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Bevezetés

Az ionizald sugarzds biologiai hatisait tekintve determinisztikusak vagy
sztochasztikusak. A determinisztikus hatas klinikai tlinetekkel jar, egy bizonyos
kiiszobdozis felett mindig megjelenik, melynek nagysaga az egyes Szervekre,
szovetekre jellemzd és azok sugarérzékenységeétdl fligg. A sztochasztikus hatdsok
esetén a hatas kialakulasanak valoszinlisége az elszenvedett dozis nagysdgaval
aranyos, a daganatos incidenciat noveli meg. Ebben az esetben tehat kiiszobdozis
nincs, elméletileg akar egyetlen sugartalalat is daganat kialakulashoz vezethet, ezért a
sugarvédelem alapvetd torekvése a sugarterhelés mértékének az ésszeriien elfogadhato

legalacsonyabb szintre valo szoritasa.

A kis dozisok (100 mGy dozis alatti tartomdny) hatasainak vizsgalata maig a
sugarbiologiai kutatasok kozéppontjaban all. A téma jelentdségét noveli, hogy az
elmult évek kutatasi eredményei alapjan a kis d6zist sugarzas hatdsai nagyrészt nem a
kozvetlen, hanem a sugarzas kozvetett hatdsaibol erednek, vagyis nem csak a
sugartalalatot elszenvedett sejten tapasztalhatjuk, hanem annak utdédsejtjein, vagy
annak kozvetlen vagy tagabb kornyezetében 1év0 sejteken is. Ezeket a hatdsokat a
sugarzas nem célzott hatdsainak nevezziik: a genom instabilitast és a szomszédsagi
vagy bystander hatast. A genom instabilitds alatt azt a jelenséget értjiilk, amikor a
sugarzas kozvetleniil vagy kozvetett modon (szomszéd) érte sejtek egy részében
késObb, akar 40-50 generaci6 mulva (az utddsejtjeiben) is megnd a spontan mutaciok
gyakorisaga. A bystander hatas esetén a hatast nem a sugartalalatot elszenvedett
sejtben, hanem annak kozvetlen vagy tagabb kornyezetében 1évo sejtekben
tapasztaljuk, és leggyakrabban DNS-karosodasban vagy génexpresszios valtozasokban
manifesztalédik. A sugarzds nem célzott hatisainak felismerése egyértelmiivé tette,
hogy a sugarzas sokkal tobb sejt miikddését és tulélését befolyasolja, mint amennyit a

célzott hatasok elve szerint varnank.

Az extracellularis vezikulak (EV-K) szerepével a sugarzas-indukalta bystander hatas
kozvetitésében kevesen foglalkoznak, pedig idedlis alanyai lehetnek a bystander hatas
szigndljainak sejtek kozotti atvitelében. Az EV-K membrannal hatarolt testek,

melyeket a sejtek aktivan bocsatanak ki az extracellularis térbe, ahonnan mas sejtek
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felveszik azokat, igy kiemelt szerepiik van a sejtek kozotti orokitdanyag (miRNS,
MRNS), valamint proteinek- és lipidek atadasaban. Az EV-k tartalma fiigg a termeld
sejt tipusatol, metabolikus allapotatdl és az 6t ért ingerektdl. Szerepliket fiziologias
allapotokban (immunoldgiai folyamatok, pl. T-sejtek aktivalasa, immuntolerancia
kivaltasa, Treg-ck aktivalasa), stresszvalasz reakciokban (gyulladaskelté vagy
gyulladas csokkent6 hatas, ionizald sugarzas okozta stressz), valamint patologias
allapotokban (autoimmun vagy daganatos megbetegedések) is leirtak. Az EV-k gazdag
forrasai a miRNS-eknek. Ezek az evoltciésan konzervalt, kicsi (kb. 22 nukleotid
hossztl) nem-kddol6 RNS-ek a biologiai folyamatok transzkripcidos és
poszttranszkripcios szabalyozasaért felelosek. A MIRNS-k specifikus csomagoléasa
zajlik az EV-kben, ezért az EV-k miRNS-tartalma nem feltétleniil tiikkrozi az azt
kibocsatd sejt miRNS-tartalmat. A mMiRNS-eket Osszefiiggésbe hoztak a sugarzas
okozta szoveti valasszal és a sugarzas-indukalta bystander hatas lehetséges
kozvetitdjeként irtak le. A mMIRNS-ek EV-ken keresztiil a besugarazott sejtbdl a
bystander sejtekbe adodnak at, és képesek a sugarzas-okozta bystander hatést

kozvetiteni in vitro rendszerben.

