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BEVEZETES
A besugarzas okozta sugarkarosodas kialakulasa és klinikai jelentosége

A sugarterapia gyogyitd vagy palliativ céllal torténd felhasznalasa fontos kezelési modja a
daganatos betegek gyogyitdsanak. A sugarterapia célja a tumoros sejtek elpusztitasa, azonban
sajnos szamolnunk kell a potencidlis mellékhatdsok megjelenésével. Szamos sugarterapian
atesett beteg szenved a stlyos, akutan kialakuld, vagy kései mellékhatasoktol, melyek rontjak
¢letmindségiiket, novelik az egészségligyi kiadasokat, és néhany esetben akar halalos
kimeneteliivé is valhatnak.

A mellékhatasok egyik legsulyosabbika a szivkarosodas, amely megel6zésére nagy hangsulyt
fektetnek az onkologiai gyakorlatban. A sziv sugédrexpozicidja kardiovaszkularis betegségek,
mint miokardidlis infarktus vagy szivizom karosodas kialakuldsdhoz vezethet. A sugarzas
okozta progressziv szivkarosodas klinikai jelentdsége nagy, kiilondsen a hosszan tuléld
emldradkos ¢és limfomas betegek esetében. A sugarkarosodasara utald jelek a kezelés utan
mintegy 10 évvel, a betegek hosszu tavi megfigyelése soran észlelhetok. A radiogén
szivkéarosodas mértéke fiigg a besugarzott volumentdl, a teljes dozistol, a frakcid dozistol, a
tobbi szerv kdrosodéasatol, az egyéb kardiotoxikus kezelések alkalmazdsatol, az egyéni
sugarérzékenységtol és az életkortdl. Habar a modern besugarzas tervezés és kivitelezés révén
szignifikdnsan javul a sziv és mas egészséges szerv védelme, néhany esetben a sziv teljes
egészét, vagy egy részEt jelentds dozis éri, amely késObb ischaemids szivbetegség, pangasos
szivelégtelenség, ingeriiletvezetési hiba vagy billentyli abnormalitds megjelenését

eredményezheti.
A besugarzas okozta szivbetegség patomechanizmusa

Az ionizald sugarzas karos lehet a sziv valamennyi strukturdjara, és vezethet patofiziologiai
mechanizmusok, mikro- és makrovaszkularis karosodasok kialakulasahoz.

A korai események koziil az endotelidlis sejtek sériilése, elvesztése gyulladdsos
valaszreakciok kialakulasat indukalja, mely végilil vaszkularis karosodashoz vezet. A
mikrovaszkulatira  karosoddsa  (kapillaris  sirliség  csokkenése), cardiomyocytak
tarsul. A makrovaszkulatira karosodasa atherosclerosis-t, koszoraér-sziikiiletet okoz, amely
késdbb miokardidlis infarktus kialakulasdhoz vezethet. A koronaridk radiogén kéarosodasa
genetikai és kiils6 tényezOk hatdsara felerdsodhet.

A radiogén szoveti karosodas funkciondlis romléassal jarhat. A szivelégtelenséget altalaban



megelézi, mintegy véalaszul a megndvekedett munkaterhelésre a kamrai hypertrofia. A sziv
megnagyobbodasat a szivizomsejtek méretének novekedése ¢és a kamra falainak
megvastagodasa jellemzi. Ez a kezdeti valtozas adaptiv valasz a szivmikodés zavartalan

fenntartisara; ha ez a tartds stressz allapot nem rendezddik, szivelégtelenség alakul ki.

A novekedési hormon felszabadito hormon (GHRH) szerepe a szivizomsejtek
karosodasa soran

