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1 Roviditésjegyzék:
103pd: palladium-103 izot6p
125]: j6d-125 izotdp

14C: szén-14 izotop

921r: iridium-192 izotop
198Au: arany-198 izotép
22Na: natrium-22 izotép
235: uran-235 izotop

238 uran-238 izotop

24Na: natrium-24 izotop

3D: 3 dimenzids

3H: tricium

40K kalium-40 izotoép

60Co: kobalt-60 izotép

90Sr: stroncium-90 izotdp
AL.: after loading (utant6ltés)

AmCyan: bright cyan fluorescent protein isolated from the coral reef organism Anemonia

majano (Anemonia majano-bol szarmazo cian fluoreszcens fehérje)

ATM: Ataxia Telangiectasia Mutated (ataxia telangiektazia mutans fehérje)
ATR: ATM and RAD3-related (az ATM fehérjével rokonsagban allé fehérje)
bFGF: basic Fibroblast Growth Factor (fibroblaszt névekedési faktor)

Bid: pro-apoptotic protein of the Bcl-2 family (a Bcl-2 csaladhoz tartoz6 pro-apoptotikus
fehérje )

BSA: Bovine Serum Albumin (szarvasmarha szérum albumin)

Cdk: Cyclin dependent kinase (ciklin fiiggd kinaz)



COz2: szén-dioxid

CT: Computed Tomography (komputertomografia)

CtIP: C-terminal interacting protein

CTV: Clinical Target Volume (mikroszkopikus terjedésii tumor)

DMSO: Dimethyl Sulfoxide (dimetil-szulfoxid)

DNS: dezoxiribonukleinsav

DNS-PKcs: DNS-protein kinase catalytic subunit (DNS-fehérje kinaz katalitikus alegysege)
EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid (etilén-diamin-tetraecetsav)

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent asssay (enzimhez kétott immunszorbens vizsgalat)

EMBRACE II: Image guided intensity modulated External beam radiochemotherapy and MRI
based adaptive BRAchytherapy in locally advenced CErvial cancer Il (Képvezérelt
intenzitasmodulalt kiilsé sugarzasu radiokemoterapia és MRI-alapu adaptiv brachyterapia

lokalisan elérehaladott méhnyakraknal 11)

EORTC-Cx24: European Organization for Research and Treatment of Cancer — Cervical

Cancer Module 24 (Europai Rakkutatasi és Rakkezelési Szervezet - Méhnyakrak-modul 24)

EORTC-QoL-C30: European Organization for Research and Treatment of Cancer- Quality of
Life - Cervical Cancer Module 30 (Eurdpai Rakkutatasi és Rakkezelési Szervezet - Eletmindség
— Méhnyakrakmodul 30)

EXOL1: exonuclease 1 (exonukleaz 1)

FACS: Flow cytometry (aramlasi citometria)

Fas: fatty acid synthase (zsirsav szintaz)

FBS: Fetal bovine serum (fotalis borjasavo)

FITC: fluorescein isothiocyanate (fluoreszcein-izocianat)
FITC: fluorescein isothiocyanate (fluoreszcens izocianat)
FSC: forward scatter (elére iranyuld fényszoras)

G1: az els6 nyugalmi fazis a sejtcikluson beliil



G2: a mésodik nyugalmi fazis a sejtcikluson beldl

GI: gastrointestinal (gasztointesztinalis)

GTV: Gross Tumor Volume (makroszkopikus terjedésii tumor)
GU: genitourinary (genitourinalis)

Gy: Gray (az elnyelt dozis mértékegység)

Hepes:  4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic ~ acid  (ikerionos  szulfonsav

pufferanyag)

HPV: Humén Papilloma Virus

HR: Homologous Recombination (homol6g rekombinacio)

IGRT: Image Guided Radiation Therapy (képvezérelt sugarterapia)

Ku: fehérje

Ku70: a Ku fehérje alkotoja

Ku80: a Ku fehérje alkotoja

Li-heparin: litium-heparin

LINEAC: Linear Accelerator (linearis részecskegyorsito)

M: mitdzis

MHC I.: Major Histocompability Complex 1. (f6 hisztokompabilitasi komplex 1.)
MHC I1.: Major Histocompability Complex Il. (f6 hisztokompabilitasi komplex II.)
MHC: Major Histocompability Complex (f6 hisztokompabilitasi komplex)

MRI: Magnetic Resonance Imaging (magneses rezonancia vizsgalat)

MRN: MRE11-RAD50-NBS1 complex ontributes to the detecion and repair of DNA damge

NHEJ: Non-Homologous End Joining (nem homoldég DNS végeket 6sszekapcsold javito

mechanizmus)
NK: Natural Killer (természetes 616sejtek)

PBMC: Peripheral blood mononuclear cell (periférias ver mononuklearis sejtejei)



PBS: Phosphate-buffered saline (foszfat pufferelt sooldat)

PE: Phycoerythrin (fikoeritrin)

PET: Positron Emission Tomography (pozitron emisszios tomograf)

PI: propidium jodid

RADS51: homoldg rekombinacidban résztvevd rekombindz

RILA: Radiation Induced Lymphocyte Apoptosis (sugarzas indukalt limfocita apoptozis)
RNase: ribonuclease (ribonukleaz)

ROS: Reactive oxygen species (reaktiv oxigén gyokok)

rpm: revolutions per minute (percenkéénti fordulatszam)

RPMI: Roswall Park Memorial Institute medium (sejttenyésztéshez hasznalt médium)
RTG: Rontgen

S: szintézis fazis a sejtciklusban

SSC: side scatter (oldaliranyd fényszoras)

SSD: Source-Surface Distance

Sv: Sievert (dézisegyenérték vagy ekvivalens sugarzasi d6zis métékegyséq)

Tc: cytotoxic T cell (citotoxikus T-sejt)

TCR: T-cell receptor (T-sejt receptor)

Th: helper T cell (segit6 T-sejt)

UH: ultrahang

XFL: XRCC4-like factor (rontgensugaras javitd keresztkomplementer fehérjéhez hasonld
faktor)

XRCC4: X-ray repair cross-complementing protein 4  (rOntgensugaras javitd

keresztkomplementer fehérje 4)



2 Bevezetés

A sugarterapia régota alkalmazott modszer a tumorok gydgyitasara (Allen, Her and
Jaffray, 2017), sajnos azonban ennek a kezelésnek is vannak mellékhatasai (Dilalla et al., 2020).
A betegek 5-10%-ban pedig sulyos mellékhatasokat okoz, ezért regdta kutatnak olyan markerek
utan, amelyek segitségével a kezelés elott meg lehetne mondani, hogy valaki sugarérzékeny-e
(Talbot et al., 2019) (Lapierre et al., 2022). Erre jelenthet megoldast a Radiation Induced
Lymphocyte Apoptosis (RILA), ami igéretes és egyszerii klinikai modszernek tiinik a
sugarérzékenység kimutatisara. A modszer 1ényege, hogy periférids vérbol vizsgaljuk a
sugarzas hatasara apoptotozissal elpusztult CD8" és CD4" limfocitdk szamat. Els6re
logikatlannak tiinik, de a nagy RILA ¢érték alacsony kockdzatot jelent a sugérkezelés
kovetkeztében 1étrejove kés6i mellékhatasok kialakulasara, amig a kis RILA értékkel
rendelkezd betegeknél konnyebben alakulnak ki késdéi mellékhatasok. Ez azzal magyarazhato,
hogy a nagy RILA értékkel rendelkezé betegek limfocitai nagyobb mértékben pusztulnak el
apoptozissal a sugarkezelés hatasara, és kisebb mértékben lesznek szeneszcens sejtek, mig a kis
RILA értékkel rendelkez6 betegeknél ez pont forditott aranyban van (Lapierre et al., 2022).

A méhnyakrak vilagszerte az egyik vezetd tumoros megbetegedés a ndk korében, ami
tobbségében HPV fert6zés kovetkeztében alakul ki. A virus hatasara a normal epithél sejtek
tumorossa valnak. Sajnos még mindig kevés né kapja meg a HPV elleni véddoltast, igy még
ma is problémét jelent az infekcio, és annak kdvetkezménye. A metasztatizal6 méhnyakrak mar
gyogyithatatlan, de a koran diagnosztizalt tumor még kezelheté (Shen et al., 2020). A
kezelésnek fontos része a sugarterapia, ami azonban sulyos mellékhatasokat okozhat, amelyek

a betegek életmindségét nagy mértékben csokkenthetik (Fernandes and Andreyev, 2021).

Kutatécsoportunk sugérbioldgiai vizsgalatokkal foglalkozik, igy célunk volt egy olyan
madszer kidolgozasa, amellyel konnyen és gyorsan megallapithatjuk még a kezelés elétt, hogy
valaki sugarérzékeny-e. Mivel a méhnyakrakos betegeknél gyakori a sugarterapias kezelés, és
sokszor sulyos mellékhatasok alakulnak ki esetiikben, igy ezt a betegcsoportot valasztottuk
eldszor, hogy a RILA modszert bedllitsuk laborunkban és tovabb egyszeriisitsiik.
Dolgozatomban ennek munkafolyamatat és eredményeit mutatom be. Reméljik
eredményeinkkel sikerill egy olyan vizsgalatot kidolgozni, amit mas laborok is atvehetnek

majd, és igy meg tudnank konnyiteni ezeknek a betegeknek a kezelés utani életiket.


https://www.mdpi.com/2072-6694/14/9/2097

3 Irodalmi attekintés
3.1 Sugarbiologia:

Bizonyitottan 1895-t61 beszélhetiink sugarzashoz kotédé tudomanyokrol (Pesznyak and
Séafrany, 2017, 2-18. old.). Tébb tudos is végzett sugarzassal kapcsolatos kisérleteket, mint
példaul Henri Becquerel, Thomas Edison, Pierre Curie, Marie Curie és Wilhelm Conrad
Rontgen, aki az egyik legnagyobb attorést fedezte fel akkoriban az ¢ altala X-sugarzasnak
clnevezett katodsugarcs6bol eredé sugarzast, ami a gammasugarzashoz hasonldé az
elektromagnesessége miatt, de ettél joval kisebb energidju és nagyobb hulldmhosszUséagu
sugarzas (Nias and Nias, 1998) (Nias and Nias, 1998, 1-2. old.). Méar 1896-ban el is végezték
az els6 terapias céla sugarkezelést (Allen, Her and Jaffray, 2017) (Pesznyak and Safrany, 2017,
2-18. old.) (Kalman, Sztanyik and Unger, 1963, 11-16. old.).

Ahogyan fejlodtek az ionizald sugarzassal kapcsolatos kutatidsok, mind a természetes
eredetii, mind a mesterséges sugarzas esetében egyarant bebizonyosodott, hogy a sugarzasnak
er0s szovetkarosito hatdsa is van (Pesznyak and Safrany, 2017, 2-18. old.). Az els6
sugarkezelések utan egyre tobb betegnél jelentkeztek a sugarzast kovetéen fekélyek, illetve
bérpir keletkezett a bérfeliileten, igy els6sorban a testfelszinen lathaté szévetkarosodasokkal
kezdtek el foglalkozni, de hamarosan rajottek, hogy az ionizal6 sugarzas nem csak a felszinen
tud karositani, hanem adott esetben a test mélyében 1év6 szoveteket is, sOt daganatkeltd hatasa
is lehet (Joiner and Kogel, 2018) (Pesznyak and Safrany, 2017, 2-18. old.) (Kalman, Sztanyik
and Unger, 1963, 11-17. old.) (Joiner and Kogel, 2018, 1-3. old.). Ezért szabalyozésokat kellett
bevezetni, arra vonatkozdan, hogy a sugarzas kedvezo terapias hatasai mellett a k&ros hatasokat
minimalizalni lehessen. Ennek megoldasara az els¢ felvetések kozé tartozott az expozicios idd
(az az id6, amig az adott személy sugarforrasnak van kitéve) roviditése, ami mai napig hasznalt
modszer. Létrejottek bizottsdgok, amelyek sugarvédelmi javaslatokat tettek, az ionizal6
sugarzassal dolgozok védelmére, ilyen volt a dézis korlat, illetve a film alapi személyi
doziméter (a doziméter célja a mérhetd, illetve szamolhatd sugarzasi viszonyok alapjan becsiilni
a varhato karosodast, tovabba annak kockazatat; maga a doziméter nagyon Kicsi, a praktikus
okokbdl kifolyolag, hogy munka kdzben is magukon tudjak hordani a dolgozdok) bevezetése
(Pesznyak and Safrany, 2017, 2-18. old.) (Kanyér, 2005). Akkoriban az els6 javaslatok a dozis
korlatra 2 mSv volt naponta, amit mara 100 mSv 5 évre modositottak (Pesznyak and Safrany,
2017, 2-18. old.).



3.2. Az ionizal6 sugarzas:

lonizalé sugarzasnak neveziink minden sugarzast, mely képes elektromos toltésii
részecskéket létrenozni semleges kozegben. E16 és élettelen anyaggal is kélcsonhatasba tud
1épni, ha részecskeenergiaja elegendd ahhoz, hogy alkotoéelemeit ionizalja. Eredetiik szerint a
sugarforrasok lehetnek: természetes és mesterséges forrastak (National Research Council
(U.S.), 1990, 9-26. old.) (Pesznydk and Séafrany, 2017, 20-24. old.) (Kélman, Sztanyik and
Unger, 1963, 17-38. old.) . Természetes eredetii sugarforrasok az elsédleges kozmikus sugarak,
amelyek kiindulopontjuk alapjan lehetnek galaktikusak (a naprendszeren kivali tér), illetve
szolarisak (Napbol eredéek). Eléfordulnak koztikk alfa-részecskek, roéntgen-fotonok,
masodlagos részecskék, amelyek tovabbi radioaktiv elemeket tudnak képezni (°H, ?°Na, 2*Na,
14C), és vannak foldi eredetii radioizotopok is (*°K, 228U, 2®U) (Pesznyak and Safrany, 2017,
20-24. old.) (Bornemisza and Pavo, 2012). A mesterséges sugarforrasok kozil az orvosi
sugérforrasok az egyik legjelentdsebbek, és ezek jelentik a legnagyobb terhelést a lakossag

szamara. Orvosi sugarforrasok lehetnek:

e rontgendiagnosztikai  vizsgélatok  (rontgenfelvételek,  komputertomogréafias
vizsgalatok (CT))

e izotopdiagnosztikai (pozitron emisszids tomograf (PET))

e radiofarmakonok (radioaktiv  izotopgeneratorok, radionukleotid tartalmu

készitmények).

A mesterséges sugarforrasok kozé tartoznak még egyes ipari tevékenység (izotopok
ipari felhasznalasa, nukleéaris energiatermelés, és a nem nukleéris energiatermelés) (White and
Mallya, 2012).