Az immunrendszer feladata, hogy az idegen és a megvaltozott sajat szerkezeteket
felismerje a szervezetben, és elleniik aktiv immunvalaszt kialakitva elpusztitsa azokat.
Az immunvalasz els6é fazisaban az idegen sejtek a hivatasos antigénprezentald
dendritikus sejtekkel (DC) keriilnek kapcsolatba. A DC-k sejtfelszinén az
antigénfelvételt elésegitd mintazatfelismerd receptorok (pl. TLR4, DEC 205),
valamint a T-sejtek aktivacigjaban részt vevd adhézios és kostimulalé molekulak (pl.
CD40, CD80, CD86), és a T-sejtek gatlasaban szerepet jatszo fehérjék (pl. B7H1)
kifejezOdése teszi lehetdvé, hogy a DC-k velesziiletett részeként az adaptiv
immunrendszer végrehajtoé sejtjeinek miikodését befolyasoljak. A regulator T-sejtek
(Treg) a CD4+ limfocitak egy egyedi csoportjat alkotjak, és fontos szerepiik van az
immunhomeosztazis fenntartasaban. A Treg sejtek a timuszban alakulnak ki, ezeket
timusz eredetli Treg sejteknek (tTreg) nevezziik. Kiilonb6zd kornyezeti feltételek
mellett (jellemzéen TGFP jelenlétében) a Treg sejtek a periférian CD4+Foxp3- T-
sejtekbdl is 1étrejohetnek, ezeket periférias, vagy pTreg-eknek nevezziik. A Treg sejtek
a DC-kel kapcsoldédva az immunvalaszban résztvevd T-sejtek gatlasaban jatszanak

szerepet. Ezt tobb moddon tehetik meg: gatld hatast citokineket (IL-10, TGFp)
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termelnek, citolizist okoznak, a T-sejt anyagcserezavarat okozzak (pl. IL-2 elvonassal,

CAMP transzferrel), vagy a DC-k érésének gatlasaval.

Célkitiizések

A kis dozisok bioldgiai hatasairdl €s ezek (rovid €s hosszu tavl) egészségiigyi
kovetkezményeirdl sokkal kevesebbet tudunk, mint a nagy dozist sugarzas hatasair6l.
A téma ma a kozegészségiigyben kulcsfontossagu a diagnosztikai célu sugarterheléssel
jaro alkalmazasok egyre szélesebb korben valo elterjedése miatt. A kis dozisu sugdrzas
hatdsainak felderitése és a létrejottiikért felelds mechanizmusok megértése az utdbbi
évtizedekben a sugarbioldgia egy forrd pontjava valt. Kutatasainkban arra keresiink

valaszt, hogy a kis és nagy dozisu ionizald sugarzas milyen hatdssal van az

immunrendszer sejtieinek szambeli és funkcionalis valtozasaira.

Az EV-k szerepét és az EV-k altal kozvetitett miRNS-ek aktiv részvételét a sugarzas-

indukalta bystander hatds kialakuldsdban in vivo rendszerben még nem

tanulmanyoztak. Mi erre a hianyra valaszul egy olyan in vivo modell dolgoztunk ki,
melyben a besugarazott egerekbdl izolalt EV-ket intravénasan naiv, Gn. bystander
allatokba oltottuk, és az EV ,transzfer” hatdsat a bystander egerek 1€psejtjein mértiik.
A besugarazott egerek csontvelejébdl illetve vérébdl szarmazd EV-K miRNS tartalmat
is elemeztiik, €s a sugdrzas hatasara bekovetkezd valtozadsokbdl a szabdlyozott

jelatviteli utvonalakra kovetkeztettiink.

Modszerek

Kisérleti allatok és a besugarzas menete

6-12 hetes C57BI/6 egereket hasznaltunk a kisérletekhez. Az allatokat ketamin-Xilazin
elegy intraperitonealis (i.p.) injektalasaval altattuk el a besugarzas id6tartamara. Az
allatokat miianyag taroloban helyeztiik el, majd a teljes test besugarzast *°Co-y ill.
rontgen-besugarzo késziilékkel végeztiik. Az egerek életének kiméletes kioltasa letélis
dozist pentobarbital i.p. adagolasaval tortént.
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Immunsejtek izoldaldsa lépbdl, valamint azok jellemzése

Az allatok 1€épébdl a besugarzas utan kiillonb6zo idOpontokban egysejtes szuszpenzidt
készitettiink. A vorosvértesteket eltavolitottuk, s ezt az egysejtes 1épsejt Szuszpenziot
hasznaltuk a tovabbiakban fenotipizalashoz, apoptdzis vizsgalatdhoz, sejtcsoportok
tovabbi izolalasahoz ¢s a funkcionalis tesztekhez. A CD4+CD25+ Treg sejteket és
CD4+CD25- effektor sejteket magneses szeparalassal valasztottuk szét. A DC sejtek
izolalasakor a lépet nem csak mechanikusan roncsoltuk, hanem enzimatikus
emésztésnek is alavetettiik. Az igy kapott 1épsejtszuszpenziobol a CD11c+ DC sejteket

pozitiv szelekcio elvén, magneses szeparacid modszerével valogattuk ki.

