, de az

eredményeink a 0Gy-hez viszonyitva nem adtak szignifikans kiilonbséget (15. abra).

MHC-OVA+ sejtek (%)

0 Gy 0,1Gy 025Gy 2Gy

15. abra. DC sejtek antigénbemutaté képességének valtozasa besugarzas hatasara.
A besugarzas utani napon izolalt CD11c+ DC-ket OVA peptid jelenlétében inkubaltunk,
majd fluoreszcensen jelolt MHC-OVA marker kifejez6dését mértiikk aramlasi
citométerrel. Ehhez a peptidet bemutatott sejtek szazalékos aranyat hataroztuk meg az
Osszes DC-n belil. Az adatok 3 fliggetlen kisérlet eredményeit mutatjdk be. A

hibasavok a szorast tiintetik fel.

5.6. Az izolalt EV-k exoszomak és mikrovezikulumok

A DLS eredmények alapjan a csontvel6i EV-k atmérdje 169 nm (= SD = §3), 252 nm (+
SD = 136), illetve 226 nm (= SD = 106) volt a 0 Gy, 0,1 Gy és 2 Gy dozissal
besugarazott allatokban (16.B abra).
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16. abra. Csontvel6i és plazma EV-k jellemzése. (A) Az EV-k méreteloszlasa 0Gy,
0,1Gy és 2Gy besugarzas utan, DLS modszerrel meghatarozva. (B) Transzmisszios
elektronmikroszkopos felvétel a csontvel6bdl izolalt EV-krdl (a kép a 0Gy kontroll
allatbol szarmazo mintat mutatja). (C) Western blot analizis az EV-kr6l calnexin,
TSG101 és CD9 fehérjék meghatarozasaval. Az elsd zsebbe a 1étra keriilt, a masodikba
a csontvel6i sejt lizatuma, a harmadiktol hatodikig a csontveldi EV-k mintéi, a
hetediktdl a kilencedikig a plazma EV-k mintai lathatok. A 0Gy* az a minta, amelyet
nem tisztitottunk meg a PD-Spin oszlopon. Az abrak egy-egy tipikus eredményt

mutatnak.

A kiilonbozé dozissal besugarazott egerekbdl szarmazd EV-k atmérdje kozott
szignifikdns eltérés nem mutatkozott, igy elmondhatd, hogy a besugarzas nem
befolyasolta az EV-k méretét. Elektronmikroszkopos képen az EV-kre jellemzd kerek
testecskék latszanak, néhany az exoszomak jellegzetes ,,csésze” formajat mutatja (16.B

abra). Az EV-ket tovabb jellemeztiik Lotvall és mtsai. ajanlasa alapjan, EV-specifikus
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(legalabb két ilyen fehérjével kell jellemezni) és EV-nemspecifikus (legalabb egy)
fehérjéket azonositottunk a mintdkban Western Blot modszerrel (Lotvall és mtsai.
2014). A kontroll és besugarazott egerekbOl szarmazé EV-k is megfeleltek a
kritériumoknak: a CD9 tetraspanint (Andreu és Yanez 2014) és a TSG101 fehérjét (Razi
¢s Futter 2006) tartalmaztak, az endoplazmas retikulumbo6l szarmazé calnexin fehérjét
azonban nem. A jellemzést a csontveldi és a vérplazmabdl izoldlt EV-k esetén is

elvégeztiik, hasonl6 eredménnyel (16.C ébra).
5.7. EV transzfer megvaltoztatta a lépsejt alpopuldciok ardanyat

A limfocitak (a 1épsejtek 85 %-at kitevé populacio) szamanak ¢és a limfocita
alpopulaciok (CD4+ és CD8+ T-sejtek, CD19+ B-sejtek, NK-sejtek és DC-k) osztodasi
képességét vizsgaltuk a kozvetlen besugarazott ¢és EV recipiens 4allatokban. A
korabbiakhoz hasonléan kimutattuk, hogy az egyes limfocita alpopuldciok jelentdsen
eltérnek sugarérzékenységiikben. A kis dézisok hatdsara nem csokkent szignifikansan,
ugyanakkor a 2 Gy besugarzas csokkentett a CD4+, CD8+ T-sejtek és B-sejtek aranyat
a kontroll 60, 45 és 30 %-ara (17.A, C és E abra). Az NK-sejtek szamat nem
csokkentette a kozvetlen besugarzas (17.G abra). Erdekes modon jelentds BE-t mértiink
ki a CD4+ ¢és CD8+ T-sejt populacidokban, a B-sejtek és NK-sejtek esetén viszont ez a
hatas nem volt kimutathatd. A kontroll allatokban a sejtek proliferacios rataja 9,5, 9, 24
€s 26 % volt a CD4+, CD8+ T-sejtek, B-sejtek és NK-sejtek esetén, ezt az aranyt
onmagaban az EV transzfer (vagyis a 0 Gy allatokbol izolalt EV oltdsa) sem valtoztatta
meg. Az osztodasi ardnyban tapasztalhatd valtozasok a besugarzas utan az alpopulaciok
sugarérzékenységét tiikrozték: 2 Gy besugarzas utdn minden vizsgalt populdcidban
csokkent. A bystander allatokban ez a valtozéas hasonld volt, de sokkal kisebb mértékii a
kozvetlen besugarzashoz képest (17.B, D, F és H abra). A 1ép DC-ket CD11c- és
MHCII-pozitivitasuk alapjan azonositottuk. A fent vizsgalt limfocita alpopulacidkkal
ellentétben a DC-k szama nem csokkent sem a kdzvetlen besugarzasra, sem a bystander

allatokban egyik dozis utan sem (18.A éabra).
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17. abra. A besugarazott és bystander egerek lépsejtjeinek fenotipizalasa. A
kozvetleniil besugarazott és a bystander allatokbol szarmazé 1épsejteket fluoreszcensen
jelolt ellenanyagokkal festettiik és aramlésos citométerrel értékeltiik. A sejtszdmok
meghatarozasanal 10 mg Iépre vonatkoztattunk. A CD4+ T-sejtek (A), az osztoddé CD4+
T-sejtek (B), a CD8+ T-sejtek (C), az osztodé CD8+ T-sejtek (D), a B-sejtek (E), az
osztddo B-sejtek (F), az NK sejtek (G) és az osztédd NK sejtek (F) szamanak valtozasa.
Az adatok 5 fiiggetlen kisérlet eredményeit mutatjak be. A hibasavok a szorast tiintetik
fel. A szignifikancia érték p<0,05 esetén *, p<0,001 esetén **, p<0,0001 esetén ***

jelolést alkalmaztunk.
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18. abra. Lép DC sejtek fenotipizalasa kozvetlen besugarazott és bystander
allatokban. A kozvetleniil besugarazott és a bystander allatokbodl szarmazé 1épsejteket
fluoreszcensen jeldlt ellenanyagokkal festettiik és aramlasos citométerrel értékeltiik.(A)
CD11c+MHCII+ 1ép DC-k szama 10 mg l1épben.(B) TLR4+ DC-k aranya az dsszes DC
sejten beliill. A besugarazott ¢s bystander mintdkat a sajat, megfeleldé 0Gy
kontrolljaikhoz viszonyitottuk. (C) TLR4+ DC-k aranyanak valtozasa aramlasos
citométerrel elemezve, ahol a CD11c+MHCII+ DC-k a 100%. Az adatok 5 fiiggetlen
kisérlet eredményeit mutatjak be. A hibasavok a szorast tiintetik fel. A szignifikancia

érték p<0,05 esetén *, p<0,001 esetén **, p<0,0001 esetén *** jelolést alkalmaztunk.

A TLR4 kifejez6dés a DC-k felszinén a sejtek LPS-re vagy LPS-hez hasonld

veszélyszignalokra (pl. a HMGBI proteinre) adott valaszat mutatja. Mivel a sugarzas-
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okozta sejtkarosodas veszélyszignalok felszabadulasaval jar, megvizsgaltuk a DC-ken
megjelend TLR4 molekuldk valtozasat kozvetlen besugarzds utdn ¢€s bystander
allatokban is. 2 Gy kozvetlen besugarzas utan szignifikdnsan megnétt a TLR4-
kifejez0dés a DC-ken. Meglepé modon a bystander allatokban egy teljesen mas
mintdzatot mutatott a TLR4 expresszid az EV transzfer hatdsdra, a kezelés hatdsara
jelentés mértékben csokkent a TLR4+ DC-k aranya, és ez a csokkenés a dozissal nem

volt dsszefliggésben (18.B és C abra).
5.8. In vivo EV transzfer hatasara megnott a lépsejtekben a yH2AX fokuszok aranya

A DNS kettdslanc torések gyakorisaganak valtozasat a bystander egerek 1épsejtjeiben
YH2AX assay segitségével mértiikk. Az assay-t fluoreszcens mikroszkdppal és aramlasos
citométerrel is értékeltiik. Bar a fluoreszcens mikroszkoppal torténd értékelés sokkal
pontosabb és specifikusabb mddszer (Rothkamm és Horn 2009), az dramlasos citométer
gyorsabb ¢és nagyobb mennyiségli sejt elemzésére alkalmas, ami a statisztikai
megbizhatosagot nagyban noveli (Durdik és mtsai. 2015). Ahogy vartuk, a kozvetleniil
besugarazott egerekben dozistol fiiggéen nétt a YH2AX fokuszok szama. A bystander
allatokban, melyek a besugarazott allatokbodl kaptak EV-t, szintén megndtt a fokuszok
szama (19.A és C abra) és a yYH2AX-pozitiv sejtek aranya is (19.B abra), jollehet kisebb
mértékben, mint a kdzvetlen besugarazott allatok 1épsejtjeiben, €s nem mutatott egyenes
Osszefliggést a dozis nagysagaval, de a kdrosodas mértéke a kis d6zist és a nagy dozisi
bystander allatok kozott Osszevetheté kiilonbséget adott (19.D ébra). Ezek az
eredmények azt mutatjdk, hogy az EV-k képesek a DNS-karosoddsok javitdsara
iranyuld jelatviteli Utvonalakat aktivalni a bystander allatok 1épsejtjeiben, és ez a BE

mar kis dézisoknal is megfigyelhetd.
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19. abra. DNS kettostorések a kozvetlen besugarazott és bystander allatok 1épében
YH2AX assay-vel mérve. (A) A nyilak a yH2AX fokuszokat mutatjak, a DAPI-val
festett sejtmagok kékek, az Alexa 488-cal festett yH2AX fokuszok zoldek. (B) A
lépsejtek YH2AX aramlasos citometrias festése. A kapuk a yH2AX+ sejteket mutatjak
az Osszes lépsejten belil. (C) A yH2AX fokuszok atlagos szama fluoreszcens
mikroszkoppal meghatarozva. Az eredmény 7-10 fiiggetlen minta eredményét mutatjak.
(D) A yH2AX fokuszok atlagos szama fluoreszcens mikroszkoppal meghatarozva. Az
abrak 7-10 fliggetlen minta eredményét mutatjdk. A hibasdvok a szorast tlintetik fel. A
szignifikancia érték p<0,05 esetén *, p<0,001 esetén **, p<0,0001 esetén *** jelolést
alkalmaztunk.
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5.9. EV transzfer megvaltoztatta a vérben lévo fehérjék aranyat

