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BEVEZETES

Kismértekii hattérsugarzas folyamatosan éri a szervezetlinket, ez a foldsugarzasbol és a
kozmikus sugéarzasbol tevédik Ossze. Foldsugarzasnak jelen esetben a természetes
hattérsugarzasnak azon komponensét értjiikk, ami a Fold magmatikus anyagaban és
kérgében eléforduld Ssi radioaktiv izotopok (238U, 2*°U, 22Th,*K) és leanyelemeik
folyamatos bomlédsanak eredményeképpen éri az €16 szervezetet. Magyarorszagon a
hattérsugarzas értéke 1,75 mSv/év [1] Ennek sokszorosa érheti a szervezetet
katasztrofahelyzetben, példaul egy nuklearis-, vagy munkahelyi baleset vagy
terrortdmadas soran, nagy volument ipari baleset esetén (Csernobil, Fukushima).

Az 10nizalo sugarzéds képes egészségkarosodast okozni olyan mddon, hogy kbézben a
sugarzas ténye észrevétlen marad. Nincsen specializalodott érzékszerviink az ionizalo
sugarzas érzékelésére, pedig a legkisebb expozicid is maradand6 nyomot hagyhat a
sejtjeinkben. Sugarexpozicio torténhet gy, hogy az érintettek nem is észlelik, €s utdlag
sem értesiilnek rola. A katasztrofavédelem egyik fontos feladata a sugéarvédelem.
Katasztrofa, varatlan helyzet esetén viszont az eldre tervezett védelem nem mindig
végrehajthatd, vagy csak részben valosul meg és mivel a Magyar Honvédség a
katasztrofavédelmi, ezen beliil a nuklearisbaleset-elharitasi feladatokban altalaban
jelentds szerepet wvallal, igy mint a parancsnoki, mint a végrehajtdé allomany
tartdzkodhat a természetesnél l1ényegesen magasabb dozistérben. A fizikai dozimétert
nem viseld személyeknél a sugardozis mértékét csak utdlag, kiilonbozd biodozimetriai
eljarasok segitségével lehet megbecsiilni. A biodozimetria az érintettek laboratdriumi
vizsgélataval arra ad valaszt, hogy tortént-e sugarexpozicio, a jelenlévok mekkora
sugarzast és abbdl eredd sejtkarosodast szenvedtek el. Ezéltal a sériiltek megfeleld
orvosi kezelésben, jogorvoslatban részesiilhetnek. A sugarexpozicionak lathato tiinetei -
bérreakcio, hanyas, fejfajas, hasmenés - csak nagyobb, 1 Gray feletti elnyelt dozis
esetén jelentkeznek, helyzettdl fiiggden akar tobb oréas késéssel. Ezek nem specifikusak,
konnyen 0OsszetéveszthetOk mas betegségek tiineteivel, ezért eldfordulhat, hogy a
betegek nem a megfeleld kezelést kapjdk, ha az orvos nem gyanakszik
sugarexpozicidra. (példaul: Alekszandr Litvinyenko esete) Sugarexpozicid torténhet
ismert sugaras esemény kapcsan is, de ilyenkor sem tudjuk pontosan, hogy az egyes
embereket a terepviszonyok és az ott toltott id6 alapjan mekkora hatds érte, hiszen
példaul a sugarérzékenység személyenként eltérhet. Katasztrofahelyzetben, példaul egy

nuklearis-, vagy munkahelyi baleset vagy terrortamadas soran, a jelenlévék
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sugarterhelésnek lehetnek kitéve, s6t nagy volumenti ipari baleset esetén attol akar tobb
ezer kilométer tdvolsdgra, vagyis az érintett orszadg hatdrain tal is érheti sugarzas az
emberi szervezetet. (példaul: Csernobil, Fukushima). Minden tomeges baleset esetén az
intézkedd parancsnoksagnak az érintettek kozt egy siirgdsségi sorrendet kell felallitani,
ezt a folyamatot nevezziik triage-nak. Egy tomegeket érinté esemény sordn a rengeteg
ember kozott sokan lesznek olyanok, ahol a klinikai tiinetek esetlegesen nem is
manifesztalodnak, de esetiikben a késdbbiekben jelentdsen megnd a kiilonbozo
daganatos megbetegedések kockdzata, valamint szdmolni kell azzal is, hogy lesznek
emberek, akiknél ugyan tiinetek mutatkoznak, de azok nem a sugarexpozicié kapcsan

alakultak ki. (stressz, vegyi anyagok, trauma).