Az Osszlépsejtek fenotipusos jellemzését és az egyes alcsoportok egymashoz
viszonyitott aranyanak meghatarozédsat a sejtek felszini és sejten beliili fehérjéinek
azonositdsaval végeztik. A sejtfelszini fehérjék jelolését a megfelelé specifikus
antitestekkel végeztiik, monoklonalis ellenanyagokat hasznalva. A fluoreszcensen
jelolt fehérjék: B7H1, CD3, CD4, CD8, CD11c, CD19, CD25, CD40, CD80, CD86,
CTLA4, DEC205, Foxp3, GARP, GITR, IA-b (MHCII), NK1.1. A sejtmagi és
citoplazmatikus  fehérjék  kimutatisdhoz a sejteket permeabilizaltuk. Az
immunfenotipizalast FACSCalibur aramlasos citométerrel végeztiikk, és CellQuest

szoftverrel értékeltiik.
A DNS-kdrosoddsok, apoptozis és sejtosztodas mérése

A DNS-karosodasok mérését a H2AX hisztonfehérje foszforilacidjanak kimutatasaval
végeztilk. A besugarazott és a bystander allatok Iépsejtjein végeztiik el a YH2AX
assay-t mind immuncitokémiaval, mind aramlasos citometriaval elévgeztiik. A sejteket
mindkét modszer soran fixaltuk, majd permeabilizaltuk. Blokkoltuk a sejteken az
aspecifikus festddést, majd a YH2AX ellenes elsddleges antitesttel és fluoreszcensen
jelolt masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk. Az immuncitometrias festés soran a jelolt
sejteket tartalmazo feddlemezeket DAPI-val jelolt feddanyaggal targylemezre
tapasztottuk, a kiértékelés pedig fazis-kontraszt mikroszkoppal, 100x-os nagyitast
objektivvel tortént. Az aramlédsos citometrids elemzéséhez a YH2AX+ sejtek aranyat

aramlasi citométerrel hatdroztuk meg.



Az apoptozis vizsgalatdhoz TUNEL modszert hasznaltunk. Az egysejtes
Iépszuszpenzidt a kiilonbozo 1épsejt alpopulaciok jellemzésére szolgald markerekkel
jeloltiik, majd fixaltuk, és puffer, dUTP-FITC és TdT enzim oldatelegybe vettiik fel. A

mintakat aramlasos citométerrel mértiik és értékeltiik.

A sejtek osztodasi kinetikajanak kimutatasdhoz a Ki67 intracellularis proliferacios
marker expresszidjat meértilk aramldsos citométerrel. Az 0Osszlépsejt szuszpenziot
eldszor a specifikus kiilsé markerrel jel6ltiik, majd egy belso festés kovetkezett, mely
soran Ki67-PE antitestet hasznaltuk. A citometrias mérés soran a Ki67+ (0sztd6do) és

Ki67- (nyugvo allapotu) frakciokat kiilonitettiik el egymastol.
Citokin génkifejezodés kimutatdasa

A 1épsejtek citokintermelésének vizsgalatahoz a 1épsejtszuszpenziobdl illetve az izolalt
Treg sejtekbdl RNS-t izolaltunk, majd cDNS készitettiink beldle. Az elkésziilt cDNS-
bol kvantitativ RT-PCR reakciot végeztiink. Az expresszios mintazatot -aktinhoz
normalizaltuk, komparativ C; modszerrel. A vizsgélt citokinek GDF-15, GM-CSF,
IFNy, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, LTB, TGFpB, TNFa voltak.

A T- sejtek CFSE jelolése és proliferacio-gatlasanak vizsgalata

Azért, hogy megvizsgaljuk, hogy a besugarzas hatasara az effektor T-sejtek
atalakulnak-e Treg sejtekké, a CD4+CD25- sejteket CFSE fluoreszcens sejtfestékkel
jeloltiik, majd intravénasan injektaltuk kontroll allatokba. Két csoportunk volt, az
egyikben nem besugarazott (0 Gy, kontroll) egerekbdl izolalt T-sejteket, a masikban 2
Gy-el besugarazott allatokbol izolalt T-sejteket adtunk be az allatoknak. Az oltas utan
6 nappal az allatokat ledltiik, és a lépsejtjeikbdl szuszpenzidt készitve, dramlasos
citométerrel mértilk a CFSE+ Foxp3+ sejtek ardnyat a beoltott sejtekben korabban

(beoltas eldtt) mért Foxp3+ sejtjeihez viszonyitva.

A Treg sejtek funciondlis épségének vizsgalatdhoz T-sejt szupresszids assay-t
végeztiink. Ennek sordn CD4+CD25- sejteket tenyésztettiikk egyiitt 0 Gy vagy 2 Gy
dozissal besugarazott egerekbdl szarmazdé CD4+CD25+ Treg sejtekkel. A T-sejt
proliferaciot a tenyészethez hozzaadott 1 uCi metil-*H-timidin beépiilésének arany4abol
hataroztuk meg, ¢és folyadék-szcintillacios szamlald segitségével mértik. A
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CD4+CD25- T-sejtek relativ proliferacidjat %-ban fejeztiik ki, ahol a 100% a Treg

7y

DC sejtek antigénfelvételének és —bemutatasanak vizsgdlata

Az antigén felvételt izolalt DC sejteken vizsgaltuk, melyeket magneses szeparacioval
kiilonitettiink el. A sejteket egy FITC-jelolt ovalbumin peptid (SIINFEKL) elleni
antitesttel inkubaltuk, mostuk ¢€s a felvett fehérje mennyiségét aramlasos citométerrel
mértiik.

