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1. Bevezetés

A sugarbiologia tobb évtizedes kutatdsai alapjan ma mar sok mindent megismertiink az
ionizald sugarzasrol, aminek kovetkeztében sokat finomodtak a terdpids és az egyéb
alkalmazasi moédszerek. Azonban mind a mai napig szamos kérdés van ezen témaban, ami
még tisztazasra var.

Tudjuk, hogy a sejtkarosodasok a sejt tipusatol, a sugarzasi koriilményektdl és a sugarzas
nagysagatol fliggden, kiilonb6zo mértékiiek és jelentdségliek lehetnek. A sugarzast kovetd
kiilonb6z6 szoveti és a sugarterapia soran fellépd egyéni reakciok, amik befolydsolhatjak az
alkalmazott kezelést is mar régota ismeretesek. Az olyan specifikus markerek keresése,
amelyek elére jeleznék a kialakuld egyéni kiilonbségeket és karosodasokat, mind a mai napig
tart, hiszen a tényleges hatast egyel6re csak becsiilni tudjuk a dozis és a sejttipus ismeretében,
a sugarterapia soran is alkalmazott modellekkel. Fontos azt is tudni, milyen hatasa lehet akar a
diagnosztikai vizsgalatok sordn elszenvedett alacsony, kis dozisu sugarkezelésnek,
befolyasolja-e ezt a sejtek, szovetek sugarérzékenysége, mivel ebben az irodalomban nincs
egyetértés. Ezeken a direkt hatdsokon til, mind kis, mind nagy doézisu expozicid esetén
szamolni kell a sugarzas ugynevezett nem célzott, karos hatdsaival is, mint a bystander hatas,
illetve a genomialis instabilitas.

Olyan biomarkerek és biologiai folyamatok megismerése, melyek ezekre az elére nem
prediktalhato folyamatokra iranyulnak, segitik azok bekovetkezésének valoszinliségét
meghatarozni. Mivel akar egy sejten beliil is tobbfajta jelatviteli ttvonal aktivalodhat
egyszerre, és vezethet a karosodashoz, nem elég, ha csak megfigyeljiik a sejtek pusztulasanak
bekovetkeztét, azt is tudnunk kell melyik ttvonalak a legérzékenyebbek a sugarzésra, az
egyes molekulak hogyan befolydsoljadk ezeket az utvonalakat, érvényes-e ez torvényszeriien
minden sejtre, illetve milyen egyéb koriilmények kellenek az egyes valtozdsok biztos
bekovetkeztéhez. A sugarvalaszban €s az egyéni sugarérzékenységben szerepet jatszo gének
felderitése, illetve hatasanak vizsgalata is kozelebb vihet minket ezek pontos megismeréséhez.
Egyre tobb olyan adat all rendelkezésre, hogy a DNS kérosoddson kiviil a sejt egyéb
alkotéelemeinek sugarzasra kialakult karosodasa is fontos szerepet jatszik a sejt késdbbi
sorsanak alakulasaban. Ezen elemek karosodasa kozvetlentil és rovid uton befolyasolja a sejt
permeabilitasat, a fehérjeszintézis dinamikdjat, és végsd soron kihat a sejt metabolizmusara, a
sejten beliili és sejt-sejt kozotti kommunikaciora. Ezért fontos a genomidlis DNS sériilés
mellett a sejtalkotok karosodasanak vizsgalata is, melyekkel megallapithato a sejt allapota. A

sejtalkotok koziil a mitokondrium érzékeny a sugarzas kovetkezményeire, és fontos szerepet



jatszik az oxidativ stresszre kialakulod valaszreakciokban. A sugarzas okozta nem célzott
hatasainal a kialakulo genotoxikus hatasban és a genomialis instabilitasban is fontos szerepet
tulajdonitanak ennek a sejtalkotonak, ezért megfeleld célpontja lehet ezeknek a
sugarsériilési markernek a mennyiségi analizisével kvantifikaltuk a Kkis és nagy dozisa
sugarkezelés direkt és nem célzott hatasait, Kkiilonbozé sugarérzékenységii normal
fibroblaszt sejtkultirakban.

Az egyéni sugarérzékenységi reakciok vizsgalatdinal masik modellrendszeriink egér
emlotumor sejtkultira és annak genetikailag modositott valtozatai voltak. Ebben a
rendszerben vizsgaltuk a Novekedési €s differencialodasi gén 15 (Growth Differentiation
Factor-15, GDF-15) expresszié szintjének hatasait, a modositatlan, és a gént tal- illetve az
alulexpresszald csendesitett sejtvonalban. Kutatasom soran ennek a kivalasztott kandidans
génnek a hatasait tanulmanyoztam, hogyan befolyasolja a sejtkarosito folyamatokat és
alakitja a sejtek sugarérzékenységi reakciojat.

A GDF-15 normal szdvetben is termelddo citokin, amely részt vesz DNS karosodas hatasara
kialakul6 gyulladasi és stressz valasz kialakuldsdban. Ezen kiviil més célgénekkel vald
transzaktivacioban, szerepet jatszik a sejtciklus, a DNS hibajavitds €és az apoptdzis
szabalyozasaban is. Az ionizald sugarzas hatasara indukalodik és p53 fehérje célgénjeként
azonositottak. Magas szintje sugarrezisztenciat okozott emlétumor ¢€s orr-garat eredetli
tumoros sejtvonalakban. Nincs ismert sajat receptora, a TGF-f fehérjékhez hasonldéan a TGF-
B receptorokon keresztiil fejti ki aktivitasat.