A kozvetlen besugarzas és az EV transzfer hatasat kovettilk nyomon a periférids vérben
1év6 proteinek szintjének valtozasaban 24 oraval a kezelés utan. A protein assay, amit
hasznaltunk, 105 protein egyidejii kimutatasara alkalmas, melyek kozott citokinek,
kemokinek, novekedési faktorok taldlhatok meg. Ezek koziil szignifikdns valtozast
mindossze 7 és 9 fehérje esetén mértiink a kozvetlen 0,1 Gy és 2 Gy besugarzas utén,
illetve 5 és 8 fehérje mennyisége valtozott meg a 0,1 Gy és 2 Gy bystander allatok

vérplazmajaban (20. abra).
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20. abra. Besugarzas hatasara megvaltozott mennyiségii fehérjék a vérplazmaban.
A vérplazmat teljes vérbol centrifugalas utan nyertiik és proteome profiler ellenanyag
array membranokon detektaltuk a fehérjék mennyiségének valtozéasat, amit
kemolumineszcens modszerrel tettiink lathatova. Az abran (a és b) a kontrollhoz
viszonyitott, illetve (¢ és d) a 0 Gy EV-vel kezelt allatokhoz viszonyitott valtozas
mértéke szerepel, minden adat szignifikans eltérést mutat, p<0,05 érték mellett. Az

abrak3 fiiggetlen minta eredményét mutatjak. A hibasavok a szérést tiintetik fel.
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Miukodését tekintve a legtobb megvaltozott fehérje a kemokinek vagy kemokin
ligandok koziil keriilt ki. A valtozas kismértékii, csak néhany fehérje esetén haladta meg
a 2-szeres csokkenést vagy novekedést (ilyen pl. a lipokalin-2, a CCL5 vagy a CCL17).
Két protein (pentraxin-3 és M-CSF) szintje mind a négy kezelt csoportban mutatott
eltérést. 1,4-szeres novekedést mértiink a pentraxin-3 szintjében mind a kdzvetlen
besugarazott mind a bystander allatokban, és az expresszid szintje nem fiiggott a
dozistol. Hasonloképpen, az M-CSF mennyiségének novekedése 1,3-szoros volt, és nem
valtozott a dozissal a kozvetlen besugdrzas hatasara, ugyanakkor érdekes moédon a
bystander allatokban 1,9-szeres novekedést kaptunk. Tovabbi fehérjék mennyiségében
nem talaltunk eltérést, ha a kezelt és kontroll csoportokat hasonlitottuk 6ssze egyméssal.
A kozvetlen besugarzds ¢és EV transzfer hatdsit tanulményozva azonban taldltunk
Osszefliggeést két fehérje esetében. A CXCL16 szintje mérsékelten valtozott (1,3-szoros
¢és 1,7-szeres novekedés a 2 Gy kozvetlen és 2 Gy bystander csoportban), valamint a
lipokalin-2 jelentés novekedést (11-szeres és 12-szeres valtozas a 2 Gy kozvetlen és 2
Gy bystander allatokban). Két fehérjét azonositottunk, melyek mennyisége csak a
bystander allatokban valtozott: a CCL11 kismértékben csokkent mind a 0,1 Gy mind a 2
Gy csoportban, a CCL5 jelentdsen csokkent a 0,1 Gy csoportban és megnétt a 2 Gy
csoportban.

5.10. A besugarzas hatdissal van az EV-k miRNS tartalmdara — a csontvelében és a

periférias vérben is

5.10.1. Azonos miRNS-ek érintettek kis és nagy ddzisii besugarzas utan

A kontroll egerek csontvel6i EV-ibdl atlagosan 500 miRNS-t tudtunk azonositani
mintanként. Nem talaltunk olyan miRNS-t, ami jellemzéen a besugarzas hatasara
jelenik meg vagy tiinik el, de a miR-124, miR-346, miR-449¢ és miR-381 jelen volt,
mig a miR-695 és miR-761 hianyzott a 2 Gy besugarzas utan az EV-kben a kontrollhoz
képest. A kontroll egerekbdl szarmazd EV-k miRNS tartalmat osszevetve a 0,1 Gy
besugarazott egerekbdl szarmazokkal, 20 miRNS esetén talaltunk kiilonbséget az
expresszid mértékében, ha a 2 Gy mintdval hasonlitottuk Ossze, akkor 90 miRNS-t
eltéré expresszidjut azonositottunk. Ezen beliil 8 miRNS-t talaltunk, ami a 0,1 Gy és 2
Gy besugarzas utan is valtozott: 5 miRNS (mmu-miR-33-3p, mmu-miR-200c-5p, mmu-

miR-140-3p, mmu-miR-744-3p és mmu-miR-6690-5p) expresszios szintje csokkent, 3
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MIRNS  (mmu-miR-152-3p, mmu-miR-199a-5p ¢és mmu-miR-375-3p) expressziods
szintje pedig nd. Ezen miRNS-ek szintjének valtozasa dozisfliggd, ahogy azt a 21. abra

mutatja.

Viltozdsmértéke
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21. abra. Megvaltozott expresszioji miRNS-ek a 0,1 Gy és a 2 Gy besugarzas utan
csontvel6bol izolalt EV-kben. A miRNS-ek meghatarozasa qPCR modszerrel tortént.
Az abran a kontrollhoz képest mért valtozas lathato. Az abrak 3 fiiggetlen minta
eredményét mutatjak. A hibasavok a szorast tiintetik fel. A feltiintetett adatok mind

szignifikans eltérést mutatnak a kontrollhoz képest, p<0,05 értek mellett.

A plazmabol izolalt EV-k miRNS-tartalmabol 174 miRNS-t azonositottunk, ami
minden mintdban jelen volt. Ha ebbdl kivalasztottuk azokat, amelyek legalabb 1,3-
szoros valtozast mutattak, akkor 7 ill. 11 miRNS-t tudtunk azonositani, ami a 0,1 Gy ill.

a 2 Gy mintaban a kontrolltol eltéré mértékben fejez6dott ki (22.abra).
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mmu-miR-491-5p
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22. abra. Megvaltozott expresszioju miRNS-ek a 0,1 Gy (a) és a 2 Gy (b)
besugarzas utan vérplazmabél izolalt EV-kben. A miRNS-ek meghatarozasa qPCR
modszerrel tortént. Az abran a kontrollhoz képest mért valtozas lathat6. Az abrak 3
fiiggetlen minta eredményét mutatjak. A hibasavok a szorast tiintetik fel. A feltiintetett

adatok mind szignifikans eltérést mutatnak a kontrollhoz képest, p<0,05 érték mellett.

5.10.2. Az EV transzfer okozta valtozasok Osszefiiggnek az altaluk kozvetitett miRNS-

ek jelatviteli célpontjaival

Ahhoz, hogy megértsik az EV-k altal kozvetitett miRNS-ek szerepét a bystander
allatokban tapasztalt fenotipikus és funkcionalis valtozasokban, a DIANA miRPath
szoftver segitségével elemeztiik, hogy ezek a miRNS-ek milyen jelaviteli itvonalakban

szerepelnek.

A 0,1 Gy besugarzas utan nyert csontveld1 EV-k megvaltozott expresszioji 20 miRNS-
ét vizsgalva 33 jelatviteli Gtvonalat talaltunk a KEGG adatbazisban, amelyeket ezek a
mMiRNS-ek befolyasolnak, a 2 Gy besugarzas esetén pedig szignifikdnsan 90 ilyen
utvonal volt azonosithatd. Ezutan azokat a miRNS-eket vizsgaltuk meg részletesebben,

melyek a 0,1 Gy és 2 Gy besugarzas utdn is megvaltozott mennyiségben voltak jelen az
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EV-kben (ilyenbdl 8 volt) a KEGG és a GO adatbazisok Osszevetésével. A GO
jelatviteli Gtvonal adatbazis génekeket és géntermékeket tartalmaz olyan részletes
biologiai adatokkal, mint a sejten beliili elhelyezkedés (Gene Ontology 2008), a KEGG
adatbazis pedig abrakat készit, melyeken a teljes jelatviteli utvonal szerepel

kapcsolodasi pontokkal és halozatokkal (Kanehisa és mtsai. 2006) (23. abra).

KEGG jelatviteli itvonal

Proteoglikinok daganatokban

Hipertrofiis kardiomiopitia (HCM)

AMPK jelitviteli dtvonal
Melanogenezis
Dilatativ kardiomiopatia
Inzulin jelitviteli dtvonal
DIANA MICRO-T | Adrenerg jelitvitel a kardiomiocitikban
—_— e X o
Neurotrofin jelitviteli dtvonal
MAPK jelitviteli dtvonal

Pantotenit and CoA bioszintézis

Lizin degradicid

GABAerg szinapszis

Vese karcinéma

Bazilsejtes karcinéma

D-Arg and D-Omitin metabolizmus
Glikoszfingolipid bioszintézis

Nikotin fiiggdség

Jelitviteli dtvonalak daganatokban

Fehérje feldolgozis az endoplazmis retikulumban

23. abra. A megvaltozott expresszioji MiRNS-ek altal szabalyozott ttvonalak
elemzése. A 0,1 Gy és 2 Gy besugarzas utdn egyarant valtozd6 miRNS-ek hatdsat az
altaluk szabalyozott gének és utvonalak elemzésével irtuk le a DIANA miRPath
szoftver segitségével. A miRNS-eket besugarazott és kontroll allatok csontveléi EV-

b6l izolaltuk.
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A GO adatbazis alapjan a 8 miRNS-sel 0Osszefiiggésben taldlt utvonalak a
sejtdifferenciacioval és -kialakulassal, metabolikus folyamatokkal, sejt novekedéssel,
motilitassal és sejthalallal kapcsolatosak voltak. Az is kideriilt, hogy a jelatviteli
utvonalakban szereplé miRNS-ek a sejtmagi kromoszomaban, a citoplazmatikus stressz
részecskékben, valamint a citoplazmatikus membranhoz kotott vezikuldkban
helyezkednek el. Ez arra utal, hogy a miRNS-¢ek altal befolyasolt jelatviteli Gitvonalak
nem csak sejtmagi szintjén, hanem citoplazmatikus szinten is jelen vannak. A KEGG
adatbazist hasznalva 27 olyan utvonalat kaptunk, amely Osszefiiggésben lehet a
sugarzasra megvaltozott expresszidju csontvelé6i EV miRNS-eivel. Legtobbjik a
sugarzas kivaltotta sejten beliili valasszal, a DNS-javitd mechanizmusokkal [mint a
Hippo, Hedgehog, Forkhead box O (Foxo), foszfo-inozitid-3-kinaz (PI3K), TGFf
jelatviteli utvonal)], valamint a hematopoetikus rendszerrel kapcsolatos [(mint az
Ossejtek pluripotencidjat szabalyzo Gtvonal, Wnt ttvonal, human T-sejt limfotropikus

virus (HTLV) fert6zés] utvonal volt.

5.10.3. A kis és nagy dozisu besugirzds utan nvyert vérplazma EV-Kk miRNS-ei

ugyanazokat a jelatviteli itvonalakat szabalyozzak

A vérplazmabdl izolalt EV-k miRNS tartalmanak vizsgalatakor a KEGG adatbazis
alapjan 35 illetve 60 utvonalat talaltunk a 0,1 Gy és 2 Gy besugarzas utan. Jollehet nem
talaltunk kozdés miRNS-t, amely mindkét dozisti besugarzas hatdsdra megjelenik a
plazma EV-kben, mégis 26 kozds utvonalat tudtunk beazonositani (6. tablazat), tobbek
kozott az akut mieloid leukémia (AML), TCR jelatvitel, mitogén-aktivalta protein kinaz

(MAPK), TGFB, FoxO, Hippo jelatviteli ttvonalakat.

Az AML futvonal esetében a {6 haldzati elemek olyan intracellularis jelatviteli
kaszkadok, mint a Sons of sevenless homoldg 1 (Sosl), a Ras GTPazok kiilonbdzd
izoformai, Raf kindzok és PI3K csaldd tagjai, illetve az AML utvonal {6 transzkripcids
faktorai, mint a Runt-hoz kapcsolodo transzkripcios faktor 1 (Runx1, amit AML 1
proteinnek is neveznek) és az NFkB az aktivalt B-sejteken. Az emlitett fehérjék
kifejezddését a 0,1 Gy besugarazott egérben a miR-17-5p miRNS, a 2 Gy besugarazott
egérben pedig a miR-301b-3p szabalyozza. Fontos megjegyezni azonban, hogy az AML
utvonal emlitett elemeit tobb esetben vagy csak a 0,1 Gy vagy csak a 2 Gy EV-kben

megtalalhatd megvaltozott expresszidju miRNS-ek szabalyozzak.
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6. tablazat. Plazma EV-kbdl izolalt, besugarzas hatasara megvaltozott expresszioju

mIRNS-ek altal befolyasolt KEGG utvonalak, az érintett gének szama az utvonalakon

beliil ¢s a miRNS-ek szama, melyek ezeket szabalyozzak.

