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|. BEVEZETES

A sugarterapia a komplex rakkezelés egyik f6 pillére. Az ionizald sugarzast sikeresen alkalmazzak
kiilonb6z6 primer és metasztatikus daganatokban szenvedd betegeknél (Larouche és mtsai, 2007). A
rakos betegek tobb mint 50%-anal alkalmaznak sugarterapiat betegségiik soran (Baskar és mtsai, 2012).
A sugarbiologia tobb évtizedes kutatdsai alapjan ma mar mélyrehatd ismeretek allnak rendelkezésre az
ionizalo sugarzas fizikai, kémiai, biologiai hatas-mechanizmusarol, a hatast befolyasolo tényezokrol. Ez
nagymértékben hozzdjarult az optimalis alkalmazéas kidolgozasahoz, amely mind a sugarvédelem
fejlédését, mind az ionizalo sugar széleskorti alkalmazasat, ezek kozott a sugarterapia hatékonysaganak
fokozasat, a mellékhatasok, szovodmények csokkenését tette lehetdveé, ami a terapids index lényeges
novekedését eredményezte. Az elmult években, jelentdsen fejlédtek a sugarkezelési technikék, amelyek
hozzéjarultak a rakkezelés kimenetelének javulasahoz. Az 1ij generacios linedris gyorsitokkal elérhetd
intenzitas modulalt sugarkezelések, a toltott atommag részecskék kedvezd dozis elnyelési tulajdonsaga
hozzajarult a malignus sejtek szelektiv eliminaldsdhoz, a normal szovetmiikodés megdérzése mellett. A
fokozott konformalitassal rendelkezé fejlett foton besugarzasi technikak és a szupravezetd
ciklotron/szinkrotron alapt részecske gyorsitdo berendezések révén, a gyorsan terjedé hadron-terapia
egyre tobb daganatos beteg szamara valt elérhetévé (Specht és mtsai, 2015). Ezen terapias alkalmazasok
gyors novekedése, megbizhato in vivo modellek kifejlesztését igényli, a nagy linearis energia atadasu
(LET) részecske-sugarzas bioldgiai hatdsainak preklinikai vizsgalatara. Rendkiviil fontos a korabbi
empirikus klinikai eredmények pathomechanizmusdnak, molekularis hatterének kutatdsa, valamint a
kiilonb6z6 1j sugarminéségek tanulmanyozasa, az innovativ binaris, és multimodalis kezelési koncepciok
egylitthatdsanak feltérképezése, a biologiai hatasainak tanulményozésa, mind a biztonsagos klinikai

bevezetés, mind a daganat ellenes terapiak hatékonysaganak novelése érdekében (Lithr és misai, 2018).

I.1. Az ionizdlo sugdrzds sejtkdrosito hatdsa

Régota ismert, hogy az ionizald sugarzas kozvetlen sejtkarositd hatdsanak fo célpontja az 6rokitd
anyag, a DNS, valamint, hogy a sugarzas okozta sejtkarosodasok a sejt tipusatol, a sugarzasi
korlilményektdl és a sugarzds mindségétdl fliiggden kiillonbozé mértékiiek és jelentdségiiek lehetnek
(Blank és mtsai, 1997). Az ionizal6 sugarzas az atomokat ionizalja a test szoveteiben keresztiilhaladasa
soran, ahogy energidja elnyelddik. A sugarzas hatasara bekovetkezd karosodas kozvetlen oka, hogy a
célsejtekben az elektronok szorddnak, nagy reakcidképességli pozitiv €s negativ ionok keletkeznek,
melyek szabadgyokok képzodéséhez vezetnek (kdzvetett hatas), féleg a viz radiolizisén keresztiil, illetve
kozvetleniil a makromolekuldkkal 1épnek reakcidba (kozvetett hatds). A kdzvetlen, és a kozvetett hatast

a linearis energia atadas (LET) mértéke hatarozza meg. A LET az egységnyi uton elnyelt energia
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mennyiség, amikor keresztiilhalad a kdzegen. Az alacsony LET-{i sugarzas, mint példaul a rontgen- vagy
a gamma-sugarzas nagyobbrészt kozvetetten, szabadgyok képzodés altal okoz makromolekularis foleg
DNS ¢és membran karosodast, mig a magas LET-0i sugarzas, mint a neutron vagy a-részecskék, foleg

direkt hatast fejtenek ki a sejtalkotokra, nagyobb bioldgiai hatékonysagot eredményezve (Prasad, 1995).

L.2. Terapids index

A terapias arany a tumor kontroll €s a normalis szovetkarosodas valdszintiségének 0sszefiiggését jelzi.
A jobb terapias arany, kedvezObb viszonyt jelent a tumor kontroll és a toxicitas kozott (Zindler és mtsai,
2015). A terapias index novelésének Szamos moddja ismert, a tumorellenes terapias hatas szelektiv
fokozasa, illetve az egészséges szovet karosodasanak csokkentése: a kezelés id6tartamanak
meghosszabbitasa, a frakcionalas, a hiperfrakcionalas vagy sugarmodosité anyagok hasznalata, amelyek
kifejezetten novelik a tumor sejtek érzékenységét (Prasanna és misai, 2012). A daganatellenes terapiak
esetében, mind a szelektiv tumor sejt érzékenyitd, mind az ép szoveti sugarvédd anyag novelheti a
radioterapia hatékonysagat. A sugarterapia soran az ép szovetek védelme elengedhetetlen a terapids arany

javitasa érdekében.

1.3. Sugdrmadosité anyagok

A sugarmodosito anyagok alkalmazasa lehetdvé teszi a terapias index javitasat, ami azonban rendkiviil
fontos a biologiai rendszer érzé¢kenységének vizsgalatara, a sugarzasi hatas kiilonbségeinek kimutatasara.
Nagy érdeklddés mutatkozik a sugarvédd anyagok fejlesztésében, az ép sejtek sériilésének
megakadalyozasa érdekében, mind a kemo-radioterapias és/vagy sugarterapias kezelések, illetve

nuklearis balesetek soran.

1.3.1. A foszfatidilkolin lehetséges terdpids hatdsai

A foszfolipidek, koztiik a membranalkotd foszfatidilkolin jotékony hatasat mar tébb klinikai
tanulmany ismertette a kiilonb6zd betegségekkel és tiinetekkel kapcsolatban, koztiik a gyulladas
vonatkozasaban is. A foszfatidilkolin egy kulcsfontossagi sejtmembran komponens (Volinsky és
Kinunnen, 2013). A GPC egy vizben old6dé molekula, a foszfatidilkolin deacilalt szarmazéka, amely
kolinra hidrolizalhato, erés gyulladascsokkentd €s neuroprotektiv hatdsat mutattak ki (Gallazzini és Burg,
2009). A GPC bizonyitottan védi a membranokat az oxidaciotol, és képes a membran miikodésének
javitasara a traumas karosodast kovetden (Onishchenko és mtsai, 2008). A GPC kiilonbozo kisérleti
modelleken védéhatast mutatott a gyulladasos reakciokkal szemben és csokkentette az oxido-reduktiv

stressz altal okozott reaktiv oxigén gyokok képzését (TOkés és misai, 2015).