A Kkutatasi téma aktualitasa és fontossaga

A jelenlegi biodozimetriai gold standard mddszerek, melyek kromoszématoréseket, és
azok kovetkezményeit vizsgaljak a sejtek mikroszkopos morfologiajara, noha
érzékenyek és pontosak, de nagyon iddigényesek, tobb napos sejttenyésztést, manualis
mintafeldolgozast, valamint statisztikai szamitasokat igényelnek. Az adatfeldolgozashoz
mikroszkopos fényképezésre, a megfestett szovettani mintat hordozo iiveglemezek
tarolasara ¢és a nagy mennyiségli digitalis kép archivaldsara van sziikség. Ezek a
metodikak kis ateresztOképességgel rendelkeznek, ami miatt a triage sordn, vagy
betegkdvetésre csak korlatozott mértékben hasznalhatdéak. Vildgszerte szamos
probalkozas van a klasszikus modszerek automatizalasara, amely jelentdsen megndveli
az ateresztOképességet, de a tenyésztési idot nem csokkenti, valamint a szubjektivitdson
sem valtoztat, mivel az értékelének ellendrizni kell a felvételeket. Ezért egyre tobb
laboratorium keres uj targeteket (mRNS ¢és fehérjeexpresszids vizsgalatok) az
elszenvedett sugarterhelés kimutatisara, erre a gyorsan fejlodé molekuléris bioldgiai
modszerek adnak lehetdséget.

Funkci6jabol adodoan, a Magyar Honvédségnek fel kell késziilni egy ABV miiveleti
kornyezetben torténd feladatvégrehajtasra, vagy akéar hazai kdrnyezetben egy esetleges
nuklearis  veszélyhelyzetben  torténd  katasztrofavédelmi  tevékenységre. Ez
természetesen egyiitt jar jelentdsebb sugarterhelések elszenvedésének kockazataval.

A fentebb emlitett modszerekkel meg lehet hatdrozni egy ilyen feladatra kijeldlt katondk
sugarzasi érzékenységét, és a panaszokkal, vagy csak nagyobb sugaraexpozicidval
visszaérkez6 személyek ellendrzésével, majd a meghatarozott sugarzasi sériilések esetén

kivalaszthaté a megfeleld terapia.



A polimeraz lancreakci6 (PCR) egy, a nukleinsav lancok sokszorozasan alapuld
molekularis bioldgiai eljarads, mely alkalmas az egyes DNS/RNS szakaszok egyedi
azonositasara is. A modszer térhoditasaval 0 eszkdéz kinalkozik a biodozimetria
szamara, mivel az ionizaldé sugarzés karositja a DNS-t, legyen sz6 a magi, azaz
kromoszomalis DNS-rdl, vagy a mitokondridlis DNS-rél, ezen kiviil megvaltoztatja
egyes fehérje mRNS-ek expressziés mintazatat. A molekularis bioldgiai modszerek
egyik elénye a mikroszkopos eljarasokkal szemben, hogy ezek az eljarasok szélesebb
korben hasznaltak, hasznalatuk gyorsabban megtanulhaté és kevesebb gyakorlatot
igényel, mint a mikroszkopos szdmlalason alapuld technikéké. A sugarzéas okozta DNS
karosodasok PCR technologidval kimutathatok, de biodozimetriai modszert még nem
épitettek ra. A sziikséges infrastruktura és a miikodtetd molekularis biologusok az
orszag tobb intézményében jelen vannak, katasztrofahelyzetben konnyebb a kiilsd

laborokat bevonni, segitséget talalni, mint a nehézkes mikroszk6pos munka esetén.

