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Az ionizald sugarzas emberi szervezetre gyakorolt hatasanak
korszerii kimutatasi lehetoségei

Deli Gabor

Kulcsszavak: biodozimetria, mikronukleusz, kromoszéma aberrdciok, y-H2AX,
comet esszé, mitokondridlis DNS, mRNS és fehérje markerek

Az ionizal6 sugarzas gyakrabban éri szervezetiinket, mint gon-
dolnank. Tartésan ki vagyunk téve a foldkéregbdl és a kozmikus
térbol érkezo hattérsugarzasnak. Katasztrofa, sugaras esemény
vagy terrortamadas esetén az emberek nagyobb dozisu ioniza-
16 sugarzast kaphatnak. Ezek az expoziciok - dozisfiiggo heveny
megbetegitd hatasokon tul - hosszu tavu egészségiigyi problé-
makat okozhatnak, rosszindulati daganatok alakulhatnak ki a
besugarzast koveté években. Azokban az esetekben, amikor az
érintett személyek nem viselnek személyi dozimétert, az elszen-
vedett dozis kiilonb6z6 biodozimetrias eszkozokkel becsiilheto
meg. Ezeknek a mddszereknek a kozos jellemzoéje, hogy az egyén
sejtjeiben az ionizalé sugarzasnak valo kitettség soran bekovetke-
26 dozisfiiggo valtozasokat detektaljak, ezzel lehet6vé téve a be-
csiilt dozisra alapozott terapia megtervezését. A besugarzas hata-
sara kromoszéma-rendellenességek figyelhetok meg, ezek koziil
az egyik, a dicentrikus forma, specifikus az ionizal6 sugarzasra.
E klasszikus referencia modszer f6 hatranyai az idoigényes sejtte-
nyésztés és a szubjektiv mikroszkopos értékelés. Nagyobb szamu
ember érintettsége esetén, az el9sziiréshez, és a tovabbvizsgalan-
do6 embercsoport létszamanak csokkentéséhez néhany gyorsabb
vizsgalati eljarasra is sziikség van. Szamos biodozimetrias eljaras
mar rendelkezésre all vagy fejlesztés alatt van. A mikronukleusz
vizsgalat egy egyszeriibb citogenetikai mddszer, bar szintén ido-
igényes, de az értékelés gyorsabb. A fehérjemarkerek szintén hasz-
nos eszkozok lehetnek, példaul a y-H2AX hisztonfehérje, amely
jelzi a DNS kettOs szalu torését. Az comet assay egy sejt szintii
elektroforézis, a torott DNS ,,iistokost” formaz a gélben, és mi-
nél tobb helyen torott a DNS, annal hosszabb az iistokos csovaja.
A mitokondridlis DNS érzékenyebb a sugarzasra, mint a sejtma-
gi DNS. A javitasi folyamat hibajanak eredményeként kialakul6
delécioi PCR modszerrel kimutathatok. Sugarhatasra expresszalt
fehérjék és mRNS-eik szintén kimutathatok. Ez az 6sszefoglalo
rovid attekintést nyujt a biodozimetrias modszerekrol.
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A terrorizmus és kiilonbo6zd balese-
tek altali fenyegetettség elérevetiti annak
a lehetéségét, hogy nagy tomegek legye-
nek kitéve ionizdl6 sugarzasnak. Az er-
re valo felkésziiltség magaban foglalja
a kiilonboz6 biodozimetriai mddszerek
alkalmazasat, annak érdekében, hogy
az elszenvedett dozis hatasara létrejovo
(egészség) karosodast felbecsiilhessiik,
a varhat6 kovetkezmény silyosbodasat
csokkenthesstik, a megfelel6 terapiat ki-
valaszthassuk. A biodozimetria fontos
szerepet jatszhat radiologiai események-
nél, mivel a dozis becslése nagyban meg-
konnyiti a sériiltek orvosi szempontbdl
torténd besorolasat. A biodozimetria se-
githet: megbecsiilni azt, hogy hany em-
ber szenvedett el olyan dozist, ami nem
igényel akut ellatast; segit osztalyozni
azokat a sériilteket, akiket tovabb kell
irdnyitani az ellatas kategoriajat illetGen;
elkezdeni a tényleges kezelést, valamint
segiti az ellatd személyzetet és a sériil-
teket az ionizdl6 sugdrzasnak valo ki-
tettség hosszutavi kovetkezményeinek
kezelésében, mint példaul a kezelések
megtervezése, vagy az esetleges kom-
penzaciok [1].

Definicié szerint minden biodozi-
metiai modszer olyan valtozasokat de-
tektal, amelyek az egyén sejtjeiben, vagy
szoveteiben alakulnak ki ionizalé sugar-
zasnak vald kitettség hatdsara, és amely
olyan paramétereket szamszerdsit, me-
lyek megbizhatdan a kapott dézisnak tu-
lajdonithatéak [2].

Az elérhet6 biodozimetriai médsze-
rek tobbsége ,,biologiai alapu”, azaz a su-
garsériilésre kialakulé kozvetlen, vagy
kozvetett bioldgiai valaszt (szomszédsagi
hatas) detektaljak [3]. A bioldgiai alapu
modszerek egyik alaptipusa a fehérvér-
sejtekben bekovetkezd valtozasokat de-
tektdlja (citogenetikai mddszerek: DIC,
MN, PCC, FISH). A masik alaptipus pe-

dig a DNS-karosodas és repair, génaktiva-
ci6, metabolom és proteom biomarkereit
vizsgdlja. Altalaban ezen valaszok nor-
mal funkcidja a patofizioldgiai folyama-
tokra és fizikai sériilésekre torténd va-
laszadas; ezért ezek nem specifikusak az
ionizal6 sugarzasra [2].