A novekedési hormon felszabadit6 hormon (GHRH) a hipotalamuszban szekretalddik,
szabalyozva a ndvekedési hormon felszabaduldsat a hipofizis eliils6 lebenyében. A
neuroendokrin tengelyen kozvetett, autokrin és parakrin mechanizmusok utjan pedig
kozvetlen szerepet jatszik az egészséges sejtek és koros esetben a tumorok novekedésében.
Korabbi tanulmanyokban kimutattdk a GHRH ¢és receptora, a GHRH receptor jelenlétét a
periférias szovetekben, beleértve a szivet is. Szamos kozlemény bizonyitja, hogy a GHRH
kozvetleniil, a GH/IGF-I rendszertdl fiiggetlen modon, kiilonféle javitd mechanizmusok révén
vehet részt a szivizomsejtek stressz véalaszdban. A GHRH agonista analdgjainak in vivo
patkdny modellben tortént alkalmazisa az infarktus méretét hatékonyan csokkentette, igy
felmeriilt, hogy ezek alkalmasak lehetnek a besugéarzas okozta szivkarosodas kialakuldsanak
megelézésében vagy mértékének csokkentésében.

A sugarterhelés okozta szivkarosodas eldrejelzésére, mechanizmusainak és megel6zésének
kisérletes ¢és klinikai kutatdsdra nagy igény van. Az in vitro modellek gyors és egyszerli
lehetdséget teremtenek a sejtkarosodds pathomechanizmusdnak vizsgélatara, illetve
potencialis protektiv molekuldk sziirdvizsgalatara. Az in vivo allatmodellek komplex
rendszerként szolgalhatnak kiilonb6zd biokémiai, genetikai, funkciondlis vagy morfologiai

végpontok vizsgélatara.
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CELKITUZES

A tanulmény célkitlizése megbizhato in vitro és in vivo allatmodell kidolgozasa volt, amely

alkalmas a radiogén szivkarosodas mechanizmusanak és potencidlis sugarvédd anyagok

hatasanak tanulmanyozésara.

In vitro kisérletek célkitiizései

IIL.

I1I.

Megfeleld in vitro modell kifejlesztése besugarzas okozta szivkarosodas
vizsgalatara 01jsziilott patkany szivizomsejt kultiran

A GHRH receptor jelenlétének vizsgalata az in vitro 0jszilott patkany
szivizomsejt kultirakon

A GHRH agonistdinak (JI-34, MR-356) hat4sanak tesztelése nem

besugarzott és besugarzott tenyészeteken

In vivo Kisérletek célkitiizései

II.

I1I.

Olyan in vivo modell Kkifejlesztése, melynek segitségével atfogoan
tanulmanyozhat6 a szelektiv szivtdji besugarzds wutdni szivizom
kéarosodas

Szivkarosodast eldrejelzd korai keringd markerek detektalasa:
gyulladasos mediatorok jelenlétének vizsgalata

A sziv funkciondlis és morfologiai valtozasainak tanulmanyozasa,

echocardiografids ¢és patologiai vizsgélatokkal



ANYAGOK ES MODSZEREK
In vitro kisérletek

Az in vitro kisérletekben ujsziilott patkanyokbol szivizomsejteket izolaltunk, ¢és
tenyésztettiink. A 24 oras tenyészeteket kiilonbozé dozisu (5, 10, 15, 20 Gy) sugéarzasnak
tettiilk ki, majd a hatast kiilonb6z6 idotartamt (0, 24, 48, 72, 96, 120 h) latencia id6 utan
vizsgaltuk. A megfeleld besugarzasi dozis és latencia id6é kivalasztdsa utdn a tenyészeteket
kiilonb6z6 koncentraciokban (1, 10, 50, 100 és 500 nM) elsoként szintetikus human GHRH
(hGHRH)-val, majd a GHRH JI-34 és MR-356 agonista analdgjaival kezeltiik. A sejteket 1%-
os fotalis marha szérumot (FBS) tartalmazd médiumban tenyésztettiik, de a kisérleteket
szérummentes koriilmények mellett is elvégeztik. A sugarhatds toxicitdsanak mértékét
calcein fluoreszcens viabilitas teszttel értékeltiik. A sejtek proliferacidos képességét S-bromo-
2'-deoxyuridine (BrdU) teszttel vizsgaltuk. Western blot analizissel detektaltuk a GHRH
receptorok jelenlétét, ¢s az ERK és AKT kinazok foszforilacids ardnyanak kifejezédését nem
besugarzott és besugarzott kultirakon. A sejtek szuperoxid és reaktiv oxigéngydk (ROS)
tartalmat dihidroetidium (DHE) és 2', 7'- dichlorofluorescin-diacetat (DCFH-DA) festéssel
mértiik. A toxicitasi eredmények kiértékelésénél egy utas variancia analizist (ANOVA)
kovetden Fisher probat vagy legkisebb szignifikans differencia (LSD) post-hoc tesztet vagy
Dunnet post-hoc tesztet alkalmaztunk. A Western blot eredmények dsszehasonlitasara két utas

variancia analizist (ANOVA) alkalmaztunk.