Az €16 szervezetekhez viszonyitva helyzetiik alapjan pedig lehetnek kiils6- vagy belsd
sugarforrasok. Ezt féként a terdpidknal szoktak elkiloniteni: a teleterdpia soran kiilsé
sugarforrast alkalmaznak, mig a brachyterapia soran pedig belsé sugarforrast (Pesznyék and
Séafrany, 2017, 24-29. old.).

3.3. lonizald sugarzasok bioldgiai hatésa:

Az ionizald sugarzasok biologiai hatasat tobbfele szempontbdl tanulmanyozhatjuk. Elsé
sorban, azt vizsgaljuk, hogy kit érintett a sugarzas. Ezt egy példan keresztiil mutatnam be: a
szomatikus, illetve genetikus bioldgiai hatas esetében, terhesség esetében ha az anyat érint egy

bioldgiai hatéas azt szomatikusnak nevezzilk, de ha a sziiletend6 gyerekét erinti akkor genetikus



bioldgiai hatadsnak nevezziik (Bornemisza and Pavo, 2012). Ezt kovetéen a szomatikus
egyedeket id6 szempontjabol tovabb vizsgaljuk, hogy mikor érhette dket sugarzas. Akut vagy
korai hatasnak nevezziik, ha azonnal, a kezelés alatt, vagy azt kovetden jelentkezik, és késdinek,
ha tobb év elteltével a kezelés utan alakul ki (Bornemisza and Pavo, 2012). Szervezeti szinten
az ionizald sugarzasokat még tovabbi csoportokra tudjuk bontani: sztochasztikusra és
determinisztikusra (Mettler, 2012). A sztochasztikus hatasok véletlenszeriiek, nincs
klisz6bdozis ami alapjan kategorizalndnk. Gyakorisaga fligg a dozistol, de a stlyossaga ettdl
fliggetlen, értelemszertien, ha valaki nagyobb sugardézist kap, nagyobb valdszintiséggel fog
kialakulni véletlenszerli sztochasztikus hatas, de el6fordulhat az is, hogy a nagy sugardozis
kovetkeztében sem alakul ki mellékhatas. A lappangasi idétartam egyesesetekben joval
hosszabb lehet, akér tobb év is. A determinisztikus hatasok, egy bizonyos kiiszdbdézis felett
kovetkeznek be, és stlyossaguk dozisfiiggd. Kialakulhatnak jellegzetes tlinetek, maga a hatas
altalaban akut. Determinisztikus hatasok k6zé sorolhat6 a vérképz6 rendszeri szindromat, ami
1,5 Sv dozis felett alakul Ki, a latencia id6szak 2-4 hét a vérzések miatt szepszis, anémia,
granulocitopénia is kialakulhat, de letélis is lehet, 10 Sv dozis felett pedig gyomor-bél rendszeri
szindréma alakulhat ki, aminek a lappangasi ideje 5-7 nap, ez altaldban egy tinetmentes
idészak, majd tébb napig tartdé hasmenés kezdédik, ami Kiszaradast, majd kardiovaszkularis
sokkot okozhat, és ugyancsak haldlos kimenetelben végzddhet (White and Mallya, 2012)
(Pesznyék and Safrany, 2017, 16-18. old.).

3.4. Sugarterapia:

A sugarterapia célja elpusztitani az ionizald sugarzasok altal a daganatos sejteket ugy,
hogy az egészséges sejteket, szoveteket a lehetd legkevésbé karositsuk. lonizald sugarzas
hatasara morfoldgiailag a sejt bizonyos esetekben séruilhet mikroszkopikus mértékben, de adott
esetekben makroszkopikus elvaltozasok is kialakulhatnak (Pesznyak and Safrany, 2017, 29-30.
old.) (Kéalman, Sztanyik and Unger, 1963, 59-85. old.). A szOvettani elvaltozasok jellegét és
mértékét sok minden befolyasolhatja, de ©Osszeségében a frakcionalt sugarterapia
kovetkeztében, mint mar korabban emlitettem, kétfajta sugarkarosodas alakulhat ki az
egészséges szOvetekben: a korai- és késdi normal szoveti karosodasok. Ezek leginkabb az
Osszddzistol, kezelési id6tol, sugarzas térfogatatol és tipusatol fliggenek, amit a sugarterdpia
soran alkalmaznak. A korai karosodasok 90 napon belil jelennek meg, ilyenek példaul a
gyulladassal jar6 folyamatok vagy fekélyek. A késéi mellékhatasok 90 nappal, vagy akar
évekkel késobb jelennek meg a sugarterapia kovetkeztében. A késdi mellékhatasok okozzak a

legnagyobb problémat, mivel ezek a mar hosszabb ideig is fennmaradhatnak és ronthatjak az

10



¢letminbséget. Ezért sziikséges altalaban a sugarkezelést kovetden a betegmegfigyelés, ami
akar tobb évig is eltarthat (Elgazzar and Kazem, 2006), (Pesznyak and Safrany, 2017, 16-18.
old.).

Legel6szor a kobalt technoldgia (kobalt 60-as izotdppal felszerelt gépezetek) kerdilt
bevezetésre sugarterdpia hasznélatara, majd ezt kovették a nagy energiaju linearis gyorsitok
(LINAC). Ezzel parhuzamosan a képalkotok is fejlodtek, a konvencionalis rontgen (RTG), a
komputertomogréafia (CT) és a magneses rezonancia vizsgalatok (MRI) (Cselik et al., 2014, 33-
40. old.). A keresztmetszeti képalkotdk jelentették az egyik legnagyobb attorést, mivel ezek
segitségevel mar 3D besugarzasi terveket lehetett késziteni, ami nem csak annyit jelent, hogy
pontosabban lehet bejeldini a céltérfogatot, hanem azt is, hogy lehet6vé teszi a rizikdszervek (a
céltérfogaton kiviil es6 szervek, amelyeket védeni kell, ezeket védend6 szerveknek is szoktak
nevezni) dozisterhelésének a csokkentését (Steinmeier, Schulze Schleithoff and Timmermann,
2019) (Cselik et al., 2014, 33-40. old.). A keresztmetszeti képalkoton jol definialhatd a
céltertilet és ezaltal a védendo szervek korvonala is amit manualisan be lehet jelolni. A tervezési
folyamat elején mar be lehet allitani a sziikséges doziskritériumokat ami alapjan fog elkészilni
a besugérzasi terv. A modern képalkotas 3D-alapu konvencionalis besugarzas tervezés, ami
lehet CT-n, MRI-n, UH-n vagy ezek kombinéciéja (Minniti, Goldsmith and Brada, 2012)
(Schaue and McBride, 2015). A képalkotok lehet6vé teszik a GTV (Gross Tumor Volume)
lathaté tumor és a CTV (Clinical Target Volume) mikroszkopos terjedés definialasat (Cselik et
al., 2014, 33-40. old.). Az alapjan, hogy mekkora a tervezet besugarzasi terllet elkildnithetlink

tobb sugarterapia tipust:

3.4.1. Teleterapia (Tavolsugarkezelés):

Kiils6 sugarforrasbol torténd kezelés, kobaltagyuval, ami napjainkban mar nem annyira
hasznalatos, és elektrongyorsitok (linearis gyorsitok) segitségével (Steinmeier, Schulze
Schleithoff and Timmermann, 2019). A besugarzasi tervet mindig egyénre szabottan, a beteg
anatomiajanak fliggvenyében kell megvalasztani, figyelembe véve SSD (Source-Surface

Distance) a mezéméretet a borfelszinen.

A képvezérelt sugarterapiat (IGRT: image guided radiation therapy) azért fejlesztették
ki, hogy csokkentsék a hibalehetdséget hiszen azok a betegek, akik sugarkezelesben vesznek
részt, és naponta, de akar hetekig eltartd kezelésekben kell részt venniiik, nagyon sok lenne a
hibalehetdség kezelésuk sorén, ha mindig valtoztatni kellene a kezelések kozott a terveken.

Létrejohet interfrakcionalis hiba (kezelés kozotti), ilyen peldaul a hirtelen fogyas vagy
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meghizas kovetkeztében alakulhat ki, és intrafrakcionalis hiba (kezelés alatti), ilyenek peldaul
a fektetési, és az elmozdulasi hibak (szervmozgés, légzés) (Lutz et al., 2016) (Mitchell,
Formenti and DeWyngaert, 2010). Az ¢l6bb emlitett hibak kikiiszobolésére valds kezelési
pozicioba fekvd betegnél a célteriilet helyzetét (portal imaging) figyeljik képalkotd
segitségével, majd az alapjan manudlisan korrigalhato a terv. A tumorok bioldgiai viselkedése
is vizsgalhatdva valt a 3D molekularis képalkotas fejlédésével, amit befolyasol a hipoxia, a
celluléris aktivitéast és az apoptotikus aktivas is (Minniti, Goldsmith and Brada, 2012) (Schaue
and McBride, 2015) (Cselik et al., 2014, 31-57. old.).

3.4.2. Brachyterapia (Bels6 sugarkezelés):

A brachyterdpiat kozelbesugérzasnak is szoktdk nevezni, hiszen a teleterapiaval
ellentétben a zért sugarforrast a testiiregen belllre helyezik a szovetekbe szurt tik, vagy
applikatorok segitségével. Ezzel a mddszerrel hatékonyabb és biztonsagosabb a besugéarzas,
mivel a céltérfogaton kivil meredek a dézisesés, ezért nagy pontossagot igényel a sugarforrasok
behelyezése (Steinmeier, Schulze Schleithoff and Timmermann, 2019) (Tanderup et al., 2017)
(Pesznyék and Safrany, 2017, 272-296. old.) (Cselik et al., 2014, 54-57. old.). A képalkotdk a
brachyterapias kezelésekben is fontos szerepet toltenek be a besugarzasi terv elkészitésénél. Itt
is hasznélatos az UH-vezérelt eljards, ami lehetdséget ad a lagyszoveti strukturak
monitorozasara a kezelés alatt. Legtdbb esetben ezt a prosztatatumorok esetében szoktak
alkalmazni. llyenkor egy ,.616 képen” kovetik a lagyszOveti mozgasokat, ugyanis az UH
transducer a rectumba van felhelyezve. llletve a CT- és MR-n valo tervezés, adott esetben ezek

= sz

old.).

A leggyakrabban alkalmazott brachyterapias forrdsok kozé sorolhatoak a y-forrasok
(°Co, 1251, 92|y, 1%8AY) ¢s B-forrasok (*°Sr). Kezelés idoétartama szerint vannak ideiglenes
implantatumok: afterloading, amelyeket a kezelés utan kivesznek a betegbdl, mint példaul a
cervix tumoros betegek esetében a brachytiizdelés, és vannak permanens implantatumok,
amelyeket kezelés utan a kezelt teriileten maradnak, és idével lebomlanak (Hannoun-Leévi and
Peiffert, 2014). Ezek altalaban 5 mm x 1 mm nagysagu fémtokban vannak, leggyakrabban a
prosztatatumoros betegeknél alkalmazzak (Karius et al., 2023) (Pesznydk and Safrany, 2017,
30. old.).
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3.4.3. Sugarérzékenység

Ahogy korabbi fejezetekben is emlitettem, ahhoz, hogy az ionizalé sugarzast akar iparban,
orvosi dagnosztikai vagy sugarterapias célra felhasznéljak szlikség volt mar a kezdetek soran
hatarokat szabni, hogy csokkentsék a sugarzas kartékony hatasait. Ezek a szabalyzatok azt
feltételezték, hogy az emberek egyforman reagalnak az ionizal6é sugarzasra (Schnarr et al.,
2007). Az évek soran arra is fényderlt, hogy a betegek kdziil nem mindenki reagal azonosan a
sugarkezeléskre akkor sem, ha ugyanakkora sugardozist kapnak, st a betegek 5-10%-nél
sulyos korai, illetve kés6i mellékhatasok is kialakultak (Schnarr et al., 2007). Méara mar
bebizonyosodott, hogy a sugarérzékenység meghatarozasa nagyon fontos a sugarbiologiai
tanulmanyok soran, és véletlenlil sem szabad figyelmen kiviil hagyni (Datta, 2023). Holthusent
emlitik els6ként aki klinikai megfigyeléseket tett a sugarérzékenységgel kapcsolatban (Lapierre
et al., 2022). A sugarérzékenység lehetséges mellékhatdsai kdzé sorolhatjuk a bérpirt, a
hajveszteséget, teleangiektaziat, fibrdzis, kialakulhatnak GU (genitourinalis) és Gl
(gasztointesztinalis) mellékhatasok is (Kis, 2019). Egyértelmiivé valt, hogy a kialakulo
mellékhatasokat nagyban befolyésolja az egyéni sugarérzékenység (Pesznydk and Safrany,
2017) (Guogyté et al., 2017).

Ha lehetséges lenne, hogy azokndl a betegnél akik sugarterapiara kertilnek még a kezelés
megkezdése el6tt meglehetne vizsgalni  valalmilyen mérési modszerrel az egyéni
sugarérzékenységet, akkor konnyebben lehetne személyreszabott kezelést Osszeallitani a
betegeknek és kisebb mellékhatast, vagy egyaltalan nem okozna mellékhatést a kezelés. Példaul
azoknal a betegeknél akik sugarérzékenységet észlelnek, lehetne csdkkentenni a sugardézist,
vagy akér teljesen mas terapias modszert alkalmazni, és azoknal a betegeknél akiknél
sugarrezisztenciat vesznek észre, meg lehetne ndvelni a daganatra tervezett sugardozist, igy
novelni a kezelés hatékonysagat (Pesznyak and Safrany, 2017, 380-397 old.) (Kis, 2019)

Ahhoz, hogy egyénileg lehessen vizsgalni a sugarézkékenységet, el6szor valamiféle
biologiai mintat kell a vizsgalando személyt6l venni. Az alabbi szempontokat kell figyelembe
venni a mintavélkor: kénnyen hozzaférheté helyr6l legyen, gyorsan regeneralodo terlletrél
szarmazzon, olcsd es gyors felhaszalasu legyen, lehetéleg ne okozzon kellemtlenséget. Ez
esetben az egyik legoptimalisabb a verminta levetele, azon belul is a fehérvérsejtek, illetve a

limfocitak vizsgélata vagy a borbiopszids mintakbodl valo fibroblaszt sejtek vizsgalata.