Az eredményeket egyéb faktorok is
befolyasoljak, mint a kor, betegségek,
stressz, életmdd és a nem [4]. Sugarter-
helés gyanuja esetén a legaltaldnosabban
elvégzett vizsgalat a vérkép vizsgalata,
mivel a sugarzas hatasara a vér sejtes ele-
meinek a szdma lecsokken [5]. Ez azon-
ban ddzisbecslésre csak korlatozott mér-
tékben alkalmazhato, hiszen a vérképet
szamos egyéb tényezd is nagymértékben
befolyasolhatja (gyogyszerek, megbete-
gedések).

Az idedlis biodozimetriai eljaras
sugarzas-specifikus, alacsony hatterd
és szorasd, dozis-hatdsra kalibrilha-
t6, hosszantarté hatast mér, konnyt a
mintavételezés és gyorsan jutunk ered-
ményhez és aranylag kénnyen kisziir-
hetéek a hamis pozitivok és negativok
[6]. Mig egyik mddszer sem teljesiti az
idealis doziméter kritériumat, egy egy-
séges, az eseményekre szabott megko-
zelités felelhet meg a legtobb elvaras-
nak, ahol tobb moédszert alkalmaznak
egyidejtleg [7].

Tekintve, hogy ezeknek a mddszerek-
nek sok esetben igen eltérd lehet az id6-
igénye, a kimutathat6sag id6ablaka és az
ateresztoképessége, fontos, hogy egymas
mellé tudjuk 6ket alltani, hogy kataszt-
réfahelyzetben ki tudjuk valasztani a leg-
megfelelobb mddszert, vagy mddszere-
ket. Jelen kozleményben célul tiiztem ki
a jelenleg legelterjedtebb biodozimetriai
modszerek leirasat, illetve az ilyen célra
potencialisan alkalmazhato korszerti el-
jarasok ismertetését.
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1. Citogenetikai modszerek

Az ionizalé sugarzas altal a periféri-
as limfocitakban okozott citogeneti-
kai sériilések vizsgalata biodozimetriai
célbol altalanosan elterjedt. Az egyes
modszerek alkalmazhatésaga a kromo-
szomasériilés stabilitasatol, tipusatol,
a sejtek osztodasastol és szelekcidjatol
fiigg. A dicentrikus kromoszémak, PCC-
fragmentek és a mikronukleuszok frek-
vencidja el6fordulasi gyorsasaga csokken
a limfocitdk cserél6désével (un. instabil
kromoszéma hibak), ilyen mdédon ezek
a mddszerek a néhany honappal korab-
bi besugarzas nyomait még kimutatjak,
régebbi besugarzasok esetén a FISH-
kromoszémarészlet transzlokacié vizs-
galé modszer a legjobb valasztas, mivel
az stabil transzlokaciokat mutat ki.

1.1. Dicentrikus kromoszoma
analizis

A dicentrikus kromoszémak csaknem
kizarolag sugdrzas hatasara keletkeznek
(8], két kozeli dupla szald DNS-torés hi-
bas kijavitasaval. Ezért a dicentrikus kro-
moszéma vizsgalat az a modszer, amit
gold standard-nek tartanak [9]. A d¢-
zistartomany és az id6ablak megfelel a
biodozimetriai vizsgalatokhoz, viszont a
vérminta tovabbi tenyésztését és az osz-
todas indukcidjat is igényli a modszer,
mivel a kromoszédmak csak 0sztddé sejt-
ben lathatok. A feldolgozas mikroszkép-
pal torténik.

A centromer régié egy befliz6dés a
kromoszoman, ez a hiizéfonalak tapada-
si helye. Az itt talalhat6 kinetokor fehér-
jék biztositjak a kapcsolatot a DNS és a
hazdfonalak tubulinja kozt a sejtoszto-
das soran. Az ionizald sugarzas hatasara
torések keletkeznek a kromoszomakon,
az eltort végek pedig nem megfeleléen

forrnak 9ssze” Két centromer tartalmu
rész fuzidjabol dicentrikus kromoszo-
ma jon létre, azok a darabok, amik nem
tartalmaznak centromert fragmentként
maradnak vissza. Ritkan tricentrikus
és gylri alaka kromoszéma is létrejo-
het. A vizsgalat soran olyan kromoszo-
mak szamoldsa torténik, melyeknek két
centromer régidja van.

A dicentrikus kromoszémak frekven-
cidja kering6 limfocitdkban tisztan linea-
ris-kvadratikus ddzis-hatas osszefiiggést
mutat megkozelitéleg 5Gy-ig, akut su-
garzas esetén. Az egészséges populdci-
6ban meglehetdsen alacsony a spontdn
dicentrikus hattér (~1 dicentrikus/1000
sejt). Ennek az alacsony hattérnek ko-
szonhetéen a moddszer érzékenysége jo,
képes kimutatni ~0,1 Gy egésztest dozist
500-1000 metafazis vizsgalataval [10,
11]. A sok munkaérat igénylé mikro-
szkopos értékelésen kiviil a mddszer hat-
ranya, hogy a dicentrikus kromoszémak
a limfocitak cserélédésével elttinnek, igy
a korabban elszenvedett besugarzas ese-
tén megbizhaté dozisbecslést csak meg-
hatarozott idékozonként elvégzett vizs-
galatok eredményeinek visszamendleges
extrapolacidjaval nyerhetnek, vagyis
ilyenkor csak mérsékelten hasznalhato
az eljaras (1. dbra).

