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Promieniowanie jonizujące jest we współczesnej onkologii niezastąpionym czynnikiem wykorzystywanym w leczeniu co najmniej połowy wszystkich typów nowotworów. Jego niszczące działanie na komórki nowotworowe zazwyczaj prowadzi do ich śmierci. Nie mniej jednak, ekspozycja na promieniowanie jonizujące, jak również na innego rodzaju stres skutkuje aktywacją całej gamy dróg przekazywania sygnałów, które kształtują ogólną odpowiedź komórki. Jakkolwiek promieniowanie jonizujące deponowane jest w komórce w sposób przypadkowy i uszkadza jej wszystkie kompartmenty, to za strukturę krytyczną dla przeżycia komórki uważa się jej materiał genetyczny, a więc DNA. Uszkodzenia indukowane promieniowaniem uruchamiają w komórce różnego rodzaju drogi sygnałowe: mechanizmy naprawy uszkodzonego DNA, zatrzymanie cyklu komórkowego, zmieniają ekspresję genów, jak również mogą powodować śmierć komórki.

W naszych badaniach chcieliśmy przeanalizować wpływ promieniowania jonizującego na ekspresję genów w ludzkich liniach komórkowych wywodzących się guzów czerniaka oraz białaczki. Celem pracy było: porównanie wzorów ekspresji genów pomiędzy komórkami napromienionymi oraz frakcją kontrolną - nienapromienianą, analiza kinetyki zmian ekspresji genów po napromienieniu, klasyfikacja oraz identyfikacja genów różniących się odpowiedzią na napromienianie. W celu zbadania wpływu promieniowania jonizującego na transkrypcję genów ludzkiego czerniaka hodowlę komórkową napromieniano, a następnie przeprowadzono analizę ekspresji genów za pomocą mikromacierzy DNA. Komórki traktowano promieniowaniem jonizującym dawką 4 Gy, a następnie izolowano całkowite RNA w czterech różnych czasach po zadziałaniu czynnika uszkadzającego (natychmiast po napromienianiu, 12 godzin oraz 24 i 36 godzin później). Kontrolę stanowiły komórki nienarażone na promieniowanie.

Używając jako matrycy wyizolowanych preparatów RNA drogą odwrotnej transkrypcji otrzymano cDNA. Następnie przeprowadzono reakcję transkrypcji in vitro, w której otrzymano cRNA znakowane biotyną. Takie cRNA poddano fragmentacji i użyto do hybrydyzacji z sondami na mikromacierzy. Dane przeanalizowano za pomocą narzędzi FatiGO z wyodrębnieniem map metabolicznych KEGG.

Wśród ścieżek, których ekspresja genów ulega głównie obniżeniu w komórkach linii białaczki są oddziaływania neuroprzekaźników z ich receptorami, drogi oddziaływań cytokin z ich receptorami, szlaki sygnałowe z udziałem jonów wapnia. Natomiast wśród ścieżek, których ekspresja genów ulega podwyższeniu są ścieżki metabolizmu z udziałem proteosomu i fosforylacji oksydacyjnej. W liniach czerniaka rejestrowane zmiany są podobne do sytuacji w linii komórkowej białaczki, z ta różnicą, iż po 36 godzinach od napromienienia odwróceniu ulega liczba genów, których ekspresja wzrasta lub maleje. Promieniowanie jonizujące tuż po napromienieniu indukuje zmiany w ekspresji genów uczestniczących w wielu podobnych ścieżkach sygnałowych obu badanych linii. Natomiast w komórkach czerniaka, transkrypty po 36 godzinach od napromienienia wykazują odwrotny kierunek zmian niż bezpośrednio po napromienieniu.