Tobb modszert is kifejlesztettek mar a sugarérzekenység kimutatasara. Eddigi ismeretes

sugarérzékenységet kimutaté modszerekek:
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e A kolonogenitas vizsgalatott alkalmazzak in vivo és in vitro korilmények kdzott
egyarant. A fibroblasztok regenerdlodasi képességet és sugarérzékenységét vizsgaljak
borbiopszias mintakbol, de vérbdl szarmazoé limfocitakkal is elvégezhetd. Sajnos
nagyon id6igényes akar 2-3 hétig is eltarthat, mivel a bérbiopszias mintakbol sejkultarat
kell letrehozni, majd ha a kialkult telepek szabad szemmel lathatova vélnak,
megszamolasra kerlilnek, ami hibafaktor lehet. A fibroblasztokat sokaig arany-
standardnak tekintettek a kés6i mellékhatasok vizsgalatara tekintve, sajnos azonban sok
év kisérletezés utan most mar kimondhato, hogy nem megfelel vizsgalati modszer.
Hiszen egyetlen tanulmany sem mutatott ki szignifikans dsszefliggést a fibroblasztok
sugarérzékenysége kozott és a sugarzas okozta toxicitas vizsgalta kozott a betegekben
(Pesznyéak and Safrany, 2017, 385. old.) (Kis, 2019) (Azria et al., 2018) (Brengues et
al., 2017) .

e A comet teszttel a DNS hibajavitd képességét lehet vizsgalni. Csak a kétlanci DNS
torések esetében alkamazhaté madszer, amit gél-elektroforézis segitségével mutatnak
ki. Ez mar sokkal gyorsabb eljarasi modszer mint a klonogenitas vizsgalat. Altalaban
vérbol szarmazo limfocitakat szoktak vizsgalni. Nagyon kevés olyan tanulméany van
amely mutatott szignifikans dsszefliggést a fibroblasztok sugarérzékenysége kdzott és a
sugarzas okozta toxicitas kzott a betegekben. Jelenleg is fejlesztés alatt &ll ez a modszer
(Moneef et al., 2003) (Collins et al., 2008)

e A kromoszoma aberraciok mérése: ez a mérés a sejtciklus metafazisaban
megfigyelhetd kromoszomakon alkalmazhatd, igy specidlis modon kell a sejteket
blokkolni a sejtosztodas soran. Altaldban sugarhatast kovetéen szoktik elvégezni a
vizsgalatot. A mérést el lehet végezni a vérbél szarmazd limfocitakon, de
fibroblasztsejteken is. Itt foként a kromoszoma rendelenességeket szoktak
megvizsgalni. A sugarérzékenység kimutatdsadra nem a legalkalmasabb vizsgélat,
viszont a sugarhatas okozta kar megallapitasra annal inkabb (Vral, 2004).

e RILA (sugarzas indukalt lifocita apopt6zis):a klonogén tesztek utan fejlesztették ki ezt
a fajta vizsgalatot. Ami szintén vérbdl szarmazo6 limfocitakkal torténik. Tobb vizsgélat
utan kider(lt, hogy a CD8" T-limfocitak apopt6zisa és a korai mellékhatasok kdzott nem
volt szignifikans Osszefliggés, viszont a késdi mellékhatasok kozott jelentds volt
kiilonbozé daganatos megbetegedésekben. Megbizhatonak és reprodukalhatonak

bizonyult a vizsgalat. Jelenleg is értékelik a RILA Kklinikai érvényességét,
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Franciaorszaghan mar egy cég elkezdte alkalmazni ezt a mddszert a betegek

sugarérzékenységének kimutatasara (Azria et al., 2015) (Azria et al., 2017).

3.5. A DNS kéarosodasok észlelése és javitasa:

lonizal6o sugarzas kovetkezteben sériilések johetnek létre a sejtekben, melyek kozll a
legfontosabbak a DNS karosodasok (Joiner and Kogel, 2018) (Pesznyak and Safrany, 2017). A

DNS kémiai szerkezetében a sugérzas hatdsara az alabbi valtozasok johetnek létre:

o egyszalu DNS-torések, amikor a DNS-nek csak az egyik szala torik el
o kétszalu DNS-torések, amikor a DNS-nek mind a két széla eltorik

o baziskiesés

o baziskérosodas

o nem oda ill6 keresztkotések alakulhatnak ki a DNS molekuldk kdzott

o akét lanc denaturacioja

Ezéltal a DNS-ben létrejohetnek pontmutaciok vagy kromoszémaaberraciok is
(kialakulhatnak dicentrikus-, vagy gytrikromoszomak), amelyeket olyan kétlanci DNS-
torések hoznak létre, amiket a kovetkezd sejtosztodasig nem tudjak kijavitani a sejtek
(Pesznyék and Safrany, 2017, 74-84. old.). A sejtek sugarérzékenysége jelentés mértékben fiigg
attél, hogy mennyire eredményes a sejtek kétlanci DNS-térések hibajavité mechanizmusai,
illetve, hogy a sejt a sejtosztddas mely szakaszaban talalhaté (Joiner and Kogel, 2018)
(Pesznyék and Safrany, 2017, 74-84. old.) (Joiner and Kogel, 2018, 21-81- old.).

Az ionizalo sugarzas hatésara kialakult egyszali DNS-toréseket egyszeriibb kijavitani,
mint a kétszalu toréseket, mivel a masik szalon 1év6 genetikai informacio segitségevel konnyen
tudja a sejt detektalni a hibat és pétolni a hidnyzo genetikai informéacioét. Ellentétben a kétszald
DNS-torésekkel, ahol, ha nem torténik osztédas, illetve, ha nem-kdodolo régidban talalhatd a
DNS-torés, addig nem okoz gondot. A sejtosztddas soran azok a DNS darabok, amelyek
letortek és genetikai informéaciot hordoztak elvesznek, és nem fognak atkerllni az utddsejtbe.
Az utddsejtek ezzel az informacio hiannyal altalaban nem képesek talélni, ezaltal elpusztulnak.
Ez ad magyarazatott arra is, hogy azok a sejtek, amelyek intenziven osztodnak
sugarérzékennyebbek, mig a nyugalmi allapotban 1év6 sejtek esetében sugarrezisztencia
alakulhat ki (Pesznyak and Safrany, 2017, 74-84. old.).

Els6 1épésben a DNS-karosodasokat be kell azonositania a sejtnek, amire tobb DNS

kérosodast felismer6 rendszerrel képes:
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1. ATM (Ataxia Telangiektaziaban Mutans) fehérje
2. DNS fiiggd protein kinadz enzim
3. ATR (ATM related) az ATM fehérjével rokonsagban all6 fehérje

A felismerést kovetéen az ATM fehérjék elinditjak az effektor (végrehajtd)
folyamatokat, ezaltal megkezdik a DNS-térések kijavitasat, ha ez a folyamat sikertelen és
mégsem tudjak kijavitani a toréseket bekodvetkezhet a sejthaldl (Joiner and Kogel, 2018)
(Pesznyék and Safrany, 2017, 74-84. old.) (Joiner and Kogel, 2018, 21-81. old.).

Az effektor folyamatok hatdsara elindult DNS karosodasokat javitd repair-

mechanizmusokat, tovabbi két csoportra oszthatjuk:

¢ HR (Homoldg Rekombinécion alapul6 repair-mechanizmus):

A DNS kett6sszal-torések nagy pontossagu javitdsi mechanizmusa, amelyet DNS-
kérositd folyamatok indukalnak. A folyamat mitkdéséhez nem sziikséges, hogy a teljes
DNS szal homoldg legyen, elegendé lehet egy homoldg szekvencia is, ami egymas
kozelében helyezkedik el. A HR magéaba foglalja a homoldg templatbol iranyitott DNS-
szintézist, ami azt jelenti, hogy a homoldg templat segitségével DNS szintézis torténik
és kialakul a Holiday-hid struktira (Ray and Langer, 2002). Meg kell jegyezni azonban,
hogy a homoldg rekombinédcié nem jellemz6 magasabb rendii emlGsokben, illetve
leginkabb a késoi S, és a G, fazisban lehetséges (Pesznyak and Safrany, 2017, 78-80.
old.) (1. &bra).

HOMOAOG RerOMBINRCION MAPIAD BAITO MECHANIEMOS
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1. &bra: Homol6g rekombin&cién alapuld javitd mechanizmus Iépései: 1. Sugéarzés éri a DNS-t. 2. Sugérzas
hatasara két szali DNS torés alakul ki. 3. Az MRN-komplex képes a megvaltozott DNS végeket detektélni, majd
a CtIP és az ATM becsatlakoznak. 4. EXO1 tovéabb hasitja a DNS végeket. 5. RAD51 csatlakozik a DNS szalhoz.
6. Véghemegy a homoldg rekombindcid. 7. Végeredményben a kijavitott és rekombinalt két szala DNS. (A szerzd
sajat abraja.)

16



e NHEJ (Nem-Homoldg DNS végeket 6sszekapcsolo javitd mechanizmus):

1. Els6 1épésben egy enzim komplex alakul ki, amely a DNS fiiggd protein-kinaz
alegységébdl Ku komplex (Ku70 és Ku80 fehérjékbdl all) csatlakozik a szabad
kétlanct DNS végekhez.

2. Ezt kovetden a DNS-PKcs (DNS-protein kinase catalytic subunit) kapcsoldadik a
Ku komplexhez.

3. A DNS-PKcs elkezdi autofoszforilalni az Artemist (endo- és exonukleaz
hatassal bird fehérje) ezaltal aktivdlva azt. Majd az Artemis felelés a
foszfodiészter elvagasaban a DNS torott vegenél (Chang and Lieber, 2016).

4. Az utolso lépésben az XFL, a XRCC4, és a DNS ligaz IV komplexet alkotva
bekotédik a DNS végekhez és 6sszekapcsoljak azokat (Burma, Chen and Chen,
2006) (Pesznyék and Safrany, 2017, 77-78. old.) (2. &bra).

VEM HOMOAOG DNSDEGELET BSHELADWOS BAVS HECHANIZMUS
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2. abra: Nem homol6g DNS végeket dsszekapcsold javitd mechanizmus Iépései: 1. Sugarzas éri a DNS-t. 2.
Sugérzas hatdsara két szald DNS torés alakul ki. 3. Az MRN-komplex képes a megvéltozott DNS végeket
detektalni. 4. Becsatlakozik a Ku-komplex, a DNS-PKcs, XRCC4, XFL, Artemis és a Ligaz IV majd
Osszekapcsoljak a DNS végeket. 5. Végeredményben a kijavitott két szall DNS. (A szerzd sajat abraja.)

A sejtosztodas folyamatahoz, mint mar emlitettem létfontossagu a genetikai informacio
épsége, és annak fenntartasa, hogy a taroland6 informécié sejtosztodaskor sértetlentl kerdiljon
az utodsejtbe. Ha a sejtet ionizald sugarzas éri, és az szabalytalan osztodasba kezd magasabb
szervezetekben ez méar a daganatok kialakulasat is maga utan vonhatja. Ez esetben a sejtnek
mindenképp meg kell akadalyoznia, a sejtosztodas bekdvetkeztét addig, ameddig ki nem javitja

a DNS karosodast. Ezért vannak kontrollmechanizmusok, melyek egyfajta 6nellen6rz6 pontok
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a sejt szamara. A sejtciklusrél szolé (3.4bra) abran lathatd, hogy az elsé ellenérzési pont a G1
ellenérzési pont (itt d6l el, hogy a sejtek tovabb osztodnak-e vagy sem), ami a G1/S fazisok
hatéaran talalhato. Itt ellenérzésre keriil a DNS épsége, és a szikséges tdpanyagok és novekedesi
faktorok jelenléte, amelyek nélkilozhetetlenek a sejtosztodas folyamatahoz. A G2 ellenbrzési
pontnal ellendrzi a sejt a DNS épségeét, integritasat, és hogy a teljes DNS megkett6z6dott-e az
S fézisban. Ha hibat észlel leéll a sejtciklus addig, amig a hibat ki nem javitja, vagy elindul az
apoptézis. Ez az ellenbrzési pont a Go/M fazis hataron talalhatd. Az M ellendrzési pontndl a
sejtek megvizsgaljdk, hogy az 0Osszes tesvérkromatida helyesen kapcsolddik-e a
mikrotubulusokhoz. Ez az ellenérzési pont a mitozis metafazis és anafazis szakaszai kozott
talalhatd. Ez esetben is, ha a sejt hibat észlel ledllithatja a sejtosztddas folyamtat mig kijavitja
a keletkezett hibat, vagy akar teljesen leéllithatja a sejtosztodast. A leallast az adott fazisra
jellemz6 fehérje-kindz komplexek (ciklin és ciklin fliggd kinaz komplexek) segitségével tudja
a sejt szabalyozni (Pietenpol and Stewart, 2002). A ciklinek regulatorai a sejtciklusnak,
amelyek adott fazisokhoz, fazisatmenetekhez, vagy Uj fazis elinditdsdhoz nydjtanak segitséget.
A ciklinek tovabba serkentenek vagy éppen gatolnak adott fehérjéket, azzal, hogy adott
enzimekhez, Cdk-khoz (ciklin fiiggd kinazok), kotédnek (Pesznyék and Safrany, 2017, 80-84.
old.) (Rye et al., 2016).
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3. abra: A sejtciklus részei. (A szerz6 sajat abraja.)
3.6. Asejthalal:

A szervezetnek sziiksége van szelekciora sejtes szinten, hogy megtudjon szabadulni a

szdméra felesleges, eloregedett, valamint a veszélyes sejtektdl. Ezt két mddon érheti el:
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apoptozissal (programozott sejthalal) es nekrozissal (nem programozott, ellendrizetlen
sejthaldl) (D’ Arcy, 2019) (4. dbra). Sokszor az autofagiat is a sejthalalok kozé soroljak, ami a
sejtnek az Onemésztési folyamata, amely sordn a felesleges, vagy sérilt citoplazmatikus
anyagokat és sejtorganellumokat a sejt lizoszoman keresztil lebontja (Miller and Thorburn,
2021) (Maiuri et al., 2007). A nekrézis a sejthalal oly modja mely soran a sejt addig duzzad,
amig el nem hasad, igy a sejttartalom egyszerre felszabadul és karosithatja a kornyez6 sejteket,
ami gyulladasos folyamatokat indukal. Ez &ltalaban seriilések esetében szokott bekdvetkezni
(D’Arcy, 2019).

APOPTORIS E6 MNELRORS

4. dbra: A sejthalal tipusai: apoptdzis és nekrdzis. (A szerz6 sajat abraja.)

