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Absztrakt

Az ionizal6 sugarzds altal kivaltott DNS
karositd hatas kdvetkezményeként évekkel a
besugarzds utan is keletkezhetnek a
sérllteken daganatos megbetegedések. A
személyi dozimétert nem visel6 személyeknél
a sugarserulés mértékét kildénb6zé
biodozimetriai eljarasokkal tudjuk megbecsdini.
Ezekkel a modszerekkel megallapithatd a
misszidba induld katonak egyeéni
sugarérzékenysége és a kisebb-nagyobb
panasszal hazatérék utélagos vizsgalataval, ha
sugarseértlést sikertl kimutatni, kivalaszthat6 a
megfelel6 terdpia. Jelen kézlemény bemutatja
két, panaszokkal  jelentkezd személy
vizsgalatat, ahol a sugarkarosodas gyanuja
merult fel. A vizsgalatokat az MH EK
Tudoményos  Kutaté és  Laboratériumi
Intézetében végeztiik el mikronukleusz teszt
es dicentrikus kromoszéma analizis
segitségével. A mikronukleusz teszttel kapott
eredmények laborunk referencia értékéhez
viszonyitva megemelkedett értékeket mutattak,
azonban a specifikusabb dicentrikus
kromoszéma analizis nem igazolta a
sugarkarosodast.
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kromoszéma

Abstract

Tumors can develop years after the irradiation
due DNA damage caused by ionizing radiation.
In cases when affected people didn’'t wear any
personal dosimeter, the received dose can be
estimated with different biodosimetry tools.
These methods can be used to determine the
individual radiosensitivity of the soldiers
deploying to mission and with the examinations
of returnees with complaints in case of
radiation injury the proper therapy can be
selected as well. This paper describes an
examination of two people with complaints, as
radiation damage was suspected. The studies
were performed by the HDF Medical Center
Scientific Research and Laboratory Institute by
micronucleus test and dicentric chromosome
analysis. The results obtained with the
micronucleus test showed elevated values
compared to the reference value of our
laboratory, but the later performed more
specific dicentric chromosome analysis did not
confirm the radiation damage.
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BEVEZETES

Kismértekii hattérsugarzas folyamatosan éri a szervezetiinket, ez a foldsugarzasbol és a
kozmikus sugarzasbol tevodik Ossze. Magyarorszagon ennek a hattérsugarzasnak az értéke
1,75 mSv/év [1] Ennek sokszorosa érheti a szervezetet katasztrofahelyzetben, példaul egy
nuklearis-, vagy munkahelyi baleset vagy terrortamadas soran, nagy volumenti ipari baleset
esetén attél akar tobb ezer kilométer tavolsagra, akar az érintett orszag hatdrain tal is
(Csernobil, Fukushima).

Az ionizalo6 sugarzas kozvetleniil, vagy a vizmolekulak hidrolizise révén karositja a DNS-t.
A kettdsszalu DNS torésének felismerésére és javitdsara tobb parhuzamos reakciout is
kialakult az evoluci6 soran. A torést kinazok ismerik fel, altaluk végzett foszforilacios 1€pések
a torott végek elmozdulasat akadalyozzak meg, ledllitjak a sejtciklust, illetve a javitast végzo
enzimek toborzasat szolgaljak. A kérosodas jellege alapjan elddl, hogy apoptdzis torténik-e.
Az eukaridta sejtekben a homoldg rekombinacid6 (HR) és a nem-homoldg vég-a-véghez
illesztés (NHEJ: Non-homologous end joining) a két f6 reakciout a kettOs torések javitasara.
[2] [3]

Ezek a konzervativ javitdmechanizmusok nagy pontossaggal és gyorsan javitjak a kettOs
DNS lanctoréseket, kis valoszinliséggel azonban hiba adddhat, példaul nem az eredeti lancok
kapcsolodnak 6ssze, hanem felcserélodnek.