Az antigénbemutatds vizsgalatdhoz a sejteket SIINFEKL peptid jelenlétében
inkubaltuk. Pufferrel tortént egyszeri mosds utan a sejteket H2b-SIINFEKL-FITC
(MHCI-hez kotott fehérje) antitestettel jeloltiik. A festodott / Osszes sejt aranyabol

kovetkeztettiink az antigénfelvétel hatékonyséagara.
EV-k izoldldasa és az i.v. transzfer

A csontveldi sejteket az 4llatok combcesontjabdl és sipcsontjabol izolaltuk besugarzas
utdn 24 oraval. A csontokrol levagtuk az epifizist és a csontveldt kimostuk a
diafizisb6l. Az igy nyert mintdbdl nyertiik az egysejtes szuszpenziot, melynek
feliiliszojat Osszegyijtottiik €s éjszakan at inkubaltuk ExoQuick oldattal. Masnap a
pelletet, vagyis az igy nyert EV-t tovabb tisztitottuk G-25 oszloppal, hogy az
ExoQuick polimerjét eltavolitsuk az EV-szuszpenziobol. A plazma EV-ket az Exigon
exoszoma izolalé kit segitségével nyertiik a kezelt és kontroll allatok vérplazmajabol.

A bystander allatok kezelését a kovetkezOképpen végeztiik: egészséges egerekbe
farokvénan keresztiil EV-t injektaltunk. Az éllatokat 24 6ra utan leoltiik és periférias

veért és 1épsejteket gylijtottiink be beldlitk tovabbi vizsgéalatokhoz.
A csontveldi és plazma EV-k miRNS profiljanak meghatarozadsa

A miRNS profil meghatarozasahoz a csontvel6i EV-ket az ExiqonServices céghez
kiildtiikk elemzésre. A cég végezte az RNS-izolalast, a miRNS profil felvételét PCR
reakcio segitségével €s az adatok kiértékelésének elso fazisat is elkészitette. A miRNS
array adatainak elemzéséhez az Exiqon altal szamolt Ct értékeket vettiik alapul. Az
expresszids valtozast a 0 Gy mintdkhoz paronként hasonlitva kaptuk, és 3 fliggetlen

minta elemzésébol atlagoltunk.



A 0,1 Gy ¢és 2 Gy mintdkban megtalalhatd, eltéréen expresszalodd miRNS-ek
lehetséges biologiai szerepének elemzéséhez a DIANA-miR-Path szoftvert hasznaltuk.
A program a Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) és a Gene
Ontology (GO) jelatviteli Gtvonal adatbazisokkal dsszevetve hatarozza meg a miRNS-

ek altal szabalyozott lehetséges jelatviteli utvonalakat.

Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzést Student t-teszttel végeztiik GraphPad Prism 5 programmal. Az
adatok szignifikansak, ha p<0,05.

Eredmények
Sugarzas-indukalta sejstzamvaltozasok és apoptozis lépsejteken

Els6ként azt vizsgaltuk, hogy az akut kis és nagy dozisti besugarzas hogyan
befolyasolja a Iépsejt alpopuldciok aranyat a besugarzds utani kiilonb6zo
idépontokban. Az alabbi 1épsejt alpopulaciokat tanulmanyoztuk: CD3+CD4+ helper
(segit6) T-sejtek, CD3+CD8+ citotoxikus T-sejtek, CD4+CD25+ Treg sejtek, NK
sejtek, CDIl1ct+ DC sejtek és CDI19+ B-sejtek. Egy nappal a 0,01 Gy doézisu
besugarzas utan sejtszam novekedést figyeltiink meg az 6sszlépsejtekben, és a legtobb
vizsgalt 1épsejt alpopulacioban is hasonlo volt a tendencia. Nagyobb ddzisokkal (0,05
Gy — 0,5 Gy) torténd besugarzas utan doézisfiiggd csokkenést mértiink az
Osszlépsejtekben, €s ez a valtozas hasonld volt az NK, a B- és a Treg sejtekben is. A 2
Gy besugarzas jelentdés sejtszam csokkenést idézett elé valamennyi [épsejt
alpopuléacidban, de az egyes alpopulaciok kozott szembetiing kiillonbségeket talaltunk.
Az Osszes 1épsejt 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
kiilonosen a Treg sejtek szignifikdnsabban nagyobb taléld frakcioval rendelkeztek. A
B-sejtek szignifikansan érzékenyebbek voltak a 2 Gy besugarzasra, mint barmelyik
masik sejttipus. A besugarzast kovetd harmadik napra a lépsejtszam elérte a
minimumat, 0,05 Gy doézisu besugarzas kb. 25%-kal csokkentette az Osszlépsejtek
szamat, ¢és az nem valtozott 0,1 Gy és 0,5 Gy besugarzas utdn sem. A Treg sejtek, az
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NK sejtek €s a DC-k relativ szdma alacsonyabb volt 0,1 Gy besugarzas utdn, mint 0,5
Gy utan, ami egy esetleges tulérzékenységre utalhat kis dozis hatasara. A CD4+, a
CD8+ és a B-sejtek szama hasonl6 tendenciat mutatott, dozisfiiggden csokkent a kis
doézisok tartomanyaban. A besugarzds utani napon tapasztalt kiilonbségek 2 Gy
besugarzas utan még a harmadik napon is fennalltak. A legrezisztensebbnek a Treg
sejtek, az NK sejtek €s a DC-k bizonyultak. Hét nappal a besugarzas utan a 1épsejtek
szdma csekely mértékben valtozott ahhoz képest, amit a besugarzast kovetd harmadik
napon tapasztaltunk, bar a valtozasok jellege kiilonbozott a kis és nagy dozisok
tartomanyaban. A nagy dozisu (0,5 Gy — 2 Gy) besugarzas utdn a hetedik napra az
Osszes vizsgalt sejtcsoportban enyhe sejtszdm emelkedés volt tapasztalhatdo a

besugarzas eldtti sejtszamok iranyaba.