El6nyosek lehetnek azok a médszerek,
melyek genotipizalasra is hasznalhatdk,
ez ugyanis napi rutinfeladat szamos la-
boratériumban, és ezek az eljarasok min-
tafeldolgozasban és értékelésben sokban
hasonlitanak a biodozimetria citogene-
tikai eljarasaihoz. A genotipizaldsra al-
kalmazott automata mikroszkoprendsze-
rek sugarhatds értékelésére is alkalmasak.
Ilyenek a LUCIA, a Metafer mikroszkop-
rendszerek, de ezek csak félautomatikus
megolddsok, a kromoszéma vizsgalati
eredményt mindenképpen manudlisan is
ellendrizni kell.
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1. abra. Osztoddsban, (metafazis) 1évo, besugdrzott (4 Gy, rontgen) limfocita
kromoszémdi. Dicentrikus és tricentrikus kromoszémadval, acentrikus fragmentekkel

1.2. Mikronukleusz teszt

Az in vitro cytokinezis-blokkolt mikro-
nukleusz (CBMN) moddszer egy ma-
sik biodozimetriai eljaras. A modszer
technikailag hasonlit a dicentrikus kro-
moszéma analizisre, de egyszeriibb an-
nal. A vizsgalat osztddasra késztetett, de
citokinézisben blokkolt, Gn. binuklearis
limfocitdkon torténik. (Ez garantalja azt,
hogy csak az els6 generacids utddsejtek
keriiljenek értékelésre.)
Mikronukleuszok (MN) olyan acent-
rikus fragmentekbdl, vagy sériilt, egész
kromoszomakbol keletkeznek, amelyek
nem tudnak a lednysejtek magjaba van-
dorolni a sejtosztodas soran [12]. Ezek a
binuklearis leanysejtek citoplazmajaban
jol elkiiloniild kis szférikus testekként je-
lennek meg, melyeknek ugyanaz a mor-
folégiaja, valamint a festédési tulajdon-
sagai, mint a sejtmagoknak [7] (2. dbra).
A mikronukleuszok megjelenése nem
sugarzasspecifikus: a sugarzason kiviil
szamos klasztogén és aneugén anyag ha-
tasara képzédhetnek. A mikronukleusz
modszert a toxikologidban is alkalmaz-

zak [7]. Akarcsak a dicentrikus kromo-
szomdk, a mikronukleuszok sem sta-
bil citogenetikus aberraciok, melyek a
periférias vér természetes megujulasa
soran iddvel eltlinnek a besugarzas utan,
igy a modszer hasznalhatdsaga limitalt a
tobb évvel ezel6tti besugarzasok esetén.

A moédszer alsé kimutatasi hatara
0,2-0,3 Gy [10]. A korral nagymérték-
ben és nagy variabilitassal né a spontan
mikronukleusz képzddés, kiilondsen a
nék esetében [13].

A mikronukleusz teszt jéval konnyeb-
ben szamolhato, rovidebb mikroszkdpos
feldolgozast igényel, mint a dicentrikus
kromoszéma vizsgalat. A modszer id6-
ablaka és a dozistartomanya megfelel
dozimetriai célokra.

Vannak torekvések a modszer auto-
matizélasara, példaul LUCIA [14], RA-
BIT [15], Metafer mikroszkdprendszerek
[16]. A problémit a citoplazma detekta-
lasa jelenti, a régebbi rendszerek nagy
sejthigitassal dolgoznak, és csak a magok
tavolsaga alapjan dontenek a binuklearis
sejtek mikronukleuszairol.
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1. abra. Osztoddsban (telofdzis) 1évé, besugdrzott (4 Gy, rontgen)
limfocitdk 0-1-2-4 mikronukleusszal

1.3. Premature Chromosome
Condensation (PCC)
(Korai Kromoszéma Kondenzacid)

A sejtfuziés PCC egy lehetséges biodo-
zimetriai modszer [17] olyan sugarsérii-
lések esetén, ahol a gyors és pontos do-
zisbecslés az elsédleges prioritas [18].
A PCC soran nem stimulalt limfocitakat
fuzionaltatnak éppen osztédasban 1évé
kinai horcség ovarium sejtekkel (CHO)
polietilén-glikol (PEG) jelenlétében. Az
ilyen sejtekkel keveredés hatdsara a nyu-
galmi, nem oszt6d¢ linfocitdkban azonnal
beindul a magallomany rogosodése (kon-
denzacidja), vagyis a kromoszémakba t6-
moriilés mesterségesen indukalt, felgyor-
sitott folyamata. A mddszer segitségével a
Giemsa-val megfestett PCC-fragmentek
és gytirik szama gyors dozisbecslést tesz

lehetévé [19, 20]. Kiilonosen igaz ez, ha
a PCC-t kombindljak C-savozassal [21],
fluorescens in situ hibridizacidval (FISH),
specifikus DNS-konyvtarak hasznalata-
val vagy telomer-centromer (TC) festés-
sel, nukleinsav (PNA) probe-ok haszna-
lataval. Ez utobbi esetben lehetGség van a
PCC fragmentek és transzlokaciok mel-
lett a dicentrikus kromoszémak és cent-
rikus gytritk detektalasara is, igy gyors és
pontos dozisbecslést adni [22, 23, 24].

A mddszer hasznalhaté alacsony do-
zistartomanytol egészen az életveszélyes
akut dozisokig, kis és nagy LET-értéki
sugarzasok mellett. Lehetéség van kii-
lonbséget tenni a teljes-, és résztest be-
sugarzas kozott, mivel a sejteket nem
tenyésztik és/vagy stimuldljak, a nor-
mal sejtek eloszlasa jol tikrozi a besu-
garzast nem kapott limfocitak aranyat a
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keringé vérben. A PCC-vizsgalat soran a
fuzid soran kialakult, a 46 normadl kro-
moszéman felilli PCC-fragmentek sza-
mat vizsgéljak. A spontan kialakulé PCC
fragmentek szama a dicentrikus kro-
moszémakhoz hasonléd nagysagrendd,
1-3/1000 sejt.

Nagyon kiilonbozé6 eredményeket
kaphatunk aszerint, hogy hany draval a
feltételezett sugarterhelés utan tortént a
vérvétel. Amennyiben a mintavétel késve
torténik, a repair mechanizmusokkal is
szamolnunk kell az értékelés soran. Vizs-
galatok kimutattak, hogy 4 o6raval a be-
sugarzas utan a PCC-fragmentek szama
dupldja volt az 1, illetve 7 nappal késébbi
értékeknek, mig az 1 és 7 napos értékek
kozott nem volt szignifikans eltérés [25].