A gént korabban kutatocsoportunk is azonositotta, mint sugarvalasz gént, ismert, hogy az
expoziciot kovetden indukalodik, azonban a sugarvalaszban betdltott funkcidja még nem
tisztazott. Munkacsoportunk egy korabbi vizsgalatban megallapitotta, hogy a gén expresszid
szintje befolyasolja a sejtek sugarérzékenységét, a magas GDF-15 szint rezisztensebbé, mig a
génexpresszio lecsendesitése érzékenyebbé tette a sejteket a sugarkezelésre.

A taltermeld és csendesitett sejtvonalakat a modositatlan sejtvonalhoz hasonlitva,
megfigyelhettiik, hogyan hat a GDF-15 expresszi6é szint valtozdsa a sejtekre, és hogyan
modositja a sugarexpoziciot kovetden a valaszreakcidkat, a sejtek talélését, reaktiv
oxigéngyok kibocsatasat, a sugarzasra érzékeny mitokondridlis DNS mutaciok
felhalmozodasat, ¢s mas, a sugarérzékenységben szerepet jatszo sugarvalasz gének, mint a

TGF-B1 és 2 expresszidjat.



2. Célkitiizés
Olyan egyszerli kimutatasi moédszerek, biomarkerek keresése ¢s vizsgalati alkalmazésa,
melyek a sugarzas elére nem prediktalhatdo hatdsainak, mint a sejtek egyéni reakcioja, a
szomszédsagi hatas vagy a genomidlis instabilitas kimutatasara lehetnek alkalmasak.
2.1. A kis ¢és moderalt dozisi sugarzas hatdsainak leirdsa normal sejtben 1étrejovo
mitokondrialis DNS kéarosodason keresztiil.

21.1. A CD akkumulaci6 doézisfiiggésének Osszehasonlitisa sugarérzékeny ¢és
rezisztens human fibroblaszt sejtvonalakban

2.1.2. CD akkumuléci6 kimutatisa szomszédos sejtekben.

21.21. A  kilonbozé  szomszédsagi  hatast  kozvetitd — moddszerek
Osszehasonlitasa.

2.1.2.2. A szomszédsagi hatas kivaltasaban a donor és akceptor sejt szerepének
bemutatasa.

2.1.2.3. A szerotonin szerepének vizsgalata a szomszédsagi hatasban.

2.1.3. Utodsejtekben  megjelend,  genomidlis  instabilitds  Osszehasonlitasa
sugarérzékeny és rezisztens fibroblasztokban

2.2. Tumor sejtvonalakban a GDF-15 szerepének vizsgalata a sugarvalaszban

2.2.1. A sugérzas indukélta GDF-15 expresszio kimutatasa.

2.2.2. A GDF-15 molekularis hatdsainak vizsgalata a sejtek direkt sugarkezelésre
adott valaszaban, genetikai modositassal 1étrehozott, a GDF-15 gént specifikusan
tultermeld, illetve lecsendesitett sejtvonalakban.

A GDF-15 szint hatasanak vizsgalata:

2.2.2.1.  asejtek novekedésére,

2.2.2.2. a sugarérzékenységben szerepet jatszo TGF-Bl és 2 génexpresszid
valtozésaira

2.2.2.3. amitokondrialis ,,Common” delécio kialakulasara

2.2.3. A GDF-15 szint befolyasanak vizsgalata a sugarkezelés kovetkezményeire

2.2.3.1. A GDF-15 expresszié szint hatasanak vizsgalata a sugarzas indukalta
tulélésre

2.2.3.2. A GDF-15 befolyasanak vizsgalata a sugarzds-indukalt TGF-B1 és 2

expressziora



2.2.3.3. A sugarexpozicidt kovetd reaktiv oxigén gyok mennyiségének és az
iranyitott sejthalallal elpusztuld sejtek mennyiségi 0Osszehasonlitasa a
kiilonb6zé GDF-15 expresszio szintli sejtvonalakban sugarzas hatasara

2.2.3.4. A GDF-15 szint altal alakitott oxidativ stresszre érzékeny ,,Common”

mitokondrialis delécio vizsgalata sugarzas hatasara



3. Modszerek

3.1. Sejtvonalak

3.1.1. Human fibroblaszt sejtvonalak

Emlérakos, sugarkezelt paciensek bor-biopsziabol kitenyésztett primer (BS2, CR2), illetve a
primer tenyészetb6l h-TERT génnel immortalizalt S1-hTERT fibroblaszt kultara. A negyedik,
sejttenyészet. A sejteket 10 % szérumot (Fetal Bovine Serum, Sigma-Aldrich) és 1%
Fungimycint és Streptomycint (Gibco, Grand Island, NY, USA) tartalmazé Dulbecco’
Modified Eagle Médiumon (DMeM) (Sigma-Aldrich) tartottuk.