KEGG utvonal 0,1 Gy 2 Gy
szabalyozott | MIRNS-ek | szabalyozott | miRNS-ek
gének szadma szama gének szdma szdma

Akut mieloid leukémia 19 4 16 6
Adherens sejtkapcsolodas 25 4 26 7
Axon iranyitas 38 3 36 6
Vastag- és végbéldaganat 27 6 24 7
Krénikus mieloid leukémia 27 4 20 6
Endometrium daganatok 21 3 18 6
Osztrogén jelatviteli Gitvonal 27 4 31 10
FoxO jelatviteli utvonal 50 5 48 7
Glioma 24 4 23 7
Hepatitisz B 46 6 38 7
Hippo jelatviteli tvonal 43 5 42 7
Lizin lebomlas 17 3 11 8
MAPK jelatviteli Gitvonal 65 5 64 9
mTOR jelatviteli titvonal 20 4 22 5
Neurotrofin jelatviteli Gtvonal 35 5 36 9
Nem-kissejtes tiidorak 23 3 20 5
Osteoklaszt differenciacio 37 5 34 8
Pankreasz daganat 30 4 23 7
Jelatviteli tvonalak daganatokban 100 7 90 10
Prosztata tumor 37 4 32 8
Proteoglikanok daganatokban 50 6 48 7
Vesekarcindma 29 4 26 7
T-sejt receptor jelatviteli Gtvonal 29 5 31 7
TGFB jelatviteli utvonal 21 3 22 6
Tiroid hormon jelatviteli Gtvonal 40 4 27 7
Virus karcinogenezis 51 5 46 8
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5.10.4. A csontveldi és plazma EV-k kiilonbozd miRNS-eket tartalmaznak, amik azonos

jelatviteli utvonalakat szabalyoznak

Kovetkez6 1épésben a csontveldi és a periférias vérben 1évé EV-k miRNS-tartalmat
vetettiik ossze. Erdekes modon a 0,1 Gy besugarzas utan nem talaltunk olyan miRNS-t,
amely a csontveldi és plazma EV-kben is benne lenne. A 2 Gy besugarzas utan 2
MIRNS (miR-150-5p és miR-491-5p) volt, ami mind a csontveldi, mind a plazma EV-
kben csokkent mértéki volt, jollehet a csokkenés mértéke eltérének adodott (5,3-szoros
¢és 3,3-szoros a miR-150-5p és miR-491-5p esetében a csontveléi EV-ben, illetve 2,3-

szoros ¢és 1,8-szoros ugyanazokra a miRNS-ekre a plazma EV-ben).

Noha az atfed6 megvaltozott expresszioji miRNS-ek szdma alacsony, az altaluk
szabalyozott jelatviteli utvonalak kozott sok megegyez6t taldlunk: 21 utvonalat a 0,1
Gy, és 38 utvonalat a 2 Gy besugarzas utan (7. tablazat). Raadasul, az Gtvonalak koziil
19 mind a kis, mind a nagy d6zisi besugarzas utan megndétt a csontveldi és plazma EV-

kben, és 9 koziiliilk immunrendszeri folyamatokkal vagy gyulladassal kapcsolatos.
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7. tablazat. Megvaltozott expresszioju csontveldi ¢és plazma miRNS-ek altal

szabalyozott immunvalasszal és gyulladassal kapcsolatos jelatviteli utvonalak.

TGFp jelatviteli utvonal

Akut mieloid leukémia
Krénikus mieloid leukémia
mTOR jelatviteli utvonal
Adherens sejtkapcsolodas
FoxO jelatviteli utvonal
Hippo jelatviteli titvonal
MAPK jelatviteli utvonal
Proteoglikdnok daganatokban

Fokalis adhézid
Aktin citoszkeleton szabalyzasa
T-sejt receptor jelatviteli Gitvonal

Foszfatidil-inozitol jelatviteli rendszer

Fehérje feldolgozas az endoplazmas
retikulumban

Epitélsejtek bakterialis fertdzése
Inozitol-foszfat anyagcsere
Endocitozis

Sejtciklus

Gap junction

TNF jelatvitel

ErbB jelatvitel

HIF-1 jelatvitel
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6. Megbeszélés

A spontan apoptozis mértéke a Iépsejt alpopulaciok kozott nagy eltéréseket mutat. Mig
a Iépben taldlhato B sejtek spontan apoptozisa a legkisebb, addig a DC és Treg sejtek
esetén ez a legnagyobb mértékli. A B sejtek kismértékii spontan sejthaldlara lehetséges
magyarazat, hogy ezen sejtek érése a csontvel6ben kovetkezik be, a periféridra pedig
mar érett €s hosszu életli sejtek keriilnek ki (Fulcher és Basten 1997). A 1épben talalhato
DC sejtek CD11c+MHCII+ sejtek, ami arra utal, hogy ezek a sejtek érett,
antigénbemutatd képességgel rendelkezd sejtek. Ezen sejtek viszonylag révid é€letideje
¢és gyors kicserélddése miatt feltételezhetd, hogy a 1épben nagy a spontan apoptdzisa
(Chen és mtsai. 2007, Kamath és mtsai. 2002). A Treg sejtek esetén is hasonld
mechanizmus allhat az okozott apoptézis hatterében (Cao és mtsai. 2009, Toubi és
mtsai. 2005).

A limfocitak besugarzas hatésara szinte kizarolag programozott sejthaldllal halnak meg
(Newton ¢és Strasser 2000). A limfocitak apoptdzisa a besugarzast kovetden egy gyors
folyamat (Cui és mtsai. 1999). Ezért egy korai idépontban (in vivo besugarzas utan 4
oraval) vizsgaltuk a limfocitak apoptdzisat, amikor még a regeneracié vagy a sejtszamot
kompenzal6 egyéb mechanizmusok nagy valdszinliséggel nem 1épek életbe és igy arra
kaphattunk valaszt, hogy a besugarzas kozvetleniil hogyan karositja a sejteket, vagyis
mennyire sugarérzékenyek a vizsgalt sejtek. Korabbi tanulmanyokhoz (Schmitz és
mtsai. 2003, Harrington és mtsai. 1997, Hansson és mtsai. 1996) hasonldan azt talaltuk,
hogy a B sejtek a legérzékenyebbek a sugarzésra, a T sejtek kozepesen érzékenyek
(CD8+ sejtek inkdbb, mint a CD4+ sejtek), valamint hogy az NK sejtek
rezisztensebbek, mint a CD4+ sejtek. A Treg sejtek relativ kevéssé sugarérzékenyek, ezt
Cao és mtsai. utan mi is kimutattuk (Cao és mtsai. 2009). A DC-krdl korabban leirtak,
hogy még nagy dozisi besugarzasra is relativ csokkent apoptdzist mutatnak (Merrick és
mtsai. 2005), azaz sugarrezisztens sejtpopulacio. A sugarérzékenység tekintetében

hasonl6 eredményekre jutottak Heylmann és mtsai.is (Heylmann és mtsai. 2014).

Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a kis dozisu besugarzas hatasara a 1épsejtek
apoptozisa kismértékben csokkent a spontan apoptoézishoz képest. Ez a megallapitas a
korabban ko6z6lt adatokkal 6sszhangban van (Shankar és Sainis 2005, Shaposhnikova és

Korystov 1995). Legszembetiinébbnek a DC sejtek esetében mutatkozott ez a csokkenés
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a kis dozisu besugarzas hatasara, és a besugarzasnak ez a hatdsa 24 oOran keresztiil
fennallt. A limfocitdk apoptdzisat a mikrokornyezetilkben 1évo citokinek jelenléte,
illetve azok mennyisége befolyasolja. Kimutattdk, hogy a megnovekedett IL-10, I1L-14
és INF-y szint elésegiti a DC sejtek apoptozisat (Chang és mtsai. 2007, Estaquier és
Ameisen 1997). Mivel ezen citokinek génexpresszioja lecsokkent kis dozisu besugarzas
hataséra az apoptdzis meghatarozasanak iddpillanataban, feltételezhetd, hogy a citokin

millié valtozasa okozhatja a csokkent mértékli sejthalalt DC sejtek esetén.

A Dbesugarzas utan egy nappal tapasztalt eredményeink nem elsGsorban a sugarzas-
indukalta apoptozisrol, mint inkdbb a szervezet kompenzatérikus folyamatairol
tantskodnak. Kis dozis hatdsdra 1 nap utdn enyhe sejtszam-novekedés figyelhetd meg a
DC sejteken kiviil minden sejtpopulacioban. Ezek a valtozasok egy, a vérképzo szervek
szintjén végbemend atrendez6dés eredményét tiikrozik, mely a sugarzas-indukalta
stresszre valaszul alakul ki. Az ,,0jraszervez6dés” a besugarzas utan viszonylag gyorsan
végbemegy, ¢és a hematopoetikus sejtek ,,potldsdval” az mmunvalasz fenntartasat
szolgalja (Dainiak 2002). Nagy dozisi besugarzas hatasara ezek a kompenzatorikus
folyamatok szintén lejatszodnak, de a sugarzas nagyfokt citotoxikus hatdsa miatt a

sejtszam dozis-fiiggd csokkenése ezeket a mechanizmusokat elfedi.

Késobbi idépontokban mind a kis dozisi, mind a nagy dozisi besugarzas hatasara
csokken a sejtszdm az Osszes vizsgalt sejtpopulacioban. A Treg sejtek, és kismértékben
az NK sejtek ¢s a CD4+ sejtek esetén talaltunk relativ sejtszdm ndvekedést a tobbi
sejttipushoz képest 3 és 7 nappal a nagy dozisa besugarzas utan. Ennek a
megfigyelésnek az lehet az oka, hogy a tobbi sejttipus ardnylag sugarérzékenyebb.
Hasonlo kovetkeztetésre jutottak Harrington és mtsai (Harrington és mtsai. 1997) CD4+
¢és NK sejtek esetén nagy dozisi besugarzas utdn. A sejtpopulaciok szambeli
regeneralodasa, az eredeti sejtszdm visszadlldsa még nagy dozisu besugarzas utan 7
nappal is csekélynek mutatkozott. Kajioka és mtsai szintén kimutattak, hogy a sejtszam
a minimumat nagy dozisi besugdrzas utan 4 nappal éri el, és a regeneracid lassi
folyamat (Kajioka és mtsai. 2000). Lattuk, hogy a limfocitdk szama még 7 nap utan sem
tért vissza a besugarzas elotti szintre, viszont a B-sejtek kivételével minden sejttipusnal
megindult a regeneralodas. Diab és mtsai. azt talaltak, hogy a T-sejtek szama nagy

dozisu (6 Gy) besugarzas utan 6 héttel allt vissza a normal szintre (Diab és mtsai. 2013).
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A Treg sejtek sokkal rezisztensebbek a nagy dozisti besugarzasra, mint a nem Treg
CD4+ sejtek, ennek pontos okat, és a relativ Treg feldasulas mechanizmusat is
vizsgaltuk. Mas kutatdécsoportokhoz hasonldan arra a megallapitasra juthatunk, hogy a
Treg sejtek a CD4+ sejteken beliill egy relativ sugarrezisztens csoportot alkotnak
(Komatsu és Hori 2007, Qu és mtsai. 2010, Bayer és mtsai. 2009), mig masok ennek
ellenkezdjét, sugarérzékeny fenotipust tulajdonitanak a Treg sejteknek (Wood és
Sakaguchi 2003, Dunn és North 1991, Nisco és mtsai. 1995, Diab és mtsai. 2013). A
Treg sejtek sugarrezisztenciaja akkor keriil kozéppontba, ha figyelembe vessziik, hogy
szamos tanulmany bizonyitja, hogy a Treg sejtek infiltraljak a tumort (Lee és mtsai.
2012, Yamagami és mtsai. 2011, Winerdal és mtsai. 2011, Tao és mtsai. 2012, Knol és
mtsai. 2012), sugarterapiat kovetéen pedig a Treg sejtek képesek a daganatellenes
immunvalaszt visszafogni (Schuler és mtsai. 2013, Qinfeng és mtsai. 2013, Schaue és
mtsai. 2012). A jelenség okat akkor érthetjiik meg, ha megvizsgaljuk, hogyan hat a
sugarzas a Treg sejtek homeosztazisara és funkcidira. Harom lehetséges mechanizmus
magyarazhatja a Treg sejtek ,bedusuldsat”: a csokkent apoptotikus rata, a
megnodvekedett proliferaciés készség ¢és az esetleges konverzio, mely soran a

CD4+Foxp3- T-sejtek CD4+Foxp3+ Treg sejtekké alakulnak at.

