A kis dozist ionizald sugarzas bioldgiai hatasai, az egyéni érzékenység szerepe
a sugarhatasban

A palyazat keretein belill arra kerestiink valaszt, hogy kis dozisok hatdsara milyen
folyamatok alakulnak ki a sejtekben, és hogy az egyéni sugarérzékenység hogyan befolyasolja
a sugarhatdsra kialakulé karosoddsokat. Vizsgalataink sordn a molekuléaris bioldgia,
immunologia legmodernebb eszkoztarait hasznaltuk fel.

Primer emberi fibroblaszt sejteket tartalmazo sejtbank kialakitdasa

Egy korabbi OTKA palyazat keretein beliill megkezdett munkat folytatva kezdetben
borbiopszids mintat gyljtottiink daganatos betegekbdl €s primer fibroblaszt sejtkultirakat
alakitottunk ki (engedélyszam: 6008/1/ETT/2002). Jelenleg kozel 100 primer fibroblaszt
kultaraval rendelkeziink. Sugérérzékenységiik tanulményozésara a fibroblaszt sejteket 2 Gy
Co-gamma sugarzassal kezeltiik és kolonia képzd assay-vel meghataroztuk a tuléld sejtek
aranyat (SF2 frakcio). A fibroblasztok SF2 értéke a 11-48% tartomdnyba esik, és normal
megoszlast mutat. Az atlagérték 29%, 8%-os standard eltérés mellett. Ennek alapjan a 20-
35%-o0s SF2 tartomdnyba tartoz6 sejteket normal sugarérzékenységlinek, a 20% alatti SF2
értekkel rendelkez6 sejteket sugarérzékenynek, és a 35%-ot meghaladé SF2-vel rendelkez6
sejteket pedig sugar-rezisztensnek tekintjiik. Az igy kialakitott €s sugarérzékenység
szempontjabol jellemzett sejtbank a tudoméanyos kozdsség rendelkezésére all (9).

Kiilonbozo  sugarérzékenységii - sejtekben  kialakulo DNS karosodasok, DNS repair
kiilonbségek

Tanulmanyoztuk, hogy a kiilonb6z6é sugéarérzékenységli fibroblasztokban eltérd-e a
sugarhatasra keletkez0 DNS karosodasok mennyisége, illetve, hogy a sejtek DNS repair
kapacitasa befolydsolja-e sugarérzékenységiiket. A fibroblasztokat kis (0,2 Gy) és nagy (2
Gy) dozissal sugaraztuk be és egy-sejt elektroforézis assay-vel (komet assay) kovettiik az egy,
illetve a kétlanca DNS sériilések kialakuldsat, javitasat. Egyik esetben sem taladltunk a
normaltél vald jelentds eltérést ezért ez irdnyban a tovabbiakban nem folytattuk
vizsgalatainkat. A repair folyamatok tovabbi vizsgéalata soran azt vettiik észre, hogy ionizald
sugarzas hatasara aktivalodik a sejteken beliil a dezoxicitidin kindz (dCK) enzim, amely egyik
feladata a dezoxiribonukleotid-prekurzorok folyamatos utdnpotlasanak a biztositasa.
Megfigyeléseink szerint a dCK aktivalédasa csak nagy dozisok (>2 Gy) hatasara kovetkezik
be, és a dCK szint valtoztatdsa arra is felhasznalhatd, hogy a sejtek sugéarérzékenységét
fokozzuk, ¢€s ezzel egyiitt a sugarterapia hatasfokat javitsuk. E témabol az OTKA palyazatra
valo hivatkozéssal megjelent egy kdzleménytink (1).

Transzkripcios valtozasok primer fibroblaszt sejtekben

A tovéabbiakban azt tanulmdnyoztuk, hogy milyen egyéni szintli transzkripcios
valtozasok kovetkeznek be besugarazott sejtekben. Vizsgalatainkhoz a teljes emberi genomot
lefedé (42400 gén) oligo-DNS chip-et hasznéltunk (Az Osszes mikroarray vizsgalatot a
Semmelweis Egyetem, Genetikai-, Sejt- és Immunbiolodgiai Intézetének (tanszékvezetd: Prof.
Dr. Falus A.) a mikroarray laboratériumaban végeztiik. Megvizsgaltuk normal (7 primer