3.1.2. Tumorsejtvonalak
LM2 egér eml6 tumor sejtvonal és génmodositott sejtvonalai. A két LM2 modositott sejtvonal
a GDF-15 gént tultermelé (LM2-GDF15) ¢és a géncsendesitéssel 1étrehozott (LM2-shGF15)
valtozata. A sejteket 10 % szérumot (Sigma-ALdrich) és 1% Fungimycint és Streptomycint
tartalmaz6 (Gibco) DMeM-en (Sigma-Aldrich) tartottuk, a génmodositott sejtvonalakhoz a

megfeleld szelektiv antibiotikumot adtunk.

3.2. Sugarkezelés

A direkt sugarkezelés a fibroblaszt sejttenyészet esetében egyszeri 60Co-y sugarzassal tortént
(Gammatron-3 késziilék, Siemens Erlangen, Németorszag), kis dozis (100 mGy) és kozepes
(2 Gy) dozis alkalmazasaval. A dozisteljesitmény 2 Gy esetében 0,059 Gy/perc, 100 mGy
esetében 0,0244 Gy/perc volt.

A tumor sejteket rontgensugarzassal kezeltiik, THX-250 (Siemens) rontgenkésziilékkel. Az
alkalmazott dozisok az expresszio vizsgalatokndl a standard sugarkezelés 2 Gy-es ddzisa
illetve emelkedd dozisok (0-2-4-6 Gy) a tobbi vizsgalathoz. A 1égdozis-teljesitmény 1,46
Gyl/perc volt.

3.3. Kolonia assay
A sugarzas kovetkeztében fellépd sejtpusztulds mérésére kolonia assayt alkalmaztunk, mely
soran az egyszeri sugarkezelést kovetéen a sejtek novekedésének megfeleld inkubécios 1d6
elteltével a sejteket metanollal fixaltuk, és Commassie Blue BR-250 festékkel megfestettiik a
kialakult kolonidkat. A koloniaszamlalds fénymikroszkop alatt tortént. Kolonidknak azt a

sejtcsoportot tekintettiik, amelyet minimum 50 sejt alkotott. A kolonia-képzés (plating



efficacy, PE) és a tlélés (surviving fraction, SF) szdmoldsa Munshi és munkatarsai altal leirt

modon tortént (Munshi 2005).

3.4. Szemi-kvantitativ polimeraz lancreakcio

A ,,common” mitokondrialis delécio vizsgalatara polimeraz lancreakciot (PCR) alkalmaztunk.
A mintdkat szemi-kvantitativ PCR-rel amplifikaltuk eldszor. Teljes izolalt DNS-bol
(MasterPureT'vI DNS izolalo kit, Epicentre Technologies Ltd, Madison, WI, USA)
szaporitottuk fel a kivant szekvenciat, a mintank tartalmazta a nuklearis és a mitokondrialis
DNS-t is. A reakcid soran hasznalt primerek (IDT Technologies, Neymark NY, USA) koziil a
,Common” delécids mutans meghatarozasara a primerek a delécion kiviil helyezkedtek el,
irodalmi adatok alapjan validalt primereket hasznaltunk (Rogounovitch 2006). A vad tipus
meghatarozasara a primereket a delécion beliilre terveztiik, hasznaltunk tovabba primereket a
teljes mtDNS mennyiség meghatarozasara. Minden 50ul PCR reakcidelegyiink tartalmazott 1
ug DNS-t, 10x reakcio puffert (1, SmM), dNTP-t (0, 3mM), primer-t (0, 375 pM), és a DNS
polimerdz enzimet (0,06 U/ul, Finnzymes Oy, Finland). A gyors, ciklikus hémérséklet-
valtasokhoz Bio-Rad PCR késziiléket hasznaltunk (Bio-Rad Laboratories, CA, USA).

3.5. Kvantitativ valos idejii PCR reakcio
Kvantitativ valos idejli polimeraz lancreakciot (QPCR) hasznaltunk az egyszeri sugarkezelést
kovetden fellépd mitokondrialis ,,Common” deléciok felhalmozodasanak kvantitativ

mérésére, valamint a tumorsejtekben a kandidans gének RNS expresszidjanak mérésére.

3.5.1. Mitokondrialis delécio mérése
3.5.1.1. Human fibroblasztokon

A human fibroblasztokon a kiilonb6z6é genetikai hatter(i és sugarérzékenységli fibroblasztok
(CR2, BS2, S1-hTERT, F11-hTERT) felhasznalasaval a mitokondrialis ,,Common” delécid
mérése a szemi-kvantitativ PCR technika sordn alkalmazott koriilmények kozott zajlott,
Maxima SybrGreen Master Mix 2x (Thermo Scientific Ltd) gPCR reagenssel. A konfluens
tenyészetbdl sejtszamolas utan dozisonként 500.000 sejtet 25 cm? —es tenyésztdedényben
inkubaltuk a kezelés elott 24h-n keresztiil. A sugéarkezelést kovetéen 37 9C-on inkubaltuk a
sejteket. A DN izolalast a sejtekbé] Epicentre MasterPure ™ kittel végeztiik.