A limfocita populaciok funkcionalis megvaltozasanak jellemzé végpontja a citokinok
termelésének novekedése vagy csokkenése. A Kis és nagy dozisu sugarzas hatasat a
1épsejteken a citokinek széles paneljanak génkifejez0désével mértiik. Habar a sugarzas
indukalta génexpresszios valtozas a besugarzast rovid idon beliil koveti, eredményeink
azt mutattdk, hogy egyes valtozdsok viszonylag tartésan fennallnak. Hasonlo
kovetkeztetésre jutottak korabbi kutatasokban is (Amundson és mtsai. 2000). Néhany
citokin (IFN-y, IL-2, IL-12 és GDF15) expresszidja kis és nagy dozisok hatasara eltérd
modon fejezddik ki. Ez a jelenség a kis és nagy dozisok hataséara kialakuld kiilonb6zo
iranyu jelatviteli utak aktivalodasanak kovetkezménye. Mig Kis dozist besugarzas utan
a sejtekben lezajlodd folyamatok a szabadgyok semlegesitésre, DNS sériilések
helyreéllitasra, alkalmazkodési valasz kialakitdsara ¢és sejtmikodés helyreéllitasara
iranyulnak, addig a nagy dozisi besugarzas ezek mellett az apoptozis folyamatat
indithatja el. Csokkent Thl és Th2 citokin génexpressziot (IFN-y, IL-2, IL-4, IL-12, LT-
B) tapasztaltunk kis dozisok utdn, kiilonosen korai idOpontokban, de nem tudtuk

igazolni, hogy a kis dozisu besugarzas Thl iranyba billentené el az immunvalasz
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»mérlegét” (Hashimoto és mtsai. 1999, Song és mtsai. 2015, de Lastic és mtsai. 2016).
Az IFN-y termelésben sugéarhatdsra mutatott eltéréseket masok is leirtdk (Pandey és
mtsai. 2005, Han és mtsai. 2002). A nagy do6zisu besugarzas majdnem az Gsszes vizsgalt
citokin génexpressziojaban jelentds eltéréseket okozott, kivétel ez alol az IL-4 és a LT-
B. IL-4 esetén szintén nem talaltak valtozast Grindley és mtsai (Grindley és mtsai.
2006). A gyulladdsos / gyulladasellenes szignalok valtozasa az IL-6 és IL-10
termelésének mintazataban figyelhetok meg. Az IL-6 génexpresszio dozisfiiggéen nott 4
oraval a besugarzas utan, bizonyitékaul a gyulladasos szignalok megndvekedésének a
szervezetben, de késobbi idopontokban visszatért a normal szintre. Az IL-10 termelés
dozisfiiggd csokkenést mutatott, de csak a besugarzas utani késébb idépontban, ami egy
késdi valasz jelenlétére utal. A hematopoetikus novekedési faktorok (GM-CSF, IL-5)
erdsen megnovekedtek a besugarzas utan vizsgalt 6sszes idépontban, noha a kis dézisok
foképp az IL-5 expresszidjanak novekedését okoztak. Ez a megfigyelés a szervezet
nagyon korai és tartésan fennmarad6 regeneralodasi folyamatat mutatja molekularis
szinten, mind a kis, mind a nagy dozist besugarzas utan. Az IL-5 megndvekedésének
vannak (Lu-Hesselmann és mtsai. 1997). Sugarzas-indukalta IL-5 tultermelédést mas
kisérletekben (Han és mtsai. 2002) és epidemioldgiai tanulmanyokban is leirtak
(Dainiak 2002). A GDF15 a TGFp csalad tagja, mely a makrofag aktivaciot képes
gatolni és a karcinogenezisben jatszik szerepet (Bootcov és mtsai. 1997). A gén
termelddésének bioldgiai jelentdsége a legujabb vizsgalatok tapasztalatai alapjan a
sugarérzékenység szabdlyozasaban van (Schiegnitz és mtsai. 2016, Li és mtsai. 2017),
bar a pontos mechanizmus még nem ismert. Kutatocsoportunk korabban a GDF15 gént
egy korai sugar-valasz génként irta le humén fibroblaszt sejtvonalon (Kis és mtsai.
2006, Sandor és mtsai. 2015). Lépsejtekben a GDF15 expresszidja 2 Gy besugarzas
utan révid idével megemelkedett és 3 nappal a besugarzas utan is emelkedett maradt.

Kis dozisu besugarzas utan 1 nappal tapasztaltunk csokkenést.

Eredményeink alapjan a Treg sejtek apoptotikus rataja kisebb, mint a CD4+Foxp3- T-
sejteké (3,44-szeres, illetve 5,37-szeres novekedés a kontrolhoz képest 2 Gy besugarzas
utan 1 nappal), és gyorsabban normalizalddik is. Eredményeinkhez hasonléan Qu és
mtsai. is tobb elpusztult sejtet mutattak ki az effektor T-sejtek kozott, mint a Treg sejtek

kozott in vitro nagy dozisu besugarzas utan, ami a Treg sejtekben nagyobb mértékben
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termel6dé anti-apoptotikus Bel2 fehérjével is kapcsolatba hozhatdé volt (Qu és mtsai.
2010). Ezzel ellentétes eredményt kaptak viszont Cao és mtsai., akik in vitro nagy
dozist besugarzas utan magasabb apoptotikus ratat mértek Treg sejtekben, mint effektor
T-sejtekben (Cao és mtsai. 2011). In vivo besugarzas hatdsara azonban egyértelmiinek
tlnik, hogy a Treg sejtek sokkal kevésbé vannak kitéve a sugarzas-indukalta
apoptozisnak, mint az effektor T-sejtek. Ezt erdsiti Komatsu és Hori kisérlete is, ahol
szelektiv sugarrezisztenciat és a Treg sejtek talélését irtak le letalisan besugarazott

egerekben, noha a Treg sejtek apoptotikus ratdjat nem vizsgaltdk (Komatsu és Hori

2007).

A CD4+ effektor sejtek és a Treg sejtek spontan apoptotikus frekvencidja eredményeink
alapjan kiilonbozik. A Treg sejtek spontan apoptdzisa nagyobb, mint a CD4+Foxp3-
sejteké, és a kisdozisti besugarzas utani korai idopontban (4 6raval) is eltérést mutat.
Mohamood ¢és mtsai. egérben, és Fritzsching és mtsai. emberben azt taldltdk, hogy a
Treg sejtek sokkal érzékenyebbek a Fas-medidlt apoptdzisra, mint a CD4+Foxp3- T-
sejtek (Mohamood és mtsai. 2006, Fritzsching és mtsai. 2005), a sugarzas pedig
megnoveli a Fas kifejez6dését a CD4+ sejteken (Fujimori és mtsai. 2000). Egy
lehetséges magyarazata a Treg és a CD4+Foxp3- sejtek apoptozisban mutatott
kiilonbségének tehat az, hogy a kétféle sejt felszinén kiilonbdzd mértékben né meg a

Fas receptor mennyisége besugarzas hatasara.

Leirtuk, hogy besugarzas utan megnd a tulélé CD4+ sejtek proliferacidja, de az effektor
T-sejtek és a Treg sejtek proliferacios dimanikdja eltérd. A kontroll, sugarzast nem ért
CD4+ sejtek koriilbeliil 25%-a Foxp3+, am a 2 Gy besugarzast kovetd 11. napra ez az
arany mintegy 40%-ra né. Ez azt mutatja, hogy a besugarzast kovetden mind az életben
maradt CD4+Foxp3- effektor T-sejtek, mind pedig a CD4+Foxp3+ Treg sejtek
proliferacios potencidlja megmarad, és azt is bizonyitottuk, hogy a homeosztazis allapot
elérésére torekednek a sugarzas okozta limfopénids kornyezetben. Lathat6 viszont, hogy

a Treg sejtek proliferacioja sokkal hatékonyabb, mint az effektor T-sejteké.

A CD4+ sejtek homeosztatikus osztodasara, és a CD4+ ,pool” helyreallitasara
lehetséges mod a CD4+Foxp3- sejtek konverzioja CD4+Foxp3+ sejtekké, ahogy
korabbi kozleményekben szerepel (Curotto de Lafaille és mtsai. 2004, Haribhai és

mtsai. 2009). Munkank soran nem kaptunk egyértelmii bizonyitékot ra, hogy
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konverzioval alakulnanak at Foxp3- sejtek Foxp3+ sejtekké. Ez Suffner és mtsai.
eredményeivel Osszhangban van, akik azt talaltdk, hogy az immundeplécid utdni
regeneracio a megnovekedett proliferacios készség, €és nem a konvertdlodd sejtek
kovetkezménye (Suffner és mtsai. 2010). A legvaldsziniibb mechanizmus tehat, amely a
Treg sejtek szelektiv ,,bedusulasaért” felelds, az alacsonyabb apoptotikus rata és a

megndvekedett proliferacios index az effektor T-sejtekéhez képest.

A Treg sejtek szambeli novekedés nem jelent egyértelmlien immunszuppressziot, a
sejtek funkcionalitdsdnak épsége is feltétele a hatékony gatlasnak. A Treg sejtek
funkcionalis épségét azok gatld markereinak kifejeztddése és citokin expressziojanak

meghatarozasaval kovettiitk nyomon.

Korabban feltételezték, hogy a Treg sejtek felszinén kifejez6d6 GARP fehérjével
jellemezheto a sejt aktivacios allapota (Tran €s mtsai. 2009, Wang és mtsai. 2009). A mi
eredményeink ennek ellenére azt mutatjdk, hogy nemcsak az aktivalt, hanem a
nyugalomban 1év6 Treg sejtek 65%-an is kifejez6dik a GARP marker. Hasonld
megfigyelést tettek Oida és Weiner, akik megallapitottak, hogy egér nyugvo allapotban
1évé Treg sejtjein is jelen van a GARP fehérje (Oida és Weiner 2010). A CTLA-4
sejtfelszini fehérje kapcsan is feltételezték, hogy csak aktivalt Treg sejteken talalhatd
meg, és a szupressziv fenotipus kifejezddéséért felelds (Wing €s mtsai. 2006, Wing ¢és
mtsai. 2008, Read és mtsai. 2000). A CTLA-4 molekula Treg sejt funkcidjanak
kifejezésében jatszott fontossagat alatdmasztjak azok a munkak is, melyekben a CTLA-
4 szelektiv blokkja a Treg sejtek eliminacidjat okoztak a szervezetben (Sundstedt €s
mtsai. 2012, Curran és mtsai. 2011). Kimutattuk, hogy 2 Gy besugarzas hataséara a Treg
sejtek felszinén a CTLA-4 mérsékelten ugyan, de megemelkedett, mely bizonyithatja a

CTLA-4 blokk hatékonysagat a tumorellenes immunterapiak soran.

A Treg-ek IL-10 és a TGFP citokin termelését vizsgaltuk, melyek a sejtek szupressziv
fenotipusanak kifejezddéséért feleldsek. Habar a vizsgalt citokineket jellemzOen érett
CD4+Foxp3+ Treg sejtek termelik, mas CD4+ alpopulaciok is kifejezhetik mas-mas
mértékben (Amundson és mtsai. 2000, Askenasy és mtsai. 2008). Cao és mtsai. leirtak,
hogy nagy doézisu (30 Gy) in vitro besugarzast kovetéen a Treg sejtekben csokkent a
membranhoz kotott TGF kifejezddés, ez pedig kozvetleniil felelds volt a Treg sejtek

gatldo funkciojanak elvesztéséért (Cao és mtsai. 2011). Billiard és mtsai. hasonlo
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megfigyelést tettek, mikor 10 Gy besugdrzas utdn vizsgaltak egerek vékonybelében
talalhato sejteket (Billiard és mtsai. 2011). A mi eredményeink azt mutatjak, hogy a
TGFB termelés a CD4+Foxp3- T-sejtekben emelkedett meg enyhén, mig az IL-10
génkifejez6dése mind a CD4+Foxp3- T-sejtekben, mind a CD4+Foxp+ Treg sejtekben
jelentdsen megnétt. A TGFp termelésében tapasztalt ellentmondéds magyarazata lehet,
hogy a fenti szerzOk munkaikban sokkal nagyobb d6zist besugérzast alkalmaztak, mint
2 Gy. Az IL-10 expresszio tekintetében a mi eredményeink Gsszhangban vannak
Billiard és mtsai. eredményével, Cao ¢és mtsai. azonban azt talaltdk, hogy a TGFp
termelés gatlasa mellett az IL-10 szekrécid is csokkent periférias humén vérbol vizsgalt

Treg sejtekben.

