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Roviditésjegyzek

60Gy- HCC1954 emldkarcindéma sugarrezisztens alvonala
AF- auranofin

BSO- butionin-szulfoximin

Ca?*-ionok- kalcium-ionok

CAT- katalaz / catalase

CBS- a cisztation-béta-szintazt kodolo gén

CBS- cisztation-béta-szintaz / cystathione-beta-synthase
CSE- a cisztation-gamma-liazt kodold gén

CSE- cisztation-gamma-liaz / cystathione-gamma-lyase
DEM- dietilmalat

DMF- dimetilfumarat

DNS- dezoxiribonukleinsav

EDso- effektiv dozis

eNOS/NOS3- endothelialis nitrogén-monoxid szintaz / endothelial nitrogen-monoxide
synthase

EX/Em- excitacios/emisszidos maximumok

FACS- flow (aramlasi) citométer/ fluorescence-activated cell sorting

FBS- szarvasmarha magzati vérszérum / foetal bovine serum

G6DP- gliik6z-6-foszfat dehidrogenaz / glucose-6-phosphate dehydrogenase
GLRX3- glutaredoxin-3 /glutharedoxin-3

Glrx3- glutaredoxin-3-at kodolo gén

GSH- glutation / glutathione

GSR- glutation-reduktaz /gluthatione reductase



GSS- glutation szintetdz / glutathione synthetase

GSSG- glutation-diszulfid / glutathione disulfide

GST- glutation-S-transzferazok /glutathione-S-transferases
GSTAA4- glutation-S-transzferaz A 4 / glutathione-S-transferase A 4
Gy- gray

H20,- hidrogén-peroxid

H>S- hidrogénszulfid

HepG2- hepatokarcinoma sejtvonal

HIF1- hipoxia indukalta faktor-1

HO™- hidroxilgyok

K562- eritroid leukémia sejtvonal

KEAP1- Kelch-szeriit ECH-val asszocialt fehérje / Kelch Like ECH Associated Protein 1
KEAP1- Kelch-szerti ECH-val asszocialt fehérjét kodolo gén

KO- knockout

L-Glu- L-glutamin /L-glutamine

MRNS- hirvivé RNS / messenger RNA

NADPH- nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat / nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate

NaHS- natrium-hidrogénszulfid

NF-KB- nuklearis faktor-kappa B / nuclear factor-kappa B
NF-KB1- nuklearis faktor-kappa B1 / nuclear factor-kappa B1
NF-KB1- nuklearis faktor-kappa Bl-et kodold gén

no IR- besugarzas nélkiili kontroll / no ionizing radiation control
NO- nitrogén-monoxid

NOS- nitrogén-monoxid szintazok / nitrogen-monoxide synthases



Nrf2- eritroid 2-vel kapcsolatos nuklearis faktor / nuclear factor-erythroid factor 2-related
factor 2

Nrf2- eritroid 2-vel kapcsolatos nuklearis faktort kodolo gén

O™~ szuperoxid anion

OPA- o-ftalaldehid / o-pthalaldehyde

PBS- foszfattal pufferolt sooldattal / phosphate buffered saline

PCA- perklorsav / perchloric acid

PDI- protein diszulfid izomeraz / protein disulfide isomerase

PDIA3/4- protein diszulfid izomeraz A3/4 / protein disulfide isomerase A3/4
PenStrep- penicillin-sztreptomicin oldat

Pl- propidium-jodid / propidium-iodide

PL- piperlongumin

Prx1/2/4/6- peroxiredoxinl/2/4/6

QSOX- quiescin Q6 szulfhidril-oxidaz /quiescin Q6 sulfhydryl oxidase
QSOX1- quiescin Q6 szulfhidril-oxidaz 1 /quiescin Q6 sulfhydryl oxidase 1
Qsox1- quiescin Q6 szulfhidril-oxidaz 1-et kodolo gén

RNS- ribonukleinsav

ROS- reaktiv oxigéngydk / reactive oxygen species

RPM- fordulat per perc / rotation per minute

RPMI-1640- sejttenyésztéshez hasznalt médium

SIRNS- rovid interferald6 RNS / short interfering RNA

S0d1/2/3- szuperodix-dizmutaz1/2/3-at koddold gén

SOD1/2/3- szuperoxid-dizmutaz1/2/3 / superoxide-dismutase1/2/3
SRB- szulforodamin B assay / sulforhodamine B assay

TrR1/2/3- tioredoxin reduktaz1/2/3 / thioredoxin-reductase1/2/3

Trx1/2- tioredoxin 1/2 / thioredoxin 1/2



Wit- HCC1954 emlokarcinéma vad alvonala

1. Bevezetés

1.1. Sugéarterapia

A sugarterapia egy olyan terapias eljaras, mely soran meghatarozott teriiletekre ionizalo
sugarzast bocsatanak. Leggyakrabban rosszindulati daganatok esetében alkalmazzak abbol a
célbol, hogy a raksejteket megolje, illetve, hogy a daganat zsugorodjon. A sugarterapiat lehet
definitiv —azaz egyediili— kezelésként alkalmazni egy jol lokalizalhato tumor esetén, illetve
adjuvans, —azaz kiegészit0— kezelésként hormonterapia, kemoterapia vagy a daganat matéti
uton valo eltavolitasa mellett. Az eltérd alkalmazasi formak hasznalata a daganat szvettanatol,
szervi Kkiterjedtségétol, stadiumatol és a beteg altalanos egészségi allapotatol fiigg. A
sugarterapiat lehet tovabba kurativ —azaz gyogyito— vagy palliativ —azaz tiineteket enyhité—
céllal hasznalni. A kurativ kezelés célja a daganatmentes allapot elérése és a teljes gyogyulas.
Ezzel a céllal altalaban jo prognézisu betegek kapnak kezelést, akikre altalanosan jellemz6 a
jobb szovettani profil, alacsonyabb életkor és egy kisebb, jobban szervre hatarolt, korai
stadiumu daganat, aminek kevés kozeli attéte van vagy teljesen attétmentes. A palliativ kezelés
célja az élethossz lehetdségek szerinti novelése, a tiinetek és fajdalmak enyhitése, amikor a
daganatmentes allapot elérése mar nem realis célkitlizés. Ilyen kezelést altalaban a rosszabb
szovettani profilu betegek kapnak, akiknek nagyobb és nehezebben behatarolhat6 végstadiumu

daganatuk és altalaban egy vagy tobb tavoli attétjiik is van.

A sugarterapiat a sugarzas tipusa szerint harom csoportra oszthatjuk. Teleterapia esetén a beteg
szervre lokalizalt kiilsé besugarzast kap, mig brachyterapia esetén a sugéarzast beliilr6l kapja
meg, ilyenkor a sugarforrast a szovetek kozé szirva vagy testiiregbe vezetik. A harmadik
esetben a sugarforrast folyékony halmazallapotban, oralisan, injekcidként vagy infazidként
kapja a beteg, ezt radioizotop vagy radiofarmakon terapianak hivjak. Teleterapia soran a beteg
tobb iranybol kapja meg a besugarzast, hatranya, hogy a sugar utjaba keriild egészséges
szovetek 18 karosodnak, beleértve a bort 1S.
Brachyterapia sordn a sugarzo izotdpot kozvetleniil a tumorba, vagy az ahhoz kozeli testiiregbe

helyezik, igy nem kell a sugarzasnak sok egészséges szoveten athatolnia mieldtt eléri a tumort,



viszont nem alkalmazhat6 minden lokalizaciénal (pl. tiidé tumornal nem, de 1égcsd tumornal
lehet).

Radiofarmakon terdpia soran a daganatos szervre célzott izotopot (pl. pajzsmirigy €s radiojod),
illetve izotopot a célszervre specifikus molekuldval vagy antigénnel kombindlva
szisztemikusan kap a beteg, amit a célszerv sokkal intenzivebben —akar ezerszeres

mennyiségben— vesz fel.

A sugarzas mennyiségét gray-ben (Gy) fejezziik ki, ami egy joule felvett energia egy
kilogrammra vonatkoztatva. A leadott dozis fiigg a daganat stadiumatdl és szovettani
profiljatol, teleterapia esetén a dozis altalaban 20 Gy és 80 Gy kdzott van, amit a beteg altalaban
1,5-2,5 Gy-es frakciokban kap meg. Az eldbb emlitett ok miatt egy teljes teleterapias kezelés
akar 6-11 hétig is eltarthat napi rendszerességli kezeléssel, bar mar alkalmaznak ugynevezett
hipofrakcionalt kezeléseket is, akar napi 12Gy-el, igy a teljes kezelési id6 akar 8 nap is lehet.
Ezzel szemben a brachyterapias és radiofarmakon terapias kezeléseknél a sugarforras

bejuttatasara elegendd lehet akar egy alkalom is.