Az apoptozis a sejtek, illetve bizonyos sejtcsoportok idében és térben meghatarozott
elpusztulasat jelenti. A sejthalal olyan mddja, ami normalis és természetes velejardja az
egyedfejlédésnek. Példaul magzati korban bizonyos sejtek, mint az embrionalis Uszohartya
sejtjei is, igy pusztulnak el. Szervezetink az apoptdzist megelézésre is hasznalja, mint példaul
a virusfertézések, vagy tumorok esetében Az egyik leglatvanyosabb valtozasa a sejtanyag
kondenzalodasa (sejt jol lathatdan 6sszezsugorodik, lebontva DNS-ét, sejtmagjat) amely ezutan
szétesik sok kicsi darabra, lefiiz6dnek kis membran csomagokra, amiket apoptotikus testeknek
nevezunk. Az apoptotikus testeket a kornyez6 sejtek fagocitéljék, illetve az immunrendszer
egyes sejtjei is bekebelezik ¢ket. Ennek koszonhetéen nem alakul ki gyulladas, hiszen nem
kertilnek a makromolekulék az extracellularis térbe. A nekrozist a testlink probalja elkertlni,
mivel altalaban valamilyen toxin, vagy valamilyen kiils6 hatasra alakul ki. Ezzel ellentétben az

apoptozis folyamatosan zajlik embrionalis kortdl megkezdve (példaul az ebihal ahhoz, hogy
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békava tudjon alakulni lebontja az ebihal farkat, amit apoptdzis segitségével tesz meg). Két
tipusat tudjuk elklloniteni az apopt6zisnak, annak fliggvényében, hogy kiils6 vagy belsé hatas
indukalja (Alberts, 2002) (Apoptozis, 2002).

Kiviilr6l kivalthaté a kaszpadz kaszkad rendszer aktivalodasa, ha egy fehérje (ezt Fas
ligandumnak nevezziik) kotédik a Fas halal receptor felszinéhez. Majd a Fas fehérjék
intracellularis adaptor fehérjéket toboroznak, amelyek megkotik és aggregaljak a kaszpaz-8
molekulat, aztan a tovabbi prokaszpazokat aktivalnak, igy az apoptdzis végbemegy. A belsd jel
altal indukalt apoptozist a mitokondriumok segitségével indul el, ugyanis citokrom c-t
bocsatanak ki, amely kotodik és aggregalodik az Apaf-1 adaptorfehérjéhez. Ez a fehérje tovabb
aktivaljaa prokaszpéaz-9 molekulat, ami a kaszpéaz kaszkad rendszer elinditasahoz vezet, mely

végeredményben indukélja az apoptozist (5. abra) (Alberts, 2002).
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5. abra: Az apoptozis tipusai: kiils6 és belsd halal szignal altal elinditott apoptdzis. (A szerzd sajat abraja)
Szamos indukal6 és gatld fehérje van, ami szabalyozza az apoptézist a sejtfelszini
receptorokon keresztiil (Wilkins et al., 2002). Osszeségében az apoptozis feladata az egyensuly
fenntartdsa. Abban az esetben, ha a sejt karosodast szenved, példaul egy ketts lanca DNS-
torést, és nem tudja kijavitani a sejt elpusztul, ezzel megel6zve a kromoszémaaberraciok
képzbdését, illetve a sejt rosszindulatava atalakulasat. A sejthalal bekdvetkezhet két mitozis
kozott, az inetrfazis sordn vagy sugarsérillés kovetkeztében, amikor eljut az elsd

sejtosztédashoz. Az apoptdzis az immunrendszer fenntartdsadban is fontos szerepet tolt be,

20



hiszen a T- és B-limfocitak érésiik soran, ha talsagosan kotédnek a sajat fehérjékhez, akkor
autoimmun folyamatokat inditandnak el, ezért ezek a sejtek szelektalodnak és apopptozissal
elpusztulnak (Arvanitis et al., 2013) (Wilkins et al., 2002) (Apoptozis, 2002).

3.7. A CD4*ésaCD8* T-limfocitak

A limfocitdkat az adaptiv immunvalaszt kialakité fehérvérsejtek. A hematopoetikus
6ssejtek hozzak 1étre 6ket a csontvel6ben. Funkcionalisan T-, B- és NK-sejtekre kulonithetjik
el 6ket. A B-sejtek a humoralis immunvélaszban jatszanak szerepet, a T-sejtek pedig a celluléris
immunvalaszban vesznek részt. Az NK (Natural Killer, természetes 0l6sejtek) sejteket
,hullsejteknek” is szoktak hivni, ugyanis nincs antigénkoto receptoruk, 6k a tumoros és virussal

fertézott sejtek elpusztitasat végzik (Brummelman, Pilipow and Lugli, 2018).

A T- és B — sejtek, ellentétben az NK sejtekkel, olyan limfocitak, melyek receptorok
segitségevel képesek a kornyezetiikben 1évé antigéneket felismerni, és sejtspecifikusan
immunvalaszt inditanak el, melynek a vegén immunoldgiai memoria alakulhat ki. A B — sejt
receptor membrankétott immunglobulin molekula, amihez, ha egy antigén kotédik, vagy egy
antigén prezentalo sejt bemutatja neki, akkor ugynevezett plazmasejtté alakul a B-sejt, és elkezd

ellenanyagokat termelni az adott antigén ellen (Brummelman, Pilipow and Lugli, 2018).

A T-limfocitaknak a szerepe ugyancsak az antigének felismerése és eltavolitasa. A T-
sejtek onnan kaptak a neviiket, hogy a csontveldbél az éretlen eléalakjuk a timuszba mennek,
és ott érnek miikodo T-sejtekké. Ennek folyamata a negativ szelekcid, amely soran azok a T-
sejtek, amelyek kapcsolddnak a szervezet sajat fehérjéihez apoptdzissal elpusztulnak, igy csak
azok a sejtek jutnak ki a keringésbe, amelyek csak nem sajat strukdra felsimerésére képes
antigénkoto receptorral rendelkeznek. Erre a csak rajuk jellemz6 T-sejt receptorjukkal (TCR)
képesek, amivel a fehérje természetii antigéneket ismerik fel, de csak az antigénperzentalo
sejteken 1évé MHC fehérjékhez kototten képesek erre. Mindegyik T-sejt mas antigénre
specifikus receptorral rendelkezik, igy csak a megfeleld TCR-rel rendelkez6 sejt aktivalodik. A
TCR-komplexet szerkezetik alapjan tovabbi csoportokra tudjuk bontani: a- és B-lanchdl allo,
és a y- és o-lancokbdl allo. Fontos megjegyezni, hogy egy T-sejten csak a/p- vagy v/6-
receptorok vannak jelen (Kay, 1991) (Immunoldgia, 2012, 73-75., 106-111, 266-296, 320-362..
old.).

Az o/ TCR-receptoru T-sejteket tovabbi csoportokra tudjuk bontani felszini markereik
alapjan: CD4" (segit8, Tn = T-helper) és CD8" (citotxikus, T = T-citotoxic) sejtekre. Ez a két
sejttipus mas antigénekre képes reagalni: a Tn sejtek az MHC-II, a T. sejtek az MHC-I
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fehérjekhez kotott antigénekre adnak vélaszt. Az antigénnel vald kapcsolddas hatasara a Th
sejtek bizonyos citokineket, igynevezett limfokineket termelnek, igy specifikus immunvalaszt
inditanak el az adott antigénre, hiszen a megfelel6 immunsejteket vonzzak oda és aktivaljak
6ket (Cenerenti et al., 2022) (Speiser et al., 2023). A T. sejtek ezzel ellentétben citotoxikus
aktivitassal rendelkeznek, és a virussal, vagy intrtacellularis korokozéval fertdzott, illetve a
tumorossa valt sejteket pusztitjak el (Lees, 2020) (Mittriicker, Visekruna and Huber, 2014)
(Immunoldgia, 2012, 73-75., 106-111, 266-296, 320-362.. old.).

Az antigénnel val6 talalkozaskor mind a CD4*, mind a CD8" T-sejtek effektor sejtekké
differencialodnak, majd a gyulladt szdvetekbe vandorolnak, hogy felvehessék a harcot a
fertézésekkel, illetve a dagantokkal szemben. Ha sikeresen tudjak eliminalni a célpontot,
néhany sejt atalakul memoria T-sejtté. A memoriasejtek képesek masodjara is timadni késébb,
ha Gjra megjelenik az antigén, akar sokkal erételjesebben is, mint az elsé alkalommal. Az
effektor és a memoria sejtek esetében tébb alcsoportot elkildnithetink, melyek kiilonb6z6

molekularis jellemzdvel, funkcidval rendelkeznek (Brummelman, Pilipow and Lugli, 2018).

Ezeket a kilonb6z6 alcsoportokat —extracellularis markerek alapjan lehet
megkulonboztetni. Ezeknek az alcsoportoknak az azonositasa akéar aramlasi citométer

hasznalataval is lehetséges (Mousset et al., 2019).

3.8. Aramlasi citometria (FACS)

Az 0Osszetett sejtpopulaciok 0Osszetételének jellemzésére hatékony eszkdz lehet az
aramlési citométer (Tarrant, 2005). Ezt a sejtekrél szorodo fény detektalasaval éri el. A FACS
gép zart, kettOs keringési rendszerrel rendelkezik. A sejteket szuszpenzidban vizsgaljak, amit a
mérbcella nyilasaba juttatnak a mintat korbevevé kopenyfolyadék segitségével. A
hidrodinamikai fokuszalas kovetkeztében a sejtek egyenként keriilnek a mérdcellaba, ahol a
1ézernyalab megvilagitja 6ket (McKinnon, 2018). Itt a fényt szorja a sejt, illetve a fluoreszcens
jelnek, amivel megjeldlték a sejtet, megfeleld fluoreszcencia jon létre. Igy haromféle jel
keletkezik: az eldre iranyul6 (FSC), az oldaliranyt fényszoras (SSC), és a fluoreszcens jel. Az
FSC jel a sejt méretét mutatja meg. Az SSC a sejt granulaltsagardl ad informaciét. A
fluoreszcens jel pedig az adott sejtfelszini, vagy sejten belili fehérje elleni fluoreszcens jellel
ellatott ellenanyag jelét érzékeli. Ennek koszonhetéen egy sejten akar tobb fehérje is
detektalhaté kiilonboz6 fluoroforok alkalmazasaval. Az egyes fluoreszcens jelek
szétvalasztasat dikroikus tiikrok és a detektorok elétt elhelyezett optikai szlirdk teszik lehet6ve.

A jelet végll a szamitdgép dolgozza fel (Manohar, Shah and Nair, 2021). A mddszer elénye,
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hogy egy sejt tobb tulajdonsaga egyidejilileg tanulmanyozhato, és percenként akar 10000 sejt is
mérhetd, igy nem meglepd, hogy mind alapkutatdsban, mind klinikai vizsgalatokban szivesen
alkalmazzak. Példaul a kiillonboz6 T-sejt populaciok elkildnitésére is hasznaljak ezt a technikéat
(Mura et al., 2020) (Mousset et al., 2019) (Immunoldgia, 2012, 206-207. old.)

3.9. A méhnyakrak (carcinoma cervicus uteri)

N6k korében jelenleg az egész vildgon az egyik leggyakrabban el6forduld tumortipus a
méhnyakrak (Volkova, Pashov and Omelchuk, 2021). Annak ellenére, hogy egyre tobb fajta
lehet6ség adott a megel6zésre: szlirések segitségével (a szirés soran citologiai mintavétel,
bimanualis négyogyaszati vizsgalat torténik, de indolkolt esetben virus DNS-ét kimutato
teszteket is végeznek), illetve mar létezik HPV (Huméan Papilloma Virus) virus elleni oltas is
(Cselik et al., 2014, 205-229. old.) (Pulay, no date).

A tumor kialakulasahoz sok tényez6 hozzajarulhat még, mint példaul a rossz szocialis,
higéniai viszonyok, a terhességek-, vetélések-, abortuszok szama (Cselik et al., 2014, 205-229.
old.). Ennek ellenére 99,7%-ban megtalalhatd a nemiszervekre specifikus HPV virus a cervix
tumorokban, igy a HPV fert6zés mondhat6 a f6 okozonak. Az anogenitilais HPV-tipusokat
magas rizikoju (HPV 16, HPV 18, HPV 45) és alacsony rizikéju (HPV 40, HPV 44)
csoportokba oszthatjuk (Tsikouras et al., 2016), (Cselik et al., 2014, 205-229. old.) (Pulay, no
date).

A HPV virus a Papilomaviridae csaladba tartozik. Kortlbelil 50-60 nm atmérdji
kettésszala DNS-el rendelkezik (Viveros-Carrefio, Fernandes and Pareja, 2023). A virus az
epithél sejteket fertézi, és képes a gazdasejt sejtmagjaba integralédni és elbajni az
immunrendszer elél (Oyouni, 2023). Egeészséges esetben fertdzés hatasara a P53 fehérje
megéllitja a sejteket a sejtciklus Gi fazisaban vald elérehaladasaban, hogy lehetévé tegye a
gazdasejt DNS javitasat, és apopto6zist indukal, ha ez nem lehetséges. A HPV virus azonban
képes hozzakapcsolddni a P53 fehérjéhez és a lebontasat indukalni (Oyouni, 2023). Igy az
onkogén tipusokkal vald tartos fert6zés pre-invaziv elvaltozadsokhoz vezethet, ami atalakulhat

id6vel tumorra (Viveros-Carrefio, Fernandes and Pareja, 2023).

A méhnyakrak lapham vagy mirigyhdm eredetii lehet, ez utobbit rosszabb indulatinak
tartjak. Leggyakrabban lapham sejtes karcindbmak alakulnak ki, amelyek a méhnyakrakos

esetek mintegy 75%-at jelenti (Small et al., 2017).
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Kezelés szempontjabol kombinalt kezeléseket szoktak alkalmazni a betegeknek, példaul
sebészeti beavatkozas (Wertheim — féle radikalis hysterectomia kétoldali szisztematikus
medencei lymphadene lymphadenectomiaval vagy Brunschwig — féle teljes kismedencei
externacio) sugarkezeléssel alkalmazva, azon belll is féként brachyterapiaval kiegészitve, vagy
radiokemoterapias kezelést, ami magaba foglalja a sugarterapia es kemoterapia (a kemoterapia
sorén citosztatikumokat alkalmaznak, amelyek kiilonb6z6 moédokon a gyorsan 0sztodoé sejteket
pusztitjak el, igy a tumorsejteket is) parhuzamos alkalmazésat egyidejiileg. Ez utébbi joval
hatékonyabbnak bizonyult az évek soran (Naszaly and Patonay, 2001) (Cselik et al., 2014). A
sugarterapiat el6szor kiils6é sugarkezeléssel (linearis gyorsitoval) szoktak kezdeni, amit CT-
alapt, 3D besugéarzésitervezés alapajan végeznek, majd a brachyterapiaval folytatjak (HDR
(high-dose-rate) és AL (after loading). A brachyterapianal a céltérfogatra nagy doézist lehet
leadni, mivel nagyon kozel lehet felhelyezni a sugarforrast a tumorhoz, és a képalkotoknak
koszonhetden be lehet jelolni az MRI vagy CT alapi szamitdgép-vezérelt 3D-s sugarterven a

rizikoszerveket, igy az ép szovetek minimalis dozisterhelést kapnak.