In vivo kisérletek

Kisérleteinkben felndtt him Sprague-Dawley patkanyokat 2 csoportra osztottunk. Az
els6 csoportot nem kezeltiik, a masodik csoportot 50 Gy egyszeri dozissal szelektiv szivtaji
besugarzasban részesitettiik altatdsban. A besugdrzast kovetden az dallatokat 6 hoénapon
keresztiil terveztiik folyamatosan monitorozni (sulymérés, vitalis funkciok, vérvételek), de az
utolsé kisérletben allapotromlds miatt a tervezettnél hamarabb, 19 hét utan befejeztiik a
vizsgalatot. Echocardiografidval 0, 12 és 19 hét elteltével a besugarzas utdn a sziv
funkcionalis valtozasait tanulmanyoztuk. A vérben keringd citokinek (GDF-15, TGF-betal)
szintjét (a besugarzas elétt, illetve 3, 8, 12 és 26 héttel a besugarzas utan) ELISA technika
segitségével hataroztuk meg. A megfigyelési idOszak elteltével az allatokat ledltiik, szerveiket
megvizsgaltuk, és sziviikket Langendorff perfuzios rendszerrel atmostuk illetve elokészitettiik
a patologiai vizsgéalatokhoz. Szovettani és morfologiai vizsgédlatokhoz 5 pm paraffinba

agyazott formalinban fixalt metszeteket vizsgaltunk a bal kamra subvalvuléris régiojabol,
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melyeket hematoxilin-eosin €s picrosirius red festékkel festettiink a besugarzas utani fibrozis
detektalasdhoz. A sziv kiilonb6zd strukturdinak (bal kamra, septum, jobb kamra) értékelését
szamitogépes képanalizis segitségével végeztiik. A statisztikai elemzéshez a csoportokat két
utas varianciaanalizissel (ANOVA) hasonlitottuk 06ssze. A p<0.05 értéket tekintettiik

szignifikansnak.

EREDMENYEK

In vitro kisérletek

Ahhoz, hogy optimalizaljuk a kisérleti koriilményeket, megeldz6 méréseket kovetden
meghataroztuk az 0jsziilott szivizomsejt kultardk megfeleld besugéarzasi dozisat; az 50%-os
sejtveszteség eléréséhez a 10 Gy dozis és 48 h latencia id6 volt alkalmas. Ezt a kezelési
protokollt alkalmaztuk minden tovabbi kisérletben.

Az ¢letképesség tesztekben, 1% FBS-t tartalmazé kozegben a hGHRH nem befolyasolta a
sejtek tulélését a kontrollhoz viszonyitva. A hGHRH 50 nM koncentracidban a besugérzott és
nem besugarzott sejteknél kis mértékben stimuldlta sejtproliferaciot. Nem besugarzott
kultardkhoz adva a GHRH agonista JI-34 és MR-356 1% FBS-t és szérumot nem tartalmazé
kornyezetben egyarant nem befolydsolta a sejtek tulélését. Besugarzas utan, 1% FBS-t
tartalmaz6é kornyezetben a JI-34 10 nM és 100 nM koncentracidoban adva ndvelte a sejtek
¢letképességét, illetve az MR-356 500 nM koncentraciéban mutatott védo hatast a ttlélésben
a kontroll csoporthoz képest. A JI-34 anti-proliferacios hatast nem besugarzott sejtek esetében
50 nM-os koncentracidban, besugarzott sejtek esetében 1-50 nM-os koncentracioban adva
Western blot analizissel 52 kDa hypophysis-specifikus GHRH receptornak megfeleld fehérje-
izoforma volt kimutathatd a be nem sugarzott és besugarzott Ujsziilott patkany
szivizomsejteken. A besugarzas utan 48 oraval a receptor kifejezddése csokkent. A sejtek JI-
34 kezelése a GHRH receptor kifejezddésére nem volt hatassal.