A kromoszoma tipusi kéarosodasok (dicentrikus kromoszomadk, centrikus ringek) a
sugarzasra jellemzéek, [4] a kromatida tipusuak pl. (triradidlisok, quadradialisok)
eléfordulnak vegyi anyagok, [5] [6] Orokletes betegségek esetében, [7] az tgynevezett
minute-k soron kiviil atirédott génallomany részletekb6l alakulnak ki, megfigyelhetéek
sugarzas hatasara is, de koros allapotokra is utalhatnak. [8]

A BIODOZIMETRIA

A biodozimetiai modszerek segitségével olyan valtozasokat detektalunk, melyek az egyén
sejtjeiben, vagy szdveteiben alakulnak ki ionizald sugdrzasnak vald kitettség hatdsara, és
amely olyan adatokat szolgaltat, ami az elszenvedett dozisnak tulajdonithato. [9]

Az elérhetd biodozimetriai modszerek tobbsége a sugarsériilésre kialakuld kozvetlen
bioldgiai valaszt detektalja. A valasz lehet kozvetett is, a ,,szomszédsagi hatds”, vagyis az
érintett sejtekbdl felszabaduld anyagok miatt azoknak a sejteknek is megvaltozik a
metabolizmusa, amelyeket kdzvetleniil nem ért sugarzas. [10]

A Dbiologiai alapi modszerek egyik alaptipusa a fehérvérsejtekben bekdvetkezd
valtozasokat detektalja (citogenetikai modszerek: mikronukleusz teszt (MN), dicentrikus
kromoszoma analizis (DIC), fluoreszcens in situ hibridizadci6 (FISH), ,,premature”
kromoszéma kondenzacié (PCC)).

A masik alaptipus pedig a DNS-karosodas és repair, génaktivacid, metabolom ¢és proteom
biomarkereit vizsgalja. Altaldban ezek a valaszok magukba foglalnak olyan biologiai
rendszereket, melyek normal funkcidja a patofizioldgiai folyamatokra és fizikai sériilésekre
torténd valaszadas; ezért ezek nem specifikusak az ionizald sugarzasra. [9]

A rosszul, vagy ki nem javitott DNS karosodasok detektalhatok a biodozimetria egyes
eljarasaival. Ilyen sériilés kovetkezményei példaul a mikronukleuszok ¢€s a dicentrikus
kromoszémak.

A legtdbb jelenleg hasznélt biodozimetriai eljards nem specifikus az ionizalé sugarzasra.
Az eredményeket egyéb faktorok is befolyasoljak, mint a kor, betegségek, stressz, életmdd és
a nem. [11] Ez aldl kivételt képez a dicentrikus kromoszoéma analizis. [12]

A citogenetikai biodozimetriai eljarasok kozil az MH EK Tudoményos Kutatd és
Laboratoriumi intézetében a mikronukleuszt teszt és a dicentrikus kromoszdma analizis kertilt
beallitasra, mint vizsgalati eljaras.
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A két vizsgalati eljarasban kozos, hogy periférids limfocitdkon végezziik dket, melyek a
keringésben nem osztodo sejtek. A vizsgalt aberraciok azonban csak az osztédas alkalmaval
valnak detektalhatova, a sejteket az ex vivo mintaban, az inkubalas alatt fitohemagglutininnal
vagy concanavalin A-val kezelve lehet osztodasra birni. A sejttenyésztési 1épés a dicentrikus
kromoszéma analizis esetében 2, mig a mikronukleusz teszt esetében 3 napig tart. A
kiilonbség oka, hogy a két eljards soran a sejtosztodads mas fazisaban valnak lathatova a
vizsgalt képletek, a dicentrikus kromoszomak esetében metafazisban allitjuk meg az osztddast
colcemid, a mikronukleuszok esetében pedig telofazisban cytochalasin B segitségével. A
sejtek targylemezre preparalasa és lathatova tétele nagyon hasonlo eljarassal torténik.

A dicentrikus kromoszéma analizis

Dicentrikus kromoszomak csaknem kizardlag sugarzas hatasara keletkeznek. [2] [12] Ezért ez
az a modszer, amit gold standard-nek tartanak. [13]

A két centromer régidval rendelkezd, vagyis dicentrikus kromoszoémak ionizald sugérzas
hatasara alakulnak ki, a javitdo rendszer fent emlitett, véletlenszerii hibaja kovetkeztében. A
centromer régid egy befliz6dés a kromoszoman, ez a huzoéfonalak tapadédsi helye. Az itt
talalhato kinetokor fehérjék biztositjak a kapcsolatot a DNS ¢és a huzofonalak tubulinja kozt a
sejtosztodas sordan. Az ionizald sugarzas hatdséara torések keletkeznek a kromoszémakon, ha
az eltort végek esetlegesen nem az eredeti helyiikre ,,forrnak vissza”, akkor a két centromer
tartalmaznak centromert acentrikus fragmentként maradnak vissza. Ritkan gyirii alaka
kromoszoma is létrejohet. Ezek nagyon sulyos rendellenességek, emiatt a sejt tovabbi
osztodasra altalaban mar nem képes.