A sebészeti beavatkozasok és a sugarkezelések kombinéacidit tébb csoportba lehet

osztani:

e preoperativ radioterapia (mttétet megel6z6 idészakban torténik a sugarkezelés)
e postoperativ (miitét utani idészakban torténd sugarkezelés)
e primer (definitiv) sugarkezelés (a mitét helyett torténé sugarkezelés, mivel a

tumor inoperabilis).

A dontés, hogy épp melyik kezelésre kerul sor, a betegség stadiumatol és a tumor nagysagatol
fligg (Pulay, no date) (Cselik et al., 2014).

A cervix tumoros betegeknél kialakulhatnak GU (genitourinalis) és Gl
(gasztointesztinalis) mellékhatasok a sugarkezelés kovetkeztében, melyek exponencialisan
fligghetnek a dozisterheléstdl, de a sugarérzékenységtol is. llyen mellékhatasok lehetnek a
bérerythema, a dysuria, vagy a vulvovaginitis. Ezek konnyedén kezelheték
gyulladascsokkentokkel, diétas kezelésekkel. Lehetnek azonban késéi mellékhatasok, mint a
végbélsziikiilet, fisztulaképzddés, incontinencia, vagy a kronikus cystis. Ezek a késoéi

mellékhatasok nagymértékben csdkkentik a betegeknek életminéségét (Cselik et al., 2014).
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3.10. Radiation Induced Lymphocyte Apoptosis (RILA)

A sugérterapia a betegek 5-10%-ban sulyos mellékhatasokat okoz, ezért fontos lenne
annak elérejelzése, hogy mely betegnél alakulnak ki mellékhatasok a terapia kovetkeztében. A
Radiation Induced Lymphocyte Apoptosis (RILA, sugarzas indukalt limfocita apoptdzis)
igéretes klinikai modszernek tiinik a sugarterapias toxicitas biologiai elorejelzésére (Lapierre
et al., 2022).

A sugarterapia egy nagyon fontos mddszer a dagantos megbetegedések kezelésére, mint
korabbi fejezetekben emlitettem, ma mar nagyon sokszinii, személyre szabott kezeléseket
tudnak létrehozni a beteg szamara, de egyes betegeknél olyan mellékhatasok jelentkeznek,
amelyek hosszutavon fennmaradhatnak és ezaltal csokkenthetik az életmindséget. Igy a
mellékhatasok kialakulasanak fokozott kockazataval rendelkez6 betegek eldrejelzése nagyon
fontos lenne, mert ezaltal lehetdvé tenné a kezelés modositasat €s mas kezelési alternativat

lehetne talalni ezeknek a betegeknek (Talbot et al., 2019).

Szamos vizsgalatot fejlesztettek ki az elmult évek soran, de igazan szignifikans elérést
elészor Dr. Mahmut Ozsahin és Dr. David Azaria kutatocsoportjanak sikerult elérniik 2005-
ben (Ozsahin et al., 2005). Jelenleg is fejelesztés alatt all a vizsgalati modszer, mar folyamatban
vannak a frakcionalasi tervek modositasa, illetve a gyogyszerekkel vald megeldzése a
hosszutavl toxicitdsoknak (Lapierre et al., 2022). A vizsgalathoz el6szor Li-heparinos
csovekbe vérmintakat vesznek a betegektdl, amelyekhez tenyészté mediumot adagolnak és 6
Iyuku lemezeken 37 °C-on CO2-0s termosztatban tenyésztik 24 éraig. Az inkubacids id6
leteltével kilon valasztjak a mintakat: maradnak besugaraztlan minték, kontroll mintaként és a
tobbi besugarzasra kertll 8 Gy dozissal. A besugarzott véreket és a kontroll mintakat 48 éran
keresztill tenyésztik tovabb, majd a mintakra lizispuffer kertl, hogy elpusztitsa a
vorosvértesteket és csak a fehérvérsejtek maradjanak meg. A megmaradt sejtekb6l specifikus
festékekkel megjeldlik a CD8" T-sejteket majd Pl-dal megfestik ¢ket. Végil az apoptoizald

sejteket aramlasi citométerrel vizgaljak (Lapierre et al., 2022).

A nagy RILA érték alacsony kockézatot jelent a kés6i mellékhatasok kialakulasara, mig
a kis RILA értekkel rendelkezd betegekben konnyebben alakulhatnak ki kés6i mellékhatasok.
Ennek a pontos molekularis héattere jelenleg sem tisztazott, azonban vannak hipotézisek
amelyekkel prébaljak megmagyarazni a sugarzas altal kivaltott limfocita apoptdzis betegekénti

kilénbséget és kapcsolatat a mellekhatasokkal.
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Az apoptdzis mind a tumoros, mind a normal sejtekben végbemegy a sugéarkezelés

hatdsara. A limfocitdk esetében pedig ez a sejthalaltipus megy végbe sugéarzas hataséara
(Lapierre et al., 2022).

A kis RILA érték esetében:

A sugarzas kovetkeztében ROS ( reaktiv oxigén gyok) alakul ki, amely DNS-karosodast
indukal. Abban az estben ha a DNS javitds sikeres akkor, a fibroblasztok és a T-
limfocitak egészséges sejtekkent tovabb funkcionalnak. Abban az esetben ha a DNS-
karosodasokat nem sikeril Kkijavitani tovabbi két eset torténhet: kisebb mértékben
apoptozis kovetkezik be, nagyobb mértékben szenescens sejtekke (eléregednek a sejtek)
alakulnak. Ezek a sejtek proinflammatérikus fenotipussal rendelkeznek, amelyek Gjabb
ROS-k termelését indukalhatjak. Tovabbd bFGF-t (fibroblaszt ndvekedési faktor)
termelnek amelyek védelmet nydjtanak az endotélsejteknek, de a fibroblasztok szaméara
mitogének, ezaltal fibrozis alakul ki. Ez a fibrozis lehet a felelés a mellékhatasok
kialakulaséért (6. abra).

A nagy RILA érték esetében:

Ebben az esetben, a sejtoregedés kisebb valosziniiséggel kovetkezik be, igy a sejtek
nagyobb mértékben reagéalnak az apoptozissal a sugarzasra, igy nem alakul ki fibrozis
(6. &bra).
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4. Célkituzések

TDK dolgozatom célja, hogy bemutassam kutatocsoportunk cervix tumoros betegek
mintain végzett sugarérzékenyseg vizsgalat fejlesztését, amelyben én is aktivan részt veszek. A
sugérterapia sordn a betegek 5-10%-anéal sulyos mellékhatasok alakulnak ki, ezért szlikséges
ennek a mddszernek a kidolgozasa.

Ehhez olyan 18-75 év kozotti cervix tumoros betegektél vettiink vérmintat, akik
definitiv radiokemoterapias kezelest kapnak. Ezeknek a betegeknek a vérmintaibol RILA
mérést végeztink és két évig monitorozzuk majd a sugarterapia kovetkeztében kialakult
mellékhatasokat. A betegektdl vérmintat vesziink a kezelések el6tt (ebbdl a mintabol végezziik
el a RILA mérést), és a kezelések utan 3 honappal, 1 évvel, és 2 évvel. A fehérvérsejt populacion
belul a limfocitakat, azon bellil is az apoptopikus sejtek mennyiségét mérjuk. A limfocita
tipusok, amelyeket vizsgalunk: CD8" (citotoxikus T sejt, Tc) és a CD4" (segité T sejt, Th). A
kezelést kovetdé mintakbol citrullin fehérje mérését tervezziik, mivel ezt 6sszefliggésbe hoztak
a gasztrointesztinalis mellékhatasokkal (Yoneyama et al., 2019). Minden mintavételi pontnal a
mellékhatasok monitorozasara kérdéivet toltiink ki a betegekkel, illetve képalkotd vizsgalat is
készul, igy a RILA eredményeket a mellékhatasokkal tudjuk majd validalni.

Munkank soran célunk volt laborunkban beéllitani a RILA vizsgalatot cervix tumoros
betegek esetében. A RILA hatéarértékek centrumokkent, eés betegcsoportonkent valtozhatnak,
igy meg szerettlik volna hatarozni az Orszagos Onkologiai Intézetben kezelt cervix tumoros
betegeink esetében. Tovabba célunk volt a RILA vizsgalat egyszersitése, hogy mas laborok is
at tudjak venni, igy elterjedt vizsgalat lehessen. Megvizsgaltuk, hogy szilikséges-e a CO; gaz
jelenléte a vérmintdk tenyésztése soran, hogy van-e 0Osszefliggés az egyes tarolasi és
feldolgozasi idépontok és a RILA értékek kozott, illetve lerdvidithet6-e a vizsgélat 4 naprol 3
napra. Végul megvizsgaltuk, hogy lehetséges-e a mintak besugarzasat kivaltani bleomycin

kezeléssel, igy nem venné el a gépid6t a minték besugarzasa.
Kutatémunkam soran az alabbi munkafolyamatokban vettem részt:

e vérmintak feldolgozésa

e a RILA mintak el6készitése, besugarzasa, tenyésztése
e bleomycin kezelés

e FACS méresek
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5. Vizsgalati modszerek

5.1. A kutatasban résztvevé betegcsoport:

A kutatasunk soran, olyan 18 és 75 év kdzotti cervix tumoros betegeket vontunk be,
amelyek radiokemoterapias kezelésben részestltek. A sugarterapia soran a kismedence teriilete
kertlt besugarzasra ( besugarzasi dozis: 50,4/1,8 Gy), illetve nyirokcsomo attét esetében a
nyirokcsomok (besugarzasi dozis: 56/2 Gy) is. Ezzel egyidejiileg kaptak kemoterapias kezelést:
5 ciklus ciszplatint. A ciszplatin, vagy cisz-diaminminiklor-platina, egy nehézfém komplex,
amely lassu adagolasban hatdsosabb, mivel ekkor a G fazisban sokkal intenzivebben tud hatni
az ott 1év6 sejtekre. Képes keresztkotéseket Iétrenhozni a DNS-ben 1év6 purin bazisokkal, igy
megakadalyozza a DNS javitasat, és apoptozist indukal (Aldossary, 2019) (Dasari and
Tchounwou, 2014). A teleterapiat és kemoterapiat kovetden pedig brachyterapias kezelést
kaptak a betegek (besugérzési dozis: 4 alkalommal 7 Gy-t). Természetesen a protokoll
betegenként kis mértékben eltérd lehet, annak fliggvényében, hogy a beteg miként viselte a

kezelést, ugyanis személyre szabott kezelést alkalmaztak minden beteg esetében

5.2.  Acitrullin méréshez sziikséges mintak elokészitése:

A RILA vizsgalathoz nem hasznalt vérbol Ficolos gradiens centrifugalassal valo PBMC
(peripheral blood mononuclear cell) elvalasztast végeztiink. Ez a metodika a vér szeparalasaért
felel, hogy a fehérvérsejteket és a plazmat el tudjuk kiiloniteni a vérbdl, és hogy hosszutavon
tudjuk tarolni oly modon, hogy ezeket a késdbbiekben is fel tudjuk majd hasznalni. A betegtdl
levett vér Li-heparinos csében érkezik (18-27 ml). A vert lecentrifugaljuk 3000 rpm
fordulatszamon 10 percig, majd dvatosan leszivjuk a plazmat és fagyasztocsovekbe helyezziik,
amelyeket el6szor Mr.Fosty-ba (izopropanolos edény, ez felel a sejtek gyors és egyenletes
fagyasztasaért) tessziik, majd -80 °C-os hiitdbe helyezziik. Amennyi plazmat leszivtunk, annyi
PBS-el toltjiik fel a vért. Egy tiszta tenyésztécsdbe belepipettazunk 3 ml Histopaqot majd a
PBS-el feltoltott vért Ovatosan réapipettazuk a Histopaq tetejére. A féket kikapcsoljuk a
centrifugan, majd 2500 rpm fordulatszamon 15 percig centrifugaljuk. A kivalt ,,felh6” réteget
egy Uj Falcon csébe tessziik és 5 ml hideg PBS-t adagolunk hozza. Ezt 3000 rpm
fordulatszamon 10 percig centrifugaljuk. A centrifuga lejartaval ledntjuk a feltlUszot és Gjra 5
ml hideg PBS-t adunk hozza. Ujra ledntjiik a feliiliiszot a centrifuga lejartaval majd végsd
lepésben csévenként 500 pl FBS, 400 ul RPMI és 100 pl DMSO felszuszpendaljuk a sejteket
majd 1000 pl-ként Cryo csdvekbe tessziik 6ket és azokat Mr.Frosty-ba helyezzik a plazmak

mellé. A plazmakat és a sejteket hosszu tavon folyékony nitrogén tartalyokban taroljuk. A
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plazma mintdkbol tervezzik majd a citrullin  fehérje méreéset ELISA-val vagy

kromatorgrafival.

5.3.  RILA (Radiation Induced Lymphocyte Apoptosis) merés:

A betegektdl levett vért sejttenyészt6 oldatba tessziik. A 200-200 pl vert pipettdzunk 2
db Cryo cs6be és 4 db 15 ml-s Falcon cs6be, majd ezekhez adagolunk 2000 pl tapoldatot (20%
FBS + RPMI). A Cryo csévekben 1évé mintakat besugarazzuk 8 Gy-el (1 Gy/perc), ennek idejét
feljegyezzikk. Ezt kovetdéen a mintakat 5% CO,-0s termosztatban 37 °C-on taroljuk a
besugarzashoz képest 48 Oran at. A 24 ora leteltével a 4 Falconban 1évé mintabol kett6t 70,
illetve 80 pug/ml bleomycinnel kezeliink (a bleomycin egy citosztatikum, mely megakadalyozza
a sejtek szaporodasat, pontosabban a DNS szintézist gatolja, illetve DNS kettés toréseket hoz
Iétre a daganatos sejtekben, tehat hasonld DNS karosodast okoz, mint a sugarkezelés (Bender
etal., 1989)) 5 dra elteltével a mintak lecentrifugalasa és PBS-es mosasa utan tovabbi tapoldatot
adagolunk, majd visszahelyezziik 6ket a termosztatba tovabbi 17 oOrara. Az id6 leteltével
lecentrifugéljuk a mintékat 5 percig 2500 rpm fordulatszamon, majd 5 pl CD4-eFluor 506
(invitrogen 69-0049-42) és 10 pl CDB8-FITC (Merck, Termecula California 92590,
MABF1674) ellenanyagokkal 200 pl PBS-ben, szobahdmérsékleten, fénytdl elzartan,
folyamatos razatassal, 20 percig jeloljik a sejteket. Ezutdn 3 ml egyszeres lizis puffert (BD
FACS Lysing Soultion, 349202) adunk a sejtekhez, hogy a vordsvértestektdl megtisztitsuk a
mintat, és tjra 20 percig fénytdl elzart teriileten inkubaljuk 6ket. Ezt kovetden lecentrifugaljuk
a mintdkat majd megismételjiik az el6z6 lizalo 1épést. Ujabb centrifugéléast, majd 4 ml PBS-es
mosast és centrifugalast kovetéen DNS festést végziink a sejteken. 200 ul FACS pufferben (5
mM EDTA, 25 mM Hepes, 1% BSA, PBS) felvessziik a sejteket, majd 5 pl Propidium-jodidot
(PI) és 10 pl RNase-t adunk hozzajuk 2 percig. Az RNase-o0s kezelésre azért van szlikseg, hogy
a mintdban 1évé RNS-ekhez ne tudjon kapcsolddni a PI, igy ne kapjunk miiterméket. Ezt
kdvetden tovabb higitjuk 200 pl FACS pufferrel, majd atsz{irjiik 40 pm szirén FACS csévekbe
(7. abra). A mérést BD FACS Canto Il. Flow Cytometer-en végeztik, BD FACS Diva
softwerrel a kovetkezd mérési paraméterekkel FSC: 250 V, FSC threshold: 3000 V, SSC: 300
V, FITC: 500 V, FITC threshold: 800V; PE: 350 V, AmCyan: 620 V. Mintanként 4 percig

mérunk. A mérés lépsei és egy minta mérési eredménye a Flggelék 9.1. fejezetében lathatdak.