1.4. Kiilonbozo sugarmindségek
1.4.1. Neutron sugarzds

A neutronsugarzas a nagy LET értékii sugarzasok koz¢é tartozik és ezért nagyobb bioldgiai hatast képes
kifejteni, ami a szovetek nagyobb karosodasat idézi elé, mint a foton/gamma-sugarzas azonos elnyelt

dozisra.

1.4.2. Proton sugadrzds

A proton terdpia a hadronterapia leggyorsabban fejlédoé aga, amely a XX. szdzad végétdl szélesebb
korben alkalmazhatova valt. A doziselnyelés szelektivitasa Iényegesen kedvezobb a hagyoményos foton
radioterapias sugarkezeléssel szemben. Ezek a pozitiv toltott részecskék bizonyitottan, nagy hatassal
vannak a daganatterapias kezelés kimenetelének javitasaban, féként a pontos dozis leadas miatt (Levin és
mtsai, 2005). Elényos tulajdonsaganak koszonhetden, a tumor térfogata nagy precizitassal sugarozhato,
a proton utvonal végén, a Bragg-cstcs-ban 1év6 nagy dozis leadas eredményeként, ami azt jelenti, hogy
a protonterapia lehetdséget biztosit a daganatok szelektiv kezelésére, az egészséges szovet maximalis
védelmével, mely jelentés mértékben csokkenti a tumor koriili sugar érzékeny szovetek karosodasat,
valamint a lényegesen kisebb integralt doziselnyelés a méasodlagos rosszindulatu daganatok kialakulési

valoszintiségét redukalja (Hall és Giaccia, 2006).

1.5. Zebraddnié, mint modellrendszer

A zebradanié (Danio rerio) halembrié népszer(i gerinces modellé valt a preklinikai kutatasokban,
mivel szamos elénnyel rendelkezik a hagyomanyos allatmodellekkel szemben (Geiger és mtsai, 2006).
Laboratoriumi koriilmények kozott alacsony koltség mellett konnyen szaporithatd, fenntarthato, valamint
nagy reprodukcios képesség jellemzi Oket. A 0,5-1 mm-es embriok atlatszosaguk, és konnyi
kezelhetdségiik miatt kivaloan alkalmasak nagyszami egyeddel torténé vizsgalatok kivitelezésére. A kis
méret nagy térbeli felbontast nyujt, igy a teljes organizmus nagyszamu egyed besugarzasa megbizhato
letalitasi adatokat eredményez. A zebradani6 szamos kulcsfontossagli génnel rendelkezik, amelyek fontos
szerepet toltenek be a fejlddés folyamataiban, a sejtciklus, a proliferacid, valamint a differencialodas
soran, ¢és ezek a gének megfelelnek a human DNS szakaszoknak (70%) valamint jol konzervaltak a két
faj kozott. A legtobb szerv, mint példaul a szem, agy, sziv, mdj, izmok, csontok valamint a gyomor-bél
rendszer gyors embrionalis fejlddésen mennek keresztiil, kozel 48 ora alatt teljes fejlodésiik végbemegy
(Bailey és mtsai, 2009). Ezen tGlmenden, a zebradaniéo embriok és a fiatal felnott egyedek optikailag
attetszoek, ez a jellegzetességiik megkdnnyiti az ionizald sugarzas belsd szervekre kifejtett hatasanak

kozvetlen megfigyelését.
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Ezek a jellemzok, kombindlva a konnyl kezelhetdséggel a kisérleti koriilmények kozott lehetdvé
tették, hogy jelen tanulmanyban, a zebradani6 embrié modellt alkalmazzuk, mely a tradicionalis
sugarbiologiai rendszerek mellett koztes 1épést biztosit az in vitro sejttenyészet-alapu, és kisemlds allat-
vizsgalatok kozott, valamint alkalmas kiilonb6z6 LET értéki sugarzas okozta karosodasok vizsgalatara,
illetve Relativ Biologiai Effektivitas (RBE) meghatarozasra €16 szervezetet alkalmazva, szerv és a szoveti

szinten.

1. CELKITUZES
Tanulmanyaink céljai:

a) zebradanido halembrié modell bevezetése, alkalmazasa ¢és kiilonboz6 vizsgalati végpontok
kidolgozésa az ionizdld sugarzas hatdsanak vizsgélatara, késObbiekben 1ézer indukalt ionizald
sugarzas RBE meghatarozasara;

b) besugarzasi geometria optimalizalasa, a halembriok megfeleld elhelyezésére szolgald mintatartok
fejlesztése, a besugarzasi paraméterek kidolgozasa;

c) dozis-hatas gorbék meghatarozasa, a legmegfelelébb dozis megallapitasa a sugarmodositd
anyagok vizsgalatahoz;

d) az L-alfa glicerilfoszforilkolin (GPC) sugarkarosodas hatasanak vizsgalata;

e) kiilonboz6 nagy LET értékii neutron forrasok Relativ Biologiai Effektivitasanak meghatarozasa;

f) a protonsugarzas biologiai hatasainak vizsgalata a mély dozis gorbe kiilonb6z6 pontjain (platd, a

Bragg-csucs kiszélesités kozepén (mid-SOBP)) referencia foton sugarzas hatasaval dsszevetve.

I1l. ANYAGOK ES MODSZEREK
I11.1. Zebradanio tartasanak koriilményei és embriokezelés

A kifejlett egyedeket nemiik szerint szeparaltan tartottuk, megfeleld tartasi koriilmények mellett,
recirkulacios rendszerben. A halak etetése napi harom alkalommal, teljes értékii szaraz lemezes tappal
valamint frissen keltetett sorakkal (Artemia nauplii) tortént, a szabvanyoknak, miikodési elveknek
megfeleléen (Westerfield M, 2000).
A kisérleteinkhez zebradanié AB vad tipust vonalat hasznaltunk. A Kifejlett egyedeket (2 ikras, 3 tejes)
specialis szaporitd talakban ivattuk, és az embridk a szaporitast kovetd reggelen lettek
megtermékenyitve. Ezt kdvetden az embridkat sszegyiijtottiik, majd sztereo mikroszkop (Stemi 508,
Stand K LAB, Carl Zeiss) alatt szétvalogattuk. Az ¢€letképes €s egészséges fejlodést mutaté embridkat 5
ml E3 médiumot tartalmazo 10 cm-es Petri-csészékbe helyeztiik és normal koriilmények kozott 27,5 °C-

on tartottuk.
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Az elvégzett kisérleteket az Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanics (XXXII./1838.2015) hagyta
jova, valamint a kisérleteink sordn figyelembe vettilk a laboratéoriumi allatok gondozasara és

felhasznalasara vonatkozo iranyelveket.