Az egyes Iépsejt alpopulaciok eltérést mutattak a besugarzas utani sejtszam-csokkenés
mértékében, ezért a tovabbiakban megvizsgaltuk a Iépsejt alpopulacidk apoptozisat. A
Iépsejteket a besugarzas utan 4 oOraval izolaltuk, és kozvetleniil hasznaltuk fel az
apoptozis vizsgalatahoz. Az egyes sejtpopulaciok spontan apoptdzisa jelentds
eltéréseket mutatott. A CD4+ és CDS8+ sejtek spontan apoptodzisa hasonld volt az
Osszlépsejtekéhez, viszont a B-sejteké sokkal alacsonyabb, mig az NK sejteké, Treg
sejteké és DC sejteké sokkal magasabb volt. A kis dozist besugarzas a legtobb vizsgalt
populécidban csokkentette az apoptdzis mértékét. A legszembetliindbb az NK és
kiillonésen a DC sejtek esetén 0,01 Gy és 0,1 Gy dozisok kozott volt. Erdekes
utan is enyhén emelkedett az apoptdzisos sejtek aranya. Nagyobb dézisu (0,5 Gy — 2
Gy) besugarzas kovetkeztében a legtobb vizsgalt populacidban megndétt az apoptozis.
Két Gy besugarzas utan az Osszlépsejtek majdnem negyede elpusztult. A B-sejtek
bizonyultak a legérzékenyebbnek, a CD4+ T-sejtek, Treg sejtek és CD8+ sejtek
rezisztensebbek voltak az 0sszlépsejtekhez képest, €s az NK és a DC sejtek pusztultak

a legkevésbé a kontrolhoz képest.

Az eredmények azt mutattdk, hogy a CD4+ sejtek sokkal rezisztensebbek a
sugarzassal szemben, mint az Osszlépsejt populacid, ezen beliil a Treg sejtek pedig
még ellendllobbak. Ez a kiilonbség azt eredményezte, hogy a nagy dézisu (2 Gy)

besugarzas hatasara a Treg sejtek aranya a CD4+ T-sejteken beliil megemelkedett. A
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CD4+Foxp3+ (Treg) sejtek apoptotikus ratajat 2 Gy dozisu egésztest besugarzas utan
4 oraval, 1 nappal és 3 nappal iS meghataroztuk, hogy az apoptozis idébeli
valtozasabol a fenti aranyra magyarazatot talaljunk. A Treg sejtek és a CD4+ T-sejtek
apoptozis kinetikaja is eltéré volt: az Osszlépsejtek relativ apoptdzis maximuma 4
besugarzas utan 3 nappal a Treg-ek apoptozisa ismét elérte a kontroll szintet, mig a
CD4+ T-sejtek esetében ez még nem tortént meg. Ezek az eredmények azt sugalljak,
hogy a Treg sejtek kevésbé érzékenyek a sugarzas-indukalta apoptdzisra, mint az
effektor T-sejtek, és a sejtek regeneraldodasa is hamarabb megtorténik. A nagyfokua
limfopénia utan a sejtek homeosztatikus osztodasa biztositja a sejtszdm helyreallitasat
a szervezetben. Az egyenlOtlen mért€ékii osztddas szerepet jatszhat a limfocita
populaciok idbleges aranyvaltozasaiban is. A CD4+Foxp3- effektor T-sejtek és a
CD4+Foxp3+ Treg sejtek proliferacidos rataja kozotti kiilonbség vizsgalatakor azt
tapasztaltuk, hogy az osztddo sejteken beliil a Foxp3-/Foxp3+ sejtek aranya a kezdeti
74/26-r61 a besugarzas utani 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 apototikus rataval

egylitt eredményezi a fentiekben tapasztalt mértékii Treg feldusulast a 1épben.
Citokin génexpresszio megvaltozasa sugdrzas hatasara