emberi fibroblaszt kultira), és sugarérzékeny (3 primer fibroblaszt kultara) sejtek
génexpresszids valtozasait 2 Gy gamma besugarzas hatdsara. Megallapitottuk, hogy normal
sugarérzékenységli fibroblasztokban besugdrzas hatasara 109 gén expresszidja ndvekedett, és
115 gén mikddése csokkent. A fokozott sugarérzékenységli fibroblasztokban 144 gén
milkodése fokozodott, mig 56 gén expresszidja csokkent. A normél és a fokozottan
sugarérzékeny  sejtekben  sugarhatasra  bekoOvetkezd  véltozésokat  Osszehasonlitva
megallapitottuk, hogy 28 gén miikddése fokozodott, kettéé pedig csokkent mindkét sejt-
tipusban. Ezen un. konszenzus sugérvalasz gének kozel 60%-a tartozott a DNS karosodasra
vélaszolo, a sejtciklust és ndovekedést szabalyozo, valamint a programozott sejthalal csoportba.
A gének jelentds részének a transzkripcidjat a pS3 gén befolyéasolja. Véleménylink szerint a
konszenzus sugarvalasz gének alapvetd szerepet jatszhatnak a sugarhatdsra bekovetkezd
sejtvalaszban, koros mukddésiik jelentdsen novelheti a sejtek sugarérzékenységét. Azon
gének, amelyek miikodése vagy csak a normal, vagy csak a fokozottan sugérérzékeny
sejtvonalakban valtozott meg, valoszinlileg nem létfontossdgiiak a sejtek tulélése
szempontjabol, de szerepet jatszhatnak az egyéni sugdrérzékenységben. A normal és a
sugarérzékeny sejtek alapszinti (nem sugarhatdsra bekovetkezd) gén-expressziojat
Osszehasonlitva megallapitottuk, hogy sugarérzékeny sejtekben 60 gén mitkddése fokozddott,
mig 150 gén expresszidja csokkent. Ezek a gének szintén szerepet jatszhatnak az egyéni
sugarérzékenységben.

A transzkripcid szintli sugarreakciok mélyebb analizisére a konszenzus sugarvalasz
gének kozil kivalasztottunk hetet (CDKNIA, GADD45A4, PLK3, IER5, CYR61, TP53INPI,
GDF15), ¢és valos idejii polimeraz lancreakcidval tanulményoztuk dozis- és 1dofliggd
transzkripcids valtozéasaikat két emberi, primer fibroblaszt sejtvonalban. Az egyik sejtvonal
(N1) egy id6s beteg borbiopszias mintajabol, a masik (F11) egy fiatal gyerek orvosi indikacio
alapjan, kortilmetéléssel eltavolitott fitymajabol kertilt kialakitasra. Ez lehetévé tette annak
vizsgalatat is, hogy az egyének életkora befolyasolja-e sugéarhatasra bekovetkezett génszinti
valaszreakcidjukat. A transzkripciods valasz idofliggésének tanulmanyozasara az N1 és F11
sejtvonalakat 2 Gy y-sugarzassal kezeltiik, majd kiilonb6z6 id6pontokban (1, 2, 6 és 24 6ra) a
sejtekb6l RNS-t izoldltunk. A génaktivitds idébeni valtozésait kvantitativ RT-PCR-el
kovettiik nyomon. N1 sejtekben a CDKNIA, GADD45A4, PLK3 és IERS5 gének transzkripcidja
a besugarzas utdn gyorsan nott (2 6raig), majd 6 6raval a besugarzas utan visszaesett egy még
mindig megemelkedett (CDKN1A, GADD45A), vagy a kontrollhoz koézeli (IERS, PLK3)
szintre. 24 oOraval a besugarzés utan az emlitett négy gén aktivalt allapotban volt. A CYR61
gén expresszidja 6 oraval a besugarzas utan még gatolt allapotban volt, de érdekes mddon 24
oraval a besugdrzds utdn enyhe aktivaciot taldltunk. F11 fibroblaszt sejtekben a
tanulmanyozott gének az N1 sejtekhez hasonloan viselkedtek.