1.4. Fluorescent in Situ Hybridization
(FISH)

A FISH-modszert tobb éve hasznaljak
a multbéli sugarkarosodasok becslésé-
re. A legelterjedtebb verzidja az egyszi-
nd FISH (sFISH), amely lehet6vé teszi a
kromoszomak kozotti valtozasok detek-
talasat, ugymint dicentrikus kromoszo-
mak és transzlokaciok. Annak érdekében,
hogy a kiilonbozd, jelolt kromoszémak
kozotti transzlokaciokat is értékelni le-
hessen, kifejlesztették a tobbszinti FISH-t
(mFISH), a teljes genom analizishez, pe-
dig a multiplex FISH-t (M-FISH). Tovab-
ba hasznalnak még pancentromerikus és
telomerikus probe-okat, kiilonb6z6 kro-
moszdma festék probe-okkal kombinalva,
igy pontosan elkiilonithetdék a transzloka-
cidk és a dicentrikus kromoszémadk, illetve
az egy- és kétiranyu transzlokéciok. Alta-
laban a transzlokaciokat vizsgaljak az id6-
ben elhtiz6d6 besugarzasoknal (pl.: foglal-
kozasi sugarartalom) és a multban tortént
besugarzasok becslésénél. A transzlokaci-
ok frekvencidja tobb évig allando a kerin-

g6 limfocitakban [26, 27, 28, 29], azonban
a hattérfrekvencia jelent6sen né a korral
[30, 31] és jelentGsen eltérhet hasonlé ko-
ru és hasonlé dozist elszenvedd személyek
kozott. Az eredmények arra mutatnak,
hogy sem a nem, sem a rassz nem befo-
lyasolja a hattérfrekvenciat, azonban a do-
hanyzas feltehetéen igen [31].

A detektalas als6 hatara 0,5 Gy kornyé-
kére tehetd kummulativ dozisban [29],
azonban fiatal, nem dohanyzé személyek
esetén 0,2 Gy is kimutathatd. Résztest be-
sugarzas esetén a sejtek, amelyek a transz-
lokacidkat hordozzak, gyakran instabilak,
igy a frekvencia az id6vel csokken [29].
Mivel a vizsgalathoz hosszas hibridizaci-
6s folyamatra és osztddo limfocitakra van
sziikség, a minta kézhezvételétdl szami-
tott ~5 nap alatt adhat eredményt.

A FISH-technikdk alkalmazhatdék
olyan esetekben is, ahol az érintettek
nagy LET-értékli sugarzasnak voltak
kitéve. Pluténiummal dolgozé munka-
sok esetén megnovekedett transzloka-
ci6s frekvenciat mutattak ki évekkel a
besugarzas utan [7]. Egyéb aberraciok
is alkalmas biomarkereknek tinnek ma-
gas LET-értékdl sugarzas esetén, mint
az inzerciok, intra-kromoszomalis és
komplex aberraciok.

Két EU-megallapodas, amely az sFISH
standardizalasat célozta meg, azzal zarult,
hogy csak a ,teljes” sejtek hasznalhatéak
a vizsgalatokhoz, azaz ahol minden meg-
jelolt elem jelen van, illetve 46 kromoszé-
ma van jelen. Szintén csak ezek a sejtek
hasznalhatoak a becsléshez is. Populacié
alapu vizsgalatokhoz ~300 genom ekviva-
lens sejt szitkséges személyenként. A pon-
tos dozisbecsléshez személyenként ~1000
genom ekvivalens sejtre van sziikség [7].
Vannak probalkozasok —automatizalas-
ra pl. LUCIA automatizalt mikroszkopos
kontrollrendszer [14]. A moédszert ge-
netikai vizsgalatokra rendszeresen hasz-
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naljak, de jo alkalmazhat6saga ellenére
kevéssé elterjedt biodozimetriai célokra,
mivel kivitelezése sok gyakorlatot igényel
és a tobbi eljarashoz képest dragabb.

2. Fehérje, DNS és RNS markerek
(molekularis biolégiai modszerek)

Ionizalé sugdrzas hatdsara nemcsak a
nukleinsavak (DNS, RNS) karosodnak,
de a sugarzasra adott vélaszreakcid soran
egyes gének aktivalddnak, mig masok
deaktivalodhatnak, valtozik az egyes gé-
nek expresszids szintje [7]. Mind a DNS
karosodasok, mind a génexpresszi6 val-
tozasanak kimutatdsara lehetség van.

A sugdrzasra adott vélasz folyaman a
fehérjék mennyisége, lokalizacidja is meg-
valtozik, illetve szamos enzimatikus mo-
dositas torténik sejt-, szovet és szervezet
szinten. Ezek a valtozasok proteomikai
modszerekkel kimutathatéak vizeletbél,
vagy vérbol. Szamos technika all rendel-
kezésre az egyes fehérjék besugarzas utani
vizsgalatara. Ezen modszerek egyik legna-
gyobb elénye, hogy mivel szinte minden
esetben modern, automatizalt eljarasokrdl
van sz0, a minta atvételétdl az eredményig
eltelt id dltalaban néhany ora [7].

2.1. y-H2AX

Kett6s szalu DNS torés esetén a H2AX
hisztonfehérje a 139-edik helyen fosz-
forilalédik, ez a repair mechanizmus el-
s6 1épése. A foszforilalt hisztonfehérje
immuncitokémiai kimutatasa soran ki-
alakulo fluoreszkalé pontok (fékuszok)
jelenléte érzékeny indikatora a magi
DNS toréseinek. A besugarzas utdn csak
rovid ideig vizsgalhat6 (24-48 6ra), mert
a DNS javit6 enzimek révid idé6 alatt sok
torést kijavitanak. A mikroszkopos fel-
dolgozas soran a fokuszok Osszeszamo-
lasa sziikséges (7, 32, 33].