Bar a citokintermelésben ¢s a sejtfelszini markerek kifejezésében tapasztaltakbol a
funkcionalis karakterek megvaltozasara kovetkeztethetiink, mégis az in vitro
szupresszios kisérletek szolgaltathatnak elegendd bizonyitékot arra, hogyan valtoztatja
meg az ionizal6 sugarzas az immunrendszer sejtjeinek funkciondlis integritasat. A Treg
sejtek szupresszids képességének valtozasat egyszeri terapias dozist (2 Gy) besugarzas
hatasara kevesen vizsgaltadk. Mind Cao és mtsai., mind Qu és mtsai. azt irtak le, hogy a
Treg sejtek effektor T-sejt gatld képessége in vitro besugarzas hatasara csak kis
mértékben sériil (Cao és mtsai. 2009, Qu és mtsai. 2010). Az effektor T-sejtek
1s. Alacsonyabb dézisok (mint az &ltalunk alkalmazott 2 Gy is) nem (Qu és mtsai.
2010), vagy csak igen kismértékii (Cao és mitsai. 2009) valtozast okoztak. Ezzel
szemben a mi eredményeink azt mutatjdk, hogy a Treg sejtek T-sejt szupresszids
kapacitasa 2,5-szeres csOkkenést szenved. Az ellentmondas oka az eltérd kisérleti
beallitas lehet. Cao és mtsai. in Vvitro tenyésztett és in vitro besugarazott Treg sejteket
hasznaltak a kisérleteikhez, mi pedig in vivo besugarazott allatokbol izolaltuk a Treg
sejteket. Emellett ki kell emelni annak fontossagat is, hogy melyik idépontban
hasznaljuk a Treg sejteket a szupresszios kapacitds vizsgalatdhoz. A mi kisérleteinkhez
a sejteket a besugarzast kovetd harmadik napon izolaltuk az allatokbol, mert a
kvantitativ paraméterekbdl azt tapasztaltuk, hogy ekkor a legkifejezettebb a sejtek
sugarkarosodasa. Qu és mtsai. a szupresszios assay-t a besugarzas utan 2 héttel végezték
el, és nagyon valdszinli, hogy ekkor mar a Treg sejtek funkciondlis regeneracidja

joforman megtortént. Az eredményeink Billiard és mtsai. hasonld adataival
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Osszhangban allnak; a Treg sejtek szupressziv kapacitdsanak erds csokkenését
tapasztaltak in vivo 10 Gy dozissal tortént besugarzas utan egérben (Billiard és mtsai.
2011). Hozz4 kell tenni, hogy bar az eredmények kozlésekor az irodalomban
elfogadottak alapjan in vitro koriilmények kozott vizsgaltuk a Treg sejtek T-sejt gatld
képességét, mara mar nyilvanvalonak tlinik, hogy a gatlas 1étrejottéért nem csak a két
sejt interakcioja, hanem tobb mas faktor (més sejtek, pl. DC-k, illetve a szdveti
kornyezetben jelen 1évo citokinek jelenléte vagy hidnya) egyiittes hatasa felelds (Gupta
¢s mtsai. 2012). Ezért ebben a kisérleti felallasban végzett kisérletek eredményeibol

tovabbi vizsgalatok nélkiil kovetkeztetések csak kelld koriiltekintés mellett vonhatok le.

A DC-k funkcionalis markereinek, illetve antigénfelvevé ¢és antigébemutato
képességének valtozasat vizsgaltuk besugarzas utan. Korabbi leirasok alapjan a kis
dozisu besugarzas nem valtoztatta meg sem az éretlen, sem az érett DC-k sejtfelszinén
kifejez6d6 markereit, és a funkciondlis tesztekben sem moddosult a T-sejt aktivalo
képességiik (Jahns és mtsai. 2011). Ezzel némileg ellentmondanak a mi eredményeink, a
CD80 aktivacios, €¢s a DEC205 antigénfelvétellel kapcsolatba hozhaté marker szintje is
megvaltozott 0,25 Gy dézisu besugarzas utan, elébbi megndétt, utdbbi lecsokkentés
funkcionalis tesztekben is azt talaltuk, hogy a 0,1 Gy besugarzas csokkenti a DC-k
antigénfelvevé képességét, illetve 0,25 Gy besugarzas csokkenti a DC-k
antigénbemutatd képességét. A nagy dozisok esetében (2-30 Gy) Merrick és mtsai. azt
talaltak, hogy human periférids mononuklearis vérsejtekbdl indukalt DC-k felszini
markerei nem valtoznak (Merrick és mtsai. 2005). Allatkisérletes modellben, ahol
csontveldi eldalakokbdl indukalt DC-k sejtfelszini markereinek valtozasat kovették
nyomon 2 Gy és 10 Gy besugarzas utan, azt talaltak, hogy egyik dozis sem valtoztatta
meg a sejtek felszini markereinek kifejez0dését (Liao és mtsai. 2004). A mi
eredményeink nem tamasztjak ala ezeket a megfigyeléseket, mivel a kostimulacioban
szerepet jatsz6 fehérjék sejtfelszini expresszigja 2 Gy beugarzas hatasara
megemelkedtek. A végpontokban kapott eltéré eredményeket magyarazhatja egyrészt az
a tény, hogy Merrick és mtsai., valamint Liao és mtsai. kisérleteik soran in vitro
besugarzast alkalmaztak, masrészt az, hogy méas DC populacidt vizsgaltak: vérben
illetve csontvelOben 1évd monocitakbdl differencialtattak a DC-ket, szemben a mi
kisérleteinkkel, ahol érett 1ép DC-ket vizsgaltunk. Egy ijabb kisérleti felallasban Diab

és mtsai. egérmodellen vizsgalta a nagy dozisu (6 Gy) besugarzas hatasat a DC-k
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aktivacios allapotara. Megallapitottak, hogy a sejtek besugarzds utdn 1 nappal dramai
fenotipusos valtozason mentek at, MHCII molekuldik és ko-stimulacids fehérjéik
kifejez6dése jelentdsen megnétt. Erdekes az a megfigyelésiik is, hogy ez az aktivalt DC
populacido a besugarzas utan 5 nappal mar nem kimutathatdé a periférias limfoid
szervekben (Diab és mtsai. 2013). Eredményeink alapjan 2 Gy besugarzas hatasara a
DC populécioban a TLR-4 fehérjét kifejezd sejtek aranya is megnétt. Ez sszhangban
van azokkal a korabbi megfigyelésekkel, melyek a nagy dozisi besugarzas hatdsara
felszabaduld ,,veszély-szignalok” jelenlétét a DC-k TLR-4 receptoron Kkeresztiili
aktivalodasaval hoztak Osszefiiggésbe (Kono és mtsai. 2013, Pasi és mtsai. 2014,
Lumniczky ¢és Safrany 2015, Werthmoller és mtsai. 2016). A ,,veszély-szignalok”
megjelenésével dsszefiiggésben az MHC molekulak kifejezddése is megnd besugarzas
hatasara, ezt human vizsgalatok is alatamasztjak (Gallegos és mtsai. 2016). Kimutattuk,
hogy a 2 Gy dozisi besugarzas a DC populacidban nem valtoztatta meg az
antigénfelvevo képességet, és az antigénbemutatdsra sem volt hatassal. Hasonldan,
Merrick és mtsai. is azt talaltdk, hogy human vérb6l ex vivo indukalt DC-k
antigénfelvevd képességét nem valtoztatta meg a nagy dozisu (30 Gy) besugarzas
(Merrick és mtsai. 2005). Ugyanakkor egy masik tanulmanyban csontveldi eredetd, in
vitro érlelt DC-kr6l allapitottak meg, hogy a besugarzas karositja a sejtek

antigénbemutato képességét (Liao és mtsai. 2004).

Arr6l, hogy az immunvalaszban mely érettségi stddiumban 1évé DC-k jatsszdk a {6
szerepet, latszolag ellentmondd adatok jelentek meg az irodalomban. Son és mtsai.
szerint az éretlen, antigénfelvevd kapacitassal rendelkezé6 DC-knek kiemelt szerepiik
van daganatos kornyezetben (Son és mtsai. 2014). Az altalunk bemutatott, besugarzas
hatasara megnovekedett DEC205 expresszid ez esetben elOsegitheti a daganattal
szembeni sejtes védekezést. Masrészrél, C57Bl/6 egerekben azt talaltdk, hogy nagy
dozisu (>15 Gy) besugérzas utan a tumort érett fenotipusu (kostimuldciés molekuldkat
nagymértékben kifejez6) DC-k infiltraljak (Moravan ¢és mtsai. 2011). Ennek
megfelelnek kisérleti eredményeink, melyek alapjan a sugarzés hatasara megnovekedett
kostimulaciés molekuldk megjelenésébdl a DC-k T-sejt proliferacios képességeinek
novekedésére tudtunk kovetkeztetni. A latszélagos ellentmondés hatterében allo két
nézOpontot az hozza kdzelebb egymashoz, ha nem ,éretlen DC” vagy ,.érett DC”

kategéridkban gondolkodunk, hanem a DC-ket markereik kifejez6dése alapjan
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jellemezziik. Az antigénprezentaciot tobb tényezd befolyasolja, amelyben amellett,
hogy a kostimulaciés molekuldk megjelenése elfogadottan sziikséges a hatékony
immunvalasz kivaltasahoz, a funkcionalisan érett DC-k citokin termelése is ugyanolyan

fontos (Dudek és mtsai. 2013).

A BE-nek a sugarvédelem szempontjabol kiemelt szerepe van, mert azt bizonyitja, hogy
a sugarzas hatdsa nem kizarolag a kozvetlen sugartalalatot ért sejten mérhetd, igy a
sugarzas-indukalta egészségkarosodasok esélyét ndveli (Morgan és Sowa 2007) és ez

alatdmasztja annak sziikségességét, hogy a jelenségre magyarazatot talaljunk.

Korabbi munkakbdl arra kdvetkeztethetlink, hogy a sugartalalatot sejtek altal kibocsatott
EV-k kozvetithetik a BE-t. Al-Mayah és mtsai. MCF-7 eml6tumor sejtvonalon
kimutattdk, hogy azokban a sejtek, amiket a besugarazott sejtek tapfolyadékabodl izolalt
exoszomakkal kezeltek, megnétt a genomi karosodasok szintje (Al-Mayah és mtsai.
2012), és ez a hatas tobb mint 20 generacion keresztiil kimutathat6 volt a sejteken (Al-
Mayah ¢és mtsai. 2015). Mutschelknaus és mtsai. azt bizonyitottak fej-nyak tumoros
sejtvonalon, hogy a besugarazott sejtekbdl szarmazd exoszomak a recipiens sejtek
sejtosztodasat és talélését (Mutschelknaus ¢s mtsai. 2016). Fontos kiemelni azonban,

hogy ezek az eredmények in vitro koriilmények kozott sziilettek.

Munkank soran egy in vivo modellt dolgoztunk ki annak tanulmanyozasara, hogy az
EV-k hogy kozvetitik a sugarzas-indukalta BE-t, melyben a besugarazott egerek
csontveldi sejtjeibdl szarmazod EV-ket oltottuk kezeletlen egerekbe és vizsgaltuk a
recipiens egerek csontvel6i sejteiben, 1épsejtjeiben és vérplazma fehérjéiben
kimutathat6 valtozasokat. A csontvel6i sejtekre €s 1épsejtekre azért esett a valasztasunk,
mert mindkét szovet rendkiviil sugarérzékeny, amelyben a BE nagyban befolyasolja a
sugarhatas mértékét (Ilnytskyy és mtsai. 2009, Rastogi és mtsai. 2012). Eddig tobb
kutatocsoport leirta, hogy a csontveld szovet megfelelé kornyezet annak vizsgalatara,
hogy az MV-k kozvetitette jelek hogy valtoztatjak meg a sejtek fenotipusat (Aliotta és
mtsai. 2007, Lee és mtsai. 2012, Renzulli és mtsai. 2010). Az EV-k vizsgalata
kimutatta, hogy atlagosan 200 nm atmérdjtiek, TSG101 és CD9 fehérjéket tartalmaznak,
hianyzik bel6liik az endoszomalis eredetre utal6 jel, ami arra utal, hogy exoszomak és
nagyrészt MV-k alkotjak az izolatunot (Andreu és Yanez 2014, Bobrie és mtsai. 2012).