A dozistartomany, valamint az idéablak megfelel biodozimetriai vizsgalatokhoz, viszont
a vérminta tenyésztését és az osztddds indukcidjat is igényli a modszer. A feldolgozas
mikroszkdppal torténik.

A vizsgdlat sordn olyan kromoszomdk szédmolasa torténik, melyeknek két centromer
régidja van. A mikroszkopos feldolgozas soran az acentrikus fragmenteket gyakran kdnnyebb
azonositani, mint magukat a dicentrikus kromoszomakat.

A dicentrikus kromoszémak frekvencidja keringd limfocitdkban tisztan linedris-
kvadratikus dozis-hatast mutat megkozelitleg 5 Gy-ig, akut sugarzas esetén. Az egészséges
populaciéban meglehetdsen alacsony a spontan dicentrikus hattér (~1 dicentrikus/1000 sejt).
Ennek az alacsony hattérnek koszonhetden a modszer érzékenysége jo, képes kimutatni ~0,1
Gy egésztest dozist 500-1000 metafazis vizsgalataval. [14] [15] A sok munkaorat igényld
mikroszkopos értékelésen kiviil a mddszer hatranya, hogy a dicentrikus kromoszémak a
limfocitdk cserélédésével eltiinnek, igy a tobb évvel ezelotti besugarzasok esetén csak
mérsékelten hasznalhat6 az eljarés.

A mikronukleusz teszt

A telofazisban maghartya képzddik az utddmagok koriil. Az aktin-polimerizaciot gatlo
cytochalasin B meggatolja a leanysejtek szétvalasat a sejtosztodas utan, igy a limfocitakbol
binuklearis sejtek lesznek a folyamat soran, azaz olyan sejtek, ahol a citoplazma nem valt
ketté, azonban mar két sejtmag van jelen. Mikronukleuszok (MN) olyan acentrikus
fragmentekbdl, vagy egész kromoszomakbol keletkeznek, melyek nem tudnak a leanysejtekbe
vandorolni a sejtosztdodds sordn. [3] Ezek a binuklearis lednysejtek citoplazmajaban jol
elkiiloniild kis szférikus testekként jelennek meg, melyeknek ugyanaz a morfoldgiaja,
valamint a festddési tulajdonsagai, mint a sejtmagoknak. [16]

Hadmérndk (XIII) 4 (2018) 342



DELLI [et.al]: Citogenetikai vizsgélat sugarkarosodds gyantija miatt - Esetismertetés

A mikronukleuszok megjelenése nem sugarzasspecifikus: a sugéarzason kiviill szamos
klasztogén és aneugén anyag hatasara képzddhetnek. A mikronukleusz teszt alaposan validalt
¢s standardizalt eljaras a dozisbecslésre foglalkozasi-, orvosi-, és balesetszertien bekovetkezo
besugarzasok esetén. [17] Akarcsak a dicentrikus kromoszémak, a mikronukleuszok sem
stabil citogenetikus aberraciok, melyek a periférias vér természetes megujuldsa soran idével
eltinnek a besugarzas utan, igy a moddszer hasznalhatosdga limitalt a tobb évvel ezeldtti
besugarzasok esetén.

A modszer als6 kimutatasi hatara 0,2-0,3 Gy. [14] A korral nagymértékben és nagy
variabilitassal né a spontan mikronukleusz képz6dés, kiilondsen a nék esetében. [17]

A mikronukleusz teszt jéval konnyebben szamolhato, révidebb mikroszkdopos feldolgozast
igényel, mint a dicentrikus kromoszéma, de egy nappal hosszabb a tenyésztett vérmintak
inkubalasi ideje. A mddszer idablaka €s a dozistartomanya megfelel dozimetriai célokra.