A gPCR kondicidi a kdvetkezOk voltak: 20 pl végtérfogati PCR Mix tartalmazott 1 g teljes
DNS-t, 1,875 pM primert, 10 ul Thermo Scientific Maxima SybrGreen gPCR Master Mixet.
A detektalas és az analizis AACT modszerrel Corbett Rotor-gene Real-time PCR gépen

(Qiagen, Hilden, Németorszag) tortént, a CD mutansok mennyiségi meghatarozasa, a vizsgalt



termékmennyiség a nuklearis és mitokondridlis DNS mennyiségét leird termékekhez

normalizalt 4tlaga (ACT), a kezelt sejtekben a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva (AACT).

3.5.1.2.  Egér eml6tumor sejteken

Alkalmazhattuk a CD kimutatdsi modszert tumor sejtvonalakon is. A mitokondrialis CD
mennyiségi analizise a human fibroblasztok méréséhez hasonldan zajlott, a primerek a human
mintdhoz hasonloan helyezkedtek el, sajat tervezésii és irodalombol atvett primereket
hasznaltunk (Zhang 2012). A teljes mitokondrium mennyiséget jellemz6 primerpar a mtDNS
12SrRNS-t kodolo szakaszan helyezkedett el, a nuklearis DNS jellemzésére a terméket a
Cyclofillin C1 génre tervezett primerpar segitségével amplifikaltuk. A detektalas és az
analizis AACT modszerrel Corbett Rotor-gene Real-time PCR gépen (Qiagen) tortént.

3.5.1.3. A mitokondrialis ,,Common” deléci6 hosszu idejii kovetése
A hossza idejii kdvetést hetven napon keresztiil végeztiik immortalizalt human fibroblaszt
sejtvonalakon. A sugarérzékeny (SI-hTERT) ¢és sugarrezisztens (F11-hTERT)
sejtvonalunkban hasonlitottuk dssze a delécios mitokondriumok mennyiségének alakuldsat az
idében. A sejteket egyszeri gamma sugarkezeléssel (0 Gy, 0,1 és 2 Gy) kezeltiik. A kiosztott
sejtekb6l hetente sejtszamolas utan tovabboltottunk 300 ezer sejtet, a fennmarado

mennyiséget eltettiilk DNS izolalasra CD vizsgalathoz.

3.5.1.4. Szomszédsagi vizsgalat

A szomszédsagi kisérleteket primer és immortalizalt sejtvonalon végeztlink, kétféle
modszerrel. Mindkét mddszernél azonos sejtszamot vizsgaltunk. 500 ezer sejtet oltottunk ki
25 ml-es tenyésztéedényekbe a sugarkezelés el6tt 24 oraval. Médiumcserés modszernél a
donor sejteket besugaraztuk, majd a sugarkezelés utan 1 ordval a médiumot athelyeztiik a
recipiens szomszédsagi sejtekre. A szomszédsagi sejtek a kezelt médiumban néttek 72 oran
keresztiil. A ,,co-culture” moddszernél a direkt sugarkezelt sejteket egy inzerten a
besugarazatlan sejtekre helyeztiik, a kezeletlen sejtek 72 oOran keresztiil egyiitt ndttek a
sugarkezelt sejtekkel. A 72 ora utan a sejtekb6l DNS-t izolaltunk, és valos ideji PCR-rel
megallapitottuk a deléciés mitokondriumok aranyat a fibroblaszt tenyészetekben.

Teszteltem a szerotonin szintjének befolyasat a sugarzas okozta szomszédsagi hatasra. F11-
hTERT sejteken médiumcserés technikdval mértem a kiilonb6zd szerotonin tartalmu
kondicionalt médiumok (alacsony, magas, valamint egy nem meghatarozott Szerotonin

tartalmt kondicionalt médium) hatasat a mutans mitokondriumok mennyiségére.



3.5.2 Célgének expressziojanak meghatdrozasa Real-time PCR-rel

LM2 ¢s modositott sejtvonalait hasznaltuk. kezeletlen és sugéarkezelt (2 Gy) sejtekbél RNS-t
izolaltunk RNeasy Mini kit (Qiagen) segitségével, majd lpg-nyi mennyiséget cDNS-s¢
alakitottunk at a valds idejii polimerdz lancreakcidhoz.

A cDNS-t, High Quality cDNS kittel (Applied Biosystem Ltd, Thermo Fisher Scientific
Group, Loughborough, UK) a gyarté protokollja alapjan készitettiik.

A kandidéans gének a GDF-15 gén, a TGF-B1 és a TGF-B2, valamint az analizis soran hasznalt
haztartasi gének voltak. Felszaporitasuk a rajuk tervezett primerparok segitségével tortént. A

vizsgalt gének relativ expressziojanak kvantifikalasa AACt analizissel tortént.

3.6 WST assay
WST-1 assayt (Roche Life Sciences, Penzberg, Germany) alkalmaztunk az LM2 és

genetikailag modositott tumorsejtvonalainak é€letképességének a vizsgalatara.

3.7 Apoptozis mérés
A programozott sejthaldl mérésére a kiilonbozd sejtvonalakban NucViewTM 488

MitoViewTM 633 (Biotium Inc, Hayward, CA, USA) apoptozis Kit-tet hasznaltunk.

3.8 ROS mérés
A reaktiv oxigén gyokok meérésére CellROX® Oxidative Stress Reagenst (Life Technologies,
Grand Island, NY, USA) hasznaltunk.