A sugarterapia hatdsmechanizmusa a besugarzas sejteket karosito hatasan alapszik. Amint egy
sejtet sugarzas ér, annak orokitéanyaga kiilonb6z6 modon karosodik. Ezek koziil a legfontosabb
fellépo hibak a szimpla- és a duplaszala DNS-torések. Mivel ezeket a toréseket ki kell javitani,
miel6tt a sejt osztodhatna, a sejt megreked ciklusanak G2-es szakaszaban ¢és stacioner

novekedeési fazisba lép.

A réksejtek természetiiknél fogva differencialtsagtol fliggden multi- vagy akar pluripotensek is
lehetnek (a jol differenciélt raksejtek jobban hasonlitanak normal szoveti sejtekhez, mig a
rosszul differencialtak pluripotencia felé tendalnak). A multi- és pluripotens sejtekre jellemzd
a gyors osztodas és a csokkent hibajavitd képesség, igy egy duplaszalit DNS-torés azonnali
sejthalalt vagy mitotikus katasztrofat eredményezhet. Szimpla szalt DNS-torés esetében a sejt
tovabb osztédhat, de a genetikai hibak hamar felgyiilemlenek a gyorsan o0szt6do
daganatsejtekben, ezért rovid idon beliil ez is sejthaldlt vagy lassu osztodasi sebességet
eredményezhet. Az egészséges szoveti sejtek sokkal jobban differencidltak, mint a réksejtek,
ezért bar lassabban osztodnak, a fejlettebb hibajavitd mechanizmusuk segitségével

eredményesebben képesek felépiilni a karos sugarhatasokbol.

Két f6 sugarfajtat kiilonboztetlink meg, a toltott részecske (ion, proton és elektron) sugarzast és
a fotonsugarzast, amik a DNS-t kiilonb6zé modon Karositjak. A toltott részecskék relativ nagy

tomegliek, a szovetben kevésbé szorddnak, és kozvetleniil képesek duplaszalt DNS-torést



l1étrehozni. Ez a jelenség a direkt DNS-karositas. A fotonsugarzas a sejtekben talalhatd vizbol
reaktiv szabadgyokoket —foképp reaktiv oxigéngyokoket (ROS)— hoz létre, amik megtamadjak
a DNS-t és toréseket hoznak 1étre benne. Mivel ehhez sziikségesek a reaktiv szabadgyokok, ezt
indirekt DNS-karositasnak hivjak. Az 1. abran megfigyelhetd a direkt és indirekt DNS
roncsolas folyamata. Azonban mivel a daganat gyakran talnovi a vérellatasat, igy
oxigénhidnyos — hipoxias — kornyezet alakul ki. Az oxigén hidnya miatt pedig kevés ROS
keletkezik, ezért az indirekt DNS-karositas csokken. Mivel oxigénhidnyos allapotban sokkal
kisebb lesz a DNS-karosodas, ezért a ROS rendszer kutatasa igen fontos lehet akar ennek

ellensulyozasara is.

direkt DNS-karositas

indirekt DNS-karositas

1. abra: A direkt és indirekt DNS-karositas hatasa. A direkt DNS-karositas képes a
kozvetlen DNS-torés 1étrehozasara, mig az indirekt DNS-karositas a vizbol képzett
ionok és szabadgyokok segitségével karositja a DNS-t. Az abra Wang H., et al, 2019
cikkébdl lett atemelve.

1.2. ROS ¢és sugarrezisztencia

A ROS a sejtben alapesetben is megtalalhato, agressziv oxigénszarmazékok gyiijtédneve. Két {6
csoportja van, a szabadgyokok, amiknek vannak parositatlan vegyértékelektronjai —példaul
szuperoxid anion (O2") és hidroxilgyok (HO)-, és olyan molekuldk, amelyek szabadgyok
képzésre képesek, példaul hidrogén-peroxid (H20>).



A ROS egészséges sejtben az oxigén metabolizmusa soran keletkezett melléktermék, illetve a
terminalis oxidacio soran a mitokondrium termeli, és kettds szerepet lat el a szintjétél fliggden.
A ROS alacsony, alland6 szinten megtalalhaté normal sejtekben, ahol homeosztazis-fenntartd
¢s masodlagos jelatviteli funkcidt tolt be, tovabba eldsegiti a sejtosztodast és differencialodast,
emellett az oxidativ stresszhez val6 alkalmazkodast. Ezzel ellentétben magas szintje indukalhat
autofagiat vagy visszafordithatatlan oxidativ stresszt, ¢s ezaltal fehérje-, lipid- és
nukleinsavkarosodast okozhat. Mivel a magas ROS-szint oxidativ karokat okoz a DNS-ben is
—czzel elésegitve a mutaciot—, aktivalhat onkogéneket, genomikus instabilitast okozhat, amivel
kozvetleniil indukalhat karcinogenezist. Magas ROS-szintek a ROS-keletkezés novekedésével
vagy a ROS-eltavolitas csokkenésével is kialakulhatnak. A ROS-keletkezés oka lehet endogén
vagy exogén, példaul stresszfaktorokra adott valaszreakcio vagy ionizald sugarzas. A ROS
eltavolitasaért pedig az antioxidans védekez6 rendszer felel, igy ennek hibaja is ROS-szint

emelkedést okozhat.

Daganatsejtekre is igaz, hogy alacsony szinten a ROS sejtszaporodast okoz, hiszen vannak
olyan novekedési faktor receptorok és sejtndvekedést szabalyzod szignalizacios ttvonalak,
amelyeket reaktiv oxigéngyokok aktivalnak. A nagyon magas ROS-szint a daganatsejtekben is
sejthalalt vagy oxidativ stresszt eredményez, de egy kdzepesen magas szint a fent emlitett
modon segiti az onkogenezist. Mivel a daganatsejtekre a gyors osztddasuk miatt jellemz6 a
gyors metabolizmus és a ROS egy metabolikus melléktermék, a raksejtek altalaban magasabb

ROS-stressznek vannak kitéve.

Mivel a sugarzas DNS-karosit6 hatasanak nagyjabol kétharmadat okozza ROS, a sejtek ROS-
eltavolito képessége nagyban meghatarozza egy tumor sugarérzékenységét. A daganatsejtek a
ROS-szint kiegyenstlyozasat tobbféle modon érhetik el: metabolikus adaptacioval,
valaszreakcioval. A hipoxids mikrokdrnyezet jellemzd a szolid tumorok esetén, ahol a nem
megfelelé vérellatas intratumoralis oxigén- és tapanyaghianyhoz vezet. Mivel a ROS
oxigénszarmazék, hipoxias kornyezetben csokkent mennyiségben fordul eld, igy a DNS-
karosodas és az apoptdzis mértéke csokken. A daganatra iranyitott besugdrzas karosithatja a
tumort koriilvevo ereket, igy novelheti a hipoxias kornyezet kialakulasanak esélyét. A hipoxias
valaszreakcié soran miitkodésbe 1ép a hipoxia indukalta faktor-1 (HIF1), ami felelés a
tumorokra jellemzd abnormalis angiogenezisért, a glikolitikus metabolizmusra vald attérésért

-----

tartasaban jatszanak kulcsfontossagu szerepet (1). Mivel a ROS alacsony szinten hatraltatja az



indirekt sugarzas okozta DNS karositast, ezt a jelenséget hipoxias sugarrezisztencianak

nevezzik.

Mivel az antioxidansrendszer diszregulacidja kozvetleniil kothetd a ROS alacsony szinten
tartasahoz és ezzel a hipoxids sugarrezisztencidhoz, ezért az antioxidans fehérjék gatlasa
felborithatja ezt az egyenstlyt, ezzel lehetséges megoldast jelentve a hipoxids sugarrezisztencia
altal felvetett problémara. Erre a célra tobbfajta sugarérzékenyitd szert is kifejlesztettek. Egy
ilyen szer a butionin-szulfoximin (BSO), ami a glutation-szintézist akadalyozza, ami késlelteti
az oxidacios folyamatokat, hiszen a glutation képes lebontani a H2O2-t. A dimetilfumarat
(DMF) ¢és dietilmalat (DEM) a glutationnal kovalensen kot, igy a hipoxias kornyezetben
emelkedett mennyiségii glutationt a kontroll értékek 10%-ara csokkentheti. Mind a BSO, DMF
¢s DEM szinergisztikus oxigén-mimetikus sugarérzékenyitd szerekkel. A piperlongumin (PL)
a glutation S-transzferaz és a tioredoxin reduktaz, mig az auranofin (AF) a tioredoxin reduktaz

gatlasaval boritja fel a ROS homeosztazist (2).