A transzkripcids valtozasok dozisfiiggésének vizsgalatara az N1 és F11 sejteket
kiilonboz6 dozisu (0,04; 1; 2 és 8 Gy) sugarzassal kezeltiik, majd a sejtekbdl két ora elteltével
izolaltuk az RNS-eket. Az alkalmazott sugardozisoknak igen kiilonb6z6 hatdsa van a sejtekre.
Nyolc Gy sugar-doézist gyakorlatilag elenyészd szamu sejt fog tulélni. Egy és 2 Gy dozisu
besugarzas hatasara a fibroblasztok 30-90%-a elpusztul. 40 mGy doézisnak nincs jelentds
sejtpusztitod hatasa. N1 sejtekben a CDKNI gén expresszioja az 0sszes alkalmazott sugardozis
hatasara aktivaldédott, maximumat 1 Gy koriil érte el. A PLK3 gén mar 40 mGy sugardozis
hatasara kozel maximalis szintre nétt, €s ezen a szinten maradt az Osszes sugarddzisnal. Az
IER5 és a GADD45A4 gének a maximalis szintet 2 Gy-nél érték el. A CYR61 gén miikodését a
besugarzas dozisfiiggden gatolta. Az F11 fibroblasztok sugarhatasra valtoz6 gén-expresszios
mintdzata igen hasonlé volt az F11 sejtekéhez. A témabol az OTKA palyazatra valo
hivatkozassal megjelent egy kézlemény (2).



Permanens sejtkultura kialakitasa primer emberi fibroblasztokbol

A primer fibroblasztokkal vald6 munkat igen megneheziti, hogy csak korlatozott ideig
tarthatok fent sejtkulturaban. Irodalmi adatok szerint a primer sejtvonalak immortalizalhatok a
telomeraz gén stabil transzfekciojaval. Dr. MP. Lansdorptdl (University of British Columbia,
USA) sikertilt egy olyan plazmidot beszerezniink, amely az emberi telomeraz (W\TERT) gént
¢s a z0ld fluoreszcens fehérje (GFP) génjét tartalmazza. A plazmid alkalmas retrovirus
vektorok kialakitasara is. A plazmid segitségével Flyl3 sejtekbdl sikeriilt egy pakold
sejtvonal kialakitasa, amely folyamatosan termeli a hTERT és GFP kodol6 retrovirusokat. A
retrovirus vektorral kiilonbozo sugarérzékenységli primer fibroblaszt sejtvonalakat fertdztiink
meg. A vektor transzdukcids hatasfoka meglehetdsen alacsony volt, a fibroblasztsejteknek
csak 1-2%-a hordozta a GFP marker gént. Ezért dramlési citométerrel kivalogattuk és tovabb
tenyésztettiik a GFP tartalmu sejteket. A sejtekb6l RNS-t izolaltunk, majd valdsidejii PCR-el
bizonyitottuk, hogy a sejtek kifejezik a hTERT gént. Jelenleg 6t olyan hTERT pozitiv
fibroblaszt sejtvonallal rendelkeziink, amely hTERT pozitiv és kozel egy éve folyamatos
tenyészetben van. Ez arra utal, hogy valoban sikeriilt a sejteket immortalizalni. Némely
esetben az eredeti primer sejtvonalat mar el is vesztettiik.

A tovéabbiakban azt tanulmanyoztuk, hogy a hTERT gén bevitelével immortalizalt
sejtvonalak sugarreakcidi mennyire felelnek meg a primer sejtek reakcidinak. El6szor a sejtek
sugarérzékenységét hasonlitottuk ossze. Lényeges kiilonbségeket nem talaltunk a primer és a
hTERT pozitiv fibroblasztok kozott. Ezt kovetden kivalasztottunk 2-2 sugéarérzékeny (S1, S3),
valamint normal (F11, NI) sejtvonalat és 7 konszenzus sugarvalasz gént (CDKNIA,
GADD454, CYR6I, GDFI15 TP53INPI, PLK3 and [ER5). Valosideji PCR-el
tanulmanyoztuk, hogyan alakul e gének alapszintli transzkripcioja primer és hTERT pozitiv
sejtvonalakban. Azt talaltuk, hogy az négy gén (GADD454, CYR61, PLK3¢és IERS) esetében
megegyezik. Harom gén (GDF15, TP53INP1, CDKNIA) esetében a hTERT pozitiv sejtekben
a gén-expresszid mintegy fele volt a primer sejtekének. Ezt kdvetden a nevezett 7 gén
sugardozis-fliggd (10, 40, 100 mGy, 2 és 8 Gy) valaszreakcidit kovettik 2 oraval a
besugarzast kovetden. Nem talaltunk Iényeges kiilonbséget a primer és a hTERT pozitiv
sejtek kozott. Erdekes modon négy gén (GDF15, CYR61, CDKNIA, TP53INPI) mikodését a
kis dozisok is befolyasoltak. Az eredményekbdl egy kézirat sziiletett (3).