3.9 ELISA assay
A TGF-B1 ELISA mérés az LM2 és mddositott sejtvonalainak feliilusz6jabol mérve R & D
TGF-B1 Mouse ELISA kittel (R&D Systems, Abingdon, UK), a gyartdé protokollja alapjan
tortént.


http://en.wikipedia.org/wiki/Penzberg
http://en.wikipedia.org/wiki/Germany

4. Eredmények

4.1. Human fibroblasztokon végzett vizsgalatok

4.1.1.In vitro sugdrérzékenységi vizsgalatok
A sugarérzékenység megallapitasira a primer sejtvonalakban és az immortalizalt
sejtvonalakban kolonia assayt hasznaltunk. Az vizsgalat soran a 2 Gy sugarkezelés hatasara
talélo frakcio (SF2) értéke adta meg a sejtvonalak in vitro sugarérzékenységét, a 0,3 feletti

értéket vettilk normal/rezisztens a 0,2 alatti értéket sugarérzékeny sejtvonalnak.

4.1.2. Mitokondprialis ,, Common” delécio (CD) kimutatdsanak optimalizalasa
Szemi-kvantitativ. PCR reakcidé soran optimalizaltuk a CD kimutatasi modszert, a PCR
termékek hosszat 1%-os agardz gélen ellendriztiik. A megfeleld primereket és kondiciokat

kivalasztottuk kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakciohoz.

4.1.3. Mitokondprialis ,, Common” delécio mennyiségi analizise
A kvantitativ valds idejii PCR vizsgalatoknal (QPCR) a cél a CD mutansok kovetése volt
id6ben, Osszehasonlitva a sugarérzékeny (CS2, S1-hTERT) és normal, vagy sugarrezisztens
(BR2, F11-hTERT) sejtvonalakat. A hossza ideji kovetés a kis és moderalt dozisok késoi
hatasat volt hivatott modellezni, a delécids mutansok felhalmozodasanak mérésével,

figyelembe véve a sejtek sugarérzékenyseégét is.

4.1.3.1. A ,common delécid” felhalmozodasa a sugarérzékenység fiiggvényében
Osszehasonlitottuk mind a négy human fibroblaszt sejtvonalban a deléciés muténsok
mennyiségét sugarkezelés hatasara. Hét nappal az egyszeri 2 Gy sugarkezelést kovetden a
sugarérzékeny sejtvonalaknal szignifikansan magas volt. Vizsgaltuk a sugarérzékenység és a
dozis szerepét a ,,common delécios” mutansok keletkezésében az immortalizalt sugarérzékeny
S1-hTERT ¢és rezisztens F11-hTERT sejtvonalban. CD deléciés mutansok akkumulécioja
dozisfiiggd volt, mely a sugarérzékeny sejtvonalban (P<0,001) magasabb mértékiinek

bizonyult, mar alacsony do6zisnal is.



4.1.3.2. Szomszédsagi vizsgalat
4.1.3.2.1. A kiilonb6z6 szomszédsagi hatast kozvetitd modszerek
Osszehasonlitdsa
A bystander technikakat Osszehasonlitva a nem talaltunk szignifikans eltérést a delécios
mutansok felhalmozddasaban az inzerten direkt sejtek mellett ,,co-culture” tartott (Bylns) és a

donorsejtekrdl szarmazo kondicionalt médium (ByMcs) hatasaban (P> 0,05).

4.1.3.2.2. A sejtvonalak sugarérzékenységének és a donorsejt expozicidjanak

dézis- hatasa a szomszédos sejtekben
A primer és az immortalizalt sejtkultarakat is vizsgdlva alatamasztottuk a kordbbi feltevést,
hogy a donor sejt sugarérzékenységtdl nem fligg a szomszédsagi hatas, a sejtek egyéni valaszt

adtak. Nem volt Osszefiiggés a szomszédsagi hatas és a dozis kozott sem.

4.1.3.2.3. A direkt sugarkezelt donor szerepének vizsgalata a szomszédsagi
hatasban
A donor ¢és akceptor sejteket vizsgalva megfigyelhetd volt, hogy a szomszédsagi hatas csak a
donor sejt egyéni valaszatol fliggott. A korabban szomszédsagi hatast nem mutatdé SI-hTERT
(1,14£0,23) sejtvonalon is tudtunk az F11-hTERT sejtvonaltdl szdrmazé médiummal
szignifikans (P=0,0069) szomszédsagi hatast kivaltani. Forditott esetben az S1-hTERT
sejtekrél szarmazé médiumot az F11-hTERT sejtekre helyezve, a kordbban kimutatott
szignifikans szomszédsagi hatds nem volt megfigyelhetd (P=0,8826), szinte teljesen
lecsokkent a karosodott mitokondriumok mértéke a normal szintre, vagyis a szomszeédsagi

hatas a direkt sugarkezelt sejtek bystander szignal atadod képességétdl fiiggott.