Az Akt és ERK fehérjék foszforilaciés aranya jelentésen megemelkedett a 10 Gy
besugarzason atesett kultirakon a kontroll csoporthoz képest, amelyet mindkét esetben
csOkkentett a JI-34 kezelés 48 oraval a besugarzas utan mérve.

A 10 Gy dozis leaddsa utan 48 oraval megemelkedett szuperoxid és ROS szintet sikeresen

csokkentette a 10 nM JI-34 és 500 nM MR-356 kezelés.
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In vivo kisérletek

Elsd kisérleteinkben célul tliztiik ki az optimalis besugéarzasi dozis és megfigyelési iddszak
hosszanak meghatarozasat. Végso vizsgalatunkban az egyszeri 50 Gy doézist és a 6 honapos
kovetési idétartamot valasztottuk a kitlizott végpontok vizsgalatahoz.

A besugarzott allatok stlyban, fejlédésben elmaradtak nem besugarzott tarsaiktol. Harom
honap utdn a besugarzott allatok kozott minimalis (2 allat) elhullds volt tapasztalhatd. A
besugarzott allatok gyenge 4&ltalanos allapota miatt a tervezettnél hamarabb, 19 hét
megfigyelés utan a végso kisérletet befejeztiik.

Célunk volt, hogy olyan korai markereket azonositsunk a vérben, amelyek elore jelezhetik a
besugarzas karos késéi hatdsait. Két kiillonbozd kisérletben egybehangzoan a besugarzast
kovetd 3., 12. és 26. heti vérmintdkban jelentds GDF-15 szint emelkedést észleltiink, mely a
radiogén stresszre adott korai jel (3. hét) volt, illetve a szivelégtelenség kialakulasat (12., 26.
hét) erdsitette meg. A keringd TGF-bétal szint emelkedése a fibrozis kialakulasat jelzi eldre.
Kisérletiinkben 12 héttel a besugarzas utan észleltiink jelentds kiilonbséget a besugérzott €s
kontroll allatok TGF- bétal szintje kozott, melyet a késobb kimutatott fibrozis prediktoranak
tekintiink.

A besugarzott csoportban a megfigyelési idoszak 12. hetétdl egyre romlo balkamrai funkciok
mellett hypertrofiat észleltiink, mellyel aritmia tarsult. A fiziologids szivritmus csokkenés a
besugarzott allatokndl elmaradt. A 12. héttdl fokozodo diasztolés diszfunkcidt is

tapasztaltunk.

Az allatok ledlését kovetden, a mellkas felnyitdsakor minden besugarzott allatnal kiterjedt
mellkasi folyadékgyiilemet észleltiink. Megtekintéssel, majd a mellkasi szervek patologiai
analizise soran makroszkdpos elvaltozasokat nem észleltiink, de a besugarzott allatok szervei
kisebb sulytiak voltak. Az, hogy a tiidén nem jelentkeztek kimutathatdé valtozasok,
alatdmasztja a valdban szelektiv sziv besugdarzast. A Picrosirius red festést kdvetden
szamitogépes képanalizissel kifejezett fibrozist mértiink a sziv valamennyi vizsgalt

strukturajaban, ugyanakkor tipikus érkarosodasra utalo jeleket nem tudtunk azonositani.

UJ EREDMENYEK

Els6ként figyeltik meg, hogy a GHRH agonista analdgjai a tanulmanyozott 0jsziilott
szivizomsejt kulturdban csokkentik a besugéarzas okozta sejtvesztést. A hatdsmechanizmus

részeként igazoltuk a foszforildlt ERK és AKT fehérjék aranydnak megvaltozasat, és a
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sugarhatas-indukalta szuperoxid képzddés csokkentését. Ez alapjdn megalapozottnak latjuk a

GHRH agonistak a radiogén szivkarosodas kivédésére in vivo torténd tanulmanyozasat.