A biodozimetria jelentésége

A terrorizmus ¢s kiilonbozd balesetek altali fenyegetettség magéba hordozza annak a
lehetségét, hogy nagy tomegek legyenek kitéve ionizald sugarzasnak. Az erre vald
felkésziiltség magaba foglalja a kiilonb6zé biodozimetriai mdodszerek alkalmazasat, annak
érdekében, hogy a doézist megbecsiilhessiik az esemény utan. A biodozimetria fontos szerepet
jatszhat radiologiai eseményeknél, mivel a dozis becslése nagyban megkonnyiti a sériiltek
orvosi szempontbol torténd besorolasat. A biodozimetria segithet: megbecsiilni hany ember
szenvedett el olyan ddzist, ami nem igényel akut ellatast; segit osztdlyozni azokat a sériilteket,
valamint segiti az ellatd személyzetet és a sériilteket az ionizald sugarzasnak vald kitettség
hosszu tavia kovetkezményeinek kezelésében, mint példaul a kezelések megtervezése, vagy az
esetleges kompenzaciok. [18]

A mindennapi ¢életben a Magyar Honvédség katonai nagyobb eséllyel vannak kitéve az
ionizald sugarzdsnak, mint a lakossag. Ezekkel a moddszerekkel meg lehet hatidrozni a
misszidba kiildott katondk sugérzasi érzékenységét, és a panaszokkal visszaérkezo személyek
ellendrzésével sugarzasi sériilések esetén kivalaszthaté a megfeleld terapia.

MODSZER

A két (6tvenes éveikben jaro) betegnek, akiknél a vizsgalatot elvégeztiik, eredetileg tumoros,
ill. véralvadasi problémai voltak. Mindkett6jiiknek alacsony volt a fehérvérsejt szama, ezért
meriilt fel a sugarsériilés gyantija. Nem kizarhat6, hogy jartak olyan teriileten, ahol kordbban
robbantasok, fegyveres dsszecsapasok torténtek, és laborunk szamara ez jo alkalmat teremtett
az Ujonnan bedllitott biodozimetriai mddszerek alkalmazédsara valos koriilmények kozott. A
mikronukleusz teszt és a dicentrikus kromoszoma analizis egymassal parhuzamosan keriilt
elinditasra. Tekintve hogy a mikronukleusz teszt értékelése egyszeriibb és kevésbé
1dbigényes, ez tortént meg hamarabb.

Sziikseges anyagok:

Mikronukleusz teszt - Csovenként: 0,5 ml Li-heparinnal alvadasgatolt vér + 9,5 ml RPMI-
1640 Médium (8 ml RPMI-1640 Médium [Sigma], 1 ml FBS [Gibco], Penicillin-Streptomicin
[Gibco], Amphotericin B, [ Gibco], L-Glutamin [Sigma]) + 220 pl 100%-0s
phytohaemagglutinin-M [Gibco] + 400 pl 153 pg/mi-re higitott Cytochalasin B [Sigmal]

Dicentrikus kromoszoma analizis - Csovenként: 0,5 ml Li-heparinnal alvadasgatolt vér + 4,5
ml RPMI-1640 Médium (4 ml RPMI-1640 Médium [Sigma], 0,5 ml FBS [Gibco], Penicillin-
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Streptomicin [Gibco], Amphotericin B [ Gibco], L-Glutamin [Sigma]) + 100 ul 100%-0s
phytohaemagglutinin [Gibco] + 100 pl 10 pg/ml-re higitott Colcemid [Gibco] vagy
Demecolcine [Sigma]

A vérmintékat a tapfolyadékban 2 (DIC), illetve 3 (MN) napig tenyésztettilk, majd egy
tobb centrifugaldsi és metanol-ecetsavas (3:1) fixalasi 1épést tartalmazd protokoll alapjan
targylemezekre cseppentettiik, majd szaritds utan Giemsa-oldattal festettiik.

A preparatumok kiértékelése soran mindkét modszernél 1000 db sejtet értékeltiink és erre a
szamra vonatkoztatva adtuk meg a mikronukleuszok, illetve a dicentrikus kromoszémak
szamat. Az 1. és 2. abran a mikronukleusz teszt esetében szamolandd binukledris sejtek
lathatdak mikronukleusszal, illetve azok nélkiil. A 3. abran a szamolandé metafazisos
kromoszomak lathatoak.