4.1.3.2.4. A szerotonin szérumszint hatdsanak vizsgalata a szomszédsagi
sejtekben
A szerotonin tartalom befolydsat a szomszédsagi hatasra vizsgaldo kisérletekben, nem
figyeltiink meg szignifikans valtozast. A szomszédsagi hatdsban nem mutattak eltérést az
alacsony ¢és magas szerotonin tartalmi médiumokon nétt sejtek, a szérum szerotonin szint

nem befolyésolta a sejtek szignalatado képességét.

4.1.3.3. Sugarzas indukalta genomidlis instabilitas kovetése
A hosszu idejii kovetés soran Osszehasonlitottuk a sugarérzékeny és sugarrezisztens
immortalizalt sejtvonalban a sugarzas hatasara felhalmozodo delécios mutansok mennyiségét.
A rezisztens sejtvonalban a hosszu idejii kovetés statisztikai analizise utan megallapithato

volt, hogy a kezeletlen kontrollhoz viszonyitott altaldnos CD akkumuléciot nézve kis dozisra



nem tapasztaltunk (P=0,6), mig moderalt 2 Gy dozisu egyszeri besugarzas hatasara mérhetd
volt egy szignifikans eltérés (P=0,0285). A sugarkezelés utani napokat egyenként vizsgalva a
korai idodpontokban talaltunk eltérést, ami visszatért a normal szintre.

A sugarérzékeny S1-hTERT sejtvonalban szignifikans eltérést tapasztaltunk a kezeletlen
kontrollhoz viszonyitott altaldnos CD akkumuléciot nézve kis (P=0,0345) és moderalt dozis
(P < 0,001) hatasara is, és a hetedik hét utan egy ismételt emelkedést lehetett tapasztalni a
delécidés mitokondriumok mennyiségében. Az utddsejtekben a CD mutéciok felszaporodasa,
ami a genetikai instabilitas egyik jellemzOje, tehat csak az érzékeny sejtvonalban volt

kimutathato.

4.2. Vizsgalatok tumorsejt vonalakon

4.2.1.Az LM2 modell
A modositatlan LM2 sejtvonalban kvantitativ valos idejii polimerdz lancreakcioval (qPCR)
vizsgaltuk a GDF-15 gén sugarkezelésre adott RNS expresszid valtozasat. Eredményeink
alapjan a GDF-15 expresszi6 szintje dozisfiiggéen (P<0,001) nétt a kezeletlen kontrollhoz (0
Gy) képest. Kvantitativ valos idejii polimerdz lancreakciéval (qPCR) vizsgaltuk a
modositatlan LM2 sejtvonalhoz képest a modositott sejtvonalak GDF-15 génexpressziojat.
Génmodositas hatasara a GDF-15 gént konstitutivan taltermelé LM2-GDF15 sejtvonalban
tobb mint 10-szeres GDF-15 génexpresszid volt mérheté az LM2 mddositatlan sejtvonalhoz
képest (P<0,01). A géncsendesitett sejtvonalban a GDF-15 expressziot kozel 80 %-ban
gatoltuk (P<0,05).

4.3. Sugarvdalaszt befolydsolo molekuldris hatasok vizsgalata emlo tumor modellben
4.3.1.GDF-15 hatasa a sugarérzékenységre
A GDF-15 hatasat a sugarérzékenységre kolonia assay-el vizsgéaltuk. A sugdrzas hatasara
dozisfiiggben csokkent a talélés, de a hatasban eltérést mutattak a sejtvonalak, a GDF-15 szint
eltérden befolyasolta a sugarkezelésre adott valaszt. Az eredmények alapjan megallapitottuk,
hogy GDF-15 tultermelé sejtvonalban magasabb volt a talélés, mig az LM2-shGDF15
csendesitett sejtvonal talélését tekintve mar 2 Gy hatasara is szignifikdnsan tobb sejt pusztult

el (P=0,004) a normal sejtvonalhoz képest.

4.3.2.GDF-15 hatasa a proliferdciora
A WST assay sordn a sejtvonalak életképességét vizsgaltuk 5 napon keresztiil kdvetve a

kultarédkat. Megallapitottuk, hogy a GDF-15 gén bevitele megndvelte a sejtek osztddo



képességét (P<0,01), mig a géncsendesités csokkentette (P=0,02) novekedési hajlandosagukat

az eredeti sejtvonalhoz képest.

4.3.3. TGF-p1 gén expresszio valtozasa sugarkezelés hatdsdra
A modositatlan LM2 sejtvonalban kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcioval (qPCR)
vizsgaltuk a TGF-B1 gén sugarkezelésre adott RNS expresszié valtozasat a kezeletlen
kontrollhoz viszonyitva. Az LM2 tumorsejtvonalban sugarkezelés hatasara, emelkedd dézisu
rontgenbesugarzast alkalmazva 24 o6ra elteltével a TGF-B1 relativ expresszidja a kezeletlen
kontrollhoz képest dozisfiiggd (P<0,01) emelkedést mutatott. A dodzisokat egyenként
vizsgalva szignifikdnsan emelkedett relativ expresszi6 mértéke a kezeletlen kontrollhoz

képest nagy dozist egyszeri sugarkezelés hatdsara.