111.2. Zebradanio halembrié modell, az ionizdlo sugdrzdsok biolégiai hatdsainak vizsgdlatdara

A kisérleteinkhez kiilonb6zd poszt-fertilizacids (hpf), 3-, 6-, és 24 hpf életkorban 1évé életképes
embriokat y-sugarzasnak tettiink ki, 0 Gy és 20 Gy kozotti dozis tartomanyban, a dozis leadas 5 Gy-es
novekedéssel tortént. A besugarzas egy Teragam K-01 (SKODA UJP, Prague, Czech Republic) kobalt
egységgel tortént melynek atlag energiaja 1.25 MV. Az embriokat 96 lyuku (1 embrid/lyuk) lemezekbe
pipettaztunk, melyeket majd két (2 cm vastagsagu) polimetil-metakrilat (PMMA) lap koz¢é helyeztiink a
kiegyenlit6 hatas kompenzalasa érdekében, a homogén besugarzas biztositasanak céljabol. Az izocentrum
a lemezek geometriai kdzpontjdban volt. A tervezett dozisok felezve lettek leadva, egyik fele fentrdl
(gantry szog 0°), a masik fele alulrél (gantry szog 180°), ezaltal is maximalizalva a 20x20 cm-es
sugarmez0 homogenitasat. Sugarzasi idokorrekcids tényezOket alkalmaztunk a kobalt-60 forras
bomlasanak kompenzaldsa miatt. Sugarkezelést kdvetden az embriokat optimalis koriilmények kozott

tartottuk, a hét napos mikroszkopos megfigyelési periodus ideje alatt.

111.3. Sugdrmdédosité anyag hatisanak vizsgalata - GPC eldkezelés
A GPC-t, 194 uM/L koncentracioban alkalmaztuk. Az embridkat sugarzast megeléz6en 3 Orara
inkubaltuk, majd az inkubalasi i1d6 leteltével a 24 hpf embriokat 20 Gy dozis szinten besugaroztuk.
Hasonlo fejlodési szakaszban 1évé embriokat 10 Gy-el irradialtuk a molekularis vizsgalatok kivitelezése
érdekében, négy csoportba sorolva: kontroll, GPC-vel kezelt, besugarzott, GPC-kezelt majd besugarzott.
A besugarzast a korabban ismertetett modon, 96 lyukt lemezeken (1 embrid/lyuk) kobalt-60

sugarforrassal végeztiik.

I11.4. A kiilonbozo nagy LET forrasok RBE meghatarozdsdanak modszere

A pharyngula periodusban (24 hpf) 1évé megtermékenyiilt embriokat, egyedileg elhelyeztiik 96 lyuka
lemezbe mely 250 pl embrié médiumot tartalmazott, a konvencionalis foton besugarzashoz. A kiillonbozo
sugarmindségek biologiai hatékonysaganak 6sszehasonlitdsara ugyanabban a fejlodési periddusban 1évo
embriokat alkalmaztunk, ellenben a neutron forrasok esetén az embriok eppendorf csovekbe lettek
helyezve a besugarzas idOtartamara.

Az RBE meghatarozasahoz, referencia sugarforrasként linearis gyorsito altal létrehozott 6 MV fotont

hasznaltunk (Primus2 Siemens), 0 Gy, 5 Gy, 10 Gy, 15 Gy ¢s 20 Gy dozis szinteken.
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A neutron besugarzast a Budapesti Miiszaki Egyetem (BME) Oktatd reaktoraban a ,,pneumatikus
csoposta” rendszerrel végeztiilk. Az embrid besugarzasok a termikus csatornaban torténtek, 0 Gy, 1,25
Gy, 1,875 Gy, 2 Gy, és 2,5 Gy doézisokkal. A reaktor teljesitménye a kisérlet soran 200 W volt.

A ciklotronnal eléallitott neutron besugarzasokat a Magyar Tudomanyos Akadémia Atommagkutatd
Intézetben (Atomki) hajtottuk végre. A zebradanié embriok, vegyes neutron-gamma p(18 MeV)+Be
forrassal lettek besugarozva, mely esetben a gyors neutron besugdrzoé berendezés az MGC-20E
ciklotronon alapul. Az alkalmazott dézisok a kdvetkezok voltak: 0 Gy, 2 Gy, 4 Gy, 6,8 Gy, 8,12 Gy és
10,28 Gy.

I11.5. A protonsugarzas biologiai hatdsainak vizsgalata a mélydozis gorbe kiilonbozo pontjain

A proton sugarzas vizsgalatat a drezdai OncoRay Intézettel és a Helmholz Kutatdé Kozponttal
egylittmiikddve végeztik. A német orszagos, €és tartoményi allatetikai szabéalyok szerint a zebrahal
embriokkal a megtermékenyiilés utani 5 napig végezhetdk kisérletek. Ezért a tervezési szakaszban szamos
elokisérletet végeztiink, hogy e korlatozas mellett is relevans eredményeket nyerhessiink. Végiil a
dozisszintek emelése 30 Gy -ig, és az LDso/4. nap=30 Gy alkalmazasa bizonyult a leghatékonyabbnak.
Az Egyetemi Protonterapias Kozpont kisérleti csarnokaban, rogzitett vizszintes monoenergetikus ceruza
nyalab tipusu proton sugarnyalabot alkalmaztunk 70-230 MeV energiatartomanyban.
A 24 hpf fejlodési periddusban 1évo embridkat a proton mélydozis gorbéjének kiillonbozé pontjain, a
plato és a Bragg-csucs kiszélesitésének kozepén (mid-SOBP) sugaroztuk be. Harom fliggetlen kisérlet
ismétlést hajtottunk végre minden egyes doziscsoport esetében, amelyet a platd és mid-SOBP
protonokkal végeztiik, valamint referenciaként a klinikai Linac tipust Artiste (Siemens AG, Erlangen,
Németorszag), 6 MV foton sugarforrast alkalmaztuk a két sugdrmindség 0sszehasonlitasanak
érdekében. Az ismétlések esetében 0 Gy, 5 Gy, 10 Gy, 15 Gy, 20 Gy ¢és 30 Gy doézis szinteken, 96-96
db embrio6t hasznaltunk.

111.6. Mérések

A korfliggd dozis-hatdsgorbe meghatarozasa céljabol, valamint a GPC toxikus és sugarzas-modosito
hatasainak elemzésére, a besugéarzast kovetden az embriok fejlddési statuszat, az életképességet és a
kiilonb6z6 morfoldgiai rendellenességeket rendszeresen detektaltuk, 24 oranként 7 napig. A
vizsgalatokat, Zeiss Axio Imager Z1 fényatereszt6 inverz mikroszkoppal végeztiik 10x és 20x nagyitason,
valamint reprezentativ képeket rogzitettiink AxioCam MRS kamera segitségével a deformalt egyedek
esetében. A megfigyelést kovetden az elpusztult embridkat eltavolitottuk, az életképes és a

rendellenességet mutatd embridk szdmat regisztraltuk. Az embriondlis tilélésre vonatkoz6 kritérium a
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sziv 0sszehuzodéasok jelenléte valamint a sejtaramlas és vérkeringés volt. A tlélést és a morfologiai
rendellenességeket a 7 napos megfigyelés alatt naponta, az €16 egyedek aranyaban értékeltiik. Szamos
sulyosabb morfologiai rendellenességet vizsgaltunk, mint a szivburok 6déma és a gerinc gorbiilet, amelyeket
feljegyeztiink és értékeltiink a tulélés mellett, RBE meghatarozas vizsgalati végpontjaként. A kisérlet a
kontroll és besugarzott egyedek megfigyelési periddusa 4 napos volt, a németorszagi allatetikai szabalyozasok
korlatozasa miatt. Az RBE meghatarozas a kovetkezoképp tortént: 7. napon - LDso foton/LDso neutron,

illetve a 4. napon - talélok szama adott foton dozis szinten/ttlélok szama ugyanazon proton dozis mellett.