Mig kordbban a sejtek kozotti kommunikécidoban az egyetlen 1ényeges szereplonek az
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exoszomakat tartottak, addig az utobbi évek publikacidi bizonyitottdk az MV-k szerepét
ebben a folyamatban. Az MV-k az exoszomakhoz hasonldan tartalmaz mRNS-eket,
mMiRNS-eket és proteineket (Lee és mtsai. 2016). Legutobb Wen és mtsai. irtak le, hogy
az exoszomak és MV-k egyiittes alkalmazasa nagyobb hatékonysaggal kozvetiti a
bioldgiai hatdsokat az egyik sejtr6l a mésikra, mint az egyes frakciok kiilon-kiilon (Wen

¢és mtsai. 2016).

Munkank soran eldszor azt vizsgaltuk meg, hogy az EV-k tudjdk-e szisztémésan
kozvetiteni a sugarzas okozta DNS- és kromoszomalis karosodasokat a besugarzast nem
kapott 1épsejteknek. A sugarzas okozta DNS-karosodasok legjellemzébb formaja a DNS
kettdslanc torése, ami, ha a sejt nem tudja rovid iddn beliil kijavitani, akkor sejthalalhoz
vagy Gl-hoz vezethet (Koster és mtsai. 2007). A karosodas specifikus markerének a
H2AX hiszton foszforilacidjat tartjak, mely a kettdslanc-torés kozelében jelenik meg
(Pilch és mtsai. 2003). A foszforilalt H2AX molekula a DNS-javitdé mechanizmus soran
keletkezik és a torés kdzelében mint meghatdrozott fokuszpont észlelhetd. A moddszer
érzékenységét még egészen kis dozisok esetén is igazoltak (Osipov és mtsai. 2015,
Rothkamm és Lobrich 2003, Rube és mtsai. 2008), és mivel az assay dozisfiiggd,
dozisbecslésre is hasznalhatd. A fentiekkel megegyezden a kdzvetlen besugarazott
allatokban mi is kimértiik a YH2AX fokuszok szdmanak dozisfliiggd novekedését. A
YH2AX fokuszok mérésével mas kisérletekben is jellemezték a sugarzas indukalta BE-t
- in vitro (Burdak-Rothkamm és mtsai. 2007, Sokolov és mtsai. 2005) és in vivo
(Koturbash és mtsai. 2006). Sokolov és mtsai. bystander human fibroblaszt kultirakban
kimutattak, hogy a YH2AX fokuszok olyan fehérjékkel egyiitt lokalizalédnak, melyek a
DNS-javito folyamatokban vesznek részt (Sokolov és mtsai. 2005). A megfigyelést mi
1s megerodsitettiik, azt talaltuk, hogy az EV-recipiens allatok 1épsejtjeiben megnétt a
YH2AX fokuszok szdma. A karosodasok keletkezésének magyardzatdra a bystander
sejtekben azonban eddig még nem keriilt sor. Dutta és mtsai. ugyanakkor leirtdk, hogy
az EV transzfer olyan fehérjék foszforilacidjat okozta a recipiens sejtekben, amelyek a
DNS-javitd mechanizmusokban vesznek részt. Ezt a hatast az EV-k olyan szignalok
kozvetitésével érték el, melyek ROS képzddést és oxidativ stressz kovetkeztében
kialakulé reakciokat valtottak ki in vitro a vizsgalt emld epitélsejtekben (Dutta és mtsai.
2014). Az EV-k szerepét az oxidativ stressz kozvetitésében tovabbi cikkek is kozolték

(Larson és mtsai. 2014, Fontaine és mtsai. 2009). Fontaine és mtsai. egyértelmiien
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megerdsitették az EV-k szerepét ebben a folyamatban. Szivkoszoraér-miitéten atesett
betegekben a miitét utan csokkent az érfal oxidativ stressz okozta karosodasa, ha a
beavatkozas kozben EV-mentes plazmat kapott a beteg (Fontaine és mtsai. 2009).
Ismert, hogy a ROS nagyban felelés a rontgen-sugarzas okozta DNS-karosodasok
kialakulasaért és a DNS-javito ttvonalak aktivacidjaért, az emlitett publikaciok pedig az
EV-k szerepét erdsitik meg az oxidativ stressz kozvetitésében. Habar munkéank soran
nem mértiik az EV-recipiens sejtekben keletkez6 ROS-t, a kialakul6 sugarzas-specifikus
komplex DNS-karosodasok megnovekedéséb6l és a DNS-javitdo mechanizmusok
kialakulasért felelds jelatviteli titvonalak aktivaciojabol egyértelmiien kovetkezik, hogy
mindez a redoxpotencial szabalyozta utvonalakon keresztiil tortént. Mindezt az is
alatamasztja, hogy azokban az allatokban, melyek a 0 Gy allatokbol izolalt EV-t kaptak,
a DNS-karosodasok mértéke nem ndtt meg. Tovabba, a besugarazott egerekbdl
szarmazd EV-k olyan miRNS-eket tartalmaztak megvaltozott mennyiségben, melyek a
DNS-karosodasok hibajavitd folyamatainak szabalyzasaban vesznek részt. Erdekes
megfigyelés volt, hogy a YH2AX fokuszok szdma elérte a maximumat azokban a
bystander allatokban, melyek 0,25 Gy EV-t kaptak. A jelenség Gsszhangban van tobb
kozlemény adataival, ahol a karosodasok mértéke 0,5 Gy dozis alatt tet6zott (Little és
mtsai. 2003, Nagasawa és Little 2002, Watson és mtsai. 2000). A sugarzas-indukalta BE
fiiggetlen a dozistdl, ehelyett a sejt DNS-javito képessége és a keletkez6 szabadgyokok
mennyisége a meghatarozo a karosodasok kialakitasaban (Nikitaki és mtsai. 2016).
Nagy valoszinliséggel a magyarazat a kis és nagy dozisi besugérzas utan a sejtek altal

kibocsatott EV-k kozvetitette makromolekulakban rejlik.

A kovetkezOkben a 1épsejtek fenotipusos valtozasat vizsgaltuk a bystander allatokban az
EV transzfert kovetden. Vizsgalati végpontjaink a lépsejt alpopulidciok mennyiségi
valtozasa, osztodasi kinetikdja és aktivacids statusza voltak. A 1ép nagy
sugarérzékenysége fOképp a benne taldlhatd nagyszaml limfocita jelenlétével
magyardzhato, hiszen a limfocitdk a leg-sugarérzékenyebb sejtek kozé tartoznak, €s —
ahogy korabban lattuk, - még kis d6zisti besugarzas is jelentés mértékii limfopénidval
jar. A bystander allatok lépében tapasztalhatd sejtszdm-csokkenés hasonlit ugyan a
kozvetlen besugarzas utan leirtakhoz, ugyanakkor van néhany kiilonleges jellemzdje,
ami arra enged kdvetkeztetni, hogy kialakulasuk hatterében kiilonb6zé mechanizmusok

allhatnak. Jellemzd volt példaul, hogy bystander valaszt csak néhany limfocita
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alpopulacioban (CD4+ és CD8+ T-sejtek, NK-sejtek) tudtunk kimutatni, mig mas
alpopuléciokban (CD-k és B-sejtek) ezek hidnyoztak. A bystander hatdsra kialakuld
valtozasok nem mindig kdvették a kozvetlen besugarzas okozta valtozasok mintazatat.
A legszembetiinbbb a DC-k TLR4 marker megjelenésében mutatott eltérések. A
kozvetlen besugarzas (leginkabb a 2 Gy) megnovelte a sejtfelszini fehérje mennyiségét,
ami a korabbi kozleményekkel Osszhangban arra utalhat, hogy a sugarzas hatasara
megné a veszélyszignalok (pl. HMGBI) jelenléte, és ez a jelatvitel a DC-k TLR4
receptoran keresztiil kozvetitédik (Kono és mtsai. 2013, Werthmoller és mtsai. 2016).
Ezzel ellentétben, a bystander allatokban a DC-ken megjelend TLR4 fehérje
mennyisége a kontroll szintjének felére csokken és a véltozas nem fiigg a dozistol.
Mindez arra utal, hogy az EV-kozvetitette bystander szignalok gatoljak vagy csokkentik
a DC-k veszélyszignalokra adott valaszat. Korabbi dsszefoglald kozlemények szintén
kiemelik a TLR molekuldkat mint kulcsszereploket, a sugarzas indukalta szisztémas
hatasokban ¢és gyulladasi reakcidkban ugyanugy, mint a szisztémas BE-k kivaltotta
jelatviteli utvonalak fobb szerepléi kozott (Georgakilas és mtsai. 2015, Candeias és
Testard 2015).

A fent leirt, a bystander allatokban észlelt fenotipusos valtozasok alatdmasztjak azt az
nézetet, hogy a sugarzds indukdlta BE nem a sugarzds okozta hatdsok passziv
kozvetitését jelenti a kdzvetleniil besugarazott allatbol a bystander allatba, hanem egy
joval szelektivebb folyamat, amely komplex jelatviteli utvonalak megvaltozasat
okozhatja a recipiens egyedben, és egészen kiilonféle végpontokra lehet hatassal. igy
lehetséges, hogy a két hatds (kozvetlen besugarzas ¢s BE) mintdzata nem feltétleniil
egyezik meg. Ez a nézdpont szamos jelatviteli molekula jelenlétét feltételezi, ami az
EV-k - mint szamos proteinnek, mRNS-nek és miRNS-nek aktiv hordozéi - szerepét

erdsiti meg a BE kozvetitésében.

A 1épsejtek vizsgdlata utan érdeklOdésiinket a vérplazma fehérjék mennyiségi
valtozasanak tanulmanyozasara is kiterjesztettiik. Szdmos kdzlemény megerdsiti, hogy a
besugarzas okozta szisztémas hatasok gyulladéasi reakcidt valtanak ki, és ez a
sugarterapiaval kezelt betegek vérplazmajabol kimutathatdo (Tada és mtsai. 2014,
Widlak és mtsai. 2015). A mi megkozelitésiink az volt, hogy a besugarazott és