A legkarosabb hatas, amit az ionizalo
sugarzas okozhat a sejtben, a kettds szala
DNS lanctorés (DSB). A sejtek gyorsan
reagalnak a keletkez$ torésekre, annak
érdekében, hogy behatdroljak és kijavit-
sak Oket olyan gyorsan és olyan hatéko-
nyan, amennyire csak lehetséges, hiszen
a hibasan kijavitott torések daganatos el-
valtozasokhoz, illetve sejthaldlhoz vezet-
hetnek. Osztddd sejtekben a sejtciklus
leall a javitas idejére. Mindkét folyamat
— a hibajavitds és a sejtciklus ledllitasa -,
amelyek szamos fehérje aktivalédasaval
és gének atirddasaval jarnak, kapcsolo-
dik a sejtciklushoz, illetve a novekedés
szabélyozasahoz [34].

A duplaszala DNS lanctorés (DSB)
- amely az ionizalé sugarzas azonnali
hatasa -, kimutathaté y-H2AX antitest-
tel, amely a H2A hiszton H2AX varian-
sanak foszforilalt formaja, amely gyor-
san kialakul a DNS eltort szakaszain [35,
36, 37].

Mivel a y-H2AX fokuszok kialakula-
sa egy sejtvalasz a duplaszalu DNS toré-
sekre, a fokuszok szdma csokken a ldnc-
torések kijavitasaval. A DNS kétszala
torései kétfazisu kinetikaval javitodnak
ki: a gyors fazis par 6raig tart, melyet egy
lassu fazis kovet [38].

Mivel a y-H2AX fékuszok szama
mind az elszenvedett ddzistdl, mind az
eltelt id6t6l figg, csakigy, mint az adott
sejttipustol, ezért ahhoz, hogy pontos
becslést tudjunk adni a dozisrdl, ismer-
niink kell a besugarzastol eltelt id6t [39].

Vannak torekvések a modszer auto-
matizélasara, példdaul a RABIT-munka-
allomas [40].

2.2. Comet assay

Az 1 Gy dézisu rontgensugarzas kb. 1000
db egy-lancu és 40 db kétlancti DNS-t6-
rést okozhat a sejtekben [41]. A comet



HONVEDORVOS

2019. (71) 1-2. szdm

esszével a DNS egylancu és kett6s lancu
torései is kimutathatdk [42].

A modszer alapja sejtszintli agardz
gélelektroforézis. A sejt elmozduldsat
megakadalyozzuk azzal, hogy alacsony
olvadaspontu (37 °C) agardz szuszpen-
zidba agyazzuk, majd a sejtet lizaljuk, és
elektrofozézist végziink lugos (pH>13)
vagy semleges kozegben, attdl fiigg6en,
hogy minden (egyldncu és kettds lan-
cu), vagy csak a kettés lanca DNS t6-
réseket szeretnénk kimutatni. Magas
pH-n ugyanis a DNS denaturalddik,
egylancu lesz.

A lizalt sejt elektroforézise soran a
DNS elmozdul a gélben, annal mesz-
szebbre, minél jobban karosodott,
minél kisebb darabokra tort a mo-
lekula a sugarzas hatasara. DNS speci-
fikus fluorescens festékkel festve a mik-
roszképos kép alapjan értékelheté az
elmozdulds mértéke. A ,,comet” nevet
a teszt a DNS-folt jellegzetes alakja mi-
att kapta, a gélben torténdé migracié so-
ran olyan forma alakul ki, amely is-
tokosre (comet) emlékeztet. A comet
assay, amelyet gyakran hivnak ,egy sejt
elektroforézisnek” is egy érzékeny, gyors
és kényelmes mddszer a DNS-karoso-
dasok és repair mechanizmus sejtszin-
tl vizsgalatara [43], igy alkalmas lehet
sugarérzékenység becslésére is [43, 41].

A modszer elénye, hogy nem kellenek
hozza 0szt6do sejtek. Biodozimetriai cé-
lokra csak révid mintavételezési idékor-
latok kozott alkalmas, mivel az €16 sejtek
gyorsan kijavitjdk a DNS-toréseket. Az
id6korlét rovid: 0,5-4 Ora [44] a detektal-
hatésagi hatar 0.05 Gy [45]. A mddszer
alkalmas lehet az egyéni sugdarérzékeny-
ség megallapitdsara, ami kombinacioban
mas biodozimetriai modszerekkel pon-
tosabbd teszi azok eredményének érté-
kelést, bar az Osszefiiggés ellentmonda-
sos [41].

2.3. mRNS markerek

A nagy tomegeket érint6 nuklearis és/vagy
radioldgiai balesetek miatti fenyegetett-
ség — ahol tobb ezer ember lehet érintett
-, szitkség van egy gyors biodozimetriai
modszerre a triage céljabol. Biztatd ered-
ményeket értek el mind genomikai, mind
proteomikai megkozelitéssel [46].

Ismert tény, hogy az emberi sejtek-
ben kiilonféle kornyezeti stressz hata-
sara, mint példaul az ionizal6 sugarzas,
kiilonboz6 jelatviteli utak aktivdlédnak
és a génexpresszids mintdzat gyors,
Osszetett valtozasa is bekovetkezik.
Mind az alapveté génexpressziés min-
tazat, mind a sugdrzdsra adott valasz
Osszefiiggést mutat az egyes sejtvonalak
sugarérzékenységével. Az egyes gének
expresszioja lehet dozis- és stresszfiiggo,
és a megvaltozott génexpresszié fenn-
maradhat akar napokig is a besugarzast
kovetSen, igy lehetdséget biztositva do-
zimetriai becslésekre [47].

Azok kozott a fehérjék kozott, ame-
lyek részt vesznek a DNS-karosodas ész-
lelésében, illetve a sejtciklus szabalyoza-
sdban a H2AX, az ATM, a CDKN1A és a
TP53 potencialis biodoziméterek lehet-
nek, de szamos egyéb fehérje is alkalmas
marker lehet ilyen célokra (példaul DXR,
BAX, DDB2, ACTN1) [48].