Hisztopatoldogiai és szovetmorfologiai értékelés

A szoOvettani vizsgalatok kivitelezéséhez, a kontroll €s a kezelt embriok csoportjainak egyedei 7 napos
mikroszkopos megfigyelés végén, 4 mg/ml trikain-metanszulfonat (Sigma-Aldrich™) 1:100 higitasban
boditva lettek, ezt kovetden 3 napig fixalva 4%-os formalinba. A fixalas megtorténte utan az embriok
paraffinba lettek agyazva, majd 4 um vastagsagi metszeteket készitettiink, melyeket hematoxilin eozinnal
festettiink. A szovettani metszetek a Pannoramic MIDI (3D-HISTECH Kft., Budapest) digitalis dia-
szkennerrel lettek beolvasva. Reprezentativ képeket elemeztiink a Pannoramic Viewer 1.14.50 RTM

3DHISTECH alkalmazasaval, minden kezelési csoportbdl legalabb 15 egyed vizsgalata tortént meg.

Kvantitativ polimerdz-lancreakcio (qPCR)

A besugarzast koveten 1 és 2 oraval a gyulladasos citokin szintet vizsgaltuk. A méréshez sziikséges
megfeleld bioldgiai anyag biztositasa érdekében minden kisérleti csoportbol harom ismétlést mértiink,
csoportonkénti 20 embrid Osszevonasaval. A teljes RNS-extrakciot Trizol segitségével izolaltuk
homogenizalé hasznalataval. Ezutan kloroformot adtunk a homogenizalt embrié szovethez. Az RNS
kicsapasa izopropanol hozzaadasaval tortént, majd a csdveket Ovatosan forgattuk és inkubaltuk. Ezt
kovetden centrifugdlads kovetkezett, mely utan a feliiluszot 6sszegytijtottiik. Az RNS koncentraciot
spektrofotométerrel mértitk meg. CDNS-t szintetizaltuk és valos idejii PCR-t hajtottunk végre.

Az IL-1B és az NF-xB szinteket szekvencia-specifikus TaqMan gén expresszios probak
alkalmazaséaval hataroztuk meg 18S rRNS-sel, amely egy eldre optimalizalt primer €s probateszt belsd
kontrollként hasznalva. Mindegyik PCR-reakciot megismételtiik, és a relativ mRNS-szintet a 2 -AACT

modszerrel szamoltuk.

Pontozasi rendszer az embrio morfologiai rendellenességeinek mennyiségi elemzéséhez

A szivburok 6déma és a gerinc gorbiilet pontosabb meghatarozasa érdekében egy szemi-kvantitativ
morfologiai pontozasi rendszert alkalmaztunk (Brannen és mtsai, 2010). A morfologiai
rendellenességeket a besugarzast kovetd 4. és 5. napon készitett felvételeken értékeltiik a kialakitott

pontozasi rendszer szerint. Az 1-es pontszam az embridk egészséges allapotat jelolte. A szivburok 6déma
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esetén a 2-es pontszam a normal tartomanyon beliil egy nagyon kicsi 6déma megjelenését jelentette, a 3-
as pontszam szignifikans rendellenességet mutatott, ahol még a szivburok 6déma mérete kisebb volt, mint
a fej mérete és a 4-es pontszam sulyos rendellenességet jelentett, mely esetben a szivburok 6déma mérete
azonos vagy nagyobb volt, mint a fej mérete.

A gerinc gorbiilet esetében az 1-es pontszdm normal gerincet, a 2-es pontszamot a farok ivelt végén
megjelend gorbiiletet, 3-as pontszam pedig a test felétdl enyhe gorbiilést illetve a 4-es pont a nagyon

stlyos gorbiiletet jelentette.

111.7. Statisztikai analizis

A talélés és a kiilonbozé sugarzas okozta morfologiai rendellenességek dozis-hatds gorbéinek
statisztikai elemzéséhez a Log-rank valamint Chi-négyzet probat alkalmaztuk Bonferroni korrekcioval,
az abrazolast a GraphPad Prism Version 7.03 Windows rendszerrel végeztiik.

A GPC sugarvédé hatasainak értékelését a Cox regresszioval végeztik el R statisztikai
programnyelvben (R 3.2.2 for Windows). A statisztikai szignifikancia szint p< 0,05 értéknek vettiik.

A gyulladasos citokin szintek mértékének meghatarozasara a SigmaStat statisztikai szoftvercsomagot
alkalmaztuk. A statisztikai értékeléshez nem paraméteres Kruskal-Wallis probat alkalmaztunk, a
csoportok kozotti kiilonbségek kimutatasara, ezt kovette a Dunn-teszt paronkénti tobbszords
Osszehasonlitasra.

A proton besugarzas atlagos talélések és morfologiai rendellenességek grafikus dbrazolasara a harom

kisérlet atlagértékét hataroztuk meg, és abrazoltuk a 2017-es Origin Lab szoftverrel.

IV. EREDMENYEK
IV.1. Eletkorral osszefiiggd dozis-hatdsgiorbék

Az embriok tulélése szoros osszefiiggést mutatott az embriok koraval, valamint a dozis szintekkel. A
hétnapos megfigyelési periddus alatt, a megtermékenyitést kovetd 6 oraban besugarzott embriok esetében
nem volt relevans haldlozas az 5 Gy-s csoportokban, mig 20 Gy esetében tobb mint 80% mar a
megfigyelést kovetd 4. napon elpusztult.

A 7. napon 50%-os tulélést lehetett meghatarozni a 15 Gy-vel besugarzott csoportok esetében. Ezért a
6 hpf embridk esetében a 15 Gy dozis szint bizonyult az LDso értéknek. Az ionizal6 sugarzasra a 24 6ras
embriok kevésbé voltak érzékenyek, esetiikben az LDso érték 20 Gy-nek felelt meg a hetedik napon.