1.3. Sugarérzékenység kutatasa

A tumor sugarérzékenységének nevezzilk a besugarzasra adott valaszreakciojat, amit a
regresszid mértékével és gyorsasagaval, valamint az esetleges kitjulasig eltelt idétartammal
lehet szamszeriisiteni. A sugarérzékenységet in vivo genetikailag modositott egereken, ex vivo
biopsziaval nyert szovetmintakon, in vitro pedig genetikailag modositott sejtvonalakon lehet

modellezni.

Az in vivo modelleknél eldnyt €s hatranyt is jelent, hogy a daganat tulajdonsagait egy 0sszetett
rendszerben vizsgaljak. Elonyeik, hogy komplex multicellularis és élettani valaszt lehet rajtuk
megfigyelni, igy a sugarérzékenyitd szereknek nem csak a hatékonysagat, hanem a toxicitasat
is lehet vizsgalni. Hatranyaik, hogy az €16 rendszer befolyasolhatja a daganat viselkedését, igy
példaul az immunrendszer hatdsa nem elkiilonithetd a sugarérzékenységbdl ad6do hatasoktol,
emellett a daganatot ért pontos dozis nehezebben meghatarozhatd. Az in vivo kisérletek etikai
problémakat vetnek fel, igy haszndlatukat nemzetkozileg is probaljak limitalni, tovabba
felettébb anyag- ¢és iddigényesek ¢és képzett szakemberek sziikségesek a kisérlet
véghezviteléhez €s a modellallatok gondozédsahoz. A genetikailag médositott allatokban jol

modellezhetok az emberi betegségek, de az emberre adaptalhatosag igy sem problémamentes:

10



a sugarérzékenyitd szerek felszivodasa, eloszlasa, metabolizmusa és liriilése emberben és

kiilonb6z6 modelleken nagyban eltérhet.

Az ex vivo modellek (ebben az esetben tumor biopszias mintavétel) elénye, hogy Osszetett
multicelluléris valaszt képesek adni, tovabba jol meghatarozhat6 a daganatot ért pontos dozis,
a modszer anyaghatékony ¢és jobban modellezi az in vivo koriilményeket. Hatranya, hogy
altalaban egyszer torténik mintavétel, igy a tumor viselkedését id6 és kezelés fiiggvényében
nem lehet feltérképezni, tovabba nagy a munkaigényiik €s a minta megszerzéséhez nagyon
preciz és gyakorlott szakembert kell alkalmazni. A biopszia elonye, hogy a masik két
modszerhez képest relativ gyorsan lehet szovetmintahoz jutni, de hatranya, hogy egy jobban
differencialt, heterogén daganatb6l vett minta nem reprezentativ jellegli az egész tumorra
tekintve. Emellett az eredményeket itt is befolyasolhatja a betegek kiilonbozosége, ebbdl

fakaddan problémas lehet a mintdkat egymassal dsszehasonlitani.

Az in vitro modellek mindkét el6bb emlitett modellnél kisebb komplexitasuak. Ez hatranyt és
eldnyt is jelent, hiszen példaul élettani hatdsokat nem lehet rajtuk vizsgalni, de éppen amiatt,
hogy a szervezet szerv- és immunrendszere nincs ra kihatassal, a sejtekben torténd valtozasok
tikrozik a besugarzas hatasat. Emellett a valasztott sejtvonalat igény szerint lehet tarolni és
sokszorositani, hiszen az in vitro modellek fagyaszthatok, a daganatsejteknek megfeleld
koriilmények kozott végtelen az élettartamuk €s viszonylag egyszerlien szaporithatok. A
sejteket ért pontos dozis konnyen meghatarozhat6, a modszer koltség- és anyaghatékonyabb
mind az in vivo, mind az ex vivo modellrendszereknél, viszont az emberre adaptalhatosag
kevésbe egyértelmil. Két {6 sugarrezisztens sejtvonal létrehozasi modszer 1étezik. Az egyik
soran a sejtet vagy az atirt antioxidansfehérjéinek expresszidjat célzottan genetikailag
modositjuk. A géntechnologidval eldéllitott sejtvonal elénye, hogy tudjuk a génhiba pontos
helyét. Ennek tobbféle technikaja 1étezik: KO, knock-in valamint a knockdown. A knockout
soran a vizsgalt organizmusokban egy gént kiiitiink — ez 1ényegében célzott delécio — és ezutan
a KO-egyedek fenotipusos valtozasat vizsgalhatjuk, ezzel szemben a knock-in esetében a
vizsgalt organizmus genetikai allomanyaba egy kisebb génszekvenciat illesztink — ez
Iényegében célzott inzercido —. Knockdown egyedek esetében egy vagy tobb gént csendesitiink,
azaz azok expresszidjanak mértékét csokkentjilk, ezt rovid interferald RNS-sel (SIRNS)
végezziik, ami egy rovid duplaszali RNS. A masik modszer a sejtvonal indukalt mutacidja, ami
ugy késziil, hogy a sejteket besugarazzak, majd a talélo sejteket hagyjak szaporodni a kovetkezd
besugarzasig (kb. 30 ciklus). Munkank sordn mi is ezt a mddszert alkalmaztuk. Ennek elénye,

hogy sokkal jobban visszaadja a természetes modon kialakuld sugarrezisztencia tulajdonsagait,
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viszont hatranya, hogy ezzel a modszerrel egy véletlenszeri mutans sejtvonalat hoznak 1étre,
ami akar minden ugyanolyan médon végzett és ugyanolyan kiindulasi torzsb6l eldallitott

rezisztens sejtvonal 1étrehozéasanal kiilonb6zo eredménnyel jarhat.

1.4. A ROS-t ellensulyozo antioxidansrendszerek és -fehérjék

Mivel a ROS eltavolitasaért és alacsony szinten tartasaért az antioxidans enzimrendszerek és
ezek fehérjéi felelnek, ezek gatlasa ROS-szint emelkedést és ezzel sejthalalt okozhat
raksejtekben (2). Ezért kiilonosen fontos ezen rendszerek utvonalainak és fehérjéinek

megismerése a hipoxids valaszreakcid ellenében is hato terdpias szerek kifejlesztéséhez.

A tovabbiakban bemutatom a redoxirendszer jelentds fehérjéit, amelyek a ROS
homeosztazisaért és a sugarérzékenységért felelések. Laborunk projektje, aminek munkam is

része, ezek koré a fehérjek koré szervezddik.

A cisztation-gamma-liaz (CSE) és cisztation-béta-szintaz (CBS) az a két f6 enzim, ami képes
endogén hidrogénszulfid (H2S) szintetizalasara (3). A H2S egy gaztranszmitter, ami alacsony
koncentracidban mitokondridlis elektrondonor — ezaltal serkenti a mitokondrium miitkodését és
noveli a ROS-szintézist —, magas koncentracioban viszont gatolja az apoptozist és a ROS-
képzést és serkenti a sejtosztodast €s a metasztazisképzeést, ezzel jelentds szerepet jatszva a
tumor tulélésében ¢és novekedésében (4). Ennek megfeleléen azt talaltak, hogy a CSE
emelkedett mennyiségben talalhato metasztatikus prosztata- (2) és emlérakban (5), a CBS pedig
magas szinten van jelen eml6- (6), prosztata- (7), petefészek- (8) és vastagbélrakban (9).
Tovabba a CSE/CBS knockdown hepatokarcinoma (HepG2) sejtvonalban csékkent invazids
képesség és emelkedett sugarérzékenység volt megfigyelhetd (10). Ezental Chang maj eredetii
sejtvonalban kimutattak, hogy a H2S/CSE utvonal fontos szerepet jatszik a karos sugarhatas
elleni védelemben €s a DNS-karosodds megeldzésében. CSE gatolt sejtekben besugarzas utan
jelentésen alacsonyabb volt a tulélés és nagyobb volt a DNS-karosodas mértéke, mint a
kezeletlen kontrollban, valamint NaHS — H>S donor — hozzaadaséaval tovabb csékkent a DNS-

karosodas mértéke és nott a sejtek talélése (11).

Az endothelialis nitrogén-monoxid szintdz (eNOS vagy NOS3) a nitrogén-monoxid szintazok
(NOS) kozé tartozik, ami egy olyan enzimcsalad, aminek a f6 feladata a nitrogén-monoxid

(NO) képzése. A NOS3 homeosztatikus koriilmények kozott inaktiv allapotban talalhato a
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sejtben, de Ca?*-ionok bearamlasanak hatasara —amit tobbek kozott besugarzas is okozhat (12)—
aktivalodhat (13). Példaul laphamrakos egérmodellben megfigyelhetd volt, hogy a besugarzas
utan —az eNOS aktivalasan keresztiil- megnétt a tumor NO szintje, ami a hipoxia csokkenést
¢és sugarérzékenységet okozott. Kovetkeztetésképpen az eNOS fontos szerepet jatszik a

crer

tumort a kovetkez6 frakciok altal okozott karokra (14).