A tudomanyos probléma megfogalmazasa

Az elszenvedett sugarterhelés megallapitasat célzo jelenlegi gold standard modszerek,
noha érzékenyek ¢és pontosak, de nagyon iddigényesek, tobb napos sejttenyésztést,
manudlis mintafeldolgozast, aprolékos mikroszképos munkét, valamint statisztikai
feldolgozast igényelnek. Az adatfeldolgozashoz mikroszkopos fényképezésre, a
megfestett szovettani mintat hordozo liveglemezek tarolasara és a nagy mennyiségi
digitalis kép archivalasara van sziikség. A megvalositas nehézkes, koltséges, mert sok
munkaorat jelent, a kivitelezOktdl specidlis gyakorlatot kivan, ami megneheziti, hogy
szlikség esetén nagyobb erdket, tovabbi laborokat lehessen bevonni. A kiértékelés
nagyon szubjektiv, ezért a biodozimetriai munkahoz csatlakoz6 laboratoriumoknak sajat
dozis-hatas gorbét kell felvenni, ami tobb honapos-éves nagysagrendii munkat jelent.
Ezek a metodikak nagyon kis ateresztoképességgel rendelkeznek, ami miatt a triage
soran csak korlatozott mértékben hasznalhatoak.

Nagy tomegeket érintd események soran a triage-hoz sziikség van egy olyan eljarasra,
amely rovidebb i1d6 alatt, nagyobb ateresztoképességgel teszi lehetdvé a potencialisan

sérilt személyek vizsgalatat.

Kutatasi célkitiizések



A kutatas célja a sugarhatds mechanizmuséaval kapcsolatos megfigyelések, és az ezt,
valamint az egyéni sugarérzékenységet befolydsold anyagok vizsgalatara alkalmas
modszerek feltérképezése.

Mindezek tiikrében célom a jelenleg hasznalatos metodikaknal gyorsabb,
koltséghatékony, nagy  ateresztOképességli, objektiv.  moddszer  beallitdsanak
megalapozasa a modern PCR technika segitségével, amely a megfeleld target
kivalasztasa utan alkalmas lehet biodozimetriai célokra, valamint jelentdsen
leroviditheti a vizsgalatra forditando6 1dot, igy alkalmas személyi sugarterhelés utdlagos
meghatarozasara, valamint katasztrofahelyzetben nagy tomegek triage-ahoz eldsziird
vizsgalatként és/vagy kovetésre.

A PhD munkam célja ennek a molekularis biologiai modszernek megalapozasa, vagyis
egy chhez sziikséges target szekvencia megtaldldsa, ¢s a felmeriild lehetdségek
alkalmazhatdsaganak  koriiltekinté  vizsgalata, kivalasztdsa, a teszt tovabbi

fejlesztéséhez.

Hipotézisek

A kutatds céljainak megfeleléen a 4. és az 5. fejezetben részletesen targyalt kutatasi

kérdések alapjan a kdvetkezd kutatasi hipotéziseket allitottam fel:

H1

A jelenleg gold standard eljarasként alkalmazott kromoszoma aberraciés modszer
alkalmas akar a determinisztikus értékek alatti sugarterhelések kvalitativ

megallapitasara, illetve azok kvantitativ becslésére is.

H2

A mikronukleusz mérési eljaras alkalmas a kromoszoéma aberracidos modszerrel
hasonlatosan az analdg sugarterhelések mindségi és mennyiségi analizisére, figyelembe

véve a kémiai-biokémiai eredet interferencia hatasokat is.

H3

Az i0nizalo sugarzas karositja a DNS-t legyen sz6 a magi, azaz kromoszomalis DNS-
r6l, vagy a mitokondridlis DNS-rél, megvaltoztatja egyes fehérjék expresszios

mintdzatat, az mRNS-ek szintjén. Ezek az elvéltozdsok PCR technoldogiaval
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Kimutathatoak, igy lehetéség van a sugarzads okozta sériilések detektalasara és
mennyiségi jellemzésére. lly modon egy jol mérhetd, sugarzas hatdsara megvaltozo,
lehetdleg sok kopiadban jelen levé DNS szekvencia esetén beallithaté egy olyan PCR
technikan alapul¢ eljaras, amely alkalmas lehet mind biodozimetriai vizsgalatokra, mind

triage céljabol nagy tomegek esetén eldsziirésre, utdnkovetésére.