A taléléshez hasonloan a morfologiai elvaltozasok megjelenése és mértéke az embriok koratdl illetve
a leadott dozistol fiiggd volt, stilyosabb, korabban jelentkezé embrionalis fejlodési rendellenességek a 6

hpf-es korban besugarzott egyedek esetében voltak megfigyelhetok.
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Szovettani vizsgdlat

A mikroszkopos morfologiai elvaltozasokat kvalitative értékeltiik. A besugarzott, megfigyelt egyedek
esetében a kopoltyuk tobbrétegii hamjaban a kehelysejtek fogyatkozasa, valamint a nyalkahartya eltiinése
¢s a bor alatti 6déma kialakulasa volt megfigyelhetd. A szdvettani analizis doézisfliggd perikardialis
karosodast mutatott, sulyos hydropericardium, széveti vizeny6 volt észlelheté mar a legalacsonyabb dozis
szintekkel besugarzott egyedek esetében is. A maj szovettani feldolgozasa soran a hepatocytak
hydropikus és egyszerii patoldgias jeleit figyeltiik meg a sugarkezelt egyedekben, illetve a hepatocytak
magvaban bekdvetkez pycnotikus valtozasokat is észleltiink a 24 hpf, 20 Gy-vel besugarzott csoportban.
Ezenkiviil 1athato volt, hogy a szikanyag dllomanyaban vaku6lumok jelentek meg a 6 hpf 5 Gy hatasanak
kitett csoportban. Végiil meghataroztuk a sugarzas korszovettani hatasat a fejlodd gasztrointesztinalis
rendszerre. Mindegyik besugarzott csoportban nagy mennyiségii nyalka volt jelen a bélrendszerben és a
20 Gy-el besugarzott csoportban, a bélnyalkahartyaban szamos kehelysejt volt megtalalhatd. A 20 Gy-el
kezelt csoportban szabalytalan alaku sejtek és hiperkrom magok voltak megfigyelhetéek a kehelysejtek

szdmanak lényeges csokkenése mellett.

IV.2. GPC hatdsa a tulélésre és a morfologiai elviltozdasokra

A GPC 194 pM/ L koncentracidban valo alkalmazasa jelentds véddhatdsokat mutatott korabbi
csoport, és a 20 Gy-el besugarzott csoport kozott a talélési kiilonbség 20% volt a kezelt csoport javara.
Tehat a talélésben, és ezzel parhuzamosan a morfologiai rendellenességek megjelenésében is szignifikans
kiilonbséget figyelhettiink meg: a legstilyosabb szervi elvaltozasok a magasabb dozisszinteken torténtek,
melyek kivédésében a GPC erételjes szerepet jatszott.
A fejlodo bélrendszer ionizald sugarzas altal okozott szovettani elvaltozasait csokkentette és részben
helyreallitotta a GPC eldkezelés. A GPC-kezelés csokkentette a radiogén makro- és mikromorfologiai
karosodasokat, valamint a letalitast, igy sugarvédd hatasa a jovében potencialisan felhasznalhat6 lehet a

rosszindulatil daganatok sugéarkezelése soran radioprotektorként, javitva a terapias indexet.

Gyulladasos citokinszint mérés

Az észlelt sugarvédd hatas patomechanizmusat Kutatva, gyulladascsokkentd aktivacios jelatviteli
utvonal korai fazisdnak vizsgalata sordn azt tapasztaltuk, hogy a GPC eldkezelt csoportban az IL-1f3
expresszioja a kontroll szintre csdkkent, ezaltal az NF-xB utvonal aktivalas indukciojat megakadalyozta.
A 10 Gy-s besugarzast kovetden, kiilonboz6 mintavételi idépontokban elemzett eredmények azt mutattak,
hogy az IL-1B és az NF-kB aktivalodasa kiilonbozé idépontokban torténik. Ezt az aktivalodasi szintet

jelentdsen csokkentette a GPC. Az eredmények alapjan a GPC sugarvédd, illetve gyulladascsokkentd
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hatasokat mutatott a zebraddnié embrid6 modellben, jelentdésen csokkentve a sugdrzas okozta pro-

inflammatoérikus aktivaciot, az ionizal6 sugarzas altal kivaltott morfoldgiai karosodasokat és a letalitast.

IV.3. Tulélés a nagy LET-RBE meghatarozdshoz

A talélési gorbék Osszehasonlitasa soran azt talaltuk, hogy az LDso7 érték a hasadasi neutronok
esetében 2 Gy, ciklotron neutronok esetében 8,12 Gy valamint a y-sugarzas esetében 20 Gy volt. Az
eredmények fliggvényében a biologiai hatékonysag (RBE) 10-szer magasabb a nagy linearis energia-
atadasu termikus, hasadasi neutronoknal €s 2,5-sz6r magasabb a ciklotron altal generalt gyors neutron

sugarzasnal.

RBE meghatdrozds morfolégiai elvaltozdsokkal

Az embridk fejlodésbeli rendellenességeit és morfologiai elvaltozasait (testhossz megrovidiilése,
gerinc gorbiilete, fej és szem méretének csokkenése, szivburok 6déma, szikholyag megnagyobbodasa)
egyszerisitett modszerrel hataroztuk meg. Doézis és LET fiiggd szervi rendellenességek voltak
megfigyelheték mikroszkopikusan. A 4. és 5. besugarzast kovetd napon megfigyelt elvaltozasok
egyezben a tulélési eredményekkel, értékelhetd adatokat nyujtottak a kiilonbdz0 sugarmindségek

Osszehasonlitasara.

A kiilonbozo szervek szovettani értékelése

A kiilonb6zé sugarmindségekkel kezelt embridk szovettani vizsgalatai LET- és dozisfiiggd szoveti
elvaltozasokat mutattak a szem, az agy, a gyomor-bélrendszer, a maj €s az izom elemzése soran.

A hasadasi neutronnal és a ciklotron alapti neutronforrassal besugarzott embridk esetében, a sugarzas
a szemlencse elhomalyosodasat, a szem atméréjének jelentds csokkenését, valamint rétegszerkezetének
elvaltozasat okozta a kontrollhoz képest. A kiilonbozé LET értékii ionizalo sugarkezelések a retina jol
strukturalt sejtrétegeinek jelentds dezorganizéacidjat okoztdk. A kontroll embridk agydban a neuropil
intakt, a 20 Gy fotonnal, a 2 Gy hasadasi neutronnal és a 8,12 Gy ciklotron alapti neutronforrassal kezelt
csoportok esetében, a neuropil szoveti fellazulasa volt megfigyelhet6. 7 nappal a kezelést kdvetden, a
kozépagy és a csontveld, sejtjeiben is dezorganizacid volt lathatd, a 20 Gy foton és 8,12 Gy ciklotron
alapu neutronforrasokkal besugarzott egyedek esetében. A kehelysejtek szama részleges csokkenést
mutatott a 20 Gy-s foton és 2 Gy hasadasi neutronnal besugéarzott csoportokban, valamint a ciklotron-
alapt neutron esetén 8,12 Gy dozisszinten azok szinte teljes eltiinését lathattuk. A kehelysejtek a sugarzas

hatdsainak korai jeleit mutattdk, és szamuk jol viszonyult a leadott dozishoz.
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IV.4. Protonsugdrzds - RBE meghatdrozds
Tulélési végpont az RBE meghatdrozdsahoz

A besugarzast kovetd elsé két napban a 15 Gy-nél alacsonyabb dozisokkal kezelt csoportokban, az
embrionalis tulélésre a besugarzas nem volt szignifikans hatassal. A 10 Gy-nél nagyobb dézis szintek
esetében az SOBP ¢és a 15 Gy csoportoknal a platd régioban a besugarzas szignifikansan csokkentette a
tulélési szintet a kezelést kdvetd 4. napon, a foton referencidhoz viszonyitva. Ezt tiikrozi az LDsp érték is,
magasabb a platé régidban a besugarzast kovetd 4. napon.