EREDMENYEK

Laborunk mérései alapjan a mikronukleusz alapértékek 0,3-2,8 % kozé esnek. A kontrollérték
a 28-35 éves korosztaly (5 f6) vérmintéja alapjan keriilt meghatérozasra.

Mikronukleusz teszt: A két donor MN értékei a kdvetkezoképpen alakultak:

A-donor MN: 7,1 % (71 mikronukleusz /1000 lymphocyta),

B-donor MN: 3,2 % (32 mikronukleusz /1000 lymphocyta).

Az adatokbol kitlinik, hogy a referenciaértékekhez képest a B-donor értékei nem
emelkedtek jelentdsen, kiilondsen annak tiikrében, hogy a referenciaérték ~30 éves
korosztalyra vonatkoztatott érték, a paciensek pedig ennél iddsebbek voltak. A korral spontan
kialakulé mikronukleuszok magyarazhatjadk a minimalisan emelkedett értéket. Az A-donor
esetében azonban mar szignifikansan emelkedett értékeket kaptunk.

e v »

1. abra A-donor (fels6 sor) és B-donor (als6 sor) mikronukleusz nélkiili binuklearis limfocitai
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2. abra A-donor binuklearis limfocitai mikronukleusszal (az els6 sejten nukleoplazmatikus hid is lathato)

Dicentrikus kromoszéma analizis: A fentiek tiikkrében el6szoér az A-donor esetében
végeztiik el a DIC értékelését. Az IAEA (International Atomic Energy Agency) altal megadott
referenciaérték 0 %o [4], azaz 1000 sejtben 0 darab dicentrikus kromoszoma fordulhat eld
ionizald sugarzasnak vald kitettség nélkiil (ez megegyezik a laborunk altal felvett
referenciaértékkel). Az A-donor esetében az eredmény 0 %o lett, azaz nem taldltunk
dicentrikus kromoszomat (ilyen metafazisos kromoszomakészletet latunk a 3. abran). két
sejtben talaltunk ,,minute” darabokat, ami viszont nem specifikus a sugarzasra.

o\

3. abra A-donor metafazisos, eltérésmentes kromoszémai

Az enyhén emelkedett MN értékek miatt a B-donor esetében is elvégeztiik a DIC analizist
¢s 0 db DIC-et talaltunk. Minute sem volt.
Az 1. tablazatban a két személy fobb adatait és eredményeit foglaltuk 6ssze.

paciens |nem betegség MN, DIC, egyeb kron}o.s’z oma

eredmény eredmény aberracio
A-donor | nd tumor 71 %o 0 %o 10%o
B-donor | férfi | vérképzdszervi 32 %o 0 %o -

1. tablazat A két személy fobb adatai és eredményei
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Az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy egyik pacienst sem érte sugarterhelés,
azonban az A-donor jelentdsen emelkedett mikronukleusz értékei arra utalnak, hogy
valamilyen karos hatas (akar betegségbdl szarmazdan is) érte a szervezetét.

KOVETKEZTETESEK

A laboratériumunkban beallitott két Klasszikus citogenetikai eljaras koziil a mikronukleusz
teszt értékelése egyszeriibb és gyorsabb, mint a dicentrikus kromoszéma analizisé. A két
eljarashoz a tenyésztést egyszerre kezdtik meg, azonban, mintegy eldszlirésként, mivel
hamarabb ad eredményt, a mikronukleusz teszt lemezeit értékeltiik eldszor. Mivel a két donor
kozil az egyiknél jelentds eltérést tapasztaltunk a referenciaértéktdl, igy a dicentrikus
kromoszoma analizis soran elkésziilt lemezek koziil csak az 6 mintéit értékeltiik ki eldszor. A
masik donor esetében is kissé emelkedett mikronukleusz értéket kaptunk de fontos
megjegyezni, hogy a laborunk altal elkészitett mikronukleusz ddzis-hatas gorbébdl szarmazo
referenciaadatok a ~30 éves korcsoportra vonatkoznak, a donorok pedig az 6tvenes éveikben
jarnak. Tekintve, hogy a mikronukleuszok szama tobbek kozott a kor elérehaladtaval is nd,
igy a B donor 3,2%-os értéke a referenciaérték 0,3-2,8%-ahoz képest csak enyhén emelkedett
értéknek tekinthetd. Mivel a MN vizsgalat egyik esetben sem =zarta ki teljesen a
sugarkarosodas lehetdségét, mindkét donornal elvégeztiik a DIC vizsgalat kiértékelését.