A Dbesugarazott egerek 1épsejtjeibél RNS-t izoldlva meghataroztuk a citokin
génexpresszids profiljukat. A vizsgalt citokinek kozott a Thl (IL-2, IL-12, IFN-y, LT-
B és TNF-a) és a Th2 (IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B), valamint hematopoetikus ndvekedési
faktor jelleglick (GM-CSF, IL-5) is voltak. Vizsgaltuk tovabba a GDFI15
expresszidjdnak a valtozasat a sugdrzas hatasdra. A nagy dozisu (2 Gy) besugarzas a
legtobb vizsgalt citokin kifejez6dését megvaltoztatta, jellemzden ndvelve azt. Kis
dozisu besugarzas utan is kimutathatok voltak valtozasok, de azok sokkal kisebb
mértékiiek és kevésbé egyértelmiinek bizonyultak a nagy dézist valtozasokhoz képest.
IFN-y ¢és az IL-2 expresszid csokkent kis doézisi besugarzas utdn, és nodtt 2 Gy
besugarzas utan minden vizsgalati iddpontban. Az IL-12 expresszid csokkent kis dozis
¢és nétt nagy dozis hatdsara a besugarzas utan 4 oraval, és 3 nap mulva visszadllt a

kontroll szintre. Az LT-B citokin expresszidja majdnem 50%-kal csokkent a 2 Gy
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besugarzast kovetd harmadik napra, am a kis dozisu besugarzas nem volt hatassal ra.
Az IL-4 génkifejez0dése mind a kis, mind a nagy dozis hatasara csokkent 4 oraval a
kezelés utan. A kis dozist besugarzas okozta valtozas még 3 nappal késObb is mérhetd
volt, ezzel szemben 2 Gy besugarzas utan visszatért a normal szintre. Az IL-6
expresszioja kétfazisos jelleget mutatott: 4 oOraval a besugarzas utdn szignifikdns
emelkedést detektaltunk minden doézisra. Késdbb, egy nappal a besugarzas utan a
szintje a kontroll érték ala csokkent, és a kezelés utani harmadik napra allt vissza a
normal értékre. Az IL-10 citokin a kezdeti id6pontokban nem valtozott, a
legjelentdsebb dozisfiiggd expresszid-novekedést a besugarzas utan 3 nappal mértiik.
A GDF-15 expresszioja csokkent a kis dozisu besugarzas hatasara a kezelést kovetd
napon, mig 2 Gy besugarzis hatdsara a szintje tartdsan megemelkedett, egészen a
harmadik napig. A GM-CSF génkifejez6désre nem volt hatassal a kis dozist
besugarzas. Kettd Gy ddzis utan azonban kétfazisu gorbét mutatott: a legjelentdsebb
overexpresszio a besugarzas utan 4 oraval és 3 nappal mutatkozott, a besugarzas utan 1
nappal azonban a gén kifejezddésének mértéke visszaesett. Mind a kis, mind a nagy
doézisi besugarzds az IL-5 expresszido noOvekedését okozta, minden vizsgalt

végpontban.
Treg sejtek funkcionalis valtozasa 2 Gy besugarzas hatasara

A besugarzas a Treg sejtek funkcionalis épségét tobb modon is megvaltoztathatja: a
sejtfelszini receptorok mennyiségének csokkentésével vagy novelésével, illetve a
citokintermelés modositasaval. Harom, a T sejtek aktivacios szintjét jellemzo
sejtfelszini fehérje kifejezodését kovettiilk nyomon besugarzas utan 3 nappal, a CTLA-
4, a GARP ¢és a GITR molekulédét. A CTLA-4 molekulat kifejezd Treg sejtek ardnya 2
Gy besugarzas hatasara majdnem kétszeresére emelkedett. A GARP és a GITR fehérje
szintje is megnott a Treg sejteken a besugarzas hatasara. Ezek azt mutatjak, hogy 2 Gy
besugarzas hatdsdra mérsékelten megndtt az aktivaciés markerek expresszidja a Treg

sejteken.

A T-sejt gatlasban résztvevod 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
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Gy besugarzas hatasara izolalt Treg sejtekben. Az I1L-10 mMRNS-expresszio besugarzas
hatasara enyhe emelkedést mutatott. A TGFp expresszidé besugarzas utan valtozatlan
maradt az alapszinthez képest. Az eredményeink alapjan a Treg sejtekben csak az IL-
10 citokin expresszidjaban lehet eltérés besugarzas utan, bar ez a kiilonbség relativ

kicsi, és nem feltétleniil tiikkr6zi a szekretalt citokin mennyiségének aktualis valtozasat.

funkciondlis tesztekkel vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy a besugarazott allatbodl
szarmazé Treg sejtek kevésbé tudtak csokkenteni a proliferald T-sejtek aranyat, mint a
kontroll 4llatb6l szarmazdok. Ez a szignifikdns szupresszids kapacitds-csokkenés arra

utal, hogy a 2 Gy besugarzas kart tesz a Treg sejtek funkcionalis épségében.
DC-k funkcionalis valtozasa 2 Gy besugarzas hatdsdra