Az embriok talélésének tekintetében 20 Gy dozisszinten 1,13 £+ 0,08 és 1,20 + 0,04 RBE értékeket
hataroztunk meg a plato illetve az SOBP pozicioban. 30 Gy esetén a mid-SOBP pozicioban 1.60 + 0.32-

nek, illetve a platoban 1.41 + 0.08- nak bizonyult a konvencionalis 6 MV fotonhoz viszonyitva.

RBE meghatdarozas morfologiai rendellenességekkel

A szivburok 6démat mutatd egyedek szama lényegesen gyorsabban emelkedik, mint a gerinc
gorbiiletet mutatoké. Ennek oka a két rendellenesség eltérd patomechanizmusa, ugyanis az 6déma
képzddés, aktiv folyamat, inflammatorikus folyamatok indukalta akut gyulladasos reakcio, mig a
gerincgorbiilet a fejlodo csontsejtek karosodasa miatt lassabban alakul ki.

A 2. ¢és a 3. megfigyelési napokon, a 15 Gy és 20 Gy-s csoportok esetében a proton és a foton kezelés
kozott szignifikans kiillonbségek voltak megfigyelhetdk a szivburok 6déma aranyai kozott.

A 15 Gy-nél nagyobb dozisok alkalmazésa soran, az embriok szinte 100%-anak esetében szivburok
O0démat tapasztalhattunk. A szivburok 6déma indukalasara proton esetében 12,9 Gy és 16,0 Gy foton
kezelésre volt sziikség. A 4. megfigyelési napon a gerinc gorbiilet aranyanak alapjan 20 Gy proton 1,25
+0,16 és 1,10 + 0,14 RBE értékek voltak meghatarozhatok a mid-SOBP és plato régioban konvencionalis
MYV fotonokhoz viszonyitva. A szivburok 6déma, mint akut sugarzas okozta karosodasa nyilvanvald
dozis-hatast mutatott a megfigyelési periddus ideje alatt. A gerinc gorbiilet megjelenésének esetében,
linearis dozisfiiggd novekedés volt megfigyelhetd a 30 Gy dozis szintig a sugarzast kovetd 4. napon, ami
valoszinilileg a 10 Gy feletti dozisok miatt a gerincben bekovetkezd kiterjedt sejt pusztuldsnak

magyarazhato.

V. MEGBESZELES
V.1.Eletkor és dozisfiiggd tilélési gorbék
Kevés eredmény kertilt kozlésre halembrié modell (medaka és zebradanio) alkalmazasaval, melyeket

elsGsorban a sugarvédelmi vonatkozasokkal kapcsolatos vizsgalatokra hasznaltak (Shimada és misai,
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1991). A kutatds soran meghataroztuk, a besugarzas pontos technikajat, megfeleld mintatartokat
fejlesztettiink ki valamint a besugarzas geometridjanak optimalizalasat végeztiik el.

Ezt kovetden a zebradanié embriok biologiai megfigyelési végpontjait hataroztuk meg kifejezetten

sugarbiologiai kutatdsokra. Ebbol a célbol, kiilonb6z6 poszt-fertilizacids korban 1évé embridk kiillonbozo
dozisszinteken lettek homogénen besugarozva foton forrassal. Az embriokat megtermékenyitést kovetden
kiilonboz6 idépontokban (3 hpf, 6 hpf, 24 hpf) irradialtuk, és tobb végpontot értékeltiink, mint a talélés,
a makro- ¢és a mikromorfologiai elvaltozasok a fejlodé embriokban. A modell rendszeriink esetében a
tulélés, a morfologiai kdrosodéasok €s a szovettani elvaltozasok életkor és dozisfiiggdnek bizonyultak.
A poszt-fertilizacio korai szakaszaiban, kiilondsen a midblastula atmeneti allapot el6tt, vagyis a 24 hpf
eldtti periddusban nem volt megfigyelhetd a teljes mértékben kifejlett sugarkarosodast javitd fehérjék
jelenléte (McAleer és mtsai, 2005), ami a sugarzas érzékenységét eredményezte, melyet az altalunk
végzett kisérletek is megerdsitettek. A 6 hpf korban besugarzott embridk esetében az LDso érték 15 Gy
valamint a 24 hpf kori embridk esetében 20 Gy-nek bizonyult a konvencionalis foton forrassal vald
irradidcio sordn a 7. megfigyelési napon.

A 24 hpf embriokkal végzett kisérletek nagyon stabilnak, jol reprodukalhatonak bizonyultak, és
megallapithatd, hogy ezen életkor alkalmas volt az ionizald sugarzas, illetve a potencialis sugarvédd

anyagok hatasainak vizsgélatara

V.2. Potencidlis sugdar-médosito anyagok vizsgdlata

A foszfolipidek nagy szerepet jatszanak a sejtmembran karosité anyagokkal szembeni védelemben, de
a nagy koncentracioban alkalmazott foszfolipidek kdzvetlen toxicitasa nem teljesen ismert.

GPC, egy foszfolipid szarmazék, amely stabilizalja a sejtmembran funkcidjat a karosodast kovetden,
ezen allitdsok igaznak bizonyultak a vizsgéalataink esetében. A GPC sugarkezelés eldtti alkalmazasa
csokkentette az embriok pusztuldsat, enyhitette a morfoldgiai rendellenességek szamat és sulyossagat. A
szovettani vizsgalatok bizonyitottdk, hogy kiilonosen a béltraktusban észlelt sugarzas okozta
karosodasokat nagymeértékben csokkentette, €s részben helyreallitotta a GPC eldkezelés.

Az IL-1p tal expresszidja az ionizalo sugarzast kovetd gyulladasos aktivacio elso jele, amely az NF-
kB utvonal aktivalodasat idézi elé (Ogryzko és mtsai, 2014). Bizonyitott, hogy az NF-kB utvonal
aktivalasa jelentds szerepet jatszik az ionizdld sugarzas ép szOvetekben kivaltott gyulladdsos
valtozasokban. Ezért az NF-«xB és az IL-1p overexpresszidjat tanulmanyoztuk, feltételezve, hogy a GPC
korabban megfigyelt védOhatasa ennek az Gitvonalnak gatlasabol kovetkezhet be.