A tioredoxin antioxidansrendszer harom f6 komponensbdl all: tioredoxinok (Trx), tioredoxin
reduktazok (TrxR) és a nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH) (15). A rendszer
altalanos miikddése a kovetkezoképpen irhato le: A Trx célfehérjét vagy ROS-t redukal, majd
a Trx ezuton oxidalt aktiv helyét a TrxR fogja a NADPH altal szallitott protonokkal wjra
redukalni (16). A Trx-nek elhelyezkedése alapjan két altipusa van, a foképp citoszolikus (Trx1)
¢s a mitokondrialis tioredoxin (Trx2) és egy herére specifikus (TrxR3). A Trx1 kozvetleniil
szabalyozza kiilonboz6é antioxidansfehérjék aktivitdsat, emellett szerepet jatszik a ROS
redukcidjaban és a pro-apoptotikus fehérjék gatlasaban. Magas endogén NO jelenlétében a
sejtmagba migral, ahol segiti a nitrozativ stressz ellenében valo talélést (15), illetve noveli a
DNS transzkripcids faktorok kapacitdsat. A Trx2 szintén pro-apoptotikus fehérjéket gatol,
emellett gatolja a mitokondrialis ROS-képzést és eldsegiti a vérérképzodést (17).

Emberi melandéma sejtvonalban a TrxR-ek gatlasa eldsegitette az apoptozist sugarhatds utan,
illetve mivel csokkentette a TrxR-ek besugarzas utani aktivitasat, megoldast nyujthat a
besugarzas indukalta sugarrezisztenciara (18). Tovabba egérmodellek tiid6- és majrakjaban

megfigyelték, hogy a TrxR-ek gatlasa ROS-dependens apoptdzist indukalt (19).

A peroxiredoxinok (Prx) egy olyan antioxidansfehérje-csalad tagjai, ami a Trx/TrxR/NADPH
rendszer segitségével H202-t redukal, ezzel csokkentve a ROS-stresszt. A magas Prx szint
megfigyelhetd volt és rossz progndzissal jart tiid6-, emlé-, prosztata-, gyomor- (20), valamint
fejnyakrak esetén (21). Egér tiidétumor modellekben az emelkedett Prx-1-szint szintén
csokkentette a teljes tulélést és rosszabb klinikai eredményekkel jart, valamint a sugarterapia
alatt indukalt Prx-1 a sugarzas utan még 24 oraval is emelkedett koncentracioban volt jelen a
tumorban, igy feltételezhetd, hogy a radiorezisztencia egyik okozdja lehet (22). Emberi
fejnyakrak vonalban a Prx-2 tulexpresszio védte a sejtvonalat a sugarzas sejtkarositd hatasaitol.
Ugyanebben a sejtvonalban a Prx-2 gatlasa apoptozist stimulalt és sugarérzékenyitéként
viselkedett (21). A Prx-4 nagy mennyiségben volt megfigyelhetd egy tiidorak sejtvonalban,
ahol raksejtszaporodast, tumorndvekedést és metasztatikus hajlamot eredményezett. A Prx-6

szintén nagy mennyiségben talalhato tiidorak sejtvonalban, ahol sejtciklus-szabalyozo fehérjék
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expressziojat noveli, valamint kdzvetetten elOsegiti a tumorsejtek ndvekedését €s viabilitasat

(22).

A nuklearis faktor-kappa B (NF-KB) egy 6t fehérjébdl all6 fehérjedimer-csalad. Ezek a dimerek
nyugalomban 1év0 sejtekben nem aktivak, de kiilonféle kdrnyezeti stresszfaktorok, mint példaul
a szabadgyokok vagy a besugarzas aktivalhatja Oket. Az aktiv NF-KB indukalhat
génexpressziot, ami kemo- és sugarrezisztenciaban, valamint fokozott sejtszaporodéasban,
invazids és metasztatikus viselkedésben és anti-apoptotikus tulajdonsagokban nyilvanul meg
(23). Ennek megfeleléen orrgarat-daganat esetében megfigyelhetd volt a NF-KB utvonal
aktivalodasa és rosszabb prognézishoz vezetett, mig NF-KB knockdown sejtvonalakban
sugarérzékenységet allapitottak meg (24). Tovabba, egy nuklearis faktor-kappa B1 (NF-KB1)
mutans sejtvonalban besugarzés utan csokkent tumorszupressziv funkciok €és sugarrezisztencia
volt megfigyelhetd. Emellett NF-KB1 knockdown sejtvonalban besugarzas eldtt gyorsabb
sejtosztodas, koloniaképzés és sejtmigracid 1épett fel, mig a NF-KB1 talexpresszalt vonalban a
felsoroltak ellentétét lehetett megfigyelni (25). Bar emberi daganatokban ritka a NF-KB1
mutacio, a NF-KB1 alacsonyabb expresszidja mellett jelentésen magasabb a tumorkialakulas

kockazata, ami azt mutatja, hogy a NF-KB1 expresszioja haploelégtelen jellegii (26).

Az eritroid 2-vel kapcsolatos nuklearis faktor (Nrf2) és a Kelch-szeri ECH-val asszocialt
fehérje (KEAP1) — a Nrf2 represszorfehérjéje — egyiitt alkotja a Nrf2/KEAP1 komplexet. A
KEAP1 egy homodimer fehérje, ami a Nrf2 negativ regulatora, azaz a faktor kotésében és
ubikvitinalasaban jatszik szerepet. A Nrf2 egy antioxidans transzkripcios faktor, ami szamos
sejtvedd gén aktivalasaért felelds. Oxidativ stressz hatasara a Nrf2 konformécios valtozason
megy keresztiil, levalik a KEAP1-16l és a sejtmagba transzlokalodik, ahol megkezdi a sejtvédd
gének aktivalasat, ezaltal szabalyozva a sejtben jelen 1év6 antioxidans- és detoxifikald enzimek
mennyiségét. Igy homeosztatikus koriillmények kozott az Nrf2 véd a karcinogén vegyiiletek
hatasaitol és megeldzi a karcino- és mutagenezist (27). KEAPL vagy Nrf2 mutacio esetén a
Nrf2/KEAP1 rendszer nem képes szabalyozni az Nrf2-t, ami ez altal felgyiilemlik a raksejtben,
ezaltal védve azt a sugar- és kemoterapia sejtkarositd oxidativ hatasai ellen (28). Onkogén
mutaciok miatt fellépd emelkedett Nrf2-transzkripcid sejtszaporodast €s tumorigenezist
eredményezett in vivo egérmodellekben és emberi hasnyalmirigyrakban is (29), emellett a
magas Nrf2-szint hozzajarulhat a hipoxias mikrokornyezet kialakulasahoz és indukalhat

angiogenezist (30).

A szuperoxid dizmutazok (SOD) a O2 sajat magaval torténd reakciojat katalizaljak, ami Oz -

bol H202-t és O2-t eredményez. A Oz nem erds oxidaloszer, de kdzvetetten nagyobb karosodast
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¢s toxicitast tud okozni, mint a H2O,. Kompartmentalizaciojuk alapjan emldsokben harom
SOD-tipus van: a sejtplazméaban SOD1, a mitokondridlis matrixban SOD?2 és az extracellularis
térben SOD3. K562 (erythroid leukémia) sejtvonalban a SOD-dal inkubalt tenyészet hamarabb
felépiilt besugarzas utan valamint mar a sugarzas utani els6 oraban szignifikdnsan emelkedett a
kataldz, glutation-peroxidaz és SOD koncentracioja, ezzel védve az azonnali kdros sugarhatas
ellen (31). Sod1l KO egérben komoly oxidativ karosodasokat és rovid élettartamot figyeltek
meg, a Sod2 KO pedig letalis. Sod3 KO egérben a tiid6 és véredények karosodasa volt
megfigyelhetd magasabb oxigénnyomas alatt (32). Tovabba emberi emléadenokarcindma
sejtvonalakban vizsgalva megfigyelték, hogy a SOD2 steady-state szintje magasabb
sugarrezisztens sejtekben, mint a sugarérzékeny vonalakban (33). Emellett nyeldcsérakos
betegekbdl vett mintdkban a SOD2 a kemorezisztanciat is befolyasolta, és a SOD2 siRNS

transzfekcidjaval ciszplatin-érzékenység volt megfigyelhet6 (34).