A génexpresszios modszer kulcslépé-
sei a kovetkezok: RNS-extrakeid, jelolés
és hibridizacié. Ezen lépések mindegyi-
kére rendelkezésre allnak jol definialt
protokollok. Mig a génexpresszios mod-
szerek kivalo eszkozok a sugarvalaszban
résztvevd gének azonositasara kis min-
taszam esetén, addig a kvantitativ reverz
transzkripcios real-time polimeraz lanc-
reakcidés modszerekkel (qRT-PCR) kis-
szamu sugarvalasz gén expresszios szint-
je hatarozhaté meg par 6ran beliil, akar
tobb szaz minta esetén is.
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Jelenleg igen kevés tanulmany fog-
lalkozik a sugarzasra vald specificitassal
és szamos exogén faktor zavard hatasat
is vizsgalni kell még. Az egyes sugarzas-
tipusokra adott valaszok kozotti kiilonb-
ségek szintén ismeretlenek. Ahhoz, hogy
a modszer megbizhaté doziméter lehes-
sen a jovében, a bizonytalansagat és al-
kalmassagat is meg kell vizsgalni olyan
Osszetett események esetében, mint pél-
daul egy résztest besugdrzas [7].

2.4. A mitokondrialis DNS

Az emberi mitokondridlis DNS (mtDNS)
egy 16,6 kb hosszt gytrts, duplasza-
ld DNS molekula, amely 13 esszencidlis
polipeptidet és szamos RNS-t (2 rRNS és
22 tRNS) kédol [49]. A kddold szakaszok
kozott egy 1,1 kb. hosszi nem kédold
szakasz helyezkedik el, melyet D-hu-
roknak neveznek és a mitokondrialis
replikdcié és transzlacié inicializala-
saért felel [50]. Egy sejt citoplazmaja-
ban t6bb mitokondrium is talalhatéd és
mitokondriumonként 2-10 mtDNS mo-
lekula lehet jelen, igy sokkal nagyobb ko-
piaszamban fordul el6 sejtenként, mint a
magi DNS. A mitokondrialis DNS-hez
nem kapcsolédnak védd funkciot be-
tolt6 hisztonfehérjék, mint a magi DNS
esetében, ami fokozott kockazati ténye-
76, tekintve az oxidativ foszforildciobol
szarmazd reaktiv oxigéngyokok okoz-
ta folyamatos oxidativ stresszt. Mind-
ez a mitokondrialis DNS viszonylago-
san gyenge repair képességeivel egyiitt
azt eredményezi, hogy az mtDNS sok-
kal sériilékenyebb az oxidativ hatdsokkal
szemben, mint a magi DNS.

Az ionizal6 sugarzas indirekt hatdsa-
ként reaktiv oxigéngyokok szabadulnak
fel, amelyek tovabbi karosodast okoznak
a sejtekben. Tekintve, hogy a mtDNS
ezekre a hatdsokra érzékenyebb (mivel

a mitokondridlis membran tartalmaz-
za a 1égzési transzport és a terminalis
oxidacié enzimeit) és a kopiaszama is
magas, molekuldris biolégiai modsze-
rekkel a DNS karosodasanak mennyisé-
ge potencialisan érzékeny marker lehet
az elszenvedett dozis kimutatasara.

Az oxidativ sériilések kovetkezmé-
nyeként a DNS molekuldkon térések ala-
kulhatnak ki, melyek érinthetik csak az
egyik lancot, vagy sulyosabb esetben ket-
tdsszala torést is okozhatnak. A mtDNS
hibajavitasi sajatossagaibdl adéddan els-
fordulhat, hogy ezek a torések nem a
megfelel6 mdédon keriilnek kijavitasra.
A mtDNS cirkularis molekula, bizonyos
szakaszok a hibajavitds soran kieshet-
nek a genombdl, igy deléciok alakulnak
ki. Ezek a deléciok tobbnyire konkrétan
meghatdrozhaté pontokon alakulnak ki,
szamos ilyen delécidt leirtak mar [51].
Ezek a deléciok PCR technikaval kimu-
tathatok, igy az oxidativ karosodasra,
kozvetetten pedig az elszenvedett sugar-
dézisra hordozhatnak informaciot.

3. Biofizikai technikak

3.1 Optikailag stimulalt
lumineszcencia eljaras (OSL)

A dozisbecslés biofizikai technikai meg-
lehetdsen fejlettek. Az optikailag stimu-
lalt lumineszcencia eljaras (OSL) lehe-
tévé teszi a dozisbecslést azaltal, hogy
a besugarzott targyak éltal kibocsatott
fényt méri. Olyan testrészek, mint a fo-
gak, vagy személyes targyak, mint a kera-
mia protézisek, mobiltelefonok és egyéb
elektronikai eszkdzok, alkalmasak ezekre
avizsgalatokra. Az OSL el6nye, hogy eré-
sen specifikus a sugarzasra és érzékeny is
(a kimutathatosag alsé hatara a mGy-es
tartomanyban van, mig a fels6 hatara né-
hany Gy), azonban nagy hatranya, hogy a
mért jel nem stabil az idében [52].
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3.2 Elektron spin rezonancia (EPR)

Az ESR (elektron spin rezonancia), vagy
EPR (elektron paramagneses rezonancia)
olyan technika, amely képes mérni a su-
garzas altal keltett gyokoket olyan biold-
giai anyagokban, mint fogzomanc, csont,
korém, de ember altal alkotott targyakban
is. Az ESR érzékenysége igen jo, meglehe-
tsen széles dozistartomanyban (1-1000
Gy) és a mért jel is évekig stabil marad.
Hatranya, hogy viszonylag magas az als6
kimutatasi hatara (50 mGy) és nem érzé-
keny alacsony dozisok esetén [52].