Az ionizadlo sugadrzas genom instabilitast okozo és bystander hatdsa

A sugarbiologia klasszikus dogmadja szerint az elsddleges sejten beliili célpont a DNS.
Amennyiben a sejtek hiba nélkiil kijavitjdk a karosodasokat, akkor tovabbi kockéazattal nem
kell szamolni. Az eredménytelen, vagy hibas javitds a sejt halalahoz, vagy mutaciok
kialakuldséhoz vezet. A sejtszintli kdvetkezmények minden esetben hamar megfigyelhetdek,
vagy magéaban a sugarsériilést szenvedett sejtben, vagy annak kozvetlen utddaiban. Ujabban
azonban bebizonyosodott, hogy az egészségesnek latszo sejtekben, kezdetben kimutathatatlan,
hosszu tavu kovetkezmények is kialakulhatnak. A sugarsériilést szenvedett sejtek egy
részének az utddaiban, akar 40-50 generacidval késdbb, ugrasszerlien megnd a spontan
mutaciok gyakorisaga, vagyis az ionizalo sugarzas a genom instabilitdsat okozza. Munkank
soran kiilonb6z6é sugarérzékenységli fibroblaszt sejtekben tanulmanyoztuk az ionizald
sugarzas genom instabilitdst okozo hatdsat. A genom instabilitds kdvetkeztében kialakulo
mutaciok egy része letalis a sejtek szamara. A letalis mutaciok ugy kdvetheték nyomon, hogy
a besugarzas utan mintegy 3-4 héttel meghatarozzuk a tuléldé sejtek klonogenitasat. Ezt 13
kiilonboz6 sugarérzékenységgel bird primer sejtvonal esetében tettilk meg 4 Gy besugarzast
kovetden. Jelentds kiilonbségeket kaptunk a genom instabilitasra valdé hajlamban az egyes



sejtvonalak kozott, de nem talaltunk Osszefiiggést a sejtek sugarérzékenységével. A klonogén
asssayvel sajnos csak nagy dozisok hatdsa mérhetd. Ezért megprobaltunk olyan metodikat
kialakitani, amellyel a kis d6zisok esetleges genom instabilitast okozo hatdsa is kvantitativ
moédon mérheté. Ugy gondoltuk, hogy a letdlis mutaciok kovetkeztében apoptodzis is
kialakulhat a sejtekben és ez jol mérhetd aramlési citométerrel. Két kiilonbozd detektalasi
technikat alkalmaztunk (kaszpaz aktivacio, DNS létra kialakulds mérése), de sajnos sugarzas
indukalta apoptoézist nem tudtunk kimutatni primer fibroblaszt sejtekben (HeLa sejtekben
kimutathat6 volt a sugarzas indukalta apoptozis). Az 11j irodalmi adatok is azt mutatjak, hogy
primer fibroblaszt sejtekben besugarzas hatasara nem alakul ki apoptozis, a sejtek ehelyett
senescence-be mennek at, vagyis leallitjak osztodasukat. A kis dozisok genom instabilitast
okozo hatdsanak mérésére tovabb keressiik az alkalmas metodikat. Jelenleg gy tlinik, hogy a
mitokondrialis DNS-ben kialakul6 mutaciok mérése j6 eredményeket adhat.

Az apoptozis vizsgalatok kezdetével egy id6ben ugy gondoltuk, hogy tanulmanyozzuk
az antiapoptotikus gének sugarvalaszt befolyasold hatasat. Ezért kialakitottunk olyan
adenoviralis vektorokat, amelyek lehetévé teszik antiapoptotikus gének (Bcl2, Belxr, bFGF)
nagyhatasfoka bejuttatasat fibroblaszt sejtekbe. Az adenovirus vektorok segitségével 1-1
sugarérzékeny ¢és normal fibroblaszt sejtvonalba juttattuk be a nevezett géneket, majd
klonogén assayvel mértiik a sejtek tulélését 4 Gy besugarzast kdvetden. Az antiapoptotikus
gének bevitele nem befolyasolta a sejtek tulélését. A vizsgalatokat nem folytattuk, mivel
besugarzas hatdsara nem tudtunk apoptozist kimutatni fibroblaszt sejtekben. A kialakitott
vektorokat azonban egy kollaboraciés munkéaban felhasznaltuk (4), de az OTKA palyézatra a
mas jellegli t¢éma miatt nem tortént hivatkozas.