A kataldz (CAT) egy olyan endogén antioxidans enzim, ami a H»O vizzé és oxigénné
alakulasat katalizalja, ezzel védve a szoveteket az oxidativ stresszel szemben. Egérmodellben
hozzaadott exogén CAT gatolta a sugarzas indukalta apoptdzist és megvédte a sejtvonal
telepképzési képességét. Emellett gatolta a sugarhatasra bekdvetkezé ROS-képzést és védte a
sejtvonalakat a kettds szalu DNS-toréssel szemben (35). Tovabba, mitokondridlisan célzott

CAT knock-in egerek esetében a CAT megvédte az egerek tiidejét a karos sugarhatasoktol (36).

A glutation (GSH) az egyik legfontosabb antioxidansfehérje; két f6 formaja van: a redukalt
forma (GSH) és az oxidalt forma (GSSG). Ezeknek a homeosztazisa azért fontos, mert a
redukalt forma magas szinten sejtszaporodast, kemo- és sugarrezisztenciat okoz, ezzel
ellentétben az alacsony GSH-szintli rak sejtvonalak sokkal érzékenyebbek voltak besugarzasra
(37). Ezt az egyensulyt tobbek kozott a glutation-reduktaz (GSR), a glutation szintetaz (GSS)
¢s a glutation-S-transzferazok (GSTk) tartjak fent (38). Ennek megfeleléen egy GSS
génkészlet-dusitott E. coli torzsben nagyobb rezisztencia volt megfigyelheté a letalis
sugarhatasokkal szemben, mint a vad torzsben (39). Tovabba, melanomas egérmodellekben a
GSR gatlasa gyengébb metasztatikus, migracids és invazios tulajdonsadgokat eredményezett
(40). A glutation-S-transzferaz A 4 (GSTA4) szintén kozrejatszik az elébb emlitett
tulajdonsagokban, emellett serkentette a sejtszaporodas mértékét orrgarat-, emld- €és majrak
esetében (41). A glutaredoxin-3 (GLRX3) féleg az oxidativ stresszre valaszold szignalizacios
utvonalak felé tovabbit ROS stressz-jeleket. Tulexpresszioja megfigyelhetd volt tobbek kdzott

hepatocellularis karcindmaban, tiid6- és emlérakban, mig GIrx3 knockdown emberi
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emloraksejtekben csokkent NF-KB aktivitas volt megfigyelhetd, ezzel lassitva a

sejtszaporodast, invaziot és a rakos sejtek tulélését (42).

A quiescin Q6 szulfhidril-oxidaz (QSOX) egy olyan enzimcsalad, ami fehérje folding k6zben
Oo-t redukal H2O2-da (43) és ezekben a fehérjékben diszulfid-kotéseket general. Mivel a
tumornak kedvezd mikrokdrnyezet kialakuldsdhoz sziikségesek az extracellularis matrixban
talalhato diszulfid-kotések, a QSOX fontos szerepet t6lthet be a tumorigenezisben (44). A
QSOX1 emelkedett mennyiségben talalhatdé meg orrgarat- (45), eml6é-, hasnyalmirigy- és
prosztatarakban (43). QSOX1 gatlasa mellett egér xenograftokban a tumorndvekedés, a
metasztazisképzés és az invazid mind csokkent mértékben fordult elé (44). Ezzel szemben
orrgaratrakban a magas QSOXI-szint sugarérzékenységet eredményezett, mig csendesitett
Qsox1 mellett n6tt a sugarrezisztencia mértéke. Ez feltehetdleg a fehérjefolding kozben termelt
H20: hatasa, ami a tumor mikrokdrnyezetét oxidativva teszi, igy a tumort nagy ROS-stressznek
teszi ki (45).

A protein diszulfid izomerazok (PDI) elsédlegesen az endoplazmatikus retikulumban talalhatok
¢és az oxidativ fehérjefolding a f6 funkciojuk. Mindemellett egyre tobb bizonyiték van arra,
hogy tobb betegség - tobbek kozt a rak - kialakuldsaban és progresszidjaban is részt vesznek.
A PDI magas expresszioban volt megtalalhaté tobbféle tumorban, igy példaul a kdzponti
idegrendszer, limfoma, vese-, emld-, gyomor-, petefészek- és prosztatardkban és az utolsoban
szignifikansan korrelalt a stilyossagaval. A PDI-knek szintén szerepiik van a kemorezisztencia
kialakulasadban, az alacsony PDI szint glioblasztoma ¢és emldrdkban is jobb progndzist
eredményezett (46). A PDI fehérjecsalad egyik tagja, a PDIA4 prosztatarakban az apoptdzis
negativ regulatora és kemorezisztenciat alakit ki (47), emellett emlérakban ROS-szintézist
indukal és szabalyozza a GSH-szintet (48). A csalad egy masik tagja, a PDIA3 akut mieloid

leukémiaban magas szinten sejtszaporodast, migraciot és invaziot eredményezett (49).

A gliikdz-6-foszfat dehidrogenaz (G6DP) egy sejten beliili anabolikus folyamatokat és redox
homeosztazist befolyasoldo enzim. Tulexpresszidjat megfigyelték melanoma, leukémia,
vastagbél- (50), nyel6cs6- (51) és tiidorak esetében is (52), ahol progresszidt, invaziot és
migraciot eredményezett. Ennek megfeleléen nyugalmi dallapotban 1évé fejnyaki
laphamraksejtekben megfigyelték, hogy a G6DP gatlasa vagy expresszidjanak csokkentése

sugarérzékenyitd hatassal volt a sejtvonalra (53).
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2. Célkittizések

Kutatasunk célja kiilonb6z0 antioxidansfehérjék mérése és Osszehasonlitisa vad (WT) és
sugarrezisztens (60Gy) sejtvonalban, e dolgozat keretein beliil a GSH és SOD fehérjék
vizsgalatara keriil sor. Célunk volt tovabba a sejtek besugarzas utani sejtciklus-fazisbeli

elhelyezkedésének vizsgalata flow citométerrel (FACS).

A glutation vizsgalata soran a teljes GSH szintet fogjuk 6sszehasonlitani a besugarzas utani 1.,
2.,4., 6. és 8. oraban, célunk, hogy vizsgaljuk, észlelhetd-e kiilonbség a WT és 60Gy sejtvonal
GSH-szintje kozott.

A SOD vizsgélata soran célunk a O2” ROS szintek Osszehasonlitdsa vad és sugarrezisztens
sejtvonalban a besugarzastol eltelt id6 fiiggvényében, valamint annak meghatarozasa, hogy a

SOD fehérjék jatszanak-e szerepet a sugarrezisztencia kialakulaséban.

A FACS analizis soran célunk, hogy meghatarozzuk a WT és 60Gy vonalban besugarzas utan
a sejtek a sejtciklus-stadiumanak szazalékos aranyat, és ez alapjan kovetkeztetéseket
vonhassunk le a sejtvonalak oxidativ stressz alatt megfigyelheté sejtciklus ellenérzé pont

aktivitasarol és DNS hibajavito képességeirdl.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Sejtvonal ¢és tenyésztési koriilmények

A kisérletekhez emberi emlékarcindma (HCC1954) sejtvonalat és sugarrezisztens alvonalat
hasznaltunk, amit komplettalt RPMI-1640 Medium (Gibco) tenyésztomédiumban
novesztettiink. A komplettdlds sordn a végtérfogat 10%-4val megegyezd mennyiségii
szarvasmarha magzati vérszérumot (FBS, Gibco), majd szazad térfogatnyi 10000 egység/mL
penicillin és 10000 pg/mL sztreptomicin keverékét (PenStrep, Gibco) és ugyanennyi 200 mM-
0s L-Glutamint (L-Glu) adtunk a torzsoldathoz. A sejteket Thermo Fisher Scientific Nunclon
flaskakban novesztettiik, amiket 37°C-o0s, 95% parasitott levegd és 5% CO> tartalommal

rendelkezd termosztatban taroltunk.

Mivel ennek a sejtvonalnak a kétszerezddési ideje ~45 ora, 2-3 naponta passzalni kellett dket,
hogy a sejtkultura ndvekedése ne 1épjen stacioner fazisba. A passzalas menete sordn a sejteken
1évé komplettalt tapot leszivjuk, majd atmossuk vele a flaskat, hogy a halott sejteket
eltavolitsuk. Ezutdn még egy mosasi 1€pés jon, ahol foszfattal pufferolt sdoldattal (PBS) mossuk
at a flaskat haromszor, majd a sejteket tripszines emésztés segitségével vissziik szuszpenzioba.
Tapban szuszpendaljuk a sejteket, majd lecentrifugéaljuk és a feliilusz6 leszivasa és a sejtek

tapban valo szuszpendaldsa utan 0 flaskaba tessziik ki ket és kiegészitjiik komplettalt tappal.