H4

A véralkotdk in vitro vizsgalataval kialakithaté egy olyan eljaras, amelynek alapjan a
limfocitak, vérlemezkék és magéanak a teljes vérnek a vizsgalatdval megallapithatéak a
determinisztikus, illetve a determinisztikus kiiszob alatti sugarterhelések mindségi és

mennyiségi jellemzdi.

H5

A mitokondrialis DNS besugarzasos vizsgalataval feltarhatéak olyan DNS karosodasok,
amelyek alapjan a determinisztikus kiiszob alatti dozisértékek huzamosabb id6 elteltével

is elfogadhat6 szignifikanciaval is detektalhatoak.

Kutatasi modszerek

A késziilo dolgozat célja tulajdonképpen egy olyan 1j vizsgalati modszer, amelynek az
alapja az 1ionizdl6 sugarzds DNS karositd hatasanak PCR technikaval torténd
kimutatasa. Ennek megfelelden elméleti és gyakorlati kutatasi modszereket valasztottam
a célkitlizésem megvalositasara.

A kutatds sordn megvizsgaltam mas hasonld rendszerek felépitését, miikodését.
Megvizsgaltam a hagyomanyos citogenetikai eljarasok alkalmazhatosdgat. Ez részben
irodalomkutatast jelentett, masrészrél sejttenyésztési €és mikroszkopos munkat, a
hagyomanyos képfeldolgozé modszerek alkalmazasat, valamint molekuléris bioldgiai
modszereket, DNS izolalast, a valos idejii PCR technikéat, gélelektroforézist.

Kozponti 1€pés volt modszereim kozott a vér egyes alkotdelemeinek vizsgalata annak
tilkkrében, hogy melyik sejttipus felel meg leginkabb a PCR vizsgélat céljabol. A
kivalasztott sejttipus besugarzasra keriilt, tobb kiilonb6z6é dozissal (rontgensugarzas),

majd a DNS izolalas utan a kinyert DNS mintat vizsgaltam PCR segitségével.
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Tobb eltérd DNS szekvenciat vizsgaltam meg abbdl a szempontbdl, hogy melyik felel
meg leginkabb a tervezett modszerrel szemben tamasztott kovetelményeknek, ami a

tovabbi PCR vizsgalatokhoz volt sziikséges.

A dolgozat tartalmi felépitése

A tudomanyos célkitlizéseim alapjdn a doktori értekezést 6t egymasra épiild tartalmi
fejezetre bontva dolgozom Ki.

Az elso fejezetben bemutatom az ionizald sugarzast, mint fizikai jelenséget és egyes
tipusait. Rovid leirast adok kialakulasanak fizikai hatterérdl €s természetes, illetve
mesterséges eléfordulasukrol.

A masodik fejezetben az ionizalos sugarzas emberi szervezetre gyakorolt bioldgiai
hatasait ismertetem a sejt, szovet €s szervezet szintjén.

Az értekezés harmadik fejezetében bemutatom az ionizaldés sugarzas szervezetre
gyakorolt hatdsainak kimutatasi lehetdségeit, ismertetem azokat a vizsgalati eljarasokat,
melyek a klasszikus biodozimetria alapjat képezik, valamint a mar folyamatban 1&évé és
potencialis fejlesztési irdnyokat.

A negyedik fejezetben bemutatom a vizsgalataim alapjaul szolgaldé mitokondrialis
DNS sajatossagait, részletes leirast adok az altalam elvégzett molekularis bioldgiai
vizsgalatokrol, valamint ezek eredményeirdl.

Az otodik fejezetben a sajat vizsgalataimat, valamint a metodikai beallitdsok soran
nyert tapasztalatokat mutatom be. A fejezetben felvazolok néhany iranyt, a kutatas

esetleges folytatasaval kapcsolatban.
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1. AZ IONIZALO SUGARZAS

A sugarzasokat sugarfizikai és sugarbiologiai szempontbdl két alapvetd csoportra
oszthatjuk: ionizal6 és a nem ionizal6 sugarzasokra.

Ionizalé sugarzasnak neveziink minden olyan sugarzast, amelynek elegendd energiaja
van a velik semleges kozegben kolcsonhatasba 1ép6 atomok ¢és molekulak
ionizacidjahoz és igy elektromos toltésii részecskéket (ionokat) hoz 1étre. Amennyiben a
sugarzas részecskeenergiaja az ionizacios energianal Kisebb, még nagyobb fluxus
mellett sem lesz képes az ionizaciora.