A DIC vizsgalat mindkét személynél megnyugtatd negativ eredménnyel zarult, ez alapjan
kizarhatjuk a sugarsériilés lehetéségét. Az A-donor eredményei azonban arra utalnak, hogy
valamiféle karosodast elszenvedett a szervezete, akar kiilsé forrasbol, akar tumoros betegsége
folytan [19]. A B paciens vérképzOszervi problémai is hozzajarulhattak az — esetében csak
enyhe — MN szam ndvekedéshez, azonban errdl a betegséggel még nincsenek MN irodalmi
adatok.

A laborunkban ez volt az elsd ilyen jellegli vizsgalat. Tobb dologra rairanyitotta a
figyelmiinket, ez a vizsgalat hasznos volt ahhoz, hogy a laborunkat felkészitsilk hasonld
jellegli mérésekre.

Altalaban nem tudjuk az expozici6 6ta eltelt idét. Mivel ezek nem in vitro vizsgalatok —
mint amit a kaibracios gorbe felvétele soran elvégziink, az él6 szervezetben feltehetéleg maga
a csontveld is érintett, a besugarzas utan a sejtosztddas mar korabban is megtorténhetett, nem
csak az altalunk adott PHA hatasara, és a korabbi osztodast a cytochalasin B mar nem allitja
meg telofazisban, binuklearis allapotban, ha azon mar talhaladt a folyamat. Ezért
megfontoland6, hogy a tovabbiakban masképp allitsuk be az értékelést, ne csak a binuklearis
sejtekben jelenlevé mikronukleuszokat vegyiikk szamitasba. Az in vitro 200 keV
rontgensugarzassal és Co60 sugarforrassal felvett MN és DIC dozisgorbéket is csak
fenntartassal tudnank hasznalni, mivel egy ismeretlen forras LET értékét nem tudjuk ( A
laborunkban hasznaltak: LET-RTG: 9,4 keV/um, LET-Co060: 6,9 keV/um). A biodozimetriai
eljardsok nem alkalmasak arra, hogy szamértékileg megmondjuk az elszenvedett sugarzas
fizikai paramétereit, arra viszont igen, hogy felmérjiik, hogy ez mekkora biologiai karosodast
jelent a szervezetében.

Az A-donornal paros ,,minute”-ket is talaltunk, ami az alapbetegségére utalhat [8] A DIC
vizsgalat soran megfigyelhetd nem sugérzasspecifikus aberraciok észlelése timpontot adhat a
tovabbi vizsgalatokhoz. Ez idémegtakaritast tehet lehet6vé a diagnozis felallitasara, vagy
tdmogatja azt, azonban a kiértékelés modjat még tisztazni kell.

Az in vitro dozisgorbét fiatal emberek vérével vettiik fel, mert a Honvédségnél elsdsorban
fiatal alanyokra szamitottunk. Ezt at kell értékelniink. Az elsé két paciensiink mégis az
otvenes korosztalybol keriilt ki, ami sziikségess¢ tette a korosztalynak megfelel6 MN
alapérték megallapitasat. Ez a mérési sorozat mar folyamatban van
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Ha figyelembe vessziik, hogy a mikronukleusz tesztet eldsziiré vizsgalatnak szantuk a
nehezebben értékelhetd dicentrikus kromoszéma analizis elétt, akkor a 2 hetes vizsgalati id6 2
minta esetén hosszadalmasnak tekinthet6. Ennek az idonek a lecsokkentésére - kiilonosen
nagyobb mintaszam esetén, példaul katasztrofahelyzetben — javasolt lehet molekularis
bioldgiai/biokémiai mddszerek Dbedllitdsa-fejlesztése, amelyek jelentésen rdvidebb
1doigénnyel birnak a hagyomanyos citogenetikai vizsgalatoknal, igy a jovoben nagyobb
mintaszam is feldolgozhat6 lenne jelentésen révidebb id6 alatt.
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