bystander allatok vérplazmdjaban mérjiik azon citokinek, kemokinek, novekedési
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faktorok szintjét, melyek a sugarzas indukalta gyulladasban és az immunvalaszban
vesznek részt. Azt talaltuk, hogy a vizsgalt fehérjék koziil viszonylag kevésnek valtozott
a szintje a kezelések hatdsara a kontroll allatokhoz képest, és a szignifikdns eltérést
mutatd proteinek kemokinek vagy kemokin ligandok voltak. Két fehérje (pentraxin-3
(PTX-3) és M-CSF) mennyisége a kis és nagy dozisu besugarzas utan és a bystander
allatokban is megemelkedett a kontrollhoz képest. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
két fehérje a sugarzasa adott stresszvalaszban jatszik szerepet és ezeket a fehérjéket az
EV-k vitték at a recipiens egyedbe. A PTX-3 egy akut-fazis fehérje, mely gyorsan
termelddik és szabadul fel a vérben gyulladasi stimulusok hatasara és a velesziiletett
immunvalaszban tolt be szerepet (Mantovani és mtsai. 2003). A PTX-3 sugarzas
indukalta valtozasat eddig kevés tanulmany irta le. Christersdottir Bjorklund és mtsai.
sugarterapidn atesett betegeknél a terapia mellékhatdsaként fellépd kardiovaszkuléris
elvaltozdsok biomarkereként azonositottadk; a fehérje hosszantartd termelddését
tapasztaltak a besugarazott artériakban és vénakban (Christersdottir Bjorklund és mtsai.
2017). Sproull és mtsai. allatkisérletes modellben sugarvalasz fehérjeként irtak le, 18
Gy egésztest és lokalis besugdrzas utan a karosodas meértékére kovetkeztethettek a
segitségével (Sproull és mtsai. 2017). Jollehet kis dozisu besugarzas utan vagy a BE
részeként még nem vizsgaltak a PTX-3 fehérjét, azt tobb kozlemény stressz-valasz
fehérjeként irja le (Haglund és mtsai. 2008, Shiraki és mtsai. 2012, Tomandlova és
mtsai. 2015, Isik Balci és mtsai. 2016). Az M-CSF egy pleiotrop novekedési faktor,
segiti (Pixley és Stanley 2004). A fehérje 1,6-szoros novekedését irtak le egerekben 2
Gy besugarzas utan 24 oraval (Ariyoshi és mtsai. 2014), ami egészen hasonlo az
altalunk kapott 1,3-szoros nodvekedéshez, amit ugyanakkora dozisi kozvetlen
besugdrzas utan mértiink. Kordbban kiilonb6z6é kolonia-stimulalé  faktorok
megnovekedését mutattak ki kis dozissal besugarazott egerek lépsejtjeiben, és ez a
okozta (Li és mtsai. 2004). A PTX-3 és M-CSF fehérjéken kiviil mas fehérjét nem
talaltunk, aminek a szintje 0,1 Gy és 2 Gy besugarzas utan ugyanugy valtozott volna,
vagy hasonloan viselkedett volna 0,1 Gy kdzvetlen besugarazott és a 0,1 Gy bystander
allatokban. Ugyanakkor két fehérje szintje emelkedett meg mind a 2 Gy kdzvetlen
besugarazott mind 2 Gy bystander egyedekben is; ezek a CXCL16 és a lipocalin-2. A
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CXCL16 egy T-sejt aktivacidoban résztvevd gyulladdsos kemokin, amely kifejezédése
besugarzas utan kiillonboz6 tumorokban megnd (Matsumura és mtsai. 2008, Matsumura
¢s Demaria 2010, Yoon ¢és mtsai. 2016). Nikitaki és mtsai. a CXCL16-ot a sugarzas-
indukalta BE-ért felelés jelatviteli utvonalak (mint a citokin-citokin és a kemokin
jelatviteli utvonalak) fobb elemének nevezték (Nikitaki és mtsai. 2016). A lipocalin-2
egy pleiotrop fehérje, amely a kiilonb6z0 szervekben cellularis stressz €s szoveti
sérilések utan keletkezik, ezért a gyulladas jo biomarkere (Asimakopoulou és mtsai.
2016). Megnovekedett szekrécidjat irtak le az oxidativ stressz kiilonbozo kortilményei
kozott, ahol a lipocalin-2 egy védé faktornak bizonyult, tobbek kozott szamos
antioxidans termelésének stimulalasaval (Bahmani és mtsai. 2010, Roudkenar és mtsai.
2011, Bahmani és mtsai. 2014). Osszefiiggésbe hoztak a sugarzas-okozta tiido- és
majkarosodassal is (Sultan és mtsai. 2013, Sultan és mtsai. 2016). A lipocalin-2 szint
nagymértéki emelkedését tapasztaltak bystander embrionalis egér fibroblaszt sejtekben,
melyek 4 Gy dozissal besugarazott egerek szérumat kaptak (Sugihara és mtsai. 2013). A
fentiekkel 0sszhangban vannak eredményeink, 2 Gy besugarzas a lipocalin-2 erdteljes
megemelkedését okozta és ez a 2 Gy bystander allatokban is fennallt. Erdekes
megfigyelés volt, hogy két kemokin, a CCL5 és CCLI11 szintje csak a bystander
egyedekben valtozott. A CCLS5 szintjének valtozasat mar korabban, besugarazott sejtek
tapfolyadékaval kezelt bystander sejtek feliiluszojaban irtak le (Desai és mtsai. 2016),

de a CCLI11 részvétele a sugarzas-indukalta BE-ban eddig nem ismert.

Mivel az EV-k miRNS-ekben gazdagok, képesek epigenetikai jeleket kozvetiteni egyik
sejtbdl (itt a besugarazott egyedbdl) a masik sejtbe (itt a bystander egyedbe), és igy a
recipiens sejtben megvaltoztatni a génexpresszidos mintazatot. Kisérleteinkben a
csontveldi EV-k miRNS-tartalmat vizsgaltuk, illetve a besugarzas hatasat a periférias
vérben keringd EV-k miRNS-tartalmara. Azt talaltuk, hogy az EV-k miRNS Gsszetétele
nem valtozik meg besugarzas hatasara, vagyis ugyanaz a miRNS panel taldlhaté meg a
besugarzas eldtt, mint utdna. A kiilonbség a miRNS-ek mennyiségében van, ami arra
utal, hogy a sugarzas megvaltoztatja bizonyos mMiRNS-ek expresszidjat vagy a

besugarzas befolyasolja a miRNS-ek EV-kbe val6 ,,csomagolasanak™ folyamatat.

A csontveld1 EV-kbdl izolalt 8, besugarzas hatasdra megvaltozott mennyiségii miRNS

szintje ugy tlnik, dozisfiiggéen valtozik. Majdnem mind a nyolc miRNS-rél leirtak,
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hogy kiilonbozd szovetek sugarérzékenységét befolyasolja. A miR-33 gatolja a HDL
(high-density lipoprotein) okozta sugarérzékenységet mellrakban (Wolfe €s mtsai.
2016), és a miR-199a-5p érzékennyiti a mellrak sejteket a besugarzasra (Yi és mtsai.
2013). Szamos miRNS-t a DNS-karosodasok javitasaval hoztak Osszefiiggésbe, igy a
miR-33-nak és a miR-375-nek a p53 molekulan keresztiili DNS-karosodasok javitasi
utvonalaban van szerepe (Wolfe és mtsai. 2016, Liu és mtsai. 2013), a miR-744-3p
pedig a RAD23B génre van kozvetlen hatassal, ami a sugarzas-okozta DNS-
karosodasok javitasat akadalyozza prosztata-tumorsejtekben (Hatano és mtsai. 2015). A
8 megvaltozott miRNS koziil tobb vesz részt immunfolyamatok szabalyzasdban. Wang
¢s mtsai. azt talaltdk, hogy a miR-152 termel6dése megnd bizonyos human
sejtvonalakban besugéirzds hatdsdra, ¢és a velesziiletett immunrendszer sejtjeit
szabalyozza (Wang és mtsai. 2011). Liu és mtsai. leirtak, hogy a mmiR-152 gatolja a
DC-k érését és aktivacidjat - TLR4 antagonistakkal (mint példaul az LPS vagy a
HMGB1) (Liu és mtsai. 2010). A megndvekedett miR-152 szintet az NK-k sejt616
aktivitasanak megnovekedésével hoztak Osszefliggésbe (Zhu és mtsai. 2010). Mivel
eredményeinkben a miR-152 szintje mind a 0,1 Gy, mind a 2 Gy besugarzds utan
megn6tt a csontveldi EV-kben, ez magyarazhatja, hogy a TLR4 marker kifejezddése a
DC-ken miért csokkent a 0,1 Gy és 2 Gy bystander allatokban és az NK-sejtek osztodasi
rataja miért emelkedett meg ugyanazokban az egyedekben. Kordbban a miR-33 szerepét
a makrofagok ATP-ko6té Al és G1 fehérjéinek gatlasaval a velesziiletett immunrendszer
szabalyozasaban is megerdsitették (Lia és mtsai. 2016, Marquart és mtsai. 2010). Az
ATP-kotd A1/G1 fehérjék egyik fO feladata a TLR4 molekulak szervezddésének és
aktivacigjanak gatlasa (Zhu és mtsai. 2010). Ez azt jelenti, hogy az alacsony miR-33
szint kozvetetten alacsony TLR4 szinthez vezethet, amit a bystander allatokban ki is
mutattunk. Huszonhét KEGG utvonalat azonositottunk, melyekre a megvaltozott
expresszioju miRNS-ek hatassal lehetnek. Egy résziik a sugéarzasra adott sejtes valasszal
kapcsolatos (Hippo, Foxo, PI3K, Hedgehog ¢s TGFp ttvonalak). A Hippo utvonalat a
DNS-karosodéasok, pontosan a DNS-torések aktivaljak, és az ATM, illetve az ATM- ¢és
RAD3-koté (ATR) kindzokat aktivalja, melyek a DNS-javitas f0 szabalyzoja. Masrészt,
a Hippo utvonal a DNS-karosodas kovetkeztében sejthalalt is kivalthat (Pefani és
O’Neill 2016). A Foxo és PI3K utvonalak szintén az ATM jelatviteli utvonal aktivaloi,

¢s genom integritdsanak fenntart6éi a DNS-karosodasokat kovetéen (Mukherjee és mtsai.
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2012, Tarrade és mtsai. 2015). A Hedgehog utvonalnak a DNS-karosodasok javitasaban
van szerepe (Meng és mtsai. 2015). Harom masik utvonal van még szoros
osszefliiggésben a hematopoetikus rendszerrel. Erdekes modon az az utvonal adta az
egyik legszignifikans valtozast, amelyik az dssejtek pluripotenciajanak szabalyozasaban
vesz részt, utalva a valtozdsokra, melyeket a csontveldi sejtpopulaciok aranyaban
mértiink. A Wnt utvonal kulcsfontossdgi a hematopoetikus sejtek, ezen belill a
hematopoetikus Ossejtek onmegujitasaban ¢és differencidlédasdban (Lento és mtsai.
2013). Az atvonal a T-sejtek érésében is szerepet jatszik a 1épben (Xu és mtsai. 2003),
(Lento és mtsai. 2013). A HTLV fert6zés itvonala magaba foglalja a TGF, a T-sejt
receptor €s a Wnt utvonalakat. Ezen utvonalak végpontjai a gyulladéassal, leukocita
migracioval, és proliferacioval kapcsolatosak, illetve a hematopoetikus rendszer felé
kozvetit valtozasokat (Franchini és mtsai. 2003, Ma és mtsai. 2013). Néhany ujabb
Osszefoglald cikk segit, hogy a sugarzas kapcsolatat megértsiik a gyulladassal és az
immunvalasszal. Nikitaki és mtsai. irodalmi adatok elemzése folytdn gének két
csoportjat irta le: az egyik csoportba tartozok a BE kozeli sejtek kozotti, mig a masik
csoportba tartozd gének a szisztémas hatdsok kialakulasaért lehetnek felelosek, és
mindkét csoport esetén a gének befolyasa alatt allo jelatviteli Utvonalakat is
Osszesitették. Az elsé 10 tutvonal kozott kemokin, MAPK ¢és Jak-Stat jelatviteli
utvonalak szerepelnek, melyek a BE-hez kapcsolodoak, és a MAPK jelatvitel, az NK-
sejt medidlta cititoxicitds, T-sejt receptor jelatviteli Gtvonalak, melyek a szisztémas
hatdsok kialakulasaért tehetOk felelossé (Nikitaki €s mtsai. 2016). A leirt Gtvonalak
szépen atfednek azzal, amit a besugarazott egérbdl izolalt csontveléi EV-k miRNS-eivel
kapcsolatban talaltunk. Georgakilas és mtsai. 0sszegyiijtotték azokat a géneket, melyek
mind a sugarvalaszban és/vagy az immunvalaszban részt vesznek, és egy funkcionalis
vizsgalatot készitettek, amivel szamos gént és utvonalat azonositottak mint a sugarzas-
okozta gyulladas és immunvalasz elemei, tobbek kozott a TGFB, Wnt, MAPK és inzulin
jelatviteli utvonalak (Georgakilas és mtsai. 2015), melyekrél mind kimutattuk, hogy a
csontveldi EV-kben sugarzads hatasara megvaltozott expresszioji miRNS-ek érintettek

lehetnek benne.

Az csontveldi és plazma miRNS-ek koziil 2 Gy besugarzas hatdsara két atfedot

talaltunk, a miR-150-5p-t és a miR-491-et. A miR-150-5p egy keringé miRNS, amely

89



DOI:10.14753/SE.2018.2182

bizonyos kereteken belil (I — 12 Gy) a dozis nagysdgaval ardnyosan valtozik a
besugarzas utan 24-48 o6raval. Mivel a limfocitdkban nagy mennyiségben van jelen, és a
limfocita sejtpusztulds €s csontveldi karosodas érzékeny jelzdjének tartjak, a miR-150-
S5p jo markere lehet a bioldgiai dozimetridnak (Jacob és mtsai. 2013, Menon és mtsai.
2016). Egy korabbi tanulmanyban, amiben sugarterapian atesett nem-Kissejtes
tiildérakban szenvedd betegek vérmintait elemezték, 10 keringd miRNS-t azonositottak,
amik kozott a miR-150-5p is szerepelt, €s megallapitottak, hogy annak mennyisége a
dozis novekedésével csokkent. Tovabba megallapitottak, hogy a tiidéraksejtek és
sztromasejtek altal termelt exoszomakban a miR-150-5p mennyisége a besugarzassal,
mig a miRNS sejten beliili mennyisége nétt, ami arra utal, hogy a miRNS exoszémaba
torténd exportja csokkent a sejtekben a sugarzasra adott valaszként (Dinh és mtsai.
2016, Menon és mtsai. 2016). Legjobb tudomasunk szerint a miR-491-et korabban nem
hoztak Osszefiiggésbe a sugarzassal. Ez @ miRNS tumor szupresszorként hat, gatolja a
tumorndvekedést, az epitelidlis-mezenhimalis atalakuldst és a metasztazis kialakulasat
szamos tumortipusnal (Guo és mtsai. 2012, Zhuo és mtsai. 2013, Denoyelle és mtsai.
2014, Hui és mtsai. 2015, Sun és mtsai. 2017). Bar a szerepét az immunrendszer
szabalyozasaban nem ismerik, de expresszidja megnétt a 1ép CD8+ T-sejtekben
végbéldaganatos egerekben, és gatolta a T-sejt proliferaciot, el0segitette az apoptozist €s

gatolta az INFy termelést (Yu és mtsai. 2016).