Betegenkent az alabbi mintakat mértuk:
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2 db 0 Gy, 2 db 8 Gy, 1 db 70 pg/ml Bleomycin, 1 db 80 pg/ml Bleomycin

‘—§+ CD4-eFluor506
vérminta tenyésztés 24 dran besugarzas sejttenyésztés limfocitak festése FACS mérés
keresztiil 48 oraig CDS8-FITC ea-gal és PI-
5 Em = En dal
HEE _» 0y — 55 —> e
\BGY—> — > - -

|!ﬁ

Bleomycin

7. abra: A RILA protokoll [épései (Ariane Lapierre et al., Cancers, 2022. alapjan médositva)
5.4. Mellékhatasok nyomonkdvetése

A kutatasban résztvevoket egy irdsos tajékoztatoban tdjékoztatjuk, a kutatds pontos
menetérol. A betegektél 4 alkalommal vesziink vérmintat. Az elsd vérmintat a kezlelést
megel6zden vessziik le a betegekt6l, majd 3 honap elteltével, 1 év és végiil 2 ev elteltével
vesziink mintdkat. Minden alkalommal 2 db 9 ml-s Li-Heparinos cs6 vért vesziink le a
betegektdl, ami elenyész6 mennyiség, nem terheld a szervezet szamara. Ez vérvételenként 16
cm? vért jelent , ami a testben keringd vér teljes mennyiségének koriilbeliil 0,4%-a. Az elsd
alkalommal RILA vizsgalatot végziink a levett vérbdl. A tovabbi alkalmakon citrullin (az L-
citrulin egy nem eszencialis aminosav amely a majban és a belekben termelédik, nagyon
specifikus metabolizmussal rendelkezik, a vérben 1év6 mennyiségekorrelal a gastrointestinalis
mellékhatasok kialakulasaval (Yoneyama et al., 2019) ) aminosavat terveziink mérni, valamint
olyan gyulladasos fehérjék mennyiségét, amelyek dsszefliggésben lehetnek a mellékhatasok
sulyossagaval, hogy tovabbi markereket talalhassunk a mellékhatasokhoz (Papadia et al., 2018)
(McRae, 2016) (Zhang et al., 2021)

Tovabba minden alkalommal EMBRACE Il (Fuggelék 9.2.), EORTC-QoL-C30
(Flggelék 9.3.), és EORTC-Cx24 (Fuggelék 9.4.) kérdéiveket toltlink ki a betegekkel, hogy
monitorozzuk, az estelegesen fellépé mellékhatasokat. Ezek a kérdéivek nemzetkozileg

elfogadott és hasznalt kérddivek.
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6. Eredmények

6.1. RILA értekek meghatarozésa cervix tumoros betegek esetében

Eddig 84 beteget vontunk be a vizsgalatunkba. Mindegyik betegnél a kezelés elotti
vérvételnél elvégeztiik a RILA vizsgalatot és felvettiik a kezelés el6tti tiineteiket a kérddivek
segitségével. A vérbol a RILA méréshez tenyészeteket inditottunk. A megmaradt vért
ficolozéassal szétvalasztottuk, és a plazmat és a fehérvérsejteket eltettiik késobbi vizsgalatokhoz.
A RILA tenyészetekbdl elvégeztiik a RILA vizsgélatot, és megallapitottuk minden betegnél a
CD8" és CD4" RILA értékeket. A FACS-os mérés soran elészor FSC-SSC dotploton
bekapuztuk a limfocita sejtpopuléciot, a limfocitak kis mérete és kis granulaltsaga alapjan. Ezt
kovetben elkiilonitettiik a CD8" sejteket a FITC fluoreszcens jel, illetve a CD4" sejteket az
AmCyan fluoreszcens jel segitségevel. Ezen belll pedig a méret és DNS tartalom, amit
propidium-jodiddal (PI) jel6ltiink (PE fluoreszcens jellel detektaltunk), alapjan azonositottuk
az apoptotikus testeket, mivel a kis méretii, kisebb PI jellel fognak rendelkezni az apoptotikus
testek (Crompton et al., 1999). A Pl ép sejtmembranon nem képes athatolni, igy csak a halott
sejteket fogja megjeldlni (Crowley et al., 2016). Az igy mért mintakbol megéllapitottuk a RILA
értékeket, amit igy kaptunk meg, hogy a 8 Gy-el besugarazott mintak mért értékébdl kivontuk
a kontroll (0 Gy) mintdk eredményét. Ezt kovetden pedig meghataroztuk a cervix tumoros
betegeinkre vonatkoz6 hatarértékeket CD4" (0,28%) és CD8" (-0,03%) limfocitak esetében is
(8. &bra), amit az alsé kvadrans megallapitasaval tettlink meg. Ennél az értéknél kisebb RILA
értékkel rendelkezd betegek nagy valdszintliséggel sugarérzékenyek, igy naluk feltételezhetéen
ki fognak alakulni kés6i mellékhatasok, ezért az 6 kezelésiik esetében modositani lehetne a
protokollt. A mert értékeink nagyon hasonl6ak az eddigi irodalmi adatokhoz, azonban a

végleges hatarérték megallapitasahoz még validalni kell ezeket az adatokat a mellékhatasokkal.
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6.2. RILA mérés beallitasa

Szeretnénk a RILA mérést mas laborokban is bevezetni, hogy minél elterjedtebb
vizsgalat lehessen, ezért megvizsgaltuk, hogy van-e 0sszefliggés az egyes tarolési és
feldolgozasi idépontok (tarolasi idd, preirradiacids ido, posztirradiacids id6, FACS mérés eldtti
1do, teljes feldolgozasi id6) €s a RILA értékek kozott. A tarolasi id6 az az id6, ami a vérvételi
iddpont és a tap hozzamérése kozott eltelik. A preirradiacios id6 a besugarzas elétti inkubacios
1d6 (a tap hozzaadasa és a besugarzas kozti id6). A posztirradiacios id6 a besugarzast kovetod
inkubacios 1d6 (a besugarzas utan a vordsvértestek liziséig eltelt 1d6). A FACS mérés elotti id6
pedig a vorosvértestek lizisétél a FACS mérésig eltelt id6. Azt talaltuk, hogy csak a CD4"
limfocitdk esetében a posztirradiacidos idé novekedése valtoztatott szignifikansan a RILA
értékeken, a CD8" limfocitak esetében pedig egyik tarolasi vagy feldolgozasi id6 valtozasa sem
valtoztatott szignifikdnsan a RILA értékeken (1. tablazat). A posztirradiacids id6 novekedését
ki tudjuk kiiszobolni, ha az egyes feldolgozasi 1épéseket mindig ugyanannyi id6 elteltével
végezziik el, igy a CD4" limfocitak esetében tapasztalt valtozast meg tudjuk oldani. Tehat

megallapithatjuk, hogy a mddszer beallitottnak tekinthetd.

tarolsi id6 (h) preirradiacios posztirradiaciés | FACS mérés eldtti idoé
ido(h) ido (h) (h)
CD8+ 0,0325 -0.134 -0.106 -0.019
CD4+ -0.093 -0.125 -0.222 -0.049

1. tablazat: Spearman korrelacios koefficiensek a preparalasi idék és a RILA eredmények kozott: Csak a
CD4" limfocitak esetében a posztirradiacios idénél volt szignifikans kiilonbség (n=84). Szignifikancia esetén: a
pozitiv korrelaciénal: kicsi: [0-0,5]; kozepes: [0,5-0,7]; nagy: [0,7-1,0]; negativ korrel&ciéndl: kicsi: [0--0,5];
kdzepes: [-0,5--0,7]; nagy: [-0,7--1,0].

6.3. RILA modszer egyszeriisitése

Célunk volt a RILA moddszer egyszeriisitése annak érdekében, hogy mas laborok is
konnyen at tudjak venni, és igy a klinikumban elterjedt vizsgalat lehessen. Az irodalom alapjan
CO- hasznalatara lenne szlikség a vér tenyésztése soran, azonban valdjdban a limfocitak
tenyésztéséhez nem sziikséges (Azria et al., 2015) (Bender et al., 1989). A kromoszdéma
preparatumok készitésénél a limfocitdk tenyésztéséhez laborunk sem hasznal CO2-ot, igy
megvizsgaltuk, hogy elhagyhaté-e, hiszen ez is kdnnyitené a moddszer elterjedését mas
laborokban, ahol nincs olyan felszerelés, hogy CO2 hasznélata lehetséges lenne. Nem talaltunk

szignifikans kiilénbséget sem a CD8", sem a CD4" limfocitak esetében a CO2 mentes és CO»-
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os tenyésztés esetében a RILA értékek kozott (9. abra). Igy megéllapithatjuk, hogy a CO>
CD4+ RILA

CD8+ RILA

alkalmazasa elhagyhatd.
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70 pg/ml bleomycin CD4+ RILA (%)

10. &bra: A RILA értékek eloszlasa 70 és 80 pg/ml koncentracioju bleomycin kezelést kovetéen CD8* és
CD4" limfocitak esetében. Mindkét koncentracid a sugarazott mintdkhoz hasonl6 eloszlast mutatott (n

A vizsgalathoz a vér besugarzasa sziikséges, ami elveszi a gépiddt, igy nagyszamu beteg
esetén problémat jelenthet, ezért megvizsgaltuk, hogy a sugarzas kivalthaté-e bleomycin
alkalmazésaval. A bleomycin olyan kemoterapias szer, amely sugarmimetikum, tehat hasonlo



DNS kéarosodast okoz, mint a sugarkezeles, igy alkalmas lehet a sugarzas modellezésére
(Bender et al., 1989). Egy francia cég mér kidolgozta, hogyan lehet alkalmazni a bleomycint
erre a mérésre, azonban ez nem publikus adat, igy nekunk kellett kikisérleteznunk, hogy mi
lehet a megfelel6 koncentracid és alkalmazési id6. Laborunk a kromoszoéma preparatumok
készitésénél hasznalja a bleomycint, és ehhez hasonléan ennél a vizsgalatnal is a tenyésztés
masodik napjan (24 6raval a mérés elott) 5 oran at alkalmazott bleomycin kezelés tiinik a
leghatékonyabbnak. Tovabbd a 70 és 80 pg/ml koncentracidé mutatta a sugarkezeléshez
leghasonlobb eloszlast (10. abra). Azonban a vegleges koncentracio megallapitasahoz itt is az

eredmények mellékhatasokkal val6 validalasara van még sziikseg.

Az irodalomban vitatott, hogy sziikséges-e a besugarzas el6tt tenyésztési nap (Talbot et
al., 2019). Ha ez a tenyeésztési lépés elhagyhatd lenne, akkor a vizsgalat kivitelezése 4 nap
helyett 3 napra csokkenthetd lenne, igy akar tobb mintat lehetne egy héten vizsgalni. Ezért
elkezdtiik a mintak 3 és 4 napos vizsgalatat is. E16szor megvizsgaltuk, hogy az egyes tarolasi
és feldolgozasi id6pontok a 3 napos tenyésztésnél befolyasoljak-e a RILA értékeket. A CD8*
limfocitdk esetében egyik id6 valtozasa sem okozott szignifikans valtozéast a RILA értékekben,
mig a CD4" limfocitak esetében 4 napos protokollnal csak a FACS mérés elétti id novekedése

mutatott szignifikans valtozast (2. tablazat).

irolisiide (ny|  PreITadidcios  |posstirmadidcios | FACS mérés elottiidé | d;ge‘:]z:i 6
idé6(h) idé (h) (h) (h)
3napos |CDs+ 0.037 0.085 0.087 0.006 0.039
protokoll [cpat|  ©0.039 0.057 0.224 0.085 0116
0.001 0.089 0.186 0.003 0.259
0.337 0.203 0.172 0.418 0.179

2. tdblazat Spearman korrelacios koefficiensek a preparalasi idok és a RILA eredmények kozott 3 €s 4 napos
protokollal. Csak a CD4* limfocitak esetében 4 napos protokollnal a FACS mérés el6tti id6 novekedése mutatott
szignifikans véltozast (n=26).
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11. dbra: RILA értékek 3 és 4 napos tenyésztést kovetéen. Sem a A. CD8* limfocitak esetében (p=0,1000), sem
a B. CD4" limfocitak esetében nem volt szignifikans kiillénbség (p=0,1085). Mann-Whitney tesztet alkalmaztunk,
az atlag + szoras lett abrazolva.

A 3 és 4 napos értékek kozott sem volt szignifikans kulénbseég (11. dbra). Ahhoz
azonban, hogy biztosan meg tudjuk allapitani, hogy a 3 napos mérés mennyire megfeleld még

szlikség van a mellékhatasok 2 éven at tartd nyomon kovetésére.

6.4. Mellékhatasok nyomon kovetése

Betegeinknél a kialakult mellékhatasokat 2 évig kérdéivek és képalkotd vizsgalatok
segitségevel kdvetjik a kezelés utan. Eddig a betegcsoportunkbdl 42 ember jutott el a 3 hdnapos
idOpontig, igy ebbdl az idépontbdl van elézetes eredménylink a mellékhatasokra vonatkozéan.
3 honapnal mellékhatasok mértékében még nincs szignifikans kulonbség a kis és nagy RILA
csoportok mellékhatas értékei kdzott (12. abra), ami valdsziniileg annak koszonthetd, hogy a
RILA akésdi mellékhatasok kimutatasara alkalmas modszer, igy feltételezhetoen az 1 és 2 éves
mérési pontokndl lesz kiilonbség a kis és nagy RILA értékkel rendelkezd csoportok kozott
(Brengues et al., 2017) (Brengues et al., 2017).