Az érett egér 1ép DC-kre jellemzd a CD80, CD86 ¢s CD40 molekulak expresszioja,
mely aktivacid hatasdra fokozddik. Kis dozisi besugarzas utan a receptorok
kifejez6édése nem valtozott, kivétel ez alol a 0,25 Gy besugarzas utan tapasztalt enyhe
emelkedés a CDS80 szintjében, illetve a DEC205 markert kifejez6 DC-k
mennyiségének kismértékii csokkenése. A T-sejt valasz kivaltasaban szerepet jatszo
kostimulacios fehérjék 2 Gy besugarzas hatasdra a DC populédcido nagyobb részének
felszinén expresszalodtak. A T-sejt valasz gatlasaban részt vevé B7-H1 marker
kifejezOdése a besugarzas hatasara megemelkedett a sejteken. Megvizsgaltuk, hogy a
DC-k antigénfelvevd és —bemutatd képességére is hatdssal van-e€ a besugarzas. Azt
talaltuk, hogy 0,1 Gy besugarzés utdn a DC-k kevesebb jeldlt OV A peptidet vettek fel,
mint a kontroll sejtek. A nagy dozisu besugarzds nem valtoztatta meg a sejtek
antigénfelvevd képességét. A 0,25 Gy besugarzas a kontrollhoz (0 Gy) képest
csOkkentette az DC-k antigénbemutatod képességét 1 nappal besugarzas utan. Ezek az
eredmények logikus Osszhangban allnak azzal, amit a sejtfelszini DEC205 fehérje
kifejezddésének valtozasaval kapcsolatban tapasztaltunk 0,25 Gy doézisu besugarzas
utan: a DEC205 szintje csokkent, mig az antigén bemutaté képesség (ennek
megfelelden) visszaesett a kontrollhoz képest. A nagy dézist (2 Gy) besugarzas utan

nem lattunk szignifikans kiilonbséget.

EV transzfer megvaltoztatta a lépsejtek aranyat
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A limfocitdk szdmanak valtozasat ¢és a limfocita alpopuldciok (CD4+ és CD8+ T-
sejtek, CD19+ B-sejtek, NK-sejtek ¢és DC-k) osztodasi képességét vizsgaltuk az EV
recipiens allatokban. Jelentds bystander hatast mértiink ki a CD4+ és CD8+ T-sejt
populéacidkban, a B-sejtek és NK-sejtek esetén viszont nem. A 2 Gy besugarzas utan
minden vizsgalt populacidban csokkent az osztdédasi arany. A sejtek proliferacios
ratdjat onmagaban az EV transzfer (vagyis a 0 Gy allatokbdl izolalt EV oltasa) nem
valtoztatta meg. A 2 Gy-el besugarazott egerekbdl szarmazé EV-kel oltott bystander
allatokban a valtozas hasonlo6 volt a direkt besugarazott allatokban tapasztaltakhoz, de
sokkal kisebb mértékii. A fent vizsgalt limfocita alpopulaciokkal ellentétben a DC-k
szdma nem csOkkent a bystander allatokban egyik dozis utdn sem. A TLR4 fehérje
kifejez6dés a DC-k felszinén a 2 Gy kozvetlen besugarzas utan megnétt, ugyanakkor
meglepé modon a bystander allatokban jelentds mértékben csokkent a TLR4+ DC-k

aranya, és ez a csokkenés a dozissal nem volt 6sszefliggésben.
In vivo EV transzfer hatasara megnott a lépsejtekben a yH2AX fokuszok aranya

A kozvetlenlil besugarazott egerekben dozistol fliggéen nétt a YH2AX fokuszok
szdma. A bystander allatokban, szintén megndtt a fokuszok szama és a yYH2AX-pozitiv
sejtek aranya is, jollehet kisebb mértékben, mint a kdzvetlen besugarazott allatok
Iépsejtjeiben, €és nem mutatott egyenes Osszefiiggést a dozis nagysdgaval. Ezek az
eredmények azt mutatjdk, hogy az EV-k képesek a DNS-karosodasok javitidsara
iranyulo jelatviteli utvonalakat aktivalni a bystander allatok Iépsejtjeiben, és ez a

bystander hatas mar kis dozisoknal is megfigyelhetd.
EV transzfer megvaltoztatta a vérben lévo fehérjéek aranyat

A vizsgalt 105 protein koziil, melyek kozott citokinek, kemokinek, novekedési
faktorok taldlhatok meg, szignifikdns valtozast mindossze 7 és 9 fehérje esetén
mértiink a kdzvetlen 0,1 Gy és 2 Gy besugarzas utan, illetve 5 és 8 fehérje mennyisége
valtozott meg a 0,1 Gy és 2 Gy bystander allatok vérplazmajaban. Miikodését tekintve
a legtobb megvaltozott fehérje a kemokinek vagy kemokin ligandok koziil kertilt ki. A
valtozas kismértéki volt, csak néhany fehérje esetén haladta meg a 2-Szeres

csokkenést vagy novekedést.
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A besugarzas hatassal van az EV-k miRNS tartalmara — a csontveloben és a periférids

verben is

A kontroll egerek csontveld eredeti EV-ibol atlagosan 500 miRNS-t tudtunk
azonositani mintanként. Nem talaltunk olyan miRNS-t, ami jellemzden a sugarzas
hatasara jelenik meg vagy tlnik 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 kontroll egerekbdl szarmazé EV-k miRNS tartalmat oOsszevetve a 0,1 Gy
besugarazott egerekbdl szarmazdkkal 20 miRNS esetén talaltunk kiilonbséget az
expresszié mértékében, ha a 2 Gy mintaval Osszehasonlitva pedig 90 miRNS eltéré
expressziQjat azonositottuk. Ezen kiviil 8 miRNS-t talaltunk, ami a 0,1 Gy és 2 Gy
besugarzas utan is valtozott: 6t miRNS expresszios szintje csokkent, harom miRNS

expresszios szintje pedig nott. Ezen miRNS-ek szintjének valtozasa dozisfiiggd Vvolt.