3.2. Sugarrezisztens emlékarcindéma vonal 1étrehozasa

A fent emlitett sugarrezisztens emlOkarcinoma vonalat (60Gy) a kutatocsoportunk mar
koréabban létrehozta a vad tipusu sziil6i vonalbol. A tenyészetre 6sszesen 60 Gy sugarzast adtak
le, 2 Gy frakciodozissal. A sugarzas alatt a sejtek PBS-sel feltoltott flaskaban 60%-0S
konfluenciaszinten voltak, a frakciddozist 6 MV gyorsitéenergia és 500 monitorunit/perc (a
dozisteljesitmény beallithaté mértékegysége, kb. 5Gy/perc) beallitads mellett adtdk le. Ezutan a
sejteken tapcsere tortént, majd miutan 90%-0s konfluenciaszintre novekedetek, a sejteket
passzaltak és 1) flaskakba helyezték, majd miutan elérték a 60%-0s konfluenciaszintet, megint

besugaraztak. Ezt a folyamatot 30-szor ismételték meg.
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3.4. Glutation kit

A mérésekhez BioVision Glutathione Fluorometric Assay Kit-et hasznaltunk.

A mérés el6tt a kontrollok kivételével a mintakat a fent leirt beallitasok mellett 2 Gy-vel besugarazzuk.
A sejttenyészté flaskabol eltavolitjuk a tapoldatot, majd 7 mL PBS-sel mossuk. Ezutan
eltavolitjuk az Osszes folyadékot, majd 300 uL PBS-t pipettazunk bele és sejtkaparoval
lekaparjuk a sejteket, majd Eppendorf csében azonnal jégre tessziik. A sejteket Countess 3
(Invitrogen Countess 3 FL Automated Cell Counter) sejtszamoloval szamoljuk meg, majd
3*10° db sejtet kimériink és 5 percig 4°C-on 1000 forgas per percen (RPM) lecentrifugaljuk. A
feliiluszot leszivjuk, majd a pelletre 100 uL assay puffert mériink, majd szuszpendaljuk. Ezutan
Bransen 250 Sonifier szonikatorral szonikaljuk az oldatot, amibdl majd 60 uL-t mériink egy 20
uL perklorsavat (PCA) tartalmazo Eppendorfba, amit ezutan 2 percig 4°C-on 13000 RPM-en

centrifugalunk. A feliiluszot leszivjuk, feliratozott Eppendorfba tessziik és -80°C-on taroljuk.

A fluorimetrias méréshez a mintakbol 10 uL-t (el6zetes mérések alapjan) egy fekete 96-lyuku
plate-be oltunk, ezutan assay pufferrel kiegészitjiikk 90 ulL-re, majd 10 uL redukalé agenst
mériink ra és szuszpendaljuk. 10 percet inkubélni hagyjuk, majd 10 uL o-ftalaldehid (OPA)
probe oldatot mériink ra és 40 percig inkubaljuk. Egy fluoreszcens plate olvasoval (Tecan 20M)

EX/Em=340/420-as beallitassal lemérjiik a fluoreszcencia értékeket.

3.4. Superoxid-dizmutaz kit

A mérésekhez Enzo ROS-ID® Superoxide Detection Kit-et hasznaltunk.

A sejteket passzaljuk, és ennek soran a sejtek szamat a szuszpenzioba viteliik utan
meghatarozzuk. A sejteket Countess 3 (Invitrogen Countess 3 FL Automated Cell Counter)
sejtszamoldval szamoljuk meg, majd a vad tipusbol (WT) 6650, a 60Gy alvonalbdl pedig 6832
darabot mériink ki harom fekete és egy fehér 96-1yuku plate-re a mérés el6tti napon és 100 uL
tapot mériink rd. A mérés napjan ~70%-0s konfluenciaszinten kell mindkét vonalnak lennie,

ezutan a fent leirt beallitasok mellett a kontrollok kivételével a mintakat 2 Gy-vel besugarazzuk.
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A feliiluszot eltavolitjuk, ezutan a kitben taldlhato pufferrel 6vatosan mosast hajtunk végre,
majd 100 uL szuperoxid detektald oldatot mériink a sejtekre. A sejteket ezutan 60 percig 37 °C
fokon, sotétben inkubaljuk. A negativ kontroll mintdkra a mérés el6tt 30 perccel ROS gatlot, a
pozitiv kontroll mintdkra a mérés elott ROS indukatort mériink. Egy fluoreszcens plate

olvas6val Ex/Em=488/520-as és Ex/Em=550/610-¢s beallitassal lemérjiik a plate-eket.

3.5. Flow citométeres sejtciklus fazis meghatarozas (FACS)

A mérés eldtt a kontrollok kivételével a mintakat a fent leirt beallitasok mellett 2 Gy-vel
besugarazzuk. A sejttenyészt6 flaskabol eltavolitjuk a tapoldatot, majd 3 mL PBS-sel mossuk.
A sejteket tripszines emésztés segitségével vissziik szuszpenzidba, sejttenyésztd flaskanként
1,5 uL tripszint hasznalunk és 6 percig hagyjuk allni. Ezutan 3 mL tapot mériink ra, majd 1000
RPM-en 5 percig centrifugaljuk. A feliiliszo eltavolitasa utdn 3 mL PBS-ben szuszpendaljuk,
majd 1000 RPM-en ismét 5 percig centrifugaljuk. Ezutan a feliiluszot megint eltavolitjuk, majd

a mintdkra 3 mL 75%-0s etanolt mériink és -20°C-on taroljuk.

A méréshez a mintakat lecentrifugaljuk 1500 RPM-en 5 percig, majd 1 mL festéket mériink
rajuk. A festéket mintanként 1 mL PBS-bdl, 40 uL propium-jodidbol (PT) (SigmaAldrich) és 1
uL RNaz A-bol (Qiagen) keverjiik ki. A mintdkat sziirés kupakos FACS csévon sziirjiik at,

majd flow citométeren mintanként 10000 eseménnyel lemérjiik.

3.6. Statisztika

Méréseinkben a kontrollcsoport és a vizsgalt csoport dsszehasonlitasara Mann-Whitney non-
parametrikus t-tesztet hasznaltunk, mert nem volt feltételezheté normalis eloszlas. A p
szignifikancia érték minden esetben 0.05. A klonogenitési €s az SRB tesztekben 3 parhuzamos
mérést atlagoltunk, az abrdkon SD-t tiintettiink fel. A SOD ¢és a GSH esetén egy mérésen beliili
harom parhuzamos van atlagolva, az oszlopdiagrammokon SD-t tiintettiink fel. A felhasznalt

programok: Origin Pro 8.5, GraphPad Prism 8, Microsoft Excel.
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4. Eredmények

4.1. Korabbi eredmények: klonogenitasi assay ¢s SRB

4.1.1. Klonogenitasi assay

A kutatocsoportunk egy sugarrezisztens emldkarcinoma alvonal 1étrehozasat kisérelte meg
ismételt besugarzassal €s a til€lo sejtek tenyésztésével. Ezen az alvonalon klonogenitési assay-
vel bebizonyitottak, hogy a sugarzas indukalta mutaci6 hatdsara valoban sugarrezisztens lett (2.
abra). A median effektiv dozis (EDso) a két vonalban jelent6sen eltért: a WT vonalban 1,6 Gy
sugarzas elég volt a sejtek felének elpusztulasahoz, a 60Gy vonalban azonban ugyanehhez a
hatashoz 3,7 Gy volt sziikséges. Az tovabba megfigyeltiik, hogy 1 Gy sugarzas hatdsaraa WT
sejtek 59,2%-a (£25.8) elpusztult, mig a 60Gy esetében csupan a 11,1%-a (£8,2), tehat

szignifikansan kevesebb sejt halalat okozta ugyanaz a dézis.

m wt HCC1954
® rezisztens HCC1954
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2. abra: A klonogenitasi assay eredményei. Az x tengelyen a leadott sugardozis lathatd Gy-
ben, az y tengelyen pedig az Gsszes sejt talélo frakcioja szazalékban mérve. A vords szin a
60Gy, a fekete pedig a WT sejtvonalat jeloli. Az abran megfigyelhetd, hogy a 60Gy
vonalban nagyobb mértékben talalhato életképes sejt, mint a WT vonalban.
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4.1.2 Szulforodamin B kolorimetrids assay