Eddigi eredményeink alapjan dgy tlinik, hogy a CD8" limfocitak érzékenyebben
reagalnak a sugarzasra, mint a CD4" limfocitak. Irodalmi adatok alapjan pedig elmondhatd,
hogy a CD8" limfocitdk RILA értéke jobban korrelal a mellékhatasokkal, igy ezeknek a
sejteknek a vizsgalataval jobban ki lehet mutatni a sugarérzékeny betegeket (Ozsahin et al.,
1997) (Ozsahin et al., 2005). Az 5. bran ezért a CD8" limfocitak RILA értékeit abrazoltuk, és

azokat a mellékhatasokat mutatjuk be, amelyek 3 hdnapnal megjelentek a betegeinknél.
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12. abra: CD8+ limfocitak RILA értékek 3 hénappal a kezelést kovetden jelentkezé mellékhatasokkal
validalva: A. hasmenés (p=0,1293) B. székrekedés (p=0,6059) C. trombozis (p>0,999) D. hasi fajdalom
(p=0,0711) E. medencetajéki fajdalom (p=0,8565). Egyik esetben sincs szignifikans kiilonbség a kis és nagy

RILA értékkel rendelkez6 betegek csoportjai kozott. Mann-Witney tesztet alkalmaztunk, az atlag + szoras lett
abrazolva.
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7. Osszefoglalas

A sugarkezelés okozta mellékhatasok, amelyek lehetnek korai vagy késéi mellékhatasok, a
betegek jelentds részét erintik. Ezeknek a megjelenése és erdssége egyénenként teljesen eltérd
lehet, abban az esetben is, ha a betegek azonos mennyiségii sugardozist kapnak egy kezelés
sorén. Ezért sziilkség lenne a kezelés megkezdése elbtt letesztelni az egyéni sugarérzékenységet

a pacienseknél, igy annak fliggvényében lehetne médositani a kezelésiiket.

Jelenleg még nincs egy elfogadott vizsgalati modszer, amelyet alkalmazni lehetne a
sugarérzekenység mérésére. Ezért célunk volt kialakitani egy olyan modszert, amely
konnyedén alkalmazhato, rovid idén beliil kiértékelhetd, és nem tul draga. A TDK munkam
soran a RILA (Radiation Induced Lymphocyte Apoptosis) modszert finomitottuk, és eddigi
méréseink alapjan igéretes eredményeket kaptunk. Legfébb célunk az volt, hogy olyan
vizsgalatot alakitsunk ki, amely a klinikumban alkalmazhaté lehessen és mas laboratériumok

is kénnyen at tudjak venni.

A moddszer 6nmagaban a betegek szdmara a lehetd legkevesebb kellemetlenséggel jar,
hiszen vérmintabol végezziik a mérést, illetve elenyész6 mennyiségli vérre van szilkseg hozza.
A Kkutatdsba olyan betegek keriltek bevonasra, akik 18-75 év kozotti cervix tumor miatt
radiokemoterapias kezelést kaptak. Azért esett a valasztasunk a cervix tumoros betegekre,
mivel nék korében ez az egyik leggyakrabban el6forduld tumortipus az egész vilagon, €s a

sugarkezelés okozta késo1 mellekhatasok jelentds mértékben rontjak a betegek életmindségeét.

Az eddig elért eredményeink kdzé sorolhatjuk, hogy sikerilt a RILA mérést beallitani
laborunkban. Meghatéaroztuk a RILA hatarértékeket cervix tumoros betegek esetében a CD4*
(0,28%) és a CD8" (-0,03%) limfocitakra nézve. Azok a betegek, akik ezeknél az értékeknél
kisebb RILA értékkel rendelkeznek nagy valoszinliséggel sugarérzékenyek, igy mar a kezelés
megkezdése elétt naluk modositani lehetne majd a protokollt, ezzel elkeriilve a késéi
mellékhatasok kialakulasat, amelyek nagymértékben rontjdk a betegek életszinvonalat.
Munkank soran egyszertsitettik a mérési protokollt. Nem taldltunk szignifik&ns kilonbséget a
CO.-0s és a CO2 mentes tenyesztés kozott, ezert ezt elhagyhatdnak tekintjuk a tovabbi
vizsgalatokhoz. A mintak besugarzas el6tti tenyésztési napjanak szlikségessége az irodalomban
elégge vitatott, ezert méréseket végztiink 3 és 4 napos mintakon is. Eddig nem tapasztaltunk
szignifikans kilonbséget, azonban a teljes protokoll lerdviditésehez még szilkseg van a
mellékhatasok kiértékeléséhez. A mintdknak a besugarzasat szeretnénk kivaltani, hogy ne

vegyen el gépidbt a betegektdl, illetve, hogy olyan laborokban is elvégezhetd legyen a vizsgélat,
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crer

bleomycin kezeléssel probaltuk kivaltani, hiszen a bleomycin hasonlé DNS kéarosodasokat
okoz, mint a sugérkezelés. Ahhoz, hogy eldontsiik melyik koncentrécio a legalkalmasabb a

besugarzas kivaltasra még szintén szikseég van a mellékhatasokkal val6 validalasra.

Tovébbi céljaink kozé tartozik a citrullin, és olyan gyulladasos fehérjék mennyiségnek
mérese, amelyek 0Osszefiiggésben lehetnek a mellékhatasok kialakuldsaval, hogy tovabbi
markereket talalhassunk a sugarérzékenység kimutatasara. A mellékhatasok kiertékelését
kovetden a RILA mddszer protokolljanak véglegesitése, és a merési mddszer klinikumba valo

elterjedésének segitése.
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9. Flggelék

9.1. RILA méreés laboratoriumi eljaras lépései és eredményei:

9 ‘l‘ -1_7"' ‘ 7‘,' ‘
13. abra: RILA vizsgalat lépései: 1-2. mintak besugarzasa 3. mintak tenyésztése 4. bleomycin kezelés 5. sugarazott mintak
athelyezése falcon cs6be 6. centrifugalas 7. feltliszo leszivasa 8.CD8-FITC ellenanyag hozzdadasa 9. CD4-eFluor506 ellenany
hozzaadasa 10. mintadk sotétbe helyezésell. mintak lizise 12. mintak sttétbe helyezése 13. PBS-es mosas utani allapota a
mintaknak 14. P festés 15. RNaz kezelés 16. mintak felszuszpendalasa 17. mintak higitasa és sziirése 18. mintdk mérése
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9.2. EMBRACE kérdéiv

| IEm Honapok
Idd| 0 3 |12 | 24

Datum

Gl CTC vd. 0

T. Hasmenes I Grade: |

1. A szeklet gyakorisaga emelkedett, de keveseblb, mint 4x naponta; stoma: mérséklet ceerélési kenyszer

2. A szeklet drités gyakorisaga emelkedett napi 4-6 alkalom; inflzio sziikséges =24 h; kizepes coerélési
[ienyszer stomasoknal; a napi tevékenységet nem befolyasolja

3_ A szeklet Orités gyakorizaga emelkedett napi 27; inkontinencia; infuzio sziikséges 224 h; korhazi apolas;
gatolja a napi tevékenységet

4_Eletet fenyegett kivetkezmények (pl.: hemodinamikai collapsus)

5. Halal
P2 Szckrekedes I Grade: |
1. Alkalomszenl vagy idéglenes tinetek;iddnként székletlagyitd, hashajtd, étrend madositas vagy bedntés
2. Tartos tinetek rendszeres hashajto vagy bedntes szikseges
3. Gatolja a napi tevékenyseghen; székrekedes, amelyhez ke eltavolitas szikseges
4. Eletet fenyegetd kivetkezmények (pl.: bélelzarodas, toxikus megacolon)
5. Halal
I SZenet Inkontnencia I erage: |

1. Esetenkent sziksége van betetre

2. Mindennap szikséges a betet hasznalata

3. Gatolja a napl tevekenysegben; mutetl beavatkozas szukseges

T, wegnelgyulladas [TOCTS] I Grade: |

. Rectalis diszkomfort, nem igényel beavatkozast

[t | =

. Tunetek jelentkeznek: orvosi beavatkozas szilkséges, korlatozza a napi aktivitast

3. Sulyos tinetek, sirgetd székelesi inger vagy inkontinencia: gatolja az énellatast vagy a napi aktivitast

4. Eletet fenyegeto kdvetkezmenyek (pl.: perforacio); akut beavatkozast igenyel

verzooldalon hemostasis)

5. Halal
5. Gl vérzés Anus Lrade:
Rectum Grade:
Sigma erage:
Colon Grade:
Vekonybel Grade:
1. Enyhe, egyeb beavatkozast nem igenyel, mint a vas potlast
2. Taneti és orvosi beavatkozas, vagy kisebb kauterizalas szilkséges
3. Transzfuzio, infervencios radiolegia, endoszkopia, vagy miteli beavatkozas, sugarierapia (ugymint a

4_Eletet fenyegeto kivetkezmenyek: akut beavatkozast igenyel

=. Halal
6. Stenosis ANus Grade:
Rectum Grade:
Sigma rade:
Colon Grade:
Vekonybel arade;

1. Tunetmentes; csak klinikai vagy radiologiai lelet

2. Tunetek; megvaltozott Gl funkcio

3. Tanetek és sulyosan megvaltozott Gl funkcid (pl.: megvaltozott &tkezési szokasok, hasmenés, vagy Gl
folyadek vesziés); inflzio, mesterséges taplalas, vagy teljes parenteralis taplalas szikséges 224 h; mitati
|beavatkozas szikséges

4 Eletet fenyegetd kivetkezmények; mitéti beavatkozast igényel komplett szervi resectio (pl.: total

5. Halal

1. oldal
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7. Fistula Anus arade:
Rectum Grade:

Sigma Grade:

Colon arage:

Vekonybel Grade:

1. Tunetmentes; ceak radiclogiai lelet

2. Tanetek; megvaltozott Gl funkcio (pl.: megvaltozott tkezési szokasok, hanyas, vérzés, hasmenés);
|infizio szikséges <24 h

3. Tanetek és sulyoszan megvaltozott Gl funkcio (pl.: megvaltozott &tkezési szokasok, hasmenes, vagy Gl
folyadék vesztés); infuzio, mesterséges taplalas, vagy teljes parenteralis taplalas szikseges =24 h; mitéti
|beavathozas szikséges

4. Eletet fenyegetd kévetkezmények; mitéti beavatkozast igényel komplett szervi resectio (pl.: total
colectomia)

=. Halal

T. EQ'_I,I'EE QGSIFD? NEEER | Lradel |

a)

| (3]

)

d)

ADL: (Activities of daily Iiving) Mindennapi teendok. & mindennapi elet feladatai.

Self care ADL (napi tevekenyseg. Vagy onellatas): etkezes, az ditdzkodes, a felkeles, vagy a lefekves, a
flirdes es a toalett.

[ADL (Instrumental actvities of daily iving): Tozes, pénzkereses, vasarlas, hazamunka, s a telefon

GU, CTC v3-4.0

4. Vizelet gyakorisagl siirgosseg | Grade: |

1. Az alapallapothoz kepest 2x-er gyakoribb vizelés vagy &jszakai vizelés, bevizelés

2. Az emelkedés a normalisnal 2x tobb, de kevesebb, mint drankeént

3. Orankent tibbszdr; sirgds vizelési inger; katéter szilkseges

10. Vizelet inkontinencia | Grade: |

1. Esetenkenti (pl.: kihdgesnel, tisszentésnel, sth.), betdt nem szikseges

2. Spontan, betét szikséges, mindennapi eszkizds aktivitast limitalja

3. A napi tevékenységben gatolja; beavatkozas (pl.misphincter, kollegeén injekcio sth), operacio
srilkseges, onellatast gatolja

11. Cystitis | Grade: |

1. Tanetmentes

2_ Mehezitett gyakori vizelés; makroszkopos hematiria

3. Transzfuzio; iv fajdalomcsillapito injekcio; holyag imigacio szikséges

4. Nagyon sulyos vérzés; akut beavatkozas szikseges

5. Halal

12. GU verzes Holyag Grade:

Ureter Grade:
Uretra Grade:

1. Enyhe, egyéb beavatkozast, mint pl vas potlas nem igényel

2. Taneti &s orvosi beavatkozas, vagy kisebb kauterizalas szikseges

3. Transzflzio, intervencios radiologia, endoszkopia, vagy mitesi beavatkozas szikseges; sugarterapia
(Ugymint a verzboldalon hemostasis)

4. Eletet fenyegetd kivetkezmények; akut beavatkozast igényel

5_Halal
13. Stenosis Holyag Grade:
Ureter Grade:
Uretra Grade:
1. Tanetmentes; csak radioldgiai vagy endoszkapos lelet, intervencid nem szikséges

2. Tanetek jelentkeznek. de nincs hydronephrosis, sepsis vagy vese dysfunkcid;

tagitas vagy katéterezes (holyag vagy suprapubicus|szikséges

3. Tanetek s megvaltozott szerv funkcio (pl.: sepsis vagy hydronephrosis, vagy vese dysfunkcio);

elektiv (radiclogiai, endoszkopos vagy sebeészi) beavatkozas srikséges

4. Eletet fenyegetd kivetkezmények azonnali singds miitéti beavatkozast igényel

5. Halal

2. oldal
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14, Fizstula Halyag Grade:

Ureter Grade:

Uretra Grade:

1. Tinetmentes, caak radiologiai lelet

2. Tunetek; non-invaziv beavatkozast szikseges vagy maximum katéterezés (holyag vagy suprapubicus)
lpermanens vizelet deviacio

3 Tinetek gatoljak az dnellatast, elektiv (radiologiai, endoszkopos vagy sebészi) beavathozas sziikséges

4_ Eletst fenyegetd kivethezmenyek:azonnali sirgds mutéti beavatkozast igényel

5. Halal

15. Egyeb holyag 1 Grade: |

a)
| ]

)

d)