A plazmabdl izolalt EV-kben 174 miRNS-t azonositottunk, ami minden mintaban
jelen volt, ezek koziil legalabb 1,3-szoros eltérést 7 ill. 11 miRNS-t mutatott a 0,1 Gy
ill. a 2 Gy mintéban.

Ahhoz, hogy megértsilk az EV-k 4ltal kozvetitett miRNS-ek szerepét a bystander
allatokban tapasztalt fenotipikus €és funkcionalis valtozdsokban, a DIANA miRPath
szoftver segitségével elemeztiik, hogy ezek a miRNS-ek milyen jelaviteli
utvonalakban szerepelnek. Azokat a miRNS-eket vizsgaltuk meg részletesebben,
melyek a 0,1 Gy és 2 Gy besugarzas utan is megvaltozott mennyiségben voltak jelen a
csontveldbdl izolalt EV-kben (ilyenbdl 8 volt) a KEGG és a GO adatbazisok
Osszevetésével. A GO adatbazis alapjan a 8 miRNS-sel 0Osszefliggésben talélt
utvonalak a sejtdifferenciacid, metabolikus folyamatok, sejt novekedés, motilitds és
sejthalallal kapcsolatosak voltak. A KEGG adatbézist hasznéalva a sugarzas kivaltotta
sejten beliili valasszal, a DNS-javitd mechanizmusokkal, valamint a hematopoetikus

rendszerrel kapcsolatos jelatviteli utvonalakat azonositottunk.

A vérplazmabol izolalt EV-k miRNS tartalmanak vizsgalatakor a KEGG adatbazis
alapjan 35 illetve 60 ttvonalat taldltunk a 0,1 Gy és 2 Gy besugarzas utan. Jollehet
nem talaltunk k6z6s miRNS-t, amely mindkét dozist besugarzas hatasara megjelenik a
plazma EV-kben, mégis 26 kozds utvonalat tudtunk beazonositani, tobbek kozott az
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akut mieloid leukémia (AML), TCR jelatvitel, mitogén-aktivalta protein kinaz
(MAPK), TGFp, FoxO, Hippo jelatviteli utvonalakat.

Kovetkeztetések

e clsdként irtuk le szisztematikusan, hogy a Kis és nagy dozisu in vivo besugarzas
hogyan valtoztatja meg az egyes Iépsejt alpopulaciok sugarzérzékenységeét egér

modellen
o invivo Kkis dozist besugarzas jelentds hatassal van az egér 1épsejtekre

o kis ¢és nagy dozisu besugdrzas hatdsira mas-mas mechanizmusok

aktivalédnak, kiilonboz6 jelatviteli szignalokon keresztiil hat

* nagy dozisok: gyors sejtszam csokkenés, a regeneracié még hét

nappal a besugarzas utan is tart

= kis doézisok: hatasa tartosabbnak bizonyult, hét nappal a
besugarzas utdn egyaltalan nem, vagy alig fedezhetok fel a

regeneralddas jelei
o Treg sejtek sugarzasra adott valasza komplex:

o egyrészt a nagy dozisi besugarzas hatdsdra megnd a CD4+ Iépsejteken
beliili ardnya, mely valosziniileg a kismértékli apoptotikus ratajanak és

jobban megtartott proliferacios készségének kdszonhetd

o mMmasrészt azonban a besugarazott Treg sejt T-sejt gatld képessége
jelentdésen csokkent, ez a sejtek megvaltozott funkciondlis integritasat

mutatja
e az ionizald sugarzas fokozza a DC-k aktivaciojat
o aktivacids markereinek kifejezddése megnovekedett

o antigénbemutatas hatékonysaga viszont csokkent
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e kidolgoztunk egy in vivo modellt, amivel az EV-k szerepét tudtuk

vizsgalni és bizonyitani a sugdrzas-okozta Dbystander hatas

kialakuldsaban

o a besugarazott egér csontveldjébdl szdrmazd EV-k képesek a
DNS-kéarosodasok javitasat aktivalni a recipiens allatok
I1épsejtjeiben, valamint mennyiségi és fenotipusos valtozasokat

kivaltani a kiilonb6zd 1€psejt alpopulécidkban

o a direkt besugarazott ¢és bystander allatokban végbemend
valtozasok kialakulasdnak hatterében kiilonb6z6 mechanizmusok

allnak

o az EV-k képesek sugarzds-indukalta immunvalasz és gyulladés

szignaljait kozvetiteni a periférids vérben

o EV-kbél izolalt miRNS-ek potenciadlis résztvevéi a DNS-
karosoddsok javitdsaban, hematopoézisben ¢és  kiilonb6zo
immunologiai folyamatokban szerepld jelatviteli utvonalaknak

mind a csontveloben, mind a vérben

o bizonyitottuk az EV-k szerepét a sugarzas-okozta szisztémas
bystander hatasban, melynek legvalosziniibb kozvetitéi a miRNS-
ek
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