Hosszu ideig gy gondoltdk, hogy a sugarzas kovetkezményeivel csak a kozvetleniil
sugartalalatot szenvedett sejtekben kell szamolni. A sugarsériilt sejtek azonban
kommunikalnak a kozvetlen és a tavoli kornyezetikben 1évd sejtekkel. Ezekben, az
ugynevezett bystander sejtekben is kimutathatoak kiilonb6z6 hatasok, pl. sejthaldl, vagy
mutaciok, de a bystander hatds pozitiv is lehet. A bystander hatasok egy részéhez sziikséges
lehet a sugartalalatot szenvedett és a bystander sejtek kozvetlen kontaktusa, mas esetben
azonban a sejtek altal kivalasztott oldhat6 anyagok kozvetitik a bystander hatast. A palyazat
keretein beliil kiilonb6z6 sugarérzékenységti (F11 és S1) primer és hTERT pozitiv fibroblaszt
sejtekben tanulmanyoztuk, hogy a genetikai hattérben megnyilvanuld kiilonbségek hogyan
befolyasoljak a kis dozisok bystander hatasat. A mérésekre két kiilonb6z6 metodikat
alkalmaztunk. Az elsd eljarasban (egyiitt tenyésztési eljaras) a donor sejteket olyan sejtkultura
edényre oltottuk ki, amely az aljan egy vizet és kis molekulasilyt anyagokat ateresztd
membrant tartalmazott. A sejteket kiillonb6zd dézisokkal (10, 40, 100 és 500 mGy, 2 Gy)
besugaraztuk, majd a membranon 1évé sejteket rogton besugarazatlan recipiens sejtek folé
helyeztiik. A masodik eljarasban (médium csere eljaras) a donor sejteket normal tenyésztd
edényre oltottuk, besugaraztuk Oket, majd 2 oraval késobb a besugarazott sejteken 1évo
médiumot besugarazatlan recipiens sejtekre helyeztiik. A hatds nyomon kovetésére mind a
kozvetleniil besugarzott sejtekben, mind pedig a bystander recipiens sejtekben mértiik a
mikronukleuszok gyakorisagat. Mivel az ionizal6 sugarzas jelentds mértékben befolyasolhatja
a fibroblaszt sejtek osztodo képességét is ezért ezt is vizsgaltuk az ugynevezett binuklearis
sejtek nyomon kovetésével.

Kozvetlen sugarsériilést szenvedett F11 (normal sugarérzékenység) sejtekben a
binuklearis sejtek ardnya jelentdsen csokkent 500 mGy dozis felett. A sugarérzékeny S1
sejtekben a binuklearis sejtek ardnya mar kisebb dézisoknal is megfigyelhetd volt, érdekes
megfigyelés a 40 mGy doézisnal eléforduld hiperszenzitivitds. A mikronukleuszok
gyakorisdga 100 mGy felett kezdett emelkedni besugarzott sejtekben és gyakoribb volt a
sugarérzékeny fibroblasztokban. Sem a binukledris sejtek aranyat, sem pedig a mikronukleusz
gyakorisdgot nem befolyasolta a hTERT gén jelenléte.



Bystander sejtekben nagy dézisok hatdsara sem valtozott a binukledris sejtek aranya.
A mikronukleuszok gyakorisaga mar 10-40 mGy dozis hatasara nétt az egyiitt tenyésztési
eljarassal mind a normal, mind pedig a sugarérzékeny sejtekben. Magasabb dozisok hatasara
nem noétt tovabb a mikronukleuszok gyakorisdga. A médium csere eljarassal hasonlo, bar
némileg kisebb mértékii mikronukleusz gyakorisag fokozddast figyeltiink meg. Az adatok azt
mutatjdk, hogy a bystander hatdst fibroblasztok esetében a médiumba bekeriild anyagok
kozvetitik. Az is bizonyitottnak tekinthetd, hogy a bystander hatds mar kis dézisoknal is
maximalis intenzitassal jelenik meg. Jelenleg nem ismert, hogy mi kdzvetiti a bystander hatast.
A hatdsmechanizmus tisztazasanal érdekes lehet, hogy a korabban ismertetett gén-expresszios
vizsgélataink soran azt talaltuk, hogy mar kis sugardézisok hatasara is nd a sejtekben a
GDF15 termelés. A GDF15 egy a TGFP csaladba tartozod, a sejtek altal kivalasztott citokin.
Szerepét tovabbi vizsgalatokkal kivanjuk tisztdzni.