4.3.4.A GDF-15 hatdsa a TGF-p1 szintre

A GDF-15 termeléstdl fiiggd TGF-B1 expressziot hasonlitottuk 6ssze az LM2 sejtvonalhoz
képest kvantitativ valds idejli polimeraz lancreakcidoval (QPCR). A GDF-15-6t taltermeld
LM2-GDF15 sejtkulturaban csokkent a TGF-B1 expresszioja. A géncsendesitésre enyhe, de
nem szignifikans emelkedés volt tapasztalhato.

Az ELISA Kkisérlet sordan szignifikdns (P=0,0136) csokkenést mértiink a GDF-15 gént
konstitutivan taltermelé LM2-GDF-15 sejtvonal feliilluszojaban. A csendesitett LM?2-
shGDF15 sejtvonalban nem talaltunk valtozast a TGF-B1 termelésben a normal sejtvonalhoz

képest.

4.3.5.A GDF-15 hatasa a sugarzas indukalta TGF-1 expressziora
Moderalt 2 Gy sugarkezelés hatasat vizsgaltuk az egyes sejtvonalakban qPCR-rel. A gént
kiilonb6zé modon expresszald sejtvonalakat sajat kezeletlen kontrolljukhoz képest nézve
hasonld volt a relativ expresszid. Megfigyeltiink egy korai és enyhe génexpresszios

emelkedést, de a valtozasok nem bizonyultak szignifikans kiilonbségnek.

4.3.6.4 sugarkezelés hatasa a TGF-f2 génexpressziora
Kutatasunk sordn megvizsgaltuk a csalad masik sugarvalaszgénjének, a TGF-B2 expresszios
valtozasait is JPCR-rel. Akut sugarvalaszt 24 ora elteltével ennek a génnek az expresszidja

esetében nem tudtunk megallapitani LM2 sejtvonalban.



4.3.7.A GDF-15 hatisa a TGF-p2 génexpressziora
A gPCR-rel vizsgalt relativ RNS expresszid6 mértéke szignifikdnsan valtozott, a GDF-15
expresszio fiiggvényében. A GDF-15-6t taltermelé LM2-GDF15 sejtvonalban az expresszid
lecsokkent az modositatlan sejtvonalhoz képest (P=0,017).

4.3.8.A GDF-15 hatasa a sugarzas indukalta TGF-f2 génexpressziora
A sugarkezelésre adott valaszon is modositott a GDF-15 génexpresszid valtozasa. A
taltermel6 LM2-GDF15 sejtvonalban csokkent (P=0,0202) a TGF-B2 expresszid sajat
kezeletlen kontrolljahoz képest, mig a csendesitett sejtvonalban egy tendencidézus (P=0,08)

emelkedést tapasztaltunk.

4.3.9. 4 sugarkezelés hatasa a mitokondridlis ,,common” delécio felhalmozodasara
A kordbban fibroblaszt tenyészeteken végzett vizsgalatok soran megallapitottuk, hogy a
mitokondridlis ,,Common” delécié mérése elég érzékeny, és ezért alkalmas a sugdrzas
kovetkeztében fellépd oxidativ stressz reakciok altal kivaltott DNS kéarosodasok mérésére,
ezért kisérleteinket optimalizaltuk egér tumor sejtekre. Szignifikdns dozisfliggd novekedést

(P<0,001) tapasztaltunk a deléciés mutansok eléforduldsaban LM2 sejtvonalban.

4.3.9.1. A GDF-15 hatdsa a mitokondridlis deléci6 felhalmozddasara
A GDF-15 gén szerepének vizsgélatakor valds idejli polimerdz lancreakcioval (qPCR)
megvizsgaltuk, hogyan befolyasolta a GDF-15 szint és a sugarzas a delécio eléfordulasi
gyakorisagat. A GDF-15 tultermeld sejtvonalban nagymértékben lecsokkent (P=0,03) a
sejtekben kéarosodas (0,346+0,0088). Ezzel szemben a csendesitett sejtvonalban

szignifikansan nétt a mutacio6 eléfordulasa az eredeti LM2 sejtvonalhoz képest (P=0,01).

4.3.9.2. GDF-15 szint befolyésa a sugarkezelés hatdsara indukalod6 mitokondrialis
delécio felhalmozodasra
Az egyes sejtvonalakat vizsgalva megallapitottuk, hogy a GDF-15 gént taltermeld
sejtvonalban a nagy dozisi (6 Gy) sugarzas nem okozott szignifikdnsan mérhet6
mitokondriadlis DNS kérosodast, ezzel szemben norméal GDF-15 génexpresszioji LM?2
(P=0,008) vonalban és az shRNS-sel (P=0,0089) csendesitett sejtkulturaban is szignifikans
mitokondrialis DNS karositd hatasa volt a sugarkezelésnek a kezeletlen kontrollhoz képest.

Ez a hatas a géncsendesitett sejtvonalban 72 6ra utdn is megmaradt (P=0,041).



4.3.10. GDF-15 hatasa a sugarzas indukalt apoptozisra

Megallapitottuk, hogy emelkedd dozis hatasara a normal LM2 sejtekben a dozistol fliggden
nétt az apoptotikus sejtek aranya. Az akkumuléci6 tendencidzus Osszefiiggést mutat a dozissal
(P=0,06). Az LM2 eml6 tumor sejtvonalban 6 Gy dozisu sugarkezelés szignifikans (P=0,025)
eltérést mutatott.