A GPC elékezelés IL-1B expresszidjat a kontroll szintre csokkentette, és megakadalyozta az NF-xB

utvonal aktivalodasat. Az eredmények alapjan a GPC sugarvédd, illetve gyulladascsokkentd hatasokat
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mutatott a zebradanié embrid modellben, jelentdsen csokkentve a sugarzas okozta pro-inflammatorikus

aktivaciot, az ionizalo sugarzas altal kivaltott morfologiai karosodasokat €s a letalitast.

V.3. Kiilonbozo nagy LET neutron forrdasok RBE meghatdrozdsa

Annak tudatdban, hogy a korai ¢életszakaszokban 1év6 embriok érzékenyebbek, ezért a kiilonbozo
sugarmindségek relativ biologiai hatékonysaganak vizsgalatara 24 hpf embridkat valasztottunk.

Az RBE meghatarozast kiilonb6z6 tényezok befolyasoljak, mint példaul a szovettipus, biologiai
végpont, kezelési mdd tovabba iontipus (Liithr és mtsai, 2017). Jelentés mennyiségli kutatast végeztek
vilagszerte annak érdekében, hogy az RBE-t vizsgaljak kiilonb6z6 nagy LET-0 forrasok esetében, in vitro
sejtkultirakkal, a sugarbioldgia standard modelljét alkalmazva (Beyreuther és mtsai, 2009). In vivo
gerinces modelliinket vezettiik be kiilonb6z6 sugarminéségek sugarbiologiai vizsgalatara, amely fontos
adatokat szolgéltat egy komplex szervezet dozisfiiggd valaszairol. Ebbdl a célbdl az embridkat, reaktor
tipusu hasadasi neutronok, valamint ciklotron alapti gyors neutronok, és hagyomanyos foton referencia
sugarak (LINAC 6 MV foton) hatasainak vizsgalatdra, RBE meghatarozasara hasznaltuk. A nagy LET
sugarzasok esetében az RBE meghatdrozds sordn, két kvantitativ vizsgélati végpont (talélés és
morfoldgiai rendellenességek) és a részletes szovetkdrosodds elemzésével hasonld eredményeket
nyertiink, mint amilyet egy masik halfaj alkalmazasaval talaltak, mas végpontot vizsgalva (Shimada és
mtsai, 1991).

A talélési gorbék osszehasonlitasa soran azt talaltuk, hogy az RBE 10-szer magasabb a nagy linearis
energia atadasu hasadasi neutronoknal, és 2,5-sz6r magasabb a ciklotron altal generalt gyors neutron
sugarzasnal. Az altalunk meghatdrozott RBE értékeket, jol alatdmasztottdk a széles
energiaspektrumokkal, vegyes neutron-fotonnal és monoenergetikus neutronokkal végzett kisérletek
eredményei is (Juerl} és mtsai, 2017).

Az in vivo mikroszkopos vizsgalatok, valamint a szovettani megfigyelések dozis és LET fliggd szervi
elvaltozasokat (testhossz megrovidiilése, gerinc gorbiilete, fej és a szem méretének csokkenése, szivburok
0déma és a szikholyag megnagyobbodasa) mutattak, valamint a szem, agy, maj, izom és a gyomor-
bélrendszer esetében hasonld aranyban dozis fiiggd szovettani elvaltozasok voltak meghatarozhatok. A
szakirodalomban szerepld Osszes vizsgalt szovet, a farok izom, a bélrendszer, a kdzponti idegrendszer és
a szem egyértelmiien azonosithatod sugarkezeléssel kapcsolatos valtozasokat mutatott, azaz a sejtrétegek

hipocellularitasat és dezorganizaciojat, 6sszhangban az altalunk megallapitottakkal.
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V.4. A protonsugdrzas biologiai hatdsai

A proton sugarterapia terjed0 alkalmazéasa ¢és a hossz tavi talélok szamanak ndvekedése ujra
folvetette €s jelentds vitat valtott ki a proton nyalab elnyelddési utjan atlagolt hatasanak differencialasarol.
Az RBE 1.1-értéket praktikus szempontok miatt alkalmazzéak a klinikumban, nagyszamu in vitro kisérlet
alapjan, mig in vivo kutatasokat korlatozottabb mértékben végeztek. Torekvéseink 6 célja a zebradanio
halembri6 rendszerben kivaltott hatasok jellemzése, illetve a platd és a mid-SOBP pozicioban a proton
nyalab hatasanak meghatarozasa volt klinikai MV foton referenciaval.

A t1lélé embridk szdma jelentésen csokkent a proton kezelés esetében, valamint a magasabb dozis
szinteken, a 30 Gy dozis 50%-os tilélési aranyt (LDso) eredményezett a sugarzast kovetd 4. napon.

A sugarzast kovetd 4. napon megfigyelt embrionalis mortalitdsra vonatkoz6 15 Gy kiiszob dozist
masok is megfigyelték (McAleer és mtsai, 2005), ellenben a 8 MeV alacsonyabb energiajii proton
besugarzas esetében nagyobb pusztulas volt észlelhet6 a 4. napon, 24 hpf vad tipusu embriok 6 Gy

A ttlélés és a morfoldgiai rendellenességek analizise azt mutatta, hogy a 10 Gy-nél nagyobb dézisok
leadésa sziikséges a szivburok 6déma ¢és a gerinc gorbiilet megjelenésének kivaltasahoz, a négy napos
megfigyelési iddintervallumon beliil. A szivburok 6déma meggy6z6 €s gyors megjelenése korrelal az
akut citokinek altal kivaltott gyulladasos reakcido megjelenésével a besugarzast kovetden (Schaue és
mtsai, 2012). Ezzel ellentétben a gerinc deformaciot valosziniileg a fejlodé gerincvelében 1€vo idegsejtek
(Sayed és Mitani, 2016) apoptdzisa okozza, ami hosszabb id6ét igényel, hogy megfigyelhetd
rendellenességeket okozzon a besugarzast kovetden.

Az embriok tulélésének adatai alapjan meghatarozott RBE értékek négy nappal a 20 Gy és 30 Gy platd
illetve mid-SOBP proton besugarzasa utan a 6 MV foton forrassal vald besugarzashoz viszonyitva jo
egyezést mutat a korabban kozolt in vivo RBE értékekkel (Urano és misai, 1984, Uzawa és mtsai, 2007,
Saager és mtsai, 2018). Ezeket az RBE értékeket igazoltak az embriok morfoldgiai rendellenességeinek
megjelenési aranyai is, a megfeleld sugarmindségek és dozisok tekintetében.