A bystander hatds vizsgalatarol egy kozleményt szeretnénk a kozeljovOben
megjelentetni. Emellett meg szeretnénk emliteni, hogy a 2006-ban, az OTKA palyazatra valo
hivatkozassal jelent meg egy 0sszefoglalo kozleményiink, amelyben az ionizalo sugarzas és a
daganatellenes génterapia bystander hatdsainak mechanizmusait, 6sszefliggéseit elemeztiik (5).

Kis dozisok hatasara bekovetkezo génszintii valtozdsok kozvetlen sugarseriilést szenvedett és
bystander sejtekben

A korabbiakban lattuk, hogy hagyomanyos metodikai eljarasokkal (pl. mikronukleusz
assay) a kis dozis tartomanyokban (< 100 mGy) nem, vagy csak nehezen mérhetd az ionizald
sugarzas bioldgiai hatasa. Emellett az sem ismert, hogy milyen sejten beliili utak aktivalodnak
kis dozisu besugarzas kovetkeztében. A jelatviteli utak megismerésének a céljabol, és jobb
biodozimetriai eljarasok kifejlesztésének az érdekében tanulmanyoztuk a kis dézisok hatdsara
bekovetkezd transzkripcios reakciokat. Primer fibroblaszt sejteket 10, 100 és 500 mGy kobalt
gamma-sugarzassal kezeltiink, majd 2 oraval késobb RNS-t izoldltunk. A transzkripcios
valtozasokat a teljes genomot lefedé mikroarray-vel kovettiik. 10, 100 és 500 mGy besugarzas
hatasara 1414, 847 ¢és 1119 gén miikddése valtozott meg. Szadzhuszonnégy olyan gént
azonositottunk, amely mindhdrom sugardézis esetén megvaltoztatta miikodését. Ezen gének
kozott egy olyan taldlhato (CCDC51), amelyet 2 Gy besugarzast kovetden korabban a
konszenzus sugarvélasz gének kozé soroltunk. A csak az 500 mGy hatasara valtozé
transzkripcidju gének koziil 9 tartozott a konszenzus sugarvalasz gének kozé.

A kovetkezokben bystander sejtekben tanulmanyoztuk a génexpresszids valtozasokat.
Fibroblaszt sejteket 10, 40, 100 és 500 mGy doézissal kezeltiink, majd 2 o6raval késObb
begytijtottilk a médiumot a besugarzott sejtekrdl és nem besugarazott sejtekre helyeztiik at. A
transzkripcids valtozasok kovetésére az RNS-t 2 6ra mulva izolaltuk a sejtekbdl. Bystander
sejtekben 655, 406, 152 és 619 gén mitkddése valtozott 500, 100, 40 és 10 mGy hatasara. 15
olyan gént taldltunk, amely minden dézis hatdsiara megvaltoztatta miikodését bystander
sejtekben.

A mikroarray vizsgélatok alapjan 10 gént valasztottunk ki €s dozis, valamint 1d6-fliggd
transzkripcidjukat valos idejli polimerdz lancreakcidval kovettiik. Az eredmények alapjan 1
kozlemény megiras alatt all (6).

A kis dozisok immunrendszerre gyakorolt hatasai

A kozelmultban tobb kozlemény jelent meg arra vonatkozdan, hogy mar kis
sugardozisok jelentdsen befolyasolhatjak az immunrendszer mikodését. Az immunrendszeri