A kiilonb6z6 GDEF-15 termeléstit modositott sejtvonalakban a taltermeldé LM2-GDF15
sejtvonal a modositatlan LM2 tumor vonalndl rezisztensebbnek bizonyult (P>0,05) 6 Gy
dozist kezelés sem okozott szignifikdnsan mérhetd apoptozist. Ezzel ellentétben a gén
csendesitése érzékenyebbé tette a sugarzasra, a LM2-shGDF15 kezeletlen kontroll
sejtvonalban talalhatd eléfordulasi aranyhoz képest a 6 Gy-es dozis szignifikansan majdnem
haromszorosara emelte az apoptotikus sejtek aranyat a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva
(P<0,001).

4.3.11. GDF-15 hatasa az ionizalo sugarzas kovetkeztében felszabadulo ROS
mennyiségere
A reaktiv oxigén gyokok mérése soran Osszehasonlitottuk a 6 Gy rontgensugarzas hatasara
felszabaduld6 ROS mennyiségét az LM2 tumorsejtvonalban és moddositott valtozataiban. A
korai id6pontban mindharom sejtvonalban kimutathaté akut reaktiv oxigéntermelés, de csak a
csendesitett sejtvonalban bizonyult szignifikansnak (P=0,0074).
24 h elteltével ebben a sejtvonalban még mindig tendenciozus (P=0,0582) emelkedés volt

tapasztalhato a kontrollhoz képest.



5. Kovetkeztetések

A mitokondrialis ,,Common” delécid szenzitiv markernek bizonyult a kis és kdzepes dozisu
ionizald sugarzas direkt és nem célzott hatdsainak tanulméanyozéasara. A vizsgalataink soran
kandidans molekulank, a GDF-15 sugéarérzékenységi markernek bizonyult, expresszio szintje

befolyasolta a sejtek valaszreakcioit az ionizald sugarzasra.

5.1. A CD mennyiségi felhalmozodasa a direkt sugarkezelés hatdsara mérheté volt, de a
mennyisége a sugarérzékenységtél fliggbtt. A szenzitiv sejtvonalakban korai
idépontban magasabbnak bizonyult, mint a rezisztens sejtekben.

5.1.1. Alkalmazhat6 volt a modszer a szomszédos hatds kimutatasara, amely soran
megallapithattuk, hogy
51.1.1. nem talaltunk kiilonbséget a kondicionalt médium és az egyiitt-
tenyésztés kozott a szomszédsagi hatds kivaltasanal,
5.1.1.2. aszomszédos sejtekben a CD akkumulacio mértéke a direkt besugarzott
sejt bystander szignal atadd képességétol fligg, nem pedig a
sugarérzékenységtol
5.1.1.3. A bystander szignal atado képessége nem fliggott a szérum szerotonin
szintjétol
5.1.2. A sugarérzékeny ¢és rezisztens human fibroblaszt sejtvonalak hosszu ideji
kovetésénél a sugarérzékeny sejtvonalban mar kis dozis hatasara is szignifikans
CD delécids mutans mennyiséget mérhettiink. 2 Gy besugarzas hatdsdra mind a
rezisztens, mind a szenzitiv sejtvonalban mérheté volt a CD akkumulacio, de
csak az érzékeny sejtvonalban alakult ki a hetedik hét utan a genetikai instabilitas
kovetkeztében ismételt emelkedés.

5.2. Vizsgaltam a GDF-15 citokin szerepét emlétumor sejtvonalakban valamint hogy a

GDF-1 szint hogyan modositja a sugarvalaszt.
5.2.1. Megallapitottuk, hogy a GDF-15 expresszié dozisfliggéen nd ionizald sugarzas
hatasara
5.2.2. Megallapitottuk, hogy a GDF-15 gén szintje kihat:
5.2.2.1. a ndvekedésre, a sejtek a magas GDF-15 szint mellett jobban
novekedtek,
5222, a TGF-Bl és TGF-P2 expressziora, magas GDF-15 szint gatolta ezek

expresszigjat, alacsony expresszidja enyhén emelte



5.2.2.3. a ,Common” deléciés mutansok felszaporodasara, a magas GDF-15

szint gatolta a mutansok kialakulasat, az alacsony expresszio novelte
5.2.3. A GDF-15 expresszio befolyasolta a sugarzas karositd hatasat a sejtekre.

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

5.2.3.2. A GDF-15 expresszi6 szintje kihatott a sugarexpozicié kovetkeztében
indukalodé TGF-B2 termelddésre, magas szintje gatolta, alacsony szintje
novelte az expressziot

5.2.3.3. A GDF-15 szint fliggvényében valtozott a sugdrexpozicid hatisara
kialakul6é reaktiv oxigén gyok-termelddés, az apoptozissal bekovetkezd
sejthalal, magas szintje gatolta a ROS termelddést és az apoptdzist,
alacsony szintje emelte ezek hatdsat

5.2.3.4. A GDF-15 befolyasolta a perzisztensen fennallé oxidativ stressz altal
okozott mitokondrialis CD mutéansok felszaporodast, a taltermeld sejtekben
nem okozott valtozast, az alacsony szintli sejtkultiraban magas volt a

mutansok eléfordulasi aranya a sugéarkezelés utan.
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