[Vagina, CTC va.0

[Rendszeres vaginalis tagitas 1 Grade: |

0: nincs

2. igen

9. nem ismert

16. Hiively szarazsag [ Grade: |

1. Enyhe, nincs hatassal a szexualis életre

2. Gatolja a szexualis funkciot; fajdalmas kozdsllés, beavatkozas szikséges

3. Sllyos hilvelyszarazsag, fajdalmas kdzosilés vagy sulyos diszhomfort

17. Vagina stenosis! hosszusag 1 Grade: |

1. Tinetmentes, enyhe hiavely révidilés vagy szukilet

2. Hively szlkilet ésfvagy révidilés nem gatolja a fizikalis vizsgalatot

3. Hively szikilet ésfvagy rdvidilés, mely gatolja a tampon hasznalatot, szexualis életet vagy fizikalis
vizsgalatot

18. Verzes (menstruaciot Kiveve) 1 Grade: |

1. Minimalis vagy mikroszkopikus vérzés, beavatkozas nem szikséges

2. Sulyos vérzés, gydgyszeres kezelés

3. Transzfuzio, radiologiai beavatkozas, endoszkopos vagy mutéti beavatkozas szikséges, sugarterapis
(vérzéscsillapitas a vérzés helyén)

4_ Eletet fenyegetd kivetkezmenyek azonnali sirgds muteti beavatkozast igényel

5. Halal

™ Fajdalmas kozosules 1 Grage: |

1. Enyhe diszkomfort vagy fajdalom behatolaskor, mely sikositokkal vagy dsztrogénnel teljesen

2 Kizepes diszkomfort vagy fajdalom behatolaskor, mely csak részlegesen enyhithetd sikositokkal vagy

3. Sllyos diszkomfort vagy fajdalom behatolaskor, mely nem envhithetd sikositokkal vagy Geztrogénnel
oldhatd

I=n. Vagina mucositis 1 Grage: |

1. Mucosa enythemaja; minimalis tinetek

2. Foltos ulceratio; kizepes tinetekkel vagy kdzdsilési képtelenség

3. Osszefolyd ulceracid; vérzés sériléssel; nem képes elviseini a hiivelyi vizegalatot, a kézdsilést vagy a
tampon felhelyezését

4. Sziveti necrosis; szignifikans spontan verzeés; eletet fenyegetd kivetkezmenyek

21, Fistula 1 Grade: |

_ Tanetmentes, csak radiclogiai lelet

. Tunetek; non-invaziv beavatkozast szikséges

. Tunetek gatoljiak a napi tevékenységhen; invaziv beavatkozas szikséges

_ Eletet fenyeqgetd kivetkermények: részleges vagy teljes szervi resectio, allandd vizelet elveretés

G| [ G | ed | =2

. Halal

3. oldal
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22. Egyeb hiively | Grade: [

Specialis kategoria:

ADL: {Activities of daily living) Mindennapi teenddk. A mindennapi élet feladatai.

Self care ADL( napi tevékenyseg. Vagy dnellatas): étkerés, az oltdzkodés, a felkelés, vagy a lefekvés, a
firdés és a toalett.

IADL (Instrumental activities of daily living): fozés, pénzkereseés, vasarlas, hazimunka, és a telefon

rNyierkeringés CIC va.0

23. Oedema: vegtag 1 Grade: |

1. 5-10 % kdlGnbség a két végtag kizdtt a térfogathan vagy a kirfogathan ahol a lathato kildnbség a
legnagyobl; megtekintéskor duzzanat vagy az anatomiai szerkezet megvaltozasa lathatd, ujjbenyomatot
megtartd oedema

I 2. 10 és 30 % kozitti a kilonbseg a ket vegtag kozdtt a térfogathan vagy a kdrfogatban ahol a lathato
kilinbség a legnagyobb; kdnnyedén lathatd az anatomiai szerkezet megvaltozasa; borredok eltinése;
anatomiai kirvonal megvaltozasa

3. 30 % feletti a ket végtag térfogata kdzotti kilénbseg; nyirokfolyas; nagy éltérés a normal anatomiai
[hontirtdl; gatolja a napi tevékenyseéget

4. Rosszindulat) progresszio { Ogymint lymphangiosarcoma); amputacio szikséges, rokkatsag

5. Halal

24, Fajdalom
Hasi Grade:
Medencetajék Grade:
Hat Grade:
lzom, csont, lagyrész | Grade:

. Mapi tevékenységgel nem interferald, enyhe fajdalom

1
2. Mérsekelt fajdalom:a fajdalom vaagy a fajdalomcsillapita hasznalata zavargd,

de a napi tevekenyseget nem befolyasclja

. Sllyos fajdalom;a fajdalom vagy a fajdalomcsillapitd hasznalata zavarja az ADL-t

3
4_Benito fajdalom

P - __
25, Tromboembolitikus esemeny | Grade: |

1. Vénas trombdzis (pl. feliletes vénakat énintd trombadzis)

2. Vénas trombdzis (pl.komplikacid mentes mélywénas trombozis), gydgyszeres kezelést igényel

3. Trombazis (pl komplikacio mentes t0do embaolia [vénas], nem-embolias kardialis fali [artenastrombus)),
gyogyszeres kezelést igényel

4. Eletet veszélyerietd (i0dd embdlia, cerebrovaszkuldrs esemény, ariérids elégielenség) keringési
elégtelenség vagy neuroldgiai zavar, sirgds beavathozas szikséges

5. Halal

26. Hohullamok | Grade: [

1. Enyhe

2. Mérsekelt

3. Mindennapi teenddkben gatolja

[S b, fentiekben nem szerepelt betegseg besorolas CTC v4.0

27. Egyeb, specializ kategoria es grade | Grade: |

a)

ADL: (Activities of daily living) Mindennapi teenddk. A mindennapi élet feladatai.

Self care ADL{ napi tevekenyseg. Vagy

dnellatas): éthezés, az ditdzkddeés, a

IADL (Instrumental activities of daily living): fozés, pénzkereseés, vasarlas, hazimunka, és a telefon

Donanyzas [0=1gen 1=nem i mennyisey

Al R e T s g

Fogamzasganot see0en-elmenny iaeig

Elz0 menstruacio/Utolso menstruacio

Fe rhesseg) gyerekek szama

4. oldal

50



9.3.

EORTC QLQ-C30 kérdéiv

Q

EORTC QLQ-C30 (version 3)

HUNGARIAN

A kévetkezokben szeretménk feltenni néhany, az On egésrségi dllapotaval kapesolatos kérdést Kérjik, hogy az
allapotit legjobban leird szamvalasz bekarikazasaval énalldan valaszoljon minden kérdésre. Nincs "jo" vagy "rossz”
vilasz. A kérdéseloe adott valaszokat szigomian titkosan kezeljilk.

Keériik, ifja 1de nevének kezdobetuit: I 111
Szilletési idejét (nap, hénap, év): (I T |
A kitéltés datumdt (nap, hénap, év): EI I T N

1.  Gondot okoz-e az On szdmara, ha megeréltet:
tevekenységet végez, példaul nehéz
bevasarlészatyrot vagy boréndat cipel?

2. Jelent-e valamilyen problémat egy hosszabb séta?

3. Jelent-e valammlyen problémat egy a lakason kiviili rovid séta?

4. Szilkséges-e, hogy dgyban vagy karosszékben
legyen a nap folyaman?

3. BSegitségre szorul-e éthezésnél Gltdzkodésnel
mosakodasnil vagy WC-hasznilamal?

Az elmult héten:

6.  Korlitozva volt-e mindennapi munkajaban vagy
egyéb szokasos napi tevékenységében?

7. Korlatozva volt-e abban, hogy szabadids
tevékenységemnek hodoljon?

2. Volt-elégszomja?

9. Fajt-e valamije?

10.  Szilksége volt pthenésre?

11.  Volt alviszavara?

12, Gyengének érezte magat?

13.  Etvagytalan volt?

14 Velt-e hinyingere?

15. Hanyt?

Forditson!

51

nem

nem

1

Egviltalin Egy
kissé

B

[ B

(B

[ B

[ B

Egvaltalin Egy
Kissé

2

[ B

[ B

[ ]

(B

B

[ B

[ B

(B

(B

tiisen

tlizen

3

Meglehe- Nagvmér-
tékhen

Meglehe- Nagvmér-
tékhen
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HUNGARIAN

Az elmilt héten: Egvaltalin Egv  Meglehe- Nagvmeér-
nem  ldssé tisen tékben
16.  Volt-e székrekedése? 1 2 3 4
17.  Volt-e hasmenése? 1 2 3 4
18. Faradtmak érerte magat? 1 2 3 4
19, Mindennapi tevékenységeben gatolta-e fajdalom? 1 2 3 4
20.  Nehézséget jelentett-e olyasmire koncentralnia,
mint az djsagoelvasas vagy TV nézés? 1 2 3 4
21, Feszilmek érezte-e magat? 1 2 3 4
22, Aggodott-e valamd miatt? 1 2 3 4
23, Ingerlékemynek érezte-e magat? 1 2 3 4
24, Levertmek érerte-s magat? 1 2 3 4
25, Gondot ckozott-e a dolgokat fejben tartam? 1 2 3 4

26. Befolyasolta-e fizikai allapota vagy orvesi
kezelése csalidi életét? 1 2 3 4

27. Befolyasclta-e fizmkai allapota vagy orvosi
kezelése kbzissém tevékenységét? 1 2 3 4

28.  Befolyisolta-e fizikai allapota vagy orvosi
kezelése az On anyagi helyzetét? 1 2 3 4

A kiivetkezi kérdéseknél karikizza be azt az 1 és 7 kizé esi szimot,
amelyik a legjobban illik Onre!

29 Az elizi hétre vonatkozdan hogyan értékelné altalanos egészsém allapotat?

1 2 3 4 3 6

=l

Nagyon rossz Kitina

30. Az elizih hétre vonatkozoan hogyan éntékelné altalinos életming s get?
1 2 3 4 5 & 7

Wagyon rossz Kitind

© Copyright 1995 EORTC Study Group on Quality of Lifs. Minden jog fenntartva, Version 3.0
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9.4.

EORTC QLQ-CX24 kérdéiv

&3

EORTC QLOQ — CX24

HUNGARIAN

A betegek néha a kovetkez0 tinetekrdl vagy problémikrol szamolnak be. Keégiik, jeldlie meg. hogy
milyen mertekben tapasztalta ezeket a fiineteket vagy problémakat. Valaszkeént kanlkizza be az Onre
leginkabb jellemzd szamot.

Az elmnlt héten (7 nap alatt):

3l.

32

33.

34

35.

6.

3T

38.

39

40.

41.

46.

47.

Voltak hasi goresei?

Nehézséget okozott székletiiritésének szabilyozisa?
Volt vér a székletében ?

Gyakran vizelt?

Erzett fajdalmat vagy égetd érzést vizeléskor?

Volt vizeletelcseppengse?

Okozott nehézséget higyholyagjanak kiiiritése?
Volt megdagadva egyik vagy mindkét laba?

Fajt-e a dereka?

Erzett bizsergést vagy zsibbadist a kézfejében vagy a
labfejében?

Lepett fel imitacié vagy fajdalom a hitvelyében vagy
a kiilso nemi szervein?

Volt hiivelyfolyasa?
Volt szokatlan hiivelyvérzése?
Voltak hohullamai ésivagy verejtékezése?

Volt clyan érzése, hogy betegsége vagy a kezelés
kdvetkeztében testileg kevéshé vonzo?

Volt clyan érzése, hogy betegsége vagy a kezelése
kovetkeztében kevéshé noies?

Elégedetlen volt a testével?

Egviltalan
nem

1

1

Egv
kisse
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Eeqiik, folytassa a kvetkezd oldalon!
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Az elmnlt 4 héten:

48,

49.

Kérjiik, csak akkor vilaszoljon a kivetkezo

Aggodott amiatt, hogy a szexunalis egyiittlét

fajdalmas lesz?

Szexualisan aktiv volt?

kerdésekre, ha az elmiilt 4 hét folvamin
szexualisan alitiv volt:

50.

©QLO-CHM Copyright 2003 ECRTC Croakity of life Group. Minden jog fenmtartva.

Szaraznak érezte a hiivelyét a szexualis tevékenység

soran?
Erezte rividnek a hiivelyet?

Erezte szilknek a hiivelyst?

Wolt fajdalma szexualis aktus vagy mas szexualis

tevekenyseg soran?

Elvezetes volt az On szdmdra a szexualis
tevekenyseg?
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10. Koszonetnyilvanitas

Ezlton szeretnék kdszonetet nyilvanitani mindazoknak, akik segitettek és timogattak

dolgozatom elkészitéseben.

Koszéném Prof. Dr. Polgar Csaba Ph.D., DSc. és Dr. med.habil Takacsi-Nagy
Zoltannak, Ph.D., hogy otthont adtak ennek a kutatasnak és a labori munkalatokhoz minden

szlikségletet biztositottak.

Mindenekel6tt szeretném megkdszonni témavezetémnek Dr. Sandor Gyoéngyver
Orsolyanak Ph.D., hogy munkam sordn mindvégig lelkesen tamogatott, biztatott és
megprobalt legjobb tudasa szerint felkésziteni, hogy ezt a dolgozatot sikeresen elkészithessem.
Kdsz6ndm a rengeteg motivaciot, szakmai segitséget, a sok segitséget az elméleti hattér

megeértéséhez. Nélkile ez a dolgozat biztosan nem készlilt volna el.

Kdszonettel tartozom tovébba Dr. Jurdnyi Zsolt Ph.D. és Dr. Kocsis S. Zsuzsanak
Ph.D., hogy szakmai tudasukkal segitettek megtanulni Ujfajta eljarasokat, amelyek szdmomra

ismeretlenek voltak azelott.

K6sz6ndm a belsé konzulensemnek Dr. Sveiczer Akosnak akinek az egyetem elsé
félévétdl nagyon halas vagyok, hogy erds sejtbiologiai és mikrobiologiai alapokat sajatithattam
el az el6adasai soran, majd az egyéni feladatok soran biztatott a TDK elkezdéséhez, és elvallalta

a belsd konzulensi feladatot, amit nagyon lelkesen be is toltott.

Kdszonettel tartozom labortarsaimnak Dr. Farkas Gyongyi Ph.D., Székely Géabor,
Vass Nagyezsda, Kiss Krisztina és Fodor Martin, hogy segitettek elsajatitani a laboratoriumi
alapfolyamatokat, a gépezetek ismeretét és helyes hasznalatat, illetve a sugarterapias

modszerek elméleti hatterének megeértéseét.

Koszoném Nadas Orsolya és Pirmann Tamas intézeti konyvtarasoknak, akik
segitettek hozzaférni sokszinli szakkonyvekhez, ezéltal is hozzédjarulva a dolgozatom szakmai

hatterének bovitéséhez.

Halas vagyok Hegyi Eszternek, Rona Balazsnak és Székely Ferencz Zoltannak,

hogy az informatikai nehézsegeimben toretlenul segitettek.

Végul, de nem utolsé sorban koszondm csaladomnak, barataimnak és
lakotarsaimnak aki mindvégig mellettem alltak, tAmogattak és biztattak lelkileg munkam

soran.
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