hatasok egy része akdr pozitiv is lehet, mivel aktivalhatja a daganatellenes immunvalaszt. Ezt
nagy dozisok esetében sajat vizsgalataink nem tudtdk megerdsiteni. Munkank soran egér
glioma (GI261) sejteket 2 Gy ®°Co y-sugarzassal kezeltiink és tanulmanyoztuk, hogy a
besugarzas megvaltoztathatja-e a daganatsejtek immunogenitasaban szerepet jatsz6 molekulak
(MHCI, MHCII, B7-1, B7-2) expresszidjat. Adataink szerint sem az MHCI, MHCII, sem
pedig a B7-1 és B7-2 molekuldk transzkripciéja nem valtozott. Ezen adatokat tartalmazé
kozleménylink az OTKA palyazatra valo hivatkozassal megjelent (7). Megkezdtiik az ionizald
sugarzas kozvetleniil az immunrendszerre gyakorolt hatdsanak tanulmanyozasat is. Egereket
kiilonboz6 dozist (20 mGy, 100 mGy, 1 és 2 Gy) egésztest besugarzasnak vetettiink ala. Ezt
kovetden az allatokra egér glioma sejteket (GI261) transzplantaltunk, és nyomon kovettiik a
daganat novekedését. Erdekes médon azt figyeltik meg, hogy a 20-100 mGy egésztest
besugarzas hatasara jelentésen lecsokkent a G1261 daganat novekedése.

A hatdsmechanizmus pontos tisztdzdsa, az immunrendszer érintett sejtjeinek
azonositasa érdekében eddig az alabbi vizsgalatokat végeztiik: C57Bl16 egereket 10, 50, 100,
500 mGy, 1, 2 és 4 Gy egésztest besugarzasnak vetettiink ala. 1, 3 és 7 nappal a besugarzas
utdn az allatok 1€pébdl limfocitakat izoldltunk. Megéllapitottuk, hogy mar 100 mGy
sugardozis hatdsdra jelentdsen csokkent a 1épsuly a besugarzas utani 1. és 3. napon. Az 1 Gy
feletti dozisok kivételével a 7. napra a Iépsuly visszaallt a kontroll értékre. A periferialis
limfocita szam csokkenése 50-100 mGy dozis hatasara volt megfigyelheté 1-3 nappal a
besugarzast kovetden. Kis dozisok esetén 7 nap utan a sejtszam rendezddott. Az egyes
limfocita alpopulécidkat nyomon kovetve megallapitottuk, hogy 1 nappal a 10-100 mGy
besugarzast kdvetden nott a CD4+ és CD8+ sejtek szama. A Treg, DC és B sejtek szama 1
nap utan jelentésen csokkent a 10-100 mGy tartomanyban. E sejtek szama kevésbé csokkent
500 mGy koriil, ami kis dozisok iranti hiperérzékenységre utal. NK sejtek esetében a kis
dozist hiperérzékenység 3 nappal a besugarzast kovetden volt megfigyelhetd. Nagy dozist
besugarzast kovetden a Treg ¢s NK sejtek regeneracidja gyorsabban bekovetkezett, mint az
egyéb sejteké.

Tanulményoztuk az egyes limfocita alpopulaciok sugarzas gerjesztette apoptozis iranti
érzékenységét. Az apoptdzist mind a TUNEI, mind pedig a kaszpaz-3 aktivacion alapuld
modszerrel tanulményoztuk aramlasi citométer segitségével. A TUNEL moddszerrel altalban
magasabb értékeket kaptunk. Ez azt mutatja, hogy az immunrendszer sejtjeinek egy része
besugarzas hatasara a kaszpaz-3 utvonaltol eltérd apoptotikus utakat hasznal. Az 6sszlimfocita
populaciot tekintve 4 oOrdval a besugarzas utdn csak 500 mGy feletti dozisok indukaltak
apoptozist. Hasonl6 folyamat volt megfigyelheté CD8+ és Treg sejtek esetében is. DC és NK
sejtekben az apoptodzis jelentds fokozodasa csak 1 Gy felett volt megfigyelhetd.

Tanulméanyoztuk besugarzott egerekbdl szarmazd splenocitdk nem specifikus
(concanavalinA) stimulusra vald valaszreakcidit is. Egy nappal a besugéarzast kovetden a
limfocitak proliferativ képessége 40%-al csokkent 100 mGy hatasara. Magasabb d6zisoknak
még kifejezettebb hatdsa volt. Hirom nappal a besugérzas utan az 50 mGy besugarzas hatasa
joval kifejezettebb volt a limfocita proliferaciora, ami kis d6zist hiperérzékenységre utal. Hét
nappal a besugarzast kovetden a proliferacié gatlasa mar csak nagy dozisoknal (>1 Gy) volt
megfigyelhetd. Eredményeinkbdl egy kozlemény megiras alatt all (8).
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