Kovetkezd 1épésként szulforodamin B (SRB) kolorimetrias assay hasznalatdval az oxidativ
stresszre adott valaszt vizsgaltak, mely soran besugarzas utan 500 mM H20: hozzaadasaval
értek el oxidacios stresszt. A mérés soran megallapitottak, hogy a 60Gy sejtvonal a sugarzastol
eltelt 4. 6raban mar ugyanolyan oxidacios stressztlir0-képességgel rendelkezik, mint besugarzas
nélkiili (no IR) kontroll, ezzel ellentétben a WT sejtvonalnak az oxidacids stressztiird-képesség

helyreallitdsdhoz ennél tobb idore, 6-8 drara van sziiksége (3. dbra).
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3. abra: A SRB assay eredménye (az error bar-0k a SD-t jelolik, az X-ek a WT esetén a
szignifikans kiilonbséget jelolik a besugarazatlan kontrollhoz képest, a csillagok ugyanezt
a 60GY vonal esetében). Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a 60Gy vonalnak a
sugarzastol eltelt 4. éraban mar nem figyelhetd meg szignifikans kiilonbség a talélésben
(oxidacios stressz tlirésben) a be nem sugarazott kontrollhoz képest, mig a WT vonalban a
kiilonbség késobb, a 6—8. oraban sziinik meg.
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4.2. Glutation assay

A glutation mérésnél a sejtek teljes glutation mennyiségét (redukalt és oxidalt forma is, pg/ml)
vizsgaltuk sugarhatds utdn mindkét vonalban. Kontrollnak mindkét vonalbol a sugarzast nem
kapott mintdkat hasznaltuk. Ezt a mérést egyszer végeztik el, ezért tovabbi mérések

szlikségesek ebben a témaban a pontos kép felmérése érdekében.

A mérési eredmények mutatjak, hogy a besugarzas utani 1. 6raban szignifikdnsan alacsonyabb
a teljes GSH szint mindkét vonalban, majd ezt kovetden kezd el néni. A besugarzas utan a 4.
¢s a 8. oraban mutatkozik szignifikans kiilonbség a 60Gy és a WT vonal GSH szintje kozott (4.
abra).

A 60Gy vonalban altalanosan alacsonyabb a GSH szintje. Ebben a vonalban a besugarzas utani
1. 6raban szignifikdnsan alacsonyabb volt a teljes GSH szintje, de a 2. 6ratdl fogva jelentdsen
megndtt és nagyjabol konstans szintet mutatott a 8. 6rdig. A 4. draban észleltiik a legjelentésebb
kiilonbséget a WT és a 60 GY GSH szintje kdzott (1gy gondoljuk, hogy a 8 éranal mért 60GY -
es érték mérési hiba). A WT vonal GSH-szintje szintén a fent emlitett tendenciat mutatja, de a
sugarzas utan eltelt 2. 6ra utdn a GSH szintje ingadozik, tovabba a WT vonalra altalanosan

jellemz6 a magasabb GSH-szint.
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4. abra: A GSH szintjének valtozasa no IR kontroll és sugarzas utani eltelt id6 fiiggvényében WT és
60GY sejtvonalak estében (az error bar-ok a SD-t jelolik). A sugarzas utan eltelt 1. éraban jelent6sen
csokkent a teljes GSH szint, majd ezt kovetden mindkét vonal GSH szintje noni kezdett. A sugarzas
utani 4. oraban észleltiik a legnagyobb mértéki kiilonbséget a WT és a 60Gy vonalak kozott.

4.3. Szuperoxid-dizmutaz assay

A mérés soran a O2” ROS mennyiségét vizsgaltuk sugarzas utan mindkét sejtvonalban.

A O2” ROS mennyisége sugarzas hatdsara megemelkedett, majd a SOD rendszer fehérjéinek
hatasa miatt csokkeni kezdett. Azonban a besugarzast kovetd nyolc 6rdndl még nem
tapasztaltuk a besugarazatlan sejtek szintjére vald visszatérést. A vad torzsben nagyobb Oz
mennyiséget figyeltiink meg az egész mérés alatt, mint a rezisztens térzsben, ez a kiilonbség a
sugarzas utan eltelt 2. és 4. 6rdban szignifikans (5. dbra). Ennek oka valdsziniisithetden az, hogy
a sugarrezisztens sejtvonalban hatékonyabbak a ROS-eltavolitdé mechanizmusok, és ezzel

hozzéjarulnak a sugérrezisztencia kialakulasédhoz.
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5. abra: A relativ fluoreszcens egység (RFU) valtozasa no IR kontroll és sugarzas utani
eltelt id6 fiiggvényében WT és 60GY sejtvonalak estében (az error bar-ok a SD-t jelolik).
A szuperoxid species mennyiségét reprezentalo relativ fluoreszcencia a besugarzas utan
nd, majd a SOD enzimaktivitasnak kdszonhetden csokkenésbe kezd.

4.4 Flow citométeres sejtciklus fazis meghatarozas

A FACS mérés sordan a WT és 60Gy vonalakban vizsgaltuk, hogy besugdrzas utdn a sejtek a
sejtciklus mely stadiumaban helyezkednek el. Az eredményeket a diploid plusz tetraploid sejtek
szazalékaként is megadtuk (relativ %), mert ez a sejtvonal nagy szazalékban poliploidizalodik.
A méréseket egy passzalasbol szarmazd, de kiilon sejttenyésztd flaskdkban tenyésztett
sejtkultardkon, 3-3 parhuzamos mérésben végeztiik el.

A sejtciklus 4 f6 fazisbol all: G1, S, G2 és M. G1 soran a sejt ndvekedik, DNS mennyiségét
tekintve diploid. S-fazisban DNS-szintézis folyik, tehat a DNS mennyisége novekszik. G2-
fazisban a sejt mar tetraploid, a mitdzisra késziilve kijavitja a DNS-hibédkat és az M-fazis soran

torténik meg a sejtosztodas.
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A besugarazatlan (no IR) kontrollban megfigyeltiik, hogy a 60Gy vonalban kevesebb sejt
talalhato ciklusanak G1 fazisaban, (atlag: 25,03%, relativ atlag: 30,35%), mint a WT vonalban
(atlag: 28,77%, relativ atlag: 33,70%), ami Welch-probaval szignifikans eltérést mutatott
(p=0,05, t=-3,2591). Megfigyeltiik tovabba, hogy a 60Gy vonalban az S fazisban 1év6 sejtek
mennyisége a sugarzas oOta eltelt 6. és 10. ora kozott jelentdsen lecsokkent (6. abra). Szintén
ebben a vonalban a sejtek G2-es fazisbol joval lassabban 1épnek ki, mint a WT vonal sejtjei (7.

abra).

FACSDiva Version 6.1.3

Specimen_011-60Gy+2Gy_Bh i -
=y % Experiment Mame: Experiment_201280533
373 : Specimen Name:  Specimen_011
& 25 Tuhe Marme: GOGYy+2Gy_8h_3
3 Racord Date: Oct 20, 2021 8:30:29 AM
E.G__ GUID: febb0add-e924-4911-87a7-03de%ali2al
@ 3 $OF: Administrator
"3 PE-A
e FPopulation #Events % Parent Mean
14 : WP 10,154 95.8 8,990
-rllllr-lI.Illllllllll[ll'll[l EP2 3,345 329 5,321
ke W0 150 W0 250 E F3 945 9.3 6,938
FEC-A (1000 [ pse 4,599 453 9,748

Specimen_011-60Gy+2Gy _Bh_3

PE-A

6. abra: A FACS mérés menete egy reprezentativ mintan a sejtciklus
kiilonbozo fazisaiban 1€vo sejtek szazalékos aranyaval. Az abran a P2 a
Gl1, a P3 az S és a P4 a G2/M-es sejtfazist jelolik. Az abran egy 60Gy
minta mérési eredménye lathatd, amin megfigyelhetd az S fazisban 1évo
sejtek jelentésen alacsony szintje.
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7. abra: A sejtek mennyisége sejtciklusuk kiillonb6z6 szakaszaiban szazalékosan
megadva, id6 fliggvényében abrazolva (az error bar-ok a SD-t jel6lik). A WT (A)
vonalra jellemz6 volt, hogy tobb sejt talalhatdo G1-es fazisban és hamarabb kilép a G2
fazisbol, mig a 60Gy (B) vonalban megfigyeltiik, hogy az S fazisban a sugarhatas utani
6-10. 6raban csokkent a sejtek szama, valamint lassabban 1ép ki a G2 fazisbol.