Egy lehetséges magyardzata annak, hogy miért talaltunk kevés atfedd miRNS-t a
csontveldi és plazma miRNS-ek kozott az lehet, hogy mig a csontveldi EV-kbdl
szarmazd miRNS-ek tisztdn a csontveldi sejtek sugarvalaszat tiikrozik, addig a plazma
EV-k részben a vérsejtekbdl eredd, részben viszont minden mas szerv sugarzasra adott
stresszvalaszat kozvetiti. Emiatt a plazmaban 1évé EV-k miRNS-ei sokkal heterogénebb

szisztémas valaszt tiikroznek, és a szervspecifikus hatasokat ez elfedheti.

Bar az atfedd megvaltozott expresszidji miRNS-ek szdma alacsony, az Aaltaluk
szabalyozott utvonalak kozott sok azonos mutatkozik, melyek koziil részletesen 2
utvonalat emelnénk ki (AML és TGFp) és vizsgalnank részletesen, mivel ezek részben a
sugarzas hatasainak kozvetitéi lehetnek. Ez a két itvonal a dozistdl és a szarmazasi
szovettdl (csontveld vagy vér) fliggetlentil valtozott. A sugarzids hatisa az AML

indukalasaban jol koriilirt (Kesminiene és mtsai. 2008, Gilbert 2009) és egyre tobb a
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bizonyiték arra, hogy kis do6zisti besugarzas is megnoveli a betegség kialakulési
valoszintiségét (Pearce és mtsai. 2012, Laurent és mtsai. 2013, Laurier és mtsai. 2016).
Mivel a hematopoetikus Ossejtek sugarzas-indukalta kozvetlen sejtkarosodasa az AML
kialakulasanak f6 oka, nyilvanvaléva valt, hogy a tumorsejtek és azon mikro- és
makrokornyezete kozotti kommunikacié hatéssal van a betegség kialakulasara és annak
lefolyasara (Arai és Suda 2007, Schroeder és mtsai. 2016). Mole és mtsai. mar 1983-ban
feltételezték, hogy a kis dozisu sugarzas okozta leukémia kialakulasa két szomszédos
karosodott sejt kozotti jelatvitel eredménye (Mole és mtsai. 1983). Ezek fényében
érdekes latni, hogy az EV-k képeseck AML-lel kapcsolatos jeleket kozvetiteni a
csontveldben és a vérben is. A TGFp utvonal az egyik legjobban koriilirt sugarzas-
indukalta immunvalasszal és gyulladassal kapcsolatos utvonal. Szerepet jatszik a DNS-
karosodasok felismerésében (Barcellos-Hoff és Cucinotta 2014, Du és mtsai. 2015), de
a besugarzas utani immunvalaszban is (Georgakilas ¢s mtsai. 2015). S6t, a TGFp maga
¢s a TGFB-hoz kapcsolddo jelatviteli utvonal a BE-sal és a sugarzas mas nem-célzott
hatasaival is Osszefiigg (Barcellos-Hoff és Brooks 2001, Shao és mtsai. 2008, Chai ¢és
mtsai. 2013) és kiillonbozé miRNS-ek képesek a TGFp jelatviteli utvonalon keresztiil
szabalyozni a BE kialakulasat (Hu és mtsai. 2014, Jiang és mtsai. 2014, Xu és mtsai.
2014, Yin és mtsai. 2015). A TGFp jelatviteli utvonalra haté miRNS-ek jelenléte a
csontveldi és a vérplazma EV-kben tovabb erésitik az EV-k szerepét a sugarzas-okozta

BE-ban.
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7. Kovetkeztetések

els6ként irtuk le szisztematikusan, hogy a kis és nagy dozisu in vivo besugarzas

hogyan valtoztatja meg az egyes Iépsejt alpopulaciok sugarzérzékenységét egér

modellen
o in vivo kis dozist besugarzas jelentds hatassal van az egér 1épsejtekre
o kis és nagy dozisu besugarzas hatdsara mas-mdas mechanizmusok

aktivalodnak, vagyis kiilonb6zo jelatviteli szignalokon keresztiil hatnak
» nagy dozisok: gyors sejtszam csokkenés, ugyanakkor a regeneracié mar
besugarzas utan hét napon beliil elkezd6dott
= kis dozisok: hatasa tartosabbnak bizonyult, hét nappal a besugarzés utan
egyaltalan nem, vagy alig fedezhetdk fel a regeneralddas jelei
Treg sejtek sugarzésra adott valasza komplex:
o egyrészt a nagy dozisi besugarzas hatdsara megndé a CD4+ 1épsejteken
beliili ardnya, mely valdszinlileg a kismértékli apoptotikus ratdjanak €s jobban
megtartott proliferacios készségének koszonhetd
o masrészt azonban a besugarazott Treg sejt T-sejt gatld képessége
jelentdsen csokkent, ez a sejtek megvaltozott funkcionalis integritasat mutatja
az 10nizalo6 sugarzas fokozza a DC-k aktivacigjat
o aktivacios markereinek kifejezddése megnovekedett
o antigénbemutatas haté¢konysaga viszont csokkent

kidolgoztunk egy in vivo modellt, amivel az EV-k szerepét tudtuk vizsgalni és

bizonyitani a sugarzas-okozta bystander hatéas kialakuldsdban

o a besugarazott egér csontveljébdl szarmazdé EV-k képesek a DNS-
karosodasok javitasat aktivalni a recipiens allatok Iépsejtjeiben, valamint
mennyiségi és fenotipusos valtozasokat kivéaltani a kiilonbozd 1épsejt
alpopulaciokban

o a direkt besugarazott ¢s bystander allatokban végbemend véaltozasok
kialakuldsanak hatterében kiilonb6z6 mechanizmusok allnak

o az EV-k képesek sugarzds-indukalta immunvalasz ¢és gyulladas

szignaljait kdzvetiteni a periférias vérben
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o EV-kbdl izolalt miRNS-ek potencidlis résztvevéi a DNS-karosodasok
javitasdban, hematopoézisben ¢s kiilonboz0 immunoldgiai folyamatokban
szerepld jelatviteli itvonalaknak mind a csontveldben, mind a vérben

o bizonyitottuk az EV-k szerepét a sugarzas-okozta szisztémas bystander

hatasban, melynek legvaloszinlibb kozvetitdi a miRNS-ek
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8. Osszefoglalas

A dolgozat 6 témaja a kis és nagy do6zisu ionizald sugarzds immunrendszerre gyakorolt
hatdsanak a vizsgdlata volt. Megallapitottuk, hogy a besugarazott egerek Iépsejt
alpopulacioinak egymashoz viszonyitott aranyat jelentdsen befolyasolta a sugarzas, ami
elsésorban 2 Gy hatéasara volt nyilvanvalo. Eszerint a legérzékenyebbek a B sejtek és
CD8 sejtek, a legrezisztensebbek a DC, NK és Treg sejtek voltak. Ezzel 6sszefliggésben
kimutattuk, hogy a sugarzas-indukalta apoptozisra a B-sejtek voltak a
legérzékenyebbek, az NK, a Treg és a DC sejtek pedig a legrezisztensebbek. A
sugarérzékeny alpopulaciokban mar a kis dozisok is szignifikdns mértékben
megnovelték az apoptdzis mértékét, szemben a sugarrezisztens DC sejtekkel, ahol a kis
dozistartomanyok hatasara az apoptozis mértéke csokkent. A 1épsejtekben mért citokin
génexpresszio tekintetében a mind a Thl és Th2 tipust citokinek szintje kis dozisu
besugarzas utan csokkent, nagy dozis utdn nétt. A Treg sejtek intenzivebben osztddtak 2
Gy besugarzas utan és hamarabb visszanyerték az eredeti sejtszam alloméanyukat, mint a
CD4+ T-sejtek. Bar 2 Gy besugarzas utan a Treg-eken a szupresszioért felelos CTLA-4
fehérje mennyisége megduplazodott, és az IL-10 génexpresszios szintje megemelkedett,
mindemellett csokkent a Treg sejtek effektor T-sejt gatld képessége. A DC-k
aktivacigjat fokozta a nagy dozisii besugarzas, stimulacids (CD80/86), gatlo (B7H1) és

stresszvalaszban résztvevo (TLR-4) fehérjéinek szintje megnott.

A sugarzés-indukélta bystander hatds (BE) immunrendszerre gyakorolt hatasanak
vizsgalatahoz egy in vivo rendszert dolgoztunk ki, melyben az extracellularis vezikulak
(EV-k) szerepét bizonyitottuk a BE kozvetitésében. Kis és nagy dozist besugarzas utan
csontveldi EV-ket izolaltunk, majd azokat naiv egerekbe oltva létrehoztuk az un.
bystander allatokat. A besugarazott allatokbdl szarmazd EV-k hatdsara megndtt a DNS-
karosodds mértéke a bystander egyedekben, a 1ép CD4+ és CD8+ T-sejtek szama
csokkent, akarcsak a TLR-4 fehérjét kifejez6 DC-k szdma. A kis és nagy dozissal
besugarazott allatokbol izolalt csontveléi EV-kben 8 miRNS expresszids szintje
valtozott meg, ezek mind a DNS-kdrosodasok javitasaval, a hematopoetikus ¢€s
immunrendszer szabalyozasaval kapcsolatos jelatviteli itvonalakban jatszanak szerepet,

vagyis a bystander allatokban tapasztalt hatasok kivaltasaért lehetnek feleldsek.
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Summary

The main topic of the dissertation was to study the effects of low and high dose ionizing
radiation on the immune system. We found that the ratio of different splenocyte
subpopulations of irradiated mice was significantly influenced by radiation, and this
effect was more relevant due to 2 Gy. Accordingly, B cells and CD8 cells were the most
sensitive, while DC, NK and Treg cells were the most resistant. In this context, we have
shown that B cells were the most sensitive to radiation-induced apoptosis, while NK,
Treg and DC cells were the most resistant. In radiosensitive subpopulations, low doses
also significantly increased the rate of apoptosis, compared to the radiation-resistant DC
cells, where apoptosis was reduced due to low dose irradiation. In case of cytokine gene
expression in spleen cells, the levels of Th1 and Th2 cytokines decreased after low dose
irradiation and increased at high doses. Treg cells proliferated more intensively after 2
Gy irradiation and recovered to the original cell number faster than CD4 + T cells. After
2 Gy irradiation, the amount of CTLA-4 protein responsible for the suppression of the
Tregs, was doubled and the IL-10 gene expression level increased, however, the T-cell
inhibitory effect of Treg cells decreased. Activation of DCs was enhanced by the high
dose irradiation, the level of stimulatory (CD80/86), inhibitory (B7H1) and stress

response (TLR-4) proteins increased.

To investigate the radiation-induced bystander effects (BE) on the immune system, an
in vivo system was developed, in which the role of extracellular vesicles (EVs) was
demonstrated as mediators of BE. We created the so-called bystander animals by
isolating EVs from bone marrow of low and high dose irradiated mice, and grafting
them onto naive mice. The level of DNA damage in splenocytes of bystander animals
increased, the number of spleen CD4+ and CD8+ T cells decreased, as the number of
DCs expressing the TLR-4 protein decreased as well following EV injection from
irradiated mice. In EVs isolated from (the BM of) low and high dose irradiated mice 8
miRNAs were differently expressed compared to control. These miRNAs play role in
signaling pathways related to DNA damage repair, haematopoietic and immune
regulation, indicating that they are responsible for triggering the effects found in

bystander animals.
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