A radiogén szivkdrosodas atfogd tanulméanyozéasara in vivo patkdnymodellt dolgoztunk ki.
Vizsgalataink olyan biokémiai, funkcionalis és patoldgiai tényezdket azonositottak, melyek
megbizhatd végpontként, illetve a sugarkarosodéas prediktiv faktoraként szolgalnak tovabbi
vizsgalatokban. A kisérletekben gytijtott szovetmintak jovobeni vizsgalata a sugarkarosodas
pathomechanizmusanak tovabbi elemzését szolgaljadk. A modellt alkalmasnak latjuk a

szivkarosodas kivédését szolgalo lehetséges molekulak részletes tesztelésére.

KOVETKEZTETESEK

In vitro kisérleteink arra utalnak, hogy a GHRH ¢és receptora szerepet jatszanak a
szivizomsejtek radiogen stresszre adott valaszaban. A GHRH agonista analogjai védo hatast
gyakorolnak a szivizomsejtekre a radiogen karosodas folyamatdban, ezért megalapozottnak
latjuk a GHRH agonistak ilyen irdnyu in vivo vizsgalatat is. A bemutatott in vitro modellt

alkalmasnak tartjuk egyéb radioprotektiv anyagok tesztelésére.

In vivo patkdny modelliink a bemutatott reprodukalhatd szivkarosodas végpontok
tanulmanyozasaval alkalmasnak latszik jovébeni sugarbiologiai vizsgdlatok végzésére. A
korai (keringd gyulladasos citokinek), illetve kozéptavi (sziv funkcionalis paraméterek)
szivkéarosodasi prediktorok mérésével protektiv anyagok tesztelése lehetséges, mig ha atfogd
analizisre, vagy a sziv interstitialis fibrézisanak mérésére van sziikség, akkor elengedhetetlen
a dozis csokkentése és/vagy a megfigyelési id0 kinyujtasa. Az ismertetett patkany modellt

sugarvédo anyagok (beleértve a GHRH agonistakat is) atfogo tesztelésére is javasoljuk.
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értékeléshez sziikséges nélkiilozhetetlen szamitogépes program kifejlesztéséért.
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Ko6szonom Lepran Istvan Professzor Urnak végig az in vivo projekt alatt nyujtott
hasznos szakmai tanacsait, gyakorlati itmutatdsait. Koszondm Dr. Morvay Nikolett PhD
hallgaténak a megeldz6 kisérletekben végzett munkéjat. Halas koszonetem Dedkné Téoth

Anikénak az in vivo kisérletekben nyujtott segitségéért, munkajaért.

Halas vagyok Dr. Hegyesi Hargitanak nélkiilozhetetlen szakmai tanacsaiért és kisérletes

munkdjaért a GDF-15 és TGF-beta mérések alkalméval.

Koszondm a Szegedi Tudomanyegyetem Onkoterapidas Klinika valamennyi
dolgozdjanak a felbecsiilhetetlen értékii szakmai segitséget, tdmogatast, akik id6t nem
sajnalva kozremiikddtek, mind a kisérletek lebonyolitdsaban, mind egyéb Klinikai

munkafolyamat elsajatitdsdban.

Ko6szonom a Szegedi Tudomanyegyetem Biokémiai Intézet valamennyi munkatarsanak,
a szakmai tdmogatas mellett a barati 1égkort, amit teremtettek, befogadtak és hogy szinte

sajat PhD hallgatojukként tekintettek ram.

Halaval tartozom draga barataimnak, akik a jo és nehéz id6kben is mellettem alltak, és
soha ki nem fogyo jokedvvel, és biztatdssal segitették eltdlteni ezt az idészakot. PhD

tarsaimnak kdszonom, hogy Osszetartd, baratsagos 1égkort teremtettek a Klinikan.

Végiil, de ami a legfontosabb, szeretném megkdszonni a Nagymamamnak, Sziileimnek
¢s Testvéremnek a feltétel nélkiili szeretetet, gondoskodast és végtelen tamogatast,
nemcsak az egyetemi €s PhD éveim alatt, hanem egész életemben; haldmra nincsenek

szavak. A disszertaciomat Nekik ajanlom.

A tudomanyos munkat tamogatta: a TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0035 ¢és a
TAMOP-4.2.2/B-10/1-2010-0012.
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