Osszefoglalva, adataink azt mutattik, hogy a zebradanié halembrié rendszer megbizhat6 in vivo
modellnek bizonyult, mely egy robusztus és egyszerli alternativ modellként alkalmazhat6 kiillonb6zd
ionizald sugdrzasok biologiai hatdsainak vizsgalatara, valamint RBE meghatirozasra. A kvalitativ
végpontok, mint példaul a talélés és a kiilonb6z0 morfologiai rendellenességek alkalmazhatéak az
1onizalo sugarzas egész szervezetre gyakorolt hatasanak leirasara. A zebradanié halembrid alkalmasnak
bizonyult a protonsugarzas kismértékii biologiai hatas-kiilonbségeinek kimutatasara a proton nyalab

mélydozis gorbéjének kiilonboz6 pontjain.
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VI. EREDETI MEGALLAPITASOK, UJSZERU FELISMERESEK

a)

b)

d)

Megalapitottuk az elsé zebradani6 hal-laboratoriumot Szegeden, és kisérleteink eredményeivel
jelentdsen hozzajarultunk egy 1j, jol reprodukalhatd, nagy szenzitivitas gerinces modell
sugarbiologiai kutatasokban valo bevezetéséhez. A halembrio modell alkalmasnak bizonyult a
kiilonb6z6 tipush ionizald sugarzasok hatasainak vizsgalatara és a potencialis sugarvéd6 anyagok
preklinikai tesztelésére.

A kutatasaink soran pontos és ellendrzott besugarzasi technikékat, a besugarzas geometriajanak
optimalizalasat és az embriok megfeleld elhelyezésére szolgald eszkozok fejlesztését, valamint a
besugarzasi paraméterek meghatarozasat dolgoztuk Ki.

Meghataroztuk a sugarbioldgiai vizsgalatokhoz legmegfelelobb embrié életkort, megfigyelési
idépontokat, a kiillonbozo bioldgiai végpontok értékeléséhez, mint példaul a tilélés, a kvantitativ
morfologiai elemzés, a szovettani, és a komplex molekularis valtozasokat az atfogd értékelés
érdekében. Jol reprodukalhat6 dozis-hatds gdrbéket és LDso értéket hataroztunk meg a kiilonb6z6
sugarmindségek (foton, neutron, proton) esetében.

Kisérleteink soran a GPC védd hatasat mutattuk ki, az ionizald sugarzas okozta letalitas, és a
kiilonb6z6 szervek morfoldgiai és szovettani karositd hatdsa ellen. Eredményeink azt mutatjak,
hogy a sugarzas altal aktivalt pro-inflammatérikus utvonal aktivaciojanak gatlasa lehet a GPC
potencialis hatdsmechanizmusa.

Az ¢letképesség és a morfologiai rendellenességek tanulményozésa érzékeny vizsgalati
végpontnak bizonyult a kiilonb6zé sugarmindségek hatisainak meghatarozasa soran.
Meghataroztuk az RBE értékeket a hasadasi és ciklotron alapti neutronokra, valamint a
protonforrasra a mélydozis gorbe 2 kiilonb6z6 pontjan.

A zebraddni6 embrid rendszer szenzitivitdsa a proton nyaldb mélydézis gorbéjének kiillonbozo
pontjain (platd, a Bragg-csucs kiszélesités kozepén (mid-SOBP)) kisfokban eltér6 RBE

meghatarozasara is alkalmasnak bizonyult.

KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekel6tt, dszinte halamat szeretném kifejezni a témavezetdmnek, Dr. Hideghéty Katalinnak, a
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biztatott €s bizott bennem. Tiirelme, oktatoi kritikai, valamint kedvessége és pozitiv hozzaallasa szintén
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nélkiilozhetetlenek voltak a kutatdsaim sikerében. Folyamatos tdmogatdsa ¢és a tudomanyos
problémakhoz val6 optimista hozzaallasa nélkiil ez a doktori disszertacié nehezen késziilt volna el.

Koszonettel tartozom kollégaimnak és barataimnak Dr. Plangar Imoldnak és Dr. Tékés Tilindének, a
karrierem kezdetét6l fogva, a sok éves munkam soran nyujtott tamogatasukért és segitségiikért, hogy
mellettem voltak €s tdmogattak, jo és rossz idékben egyarant.

Kiilon koszonettel tartozom Dr. rer.nat. Jorg Pawelke-nek, aki lehetdséget biztositott arra, hogy az
OncoOptics csoporthoz csatlakozva tobb kisérleti kampanyban is részt vegyek. Nagyon halas vagyok,
hogy engedélyezte a zebradanié embriok konvenciondlis és 1ézer indukalt proton forrasokkal torténd
besugarzasi kisérleteket. Koszonom, hogy ellatott tanacsokkal és segitséget nyujtott a kisérleteket
elékészité munkdk és a dozimetriai mérések soran. Nagy 6rom szamomra, hogy egylitt dolgozhattam
vele.

Szeretném megkoszonni Dr. Elke Beyreuther-nek, a kozos kisérlet elokészitésében és kivitelezésében
nyujtott rengeteg munkajat, eréfeszitését. Nagyon halas vagyok utmutatasaiért és tanacsaiért, valamint a
kozlemény megirasaban nyujtott 6nzetlen segitségéért, és végiil, de nem utolséd sorban a baratsagaért.

A Szegedi Tudomanyegyetemr6l szeretném megkoszonni Prof. Dr. Bari Ferencnek a tamogatasat és,
hogy lehetdséget adott a zebradanidé hal-laboratorium kialakitdsara az Orvosi Fizikai és Orvosi
Informatikai Intézetben.

Koszonom dr. Kaszaki Jozsefnek, hogy meghivott eldaddként részt vehettem a FELASA oktatéasban,
melyekbdl nagyon sokat tanultam.

Ko6szondom a Szent Istvan Egyetem Akvakultura Tanszék munkatarsainak tamogatasukat, a rengetek
tanacsot, és halas vagyok, hogy rendelkezésiinkre bocsatottak a felndtt zebrahal allomanyunkat.

Szeretnék koszonetet mondani volt szakdolgozoimnak, Didsdi Akosnak, Dr. Kalinger Marianak és
Polanek Evelinnek a segitségiikért és baratsagukeért.

Koszonet illeti az ELI-HU Nonprofit Kft. vezetéit, itt kiemelném Osvay Karolyt és a Tudomanyos
Alkalmazasok Osztalyvezet6jét, Dombi Pétert, akik tamogattak a kutatasaimat és lehet6vé tették doktori
tanulmanyaim elvégzését. Kutatoi munka mellett keletkezd ligyintézéssel kapcsolatban mindig sok
segitséget és tamogatést kaptam Ziméanyiné Horvath Veratol, Varadi Zitatél és Ekesné Balogh Renatatol.

Kiilon koszonetet szeretnék mondani csalddtagjaimnak €s barataimnak a végtelen tdmogatasukért, a
szeretetért, biztatasért, valamint, hogy a munkdm soran végig hittek bennem.

Végiil, de nem utolsé sorban, nagyon halas vagyok a vilegényemnek, Ruzsa Szabolcsnak, aki nagyon
sokszor batoritott és odaaddan timogatott munkdm soran.

A tudomanyos munkat tamogatta: Az ELI-ALPS projekt (GINOP-2.3.6-15-2015-00001) az Eurdpai Unio

tamogatasaval, az Europai Regiondlis Fejlesztési Alap tarsfinanszirozasaval valosul meg.