Osszegzés

Nincsen a sugarzas észlelésére speciali-
zalodott érzékszerviink, utélag is csak a
szervezet reakcidjat észleljitk. Minél na-
gyobb dozisu az elszenvedett sugarzas
annal gyorsabban, és annal stlyosabb tii-
neteket okoz. Kis dozist - egy Gy alatti —
sugarzas nem okoz rogton tiineteket, de
késdbbi megbetegedések kivaltd oka lehet.

Az sugarzas hatdsara karosodott sej-
tek funkciokiesését a szervezet esetleg
még kompenzalni tudja, azonban, ha a
sériilt sejt osztddni kezd, daganat is 1ét-
rejohet. Ha az ivarsejtek genomja sériil,
akkor a kovetkez6 generacioba mar vele-
sziiletett rendellenességként keriilhet at a
sugarsériilés. A velesziiletett rendellenes-
ségek, és a sugdrhatasra létrejott elvalto-
zasok kozott az a f6 kiilonbség, hogy mig
az el6bbi esetben minden sejtet érint az
elvaltozas, sugarhatasra csak néhany sejt
kdrosodik. Igy a sugarterhelés megalla-
pitasat célz6 biodozimetriai adatgytjtést
még egy ember kapcsan is statisztikai
feldolgozas koveti. A biodozimetriai el-
jarasok egyénenként nagysagrendekkel
tobb sejt vizsgalatat iganylik, mint példa-
ul a humangenetikai vizsgalatok, rendki-
viili helyzetben gyorsan kell minél tobb

embert vizsgalni, ezért a biodozimetriai
szlirés, az egymasra épiilé vizsgalatok
megtervezése folyaman kiilonosen nagy
gondot kell forditani a koltséghatékony-
sagra és az id6kihasznalasra.

A biodozimetriai mddszerek a kozos
jellemzdje, hogy az egyén sejtjeiben az
ionizalé sugarzasnak vald kitettség so-
ran bekovetkez6 valtozasokat detektalja,
megbecsiilje a sulyossagat, ezzel lehet6vé
téve a megfelels terapia megtervezését.

Enyhébb esetben, citokinek felhasz-
nalasaval, pl IL-7, keratinocita noveke-
dési faktor, FLT-3 G-CSF, GMCSEF, SCFE,
és IL-3 és ezek kombinacidjaval lehet
tamogatni az 4j sejtek képzodését. Az
immunszupresszié miatt és mert a ha-
mok barrierfunkcidja is sériilhet, anti-
biotikum adasa is indokolt lehet. 7-10 Gy
kozt csontveld és Gssejtatiiltetés megfele-
16 lehet. Alotranszplantaciora jelentkezd
sériiltek esetében a sulyos trauma vagy
jelentGs sériilés kizard tényezd. Ha iker-
testvérrel vagy autoldg tarolt csontvels-
vel vagy vér Gssejtekkel rendelkezhetnek,
akkor az atiiltetés kiiszobértéke 4 Gy [5].

Az ionizalé sugarzas hatdsara beko-
vetkez6 egyszalu és kétszala DNS-toré-
sek kozvetlen molekularis kovetkezmé-
nyei nyomon kovethetk fluoreszcens
jelolésekkel, amelyek fehérjék valto-
zasait mutatjadk, mint példaul a H2AX
hisztonfehérje foszforilacidja a DNS t6-
rések mentén. Ezen technikak egy ré-
sze alkalmazhaté és automatizalhato,
igen jo szenzitivitassal bir alacsony do-
zistartomanyban is, de nagy hatranyuk
a dozimetria szempontjabol, hogy a ki-
mutatott jelenségek nem stabilak az id6-
ben. A hisztonfoszforilacié vizsgalataval
viszont a sugarterapidra varé emberek
esetén a sugarérzékenység meghatdroza-
sahoz, illetve sugarhatast médositd ve-
gylletek kutatasahoz hasznalhat6 adato-
kat kaphatunk.
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A PCC-modszer, amely limfocitak ki-
nai horcsog ovarium sejtekkel valo fuzi-
ojaval kondenzdlja azok kromoszémiit,
standard mikroszképos eljarassal ad do-
zisbecslést, linearis kalibracids gorbe alap-
jan. A mddszert viszonylag kevés helyen
alkalmazzak, mivel magasszintli képzett-
séget igényel és a besugarzastdl szamitott
rovid ideig (napok) ad pontos becslést.

A sugarzas altal indukalt kromoszé-
ma-aberraciok (mint példéul a dicent-
rikus kromoszédmak, vagy az acentrikus
fragmentek), valamint a citogenetikai sé-
riillések mikronukleusz formajaban tor-
ténd megjelenésének mennyiségi meg-
hatdrozdsa rutinszertien alkalmazott
eljaras a dozisbecslésre. Ezen mddszerek
szenzitivitasa és specificitdsa meglehet6-
sen jo, részben automatizalhatdak és ki-
vitelezhet6k atlagosan felszerelt labora-
toriumi koriilmények kozott.

A FISH-modszerrel kimutathatd
transzlokaciok meghatdrozasa kiilono-
sen a tavoli multban tortént besugar-
zasok esetén lehet hasznos, azonban az
eredmények néha megkérddjelezhetdek.

A sugérzas altal indukélt biokémiai
indikatorokat mar tesztelték a 80-as
években, de csak kevés bizonyult spe-
cifikusnak a sugdrzasra és még egyi-
ket sem sikeriilt mtkodéképes modd-
szerré fejleszteni. A jelenlegi nagy
ateresztoképességli rendszerek (mRNS
chipek stb.) igéretessé teszik az integralt
bioldgiai koncepciot, ahol tobb molekula
(gének, fehérjék, metabolitok) fluktua-
cidjat van lehet8ség egyszerre mérni és
ez alapjan felallitani egy kvalitativ, vagy
kvantitativ karakterisztikus profilt az
egyes dozisoknak valo kitettség esetére.
Jelenleg igen nagy potencialt jelentenek,
kiilonosen alacsony doézistartomanyban.