Az ionizacid, mint fizikai folyamat megeleld koriilmények kozott kémiai reakcidkat
hozhat 1étre, ami pedig az €16 szervezetben bioldgiai elvaltozasokhoz vezethet. Az
ionizalo sugarak allhatnak toltott részecskékbdl, de semleges részecskék, pl. neutronok

is képesek ionizaciot kivaltani. [2]

1.1. Sugarzasok fajtai

1895-ben, W. C. Rontgen felfedezésével vette kezdetét az ionizald sugarzas
tudomanyos kutatasa. Az altala X-sugarzasnak nevezett, lathatatlan, katodsugarcsébol
eredd sugarzas felfedezéséért 1901-ben megkapta az els6 fizikai Nobel-dijat [3] Ahogy
egyre tobb fajta ionizdldo sugarzdst irtak le egyre részletesebben, a konnyebb
attekinthet6ség végett azokat a részecske- vagy elektromagneses természetiik alapjan
két nagy csoportba osztottak.

Részecskesugarzasnak tekintheté minden olyan sugarzas, ahol anyagi részecske kozli az
energiat, ilyen az o- és a p-, proton- és neutron-sugarzas. Az elsé esetben “He?* szabadul
ki egy instabil atommagbol, béta-sugarzasnal egy nagy energiaju e (elektron) vagy e*
(pozitron) hagyja el az atomot, mikdzben (negativ béta bomlas esetén) az atommag
egyik neutronja protonna alakul, vagy (pozitiv béta bomlas esetén pedig) egy proton
neutronna alakul at. [3]

A részecskesugarzasok egy része kozvetleniil ionizdld sugéarzas, vagyis a toltéssel
rendelkez6 részecske elegendé kinetikus energiaval rendelkeznek ahhoz, hogy
kozvetleniil ionizaciét okozzon. Vannak azonban kozvetve ionizald sugarzasok,
amelyek esetében a fotonok és a toltéssel nem rendelkezé partikulumok masodlagos

toltott részecskéket szabaditanak fel és az ionizacio ezeknek koszonhetéen megy végbe.

[2]
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Gamma- ¢és rontgen-sugarzasnal az elektromagneses sugarzas kiilonféle spektrumairdl

beszéliink, ennek Osszefoglalasat latjuk az elsé abran.

INSZAVAVAATRIL

Hullamiartomany radlohullam mikrohullam infravorés fény ultraibolya ri:'mtgen gamma-

Hullamhossz (m 1072 1079 0,5x10°¢ 10712
A hullamhossz Hl ﬂ % ? % f% % Q
nagysagrendje

éplletek  ember pillangod thhegy egysejtl molekula atom atommag
10° 10° 10" 10" 10" 10" 10%°

1. abra: Az elektromagneses sugarzas spektruma [4]

A rontgensugarzds nagyobb hulldmhosszi (ezaltal kisebb energidju) része az
elektromagneses spektrumon beliil az ibolyantali tartomanyba esik, ezt nevezzik lagy
rontgensugarzasnak. A kisebb hulldmhosszi (ezaltal nagyobb energiaju), melyet
kemény rontgensugarzasnak neveziink, a gamma-sugarzassal szomszédos tartomanyba
esik, részben at is fed azzal. Ezért az utobbi kettdt nem is a hullamhosszuk, hanem a
keletkezésiik mogott allo fizikai folyamatok alapjan kiilonboztetik meg. A gamma-
sugarzas atommagok atalakulasa soran jon létre, mig a rontgensugarzast nagyenergiaju
elektronfolyamatok (nagy sebességre felgyorsitott elektronok és egy anyagi kozeg
kolcsonhatasa) hozzak 1étre. [5]
Rontgen-sugarzas kétféleképpen keletkezhet. Az egyik, amikor egy nagy energiaju
foton talalkozik egy atommag erdterével (erre a célra a nagy rendszammal és magas
olvadasponttal rendelkezd atomok, pl. molibdén vagy wolfram a legalkalmasabbak),
amely lefékezi 6t, mikