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1. Bevezetés

A glioma egy halélos betegség, melyet kemoterapiaval vagy
sugarazassal kezelnek. A sugarazas szamos esetben nem
hatékony terapias modszer.

Annak ellenére, hogy szamos jelatviteli utat leellendriztek, a
pontos molekuldris mechanizmusok melyek a glidéma lefolyasat
befolyasoljak még mindig ismeretlenek. Ezek képezhetik az 1j
terapias modszerek alapjait. Szamos genetikai valtozast
kotddnek (Soni és mtsai, 2005). Ezeknek egy része direkt
terapias vonatkozassal rendelkezik (Fan és mtsai, 2010, Wang és
mtsai, 2010).

A tObbszorosen telitetlen zsirsavakat (PUFA) az allati eredetii
sejtek nem tudjak szintetizalni, az allatok és az ember a diéta
révén veszi fel Oket. Alapvetd szereppel birnak a membran
integritasban, receptorok jeldtvitelében, gyulladasban és sejt
stressz szabdlyozasban; emellett rakellenes hatasuk van azaltal,
hogy lipid peroxidaciot és oxidativ stresszt idéznek eld, kulcs
fontossagu jelatviteli utakat valtoztatnak meg, géne expressziot
¢és lipid homeosztazist szabalyoznak (Cowing ¢és Saker, 2001;
Kitajka és mtsai, 2004; Puskas és mtsai, 2010; Ntambi és Bené
2001; Vartak és mtsai, 1997).

Kimutattak, hogy a PUFA-k a rakos sejtek sugarazasra valo
érzékenységét is megvaltoztatjak, és védik a normalis sejteket a
sugarazas karos hatasaitol (Dupertuis és mtsai, 2007). A PUFA-
k altal eldidézett sugarazasra vald érzékenységnek koze lehet a
prosztanoid szintézishez, de az ide tartozd mechanizmusok
ismeretlenek (Vartak és mtsai, 1998).

A rakos sejtek szamara a zsirsavszintézis konstitutiv
aktivalasa szelektiv elonyt jelent. Szdmos génnek mely
zsirsavszintézisért felelés fehérjéket kodol koze van a



kancerogenezishez. A zsirsavszintézis gatlasa a rakos sejtek
apoptozisat idézi el (Igal, 2010). A szelektiv zsirsav szintézis
inhibitorok mellett a PUFAk szintén lecsokkentik a kulcs lipid
bioszintetikus gének aktivitasat (Pucer és mtsai, 2013; Vesshy
¢és mtsai, 2002).

A gamma-linolénsavat (GLA) mar klinikai fazisban tesztelték,
¢s hatdsosnak bizonyult a GLA kezelésére (Das, 2004; Das,
2007). A sugarazas 6nmagiban nem hatisos az alacsonyabb
rangu gliomak ellen, sajnos nem befolyasolja az atlag talélési
ratat (Sandrone és mtsai, 2014). Ezért, a tanulmanyaink soran a
PUFA-k hatasat vizsgaltuk mint sugarazas mellett alkalmazott
adjuvansok, kiilonb6z6 morfologiai, biokémiai és gén
expresszios vizsgalatok révén.

2. Célkitiizések

Az altalam bemutatott kisérletek soran a kovetkezd
célkitlizéseink voltak:

1. Biokémiai és kinetikai moddszerekkel megallapitani U-87
MG sejtvonalon, hogy az 6t altalunk vizsgalt UFA (OA,
EPA, AA, DHA, GLA) kozil melyek hatnak
szinergisztikusan a sugarkezeléssel (5 Gy és 10 Gy).

2. Biokémiai ¢és kinetikai vizsgalatok soran kivalasztani azokat
az UFA-kat és azokat a koncentracidkat, amellyel az
alkalmazott UFA-kat érdemes tovabbi kisérletek soran
vizsgalni.

3. Megfigyelni, hogy a kivalasztott UFA-k milyen hatassal

4. Terapias célpontok, stresszhez ~ kothetd gének,
zsirsavbioszintézishez kothetd géneknek, lipidcseppecske-
kotd  fehérje  génjének,  hdsokkfehérjek  génjeinek
expresszidjat vizsgalni PUFA-kal (bizonyos esetekben csak



GLA-val, szakirodalmi adatokra alapozva) vald kezelést
¢és/vagy sugarkezelést (10 Gy; bizonyos esetekben 5 Gy is)
kovetden U-87 MG sejtvonalon.

5. Irodalmi  adatok alapjan  kivalasztott =~ miRNS-ek
expresszidjanak tanulmanyozdsa PUFA-kal valo kezelést
¢s/vagy sugarkezelést (10 Gy) kovetden.

kezelést, sugarkezelést (5 Gy és 10 Gy), vagy egyiittes GLA
kezelés és sugarkezelést (5 Gy és 10 Gy) kovetden.

7. A génexpresszids mérések kiegészitése fluoreszcencia
aktivalt sejtvalogatas (fluorescence activated cell sorting,
FACS) mérésekkel. Apoptdzis mértékének meghatarozasa
U-87 MG sejteken, az 5 Gy-el vagy 10 Gy-el torténd
sugarkezelés, és/ vagy PUFA kezelés hatasara.

3. Médszerek

a. Sejt kultara és kezelés

24 o6raval sejtkitevést kovetéen az U-87 MG (ATCC HTB-
14™ szammal rendelkezé glioblasztéma sejtvonal) sejteket
arachidonsavval (AA), dokozahexaénsavval (DHA), GLA-val,
eikozapentaénsavval (EPA) vagy olajsavval (OA) kezeltiik. Egy
oran belill a sejteket 5 Gy-el vagy 10 Gy-el sugaraztuk egy
Teragam K-01 kobalt egységgel. Ezt kovetden a sejteket 24, 48
vagy 72 orat inkubaltuk.

b. Kinetikai és biokémiai mérések

Az LDH (laktat dehidrogenaz) és MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-5-(3-karboximetoxi-fenil)-2-(4-szulfofenil)-2H-tetrazolium)
aktivitast 72 oraval kezelés utan mértiik. Kétmintéju,
egyenldtlen varianciaju Student féle t-probat (kétirdnyu eloszlas)
alkalmaztunk a szignifikdns hatds kimutatasara. A sejtek
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normalizalt sejt indexét mértiik 72 oran keresztil az
ellenallasalapt valos ideji sejt elektronikus érzékelé (RT-CES)
késziilékkel. Az RT-CES késziilék a sejteket tartalmazo lyukak
ellenallasat méri. A normalizélt sejt indexet hatdrozza meg, ami
a sejtszam, proliferacio, életképesség és sejt novekedés mutatdja
(Kiirti és mtsai, 2012, Ozsvari és mtsai, 2010). Vagyis, lehetévé
teszi, hogy a kiilonbozé vegyiiletekkel kezelt sejtek
novekedésének a kinetikéjat kovessiik.

C. Az apoptozis ratajanak vizsgalata

Az apoptozis ratajanak vizsgalata miatt a sejteket Annexin-V-
Alexa Fluor 488-al és propidium jodiddal festettiik, majd BD
FACSCalibur ~ Flow  Cytometer-el  vizsgaltuk  Oket.
Szignifikanciat kétmintaja, egyenld varianciaji Student féle t-
probaval (kétiranyt eloszlas) szamoltunk.

d. Gén expresszié elemzés

24 és 48 oras inkubacios id6 utan ribonukleinsavat (RNS)
izolaltunk amit kiegészité dezoxiribonukleinsavva (CDNS)
irtunk at. A szakirodalom alapjan kivalasztott gének
expressziojat valos idejli reverz transzkripcids polimeraz
lancreakcioval (QRT-PCR) vizsgaltuk. A szignifikancia szintet
kétmintaji, egyenldtlen variancidju Student féle t-probaval
(kétiranyt eloszlas) allapitottuk meg.

e. miRNS expresszio elemzés

48 oras kezelést kovetden mikroRNS-t (miRNS-t) izolaltunk.
Hét miRNS expressziojat vizsgaltuk QRT-PCR-el. A
szignifikanciat kétmintdju, egyenldtlen varianciaji Student féle
t-probaval (kétiranyt eloszlas) allapitottuk meg.



f. A sejtek morfolégiai vizsgalata

24 ¢és 48 oraval kezelést kovetden (a kontroll sejtek esetén a
kezelés idOpontjaban is) holografikus fotokat készitettiink a
HoloMonitor™ M3-al. Legalabb harom reprezentativ képet
készitettiink a mintakrol. A késziilék szoftverével sejtszamot és
konfluenciat mértiink, valamint minden sejt esetén atlag sejt
szabalytalansagot ¢és datlag sejt vastagsdgot becsiiltink. A
mintakat kétmintaja, Student féle t-probaval (kétiranya eloszlas)
hasonlitottuk Ossze.

erer

felmérése

Az U-87 MG sejtekben talalhato lipidcseppecskéket (LD)
AC-202-vel festettilk 48 oraval kezelést kovetden. A
lipidcseppecskéket Olympus Fluoview konfokalis 1ézer
szkenneld mikroszkoppal tettiik lathatéva. A képeket az Imagel
¢s az Olympus Fluoview szoftverekkel elemeztilk. A mintdk
kozotti szignifikans kiilonbséget kétmintdjl, egyenld varianciaja
Student féle t-probaval (kétiranyu eloszlas) allapitottuk meg. A
mintakat egy Spitzer és mtsai (2014)
(http://boxplot.tyerslab.com/)  4ltal ~ készitett  internetes
alkalmazas segitségével is abrazoltuk.

4. Eredmények

a. Sejtes és biokémiai mérések

Az RT-CES méréseknek megfeleléen 25-75 uM AA, 25-75
uM DHA, 50 uM GLA, 400 uM OA megnovelte a sugarazas
hatasat és szignifikdnsan csokkentette a normalizalt sejt indexet
azokhoz a sejtekhez képest melyek csak sugarazva voltak. A
normalizalt sejt index a sejt proliferacio egyik mutatdja. Az OA-
val valo kezelés érdekes hatassal volt az U-87 MG sejtekre: 100-


http://boxplot.tyerslab.com/

200 uM megnovelte a sejt proliferaciot a kontroll sejtekhez
képest.

LDH aktivitas mérések esetén minden dozis (5 Gy ; 10 Gy) és
AA koncentracido (25 uM; 50 uM; 75 uM AA) és ezek
kombindacioja szignifikdns hatdssal volt a sejtekre a kontrollhoz
képest. Az MTS mérések esetén 75 uM AA és 10 Gy-nek
szinergisztikus hatasa volt.

Az LDH aktivitds mérések soran amikor a sejteket 25 uM
DHA-val és 10 Gy-el vagy 50 uM-al és 5 Gy-el kezeltik
szinergisztikus hatast mutathattunk ki. Eletképesség mérések
soran szignifikdns hatast mutathattunk ki minden dozis (5 Gy ;
10 Gy) és minden koncentracié (25 uM; 50 uM; 75 uM DHA)
valamint ezek kombinacidja esetén.

Minden egyes dozis (5 Gy és 10 Gy) valamint minden egyes
GLA koncentracio (50 uM; 75 uM és 100 uM) valamint ezek
kombindcidja esetén szignifikdns hatdst tudtunk kimutatni a
kontroll sejtek és a kezelt sejtek LDH aktivitasa kozott. 50 és 75
uM GLA nem befolyasolja szignifikansan az U-87 MG sejtek
¢letképességét. 50-100 uM GLA hozzaadasa a mar sugarazott
sejtekhez (5 Gy-el és 10 Gy-el) nem befolyasolja szignifikansan
az U-87 MG sejtek életképességét.

Az LDH aktivitas esetén 100 pM OA ¢és 10 Gy szinergisztikus
hatassal rendelkezett. 400 uM OA 20 % ala csokkentette a sejtek
LDH aktivitasat és ¢életképességét. Az MTS mérések esetén 400
uM OA és 10 Gy szinergisztikus hatassal rendelkezett.

Az LDH aktivitds mérések soran szinergisztikus hatéast
mutattunk ki amikor 75 uM (5 Gy-el) és 100 uM (5 Gy-el és 10
Gy-el) EPA-t alkalmaztunk sugarazassal. Sejt életképesség
vizsgalatok sordn szinergisztikus hatast figyeltiink meg 50 uM
EPA ¢és 10 Gy-el torténd kezelés soran.

100 uM OA és 50-100 uM EPA nem befolyasolta a sejtek
¢letképességét és az U-87 MG sejtek LDH aktivitasat.



A biokémiai méréseink alapjan az AA, DHA és GLA volt a
leghatasosabb zsirsav, ezért a tovabbi morfologiai és gén
expresszios vizsgalataink folyaman ezeket alkalmaztuk. AA és
DHA-t 25 uM-os, mig a GLA-t 50 pM-os koncentracidoban
alkalmaztuk.

b. Morfolégiai vizsgalatok holografikus képfeldolgozasi
technikaval PUFA kezelést és/vagy sugarazast kovetoen

A holografikus képfeldolgozas lehetévé teszi, hogy az €16
sejteket az invaziv festékek alkalmazdsa nélkiil vizsgalhassuk.
Egy integralt szoftver lehetdvé teszi, hogy a sejtek tobb mint 40
paraméterét vizsgaljuk, ami a citotoxicitdsra vonatkozo
informaciot szolgaltat (Madacsi és mtsai, 2013).

A PUFA kezelés nem valtoztatta meg a sejt szamot,
konfluenciat, az atlag sejt vastagsagot ¢&s atlag sejt
szabalytalansagot 24 6ras kezelést kovetden.

Az AA ¢s sugarazas egylittes alkalmazasa megvaltoztatta a
sejt szamot, a konfluenciat, az atlag sejt vastagsagot és atlag sejt
szabalytalansagot a kontroll sejtekhez képest 48 oras kezeles
utan. A PUFA-k és 10 Gy 48 o6ra utdn szignifikdnsan
megvaltoztatta mind a négy paramétert, kivéve az atlag sejt
szabalytalansagot, amikor a DHA a 10 Gy-el sugarazott sejteken
volt alkalmazva.

C. Az apoptozis mérése PUFA kezelést és/vagy sugarazast
kovetéen FACS-al (Fluoreszcencia aktivalt sejt valogatas)
Az 5 Gy-el ellentétben; egy 10 Gy-es dozis szignifikdnsan
megnovelte az apoptotikus sejtek ratajat. 25 uM AA és 25 uM
DHA nem befolyasolta az apoptdzis mértekét. S0 uM GLA
szignifikdnsan megndvelte az apoptotikus sejtek szamat.
Amikor 25 uM AA-t vagy 25 uM DHA-t 5 Gy-el kombinaltunk



szignifikdnsan megnétt az apoptotikus sejtek szdma. Hasonlo
hatast észleltiink amikor 25 uM AA-t alkalmaztunk 10 Gy-el.

d.A PUFA és/vagy sugarazassal kezelt glioma sejtek gén
expresszios elemzése

Az oxidativ stresszhez kothet6 gének esetén (TRXR1, GCLM,
SRXN1, GSR, GSTO1, HMOX1, AKR1C1, NQO1, DDIT3 ¢és
EGR1) 24 ¢6rat kovetéen csekély valtozasok  voltak
kimutathatok. Ezért tovabbi vizsgalatokat hajtottunk végre 48
orés kezelést kovetden.

Az SRXN1 expressziot az AA és DHA, mig a GCLM
expressziot a DHA kezelés novelte. A HMOX1 expresszio
megnétt 10 Gy-el vald sugarazast kovetéen, mig az AKR1C1 és
NQO1 nem. Az AA ¢és DHA kezelés megnovelte a HMOX1
expressziot, egy PUFA sem befolyasolta az AKR1C1-et, az
NQO1 expressziot csak a DHA valtoztatta meg. Az utobb
emlitett harom gén expresszioja megndtt amikor a sejteket egy
idében 10 Gy-el és PUFA-al kezeltiik, ahhoz az esethez képest
amikor a sejtek csak 10 Gy-nek voltak kitéve.

A sugarazas megnovelte az expressziojat a négy korai valasz
ad6 génnek (EGR1, a TNF-0, a FOSL1 and C-FOS).

Az EGR1 expresszidja mindharom PUFA hatdsara megndtt.
AA alkalmazésa sugarazas mellett szignifikdnsan lecsokkentette
a sugarazas okozta expressziobeli emelkedést, a GLA pedig
szignfikansan megemelte. Mindhdrom PUFA esetén a sugarazas
és PUFA kezelés szignifikdnsan nagyobb expresszidt okozott
mint az 6nnallé PUFA kezelés.

A PUFA-k nem valtoztatjdk meg a TNF-a és C-FOS
expressziot. A PUFA-k ¢és 10 Gy egyiittes alkalmazasa
szignifikdnsan megemeli a TNF-a és C-FOS expressziot. A
TNF-o és C-FOS expresszié szignifikansan alacsonyabb a csak



sugarazott sejtekhez képest a sugarazott és AA-val kezelt
sejtekben.

Amikor a PUFA-kat és a 10 Gy-es dozist ugyanazon a mintan
alkalmaztuk a FOSL1 expresszio szignifikinsan megnétt a
kontroll sejtekhez képest. Az AA ¢és GLA szignifikdnsan
megemelte a FOSL1 expressziot.

A NOTCH1 expresszi6 szignifikansan megnétt amikor a
sejteket GLA-val, 10 Gy-el kezeltik vagy amikor 10 Gy-t
kombinaltunk AA-val vagy DHA-val. A GLA és 10 Gy egyiittes
alkalmazasa szignifikansan alacsonyabb expressziot
eredményezett a csak sugarazott sejtekhez képest.

Az AA-val vagy 10 Gy-el vald kezelés szignifikansan
megemelte a GADD45A expressziot. Az AA vagy DHA 10 Gy-
el valdé kombinacidja szintén megemelte a GADDA45A hirvivd
RNS (mRNS) szintet.

Csak a 10 Gy-es dozis emelte meg szignifikdnsan a TP53
expressziot, a PUFA kezelés vagy ennek kombinalasa 10 Gy-el
nem okozott semmilyen valtozast a TP53 mRNS szintben.

AA alkalmazasa és a 10 Gy-es dozis megnovelte a C-MYC
expressziot. Mindegyik PUFA kombindldsa sugarazassal
szignifikansan megemelte a C-MYC expressziot.

A PUFA kezelés, 10 Gy vagy a kettd egyiittes alkalmazésa
nem volt hatassal az MMP14, SIRT1, TGFBI, TIMP3
expressziora.

e. A miRNS expresszio valtozasanak vizsgalata PUFA
és/vagy 10 Gy-el valo kezelés esetén

A miR34a, miR96, miR148a, miR148b ¢és miR152
expresszioja nem valtozott 48 oOraval kezelést kovetden. A
miR146a expresszioja megnétt DHA valamint kombinalt 10 Gy
¢s GLA kezelés hatasara. miR146 expresszi6 GLA hatasara
csokkent. A miR181a szintje n6tt DHA kezelés kdvetkeztében.



f. Zsirsavszintézisért felelos gének, a PLIN3 és a
hosokkfehérjék expressziojanak valtozasa PUFA kezelést
és/vagy sugarazast kovetéen

24 o6rés kezelést kovetéen a 10 Gy ¢és GLA kezelés
szignifikdnsan csokkentette az SCD1, SCDS expressziot és
novelte a FADS1 mRNS szintet. A DHA, GLA, 10 Gy
onmagaban ¢és kombinalva szignifikansan csokkentette a FADS2
expressziot. GLA kezelés vagy a 10 Gy és PUFA kombinacié a
FASN expressziot szignifikdns modon csokkentette.

48 oras kezelést kovetden a FASN, SCD1, SCD5, FADSI],
FADS2 expresszio szignifikdnsan csokkent a GLA kezelésnek
koszonhetden. A FASN expresszidja nétt a sugarazasnak
koszonhetdéen. A FADS3, ELOVL1, ELOVL2, ELOVLS5, HSPB2
expresszidja nem valtozott sem a GLA kezelésnek, sem a
sugarazasnak sem a kettd kombinacidjanak koszonhetden. A
PLIN3 expresszidja megnétt sugarazas hatasara. A GLA kezelés
szignifikansan megemelte a HSP90AAL1 mRNS szintet. 10 Gy,
GLA, 5 Gy ¢és GLA valamint 10 Gy és GLA szignifikdnsan
megnodvelte a HSPB1 expressziot.

g. Lipidcseppecske akkumulaci6 GLA Kkezelést és/vagy
sugarazast kovetéen

A sugarazas szignifikansan lecsokkentette a glioma sejtek LD
tartalmat. A GLA kezelés szignifikdnsan megnovelte a
sugarazott U-87 MG sejtekben talalhato LD mennyiséget.

5. Kovetkeztetések, uj tudomanyos eredmények

1. Glidbma sejteken még nem végeztek LDH és MTS mérést,
kinetikai médszerrel kombinalva; az UFA-k és/vagy sugérzas (5
¢s 10 Gy) hatdsanak felmérése céljabol. Mind az 6t altalunk
vizsgalt UFA (AA, DHA, GLA, OA ¢és EPA) esetén sikertilt 10
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Gy-el szinergisztikus hatast kimutatnunk LDH vagy MTS
mérésekkel.

2. LDH, MTS és kinetikai méréseink alapjan 25 uM AA, 25 uM
DHA, 50 uM GLA bizonyult alkalmasnak tovabbi
vizsgalatokra.

3. A sugarzas és a PUFA-k egyiittes hatasat U-87 MG sejtek
morfoldgidjara ezidadig még nem vizsgaltak. A sugarzassal (10
Gy) kombinalt PUFA kezelés jelentésen befolyasolta a sejtek
morfoldgiajat 48 oras kezelést kovetden.

4. Az eredmények alapjan a génexpresszioban bekdvetkezd
valtozasok PUFA ¢és sugarzas specifikusak. Az eredmények és
szakirodalom alapjan, a mért hatasok szovetspecifikusak. A
sugarzast kovetd PUFA kezelés hatasat glioma sejtek
génexpresszidjara még nem tanulméanyoztak. Az inkubacids 1d6
fontos befolydsold tényezd génexpresszid vizsgalatok esetén.
AA, DHA ¢s GLA specifikusan befolyasolta bizonyos gének
expressziojat. A PUFA-k a sugarzas (10 Gy) hatasat sok
tekintetben felerdsitették vagy kedvezé modon modositottak.

5. A tudomanyra nézve 0j megfigyelések a sugarzast kovetd
PUFA kezelés altal eldidézett miRNS expresszio valtozas
mérések glioma sejtvonalon. Csak a miR146a esetén
tapasztaltunk kismértéki valtozast. miR181a esetén csak az
onallo DHA kezelés volt hatasos. A miR34a, miR96, miR148a,
miR148b és miR152 esetén az altalunk alkalmazott kezelések
okoztak kimutathat6 expresszidbeli valtozast.

6. A GLA kezelés nem idézett el6 LD akkumulaciét. Ez uj
megallapitas, a szakirodalomban nem talaltuk ezirdny adatot.
U-87 MG sejteken még nem vizsgaltak a GLA kezelés hatasat a

crer

crer

még nem vizsgaltak GLA kezelt és sugarazott glioma sejteken.
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Ha GLA-t alkalmaztunk sugarkezelés (5 és 10 Gy) mellett, a LD
mennyiség szignifikansan nagyobb volt, mint a csak sugarazott
sejtekben.
7. A szakirodalomban részletes leiras talalhaté a PUFA-k
¢s/vagy sugarzas citotoxicitasarol rakos sejteken. Ennek
ellenére, a gén- €s miRNS expresszid méréseket ajanlatos volt
kiegésziteni az apoptotikus hatdsrél sz6l6 informacioval
ugyanazon a modell rendszeren, ugyanolyan koriilmények
kozott, mint ahogyan a génexpresszids valtozads meghatarozasa
tortént. A PUFA-k 6nmagukban is hatdsosak lehetnek, mint
rakellenes hatéanyagok. 25 pM AA ¢és 25 uM DHA nem ndvelte
meg az apoptotikus indexet, mig 50 uM GLA igen. Az AA vagy
DHA ¢és a sugarzas (5 Gy) kozott szinergisztikus hatést
mutattunk ki az apoptdzis mértékét tekintve.

A PUFA-k 6nall6o vagy sugérkezeléssel valo alkalmazasanak
pontos sejten beliili hatasdnak megértéséhez  tovabbi
vizsgalatokra lesz sziikség.
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