A biofizikai mddszerek igéretesek,
mert alacsony dozistartomanyban is
miikodnek, specifikusak a sugdrzasra

és meglehetGsen gyorsan szolgaltatnak
eredmény. Szemben a vérrel, amely at-
keveredik a szervezetben, ezek a szilard
mintak (példaul: csont, fog) nem feltét-
lentil reprezentaljak jol a test egészét ért
dozist résztest besugarzas esetén.

Jelen kozleménnyel azt céloztam
meg, hogy a leggyakrabban és legalta-
lanosabban hasznalt biodozimetriai el-
jarasokat attekintsem, illetve réviden
Osszehasonlitsam a fontosabb paraméte-
reiket, valamint attekintsem az ilyen cél-
ra potencialisan alkalmazhaté korszert
eljarasokat. Ezt az Osszehasonlitast fog-
laltam 6ssze az I. tdbldzatban, amely az
egyes modszerek legfontosabb paramé-
tereit veti Ossze.

A bemutatott mddszerek — egymas-
sal kombinalva - alkalmasak lehetnek a
feltételezhetéen sugdarsériilést szenve-
dett személyek gyors és sokréti vizsga-
latara, legyen sz6 baleseti sériiltek vagy
missziobol hazatérd katonak kisebb-na-
gyobb csoportjarél. Mint lathatjuk az
egyes modszerek legfontosabb paramé-
tereikben (kimutathatésdg kiiszobér-
téke, az elvégzés ideje, a hatas id6beni
kimutathatdsaga) jelentésen eltérhet-
nek egymastol. Minden koriilmények
kozott idedlis mddszer nincs, célszerl
a hasznalandé modszert a vizsgalan-
dé események tiikrében kivalasztani.
A legtokéletesebb opcio tobb mddszer
egyidejii hasznalata, azonban ezt sok
esetben (katasztréfa, terrortamadas)
a mintaszamok és a rendelkezésre allé
id6 és a lehetdségek sziikossége nem te-
szi lehet6vé.

Szempont még az automatizalhatd-
sag, vagy legalabb szemiautomatikus
megoldés. Erdemesnek tartom megem-
liteni azt is, hogy ugyanezek a mddsze-
rek alkalmasak sugarvéddé anyagok és
azok hatdsmechanizmusanak vizsgala-
tara is.
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I. tablazat. Az egyes biodozimetriai eljdrdsok idéablakai és kimutathatésdgi
hatarértékei (Flood et al. 2014. [32] alapjan, bévitve)

Dicentrikus kromoszéma 0-1 nap >6 hénap 4-9 nap 0,1 Gy
Vérkép, limfocita szam 12 6ra 48 ora 1,5-2 nap ~0,5 Gy
csOkkenés
Mikronukleusz teszt 0-1 nap 1év 4-6 nap 0,2-0,3 Gy
PCC 0-1 nap 7 nap [4] CHO-23 ¢éra kémiailag | 0,2 Gy [4]
indukalt — 51 6ra [4]
FISH 0-1 nap évek 5 nap [7] 0,5(0,2) Gy
Gamma H2AX 3-30 perc 1-48 6ra 1-2 nap 0,02 Gy
Comet assay bazikus kb. nincs 30-45 min [45] kb. 1-2 nap 0.05 Gy [45]
0.031 Gy [53]
Comet assay semleges, dupla kb. nincs 0.5-4 6ra [44] kb. 1-2 nap 0,125 Gy [53]
szaltorés 72 éra [53]
1 Gy folott
Génexpresszid 24 éra tipusonként 2,5-17 nap 0,1 Gy [4]
valtozo
EPR 0 élethosszig <10 perc 0,05 Gy
OoSL hénapok 24 6ra 0,03 Gy
Irodalom Educ. Program. 2003, 473-96. DOI: 10.1182/
asheducation-2003.1.473
(1] Swartz, HM., Flood, A.B., Gougelet RM.  [6] Kis E.: A NAU citogenetikai biodozimetria
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G. Deli

Detectional tools for effects of ionizing
radiation on the human body

Ionizing radiation hits our body more
often than we expect. We are perma-
nently exposed to background radiation
from the Earth’s crust and from cosmic
space. In the event of a catastrophe, radi-
ation incident or terrorist attack people
may receive a higher dose of ionizing ra-
diation. These exposures, in addition to
acute symptoms, can cause long-term
health problems, and can develop tu-
mors in the years following irradiation.

In cases where the person did not wear a
dosimeter, the incoming dose can be es-
timated by various biodosimetric mea-
surements. A common feature of these
methods is the detection of changes in
the individual’s cells after exposure to
ionizing radiation, thereby enabling the
design of appropriate therapy. Irradia-
tion results in chromosome aberrations,
one of which, the dicentric form, is spe-
cific for ionizing radiation. The main dis-
advantages of this classical cytogenetic
method are that it needs time-consum-
ing cell culturing and the microscopic
evaluation is subjective. In cases where
a large number of people are affected,
some faster methods are needed to pre-
screen and to reduce the number of peo-
ple to be examined. Many biodosimetric
methods are already available or under
development. For example, micronuc-
leus assay is also a cytogenetic method,
but its evaluation is faster. Protein mark-
ers can also be useful tools, such as the
y-H2AX histone protein, which marks
double strand breaks in DNA. Comet
assay is a single-cell electrophoresis,
DNA forms a “comet” in the gel, and the
more fragmented the DNA, the longer
the comet’s tail. Mitochondrial DNA is
more sensitive to radiation than nuclear.
Deletions resulting from an error in the
repair process can be detected by PCR.
Radiation-expressed proteins and their
mRNAs can also be detected. This sum-
mary provides a brief overview of biodo-
simetric methods.

Keywords: biodosimetry, micronucleus,
chromosome aberrations, y-H2AX, comet
assay, mitochondrial DNA, mRNA and
protein markers.
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