5. Diszkusszi6

Az SRB assay eredményeit tekintve, a legnagyobb kiilonbség a 60Gy és WT vonalak kozott a
besugarzastol szamitott 4. 6ranal mérhetd. Ez azt jelenti, hogy az oxidacios stressz elharitasa a
sugarrezisztens sejtvonalban még ez elétt az idopont eldtt torténik meg. Tudomasunk szerint
ezt az eredményt mi irtuk le el6szor, igy nincs irodalmi adat, amihez eredményeinket

hasonlitani tudnank.

A GSH assay soran az SRB-hez hasonloan szintén a besugarzas utani 4. 6rdban észleltiik a
legnagyobb kiilonbséget a két vonal kozott. Megfigyeltiik, hogy a GSH szint besugéarzas utan
nd, ami korrelal az irodalmi adatokkal (54). Méréseink soran a WT vonalban magasabb GSH
szint mutatkozott, mint a 60Gy alvonalban, aminek tobb indoka is lehet. Elsdsorban a raksejtek
Osszetett antioxidansrendszerei koziil a GSH csak az egyik, ami azt jelenti, hogy ennek a
hogy alacsony GSH szintli vonalakban az eritroid 2-vel kapcsolatos nuklearis faktor (Nrf2)
upregulalja a befolyasa alatt allo antioxidans géneket (37), ez a helyzet ebben a vonalban is
fennallhat. Egy masik lehetséges magyarazat az, hogy a kiindulési fehérjemennyiség nem az
egyetlen sugarrezisztenciat befolydsold tényezd a GSH rendszerben, hanem Ilehetséges a
rezisztens sejtben a sugarhatas utdn egy gyorsabb valaszreakcio, példaul a GSH rendszer
mitkddésének gyorsabb volta (pl. oxidalt forméak gyorsabb visszaalakulésa itt vagy kapcsolddo
rendszerekben). Lehetséges sugarrezisztencia mechanizmus a DNS kéarosodas tlirése is. Ebben

az iranyban csoportunk tovabbi vizsgalatokat tervez.

A SOD mérés soran az eredményeink részben iitkdztek az irodalmi adatokkal. A SOD
koncentracid a sugarzas utan eltelt 2. draban ugrott csak meg, mig az egyetlen irodalomban
talalhaté adat szerint ez mar az 1. draban megtorténik, de ez a kiilonbség lehet a kiillonbozo
sejtvonalak vizsgalatanak eredménye. Szintén megfigyeltiik, hogy a 60Gy vonalban kevesebb
a Oz ROS mennyisége, ami magasabb SOD aktivitasra utal, ez egybecseng az irodalmi
adatokkal (33).

A FACS mérés soran megfigyeltiik, hogy a 60Gy vonalban kevesebb G1 fazisban talalhato sejt
talalhato. Ez azt jelentheti, hogy a sugarrezisztencia €és az agressziv terjedés egymassal
kapcsolatban van, ezt irodalmi adatok is alatamasztjak (55). Emellett megfigyeltiik, hogy a G2-

es megtorpands a 60Gy sejtvonalban hosszabb ideig tart. Ezt okozhatja az, hogy az indukalt
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mutacio a sejtvonal hibajavitd képességére is hatassal volt, igy a DNS-hibajavitas tovabb tart,

mint a WT vonalban.

Osszefoglaléan megallapithatjuk, hogy a rezisztencidhoz hozzajaruld oxidacios stressztiiré
kapacitas a 60GY vonal esetében mar a besugarzast kovetd negyedik draban teljes (a besugarzas
el6tti) azonban ekkor még sem a szuperoxid szpeciesz, sem a glutation fehérje mennyiség nem
allt vissza kiindulasi allapotra. A sugarrezisztenca kialakulasaban bar valoszintileg a glutation
mennyiségének novekedése nem (hiszen gyakran a vad tipusban tobb), de lehetséges, hogy a
SOD fehérjék aktivitasanak novekedése szerepet jatszhat ebben a sejtvonalban. Szintén
lehetséges, hogy a sejtciklus ellenérzd pontok is szerepet jatszanak sejtvonalunk
rezisztenciajaban, de az idofiiggd mérésekbdl megallapithatod volt, hogy a sejtfolyamatok egy

késdbbi fazisdban lehet ennek jelentdsége.
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6. Osszefoglald

A sugarterapia az egyik leggyakrabban alkalmazott onkoldgiai kezelés, de a tumorsejtek
rezisztenss¢ valhatnak rad. A terapia DNS-karositdsan keresztiil hat, aminek koriilbeliil
kétharmadaért a reaktiv oxigéngyokok (ROS) felelosek.

A kutatas célja az, hogy feltérképezziik a ROS eltavolitasaért felelds redox utvonalakat és ezek
fehérjéit sugarrezisztens sejtvonalban.

Ehhez egy frakciondltan besugarzott sejtvonalat (60Gy) hasznaltunk fel, és ennek
tulajdonsagait klonogenitasi vizsgalatokkal, szulforodamin mddszerrel (SRB) és flow citométer
segitségével térképeztiik fel.

A vizsgalatok meger0sitették, hogy a sejtvonal sugarrezisztenssé valt. Megallapitottuk, hogy a
60Gy vonal a besugarzas utan mar 4 6raval helyreallt oxidativ stressztiirés szempontjabol a vad
sejtvonallal ellentétben, ami ekkor még nem épiilt fel a besugéarzas okozta ROS-stresszbdl.
Tovéabba a 60Gy vonal nagyobb szazalékban volt a sejtciklusanak G2/M fazisaban besugarzas
utan.

A kutatas eredményei azt mutatjak, hogy a besugarzas utan 4 oraig érvényesiil legjobban redox
utvonalak kozvetlen hatdsa (pl. stressztiirés), és a vad és 60Gy vonal kozott is ebben az

iddintervallumban figyelhetd meg a legnagyobb kiilonbség.
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7. Summary

Radiation therapy is one of the most commonly used oncological treatments, but cancer cells
can develop resistance to it. The therapy acts through damaging the DNA, around two thirds of

which are attributable to reactive oxygen species (ROS).

The aim of this research is to explore the redox pathways and their proteins responsible for

removing ROS in radiation resistant cell lines.

For this, we used a cell line that had received fractionated irradiation (60Gy) and examined its

traits with clonogenic and sulforhodamine (SRB) assays and flow cytometry.

Our findings confirmed that the cell line has developed radiation resistance. We established that
the 60Gy cell line has recovered in terms of oxidative stress capacity after 4 hours, unlike the
wild type cell line, which had been yet to recover from the ROS-stress caused by irradiation.
Furthermore, the cells of the 60Gy line were in the G2/M phase of their cell cycle in higher
percentage than the wild type.

Our results show that the immediate effects of redox pathways (such as stress capacity) prevail
the most up until the 4th hour after irradiation, and the most prevalent difference between the

wild type and the 60Gy line was observable in this time interval as well.
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8. Koszonetnyilvanitas

Elsésorban szeretném megkdszonni Dr. Polgar Csabanak a lehetOséget, hogy az Orszagos

Onkologiai Intézetben dolgozhattam.

Szeretném megkoszonni témavezetdimnek, Dr. Kocsis Zsuzsanak és Dr. Juranyi Zsoltnak,
hogy ezen az érdekes téman dolgozhattam és készséges segitségiiket a kisérletek kivitelezése

¢s a dolgozat megirésa alatt.

Emellett szeretném megkoszonni Dr. Sandor Gyongyvérnek a dolgozat megirasaban és a

konferenciara valo felkésziilésben nytjtott készséges segitségét.

Tovabba koszonettel tartozom a kisérletes munkdm segitségéért a laboratoriumi

asszisztenseknek, Kiss Krisztinanak és Vass Nagyesdanak.
Végiil szeretném megkdszonni a sok segitséget és a jo hangulati k6z6s munkét az Orszagos

Onkologiai Intézet Klinikai Sugarbiologiai és Onkocytogenetikai Osztaly oOsszes

munkatarsanak.
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9. Szerz6i hozzajarulas

Alulirott Paller Eva a dolgozatban végzett munkafolyamatok koziil az alabbiakat végeztem el.

- A sejtek tenyésztését és passzalasat.

- A GSH-assayt, mely soran a sugarzas utan eltelt 1. 6raban jelentésen csokkent a teljes
GSH szint, majd ezt kovetden mindkét vonal GSH szintje néni kezdett.

- A SOD-assayt, mely a soran relativ fluoreszcencia a besugéarzas utdn nd, majd a SOD
enzimaktivitasnak koszonhetéen csokkenésbe kezd.

- Valamint a flow citométeres sejtciklus fazis meghatarozast a hozzatartoz6 Welch-
probaval, mely szignifikans kiilonbséget mutatott ki a két vonal kontroll G1 fazisban

1év6 sejtjeinek szazalékos ardnya kozott.

Paller Eva
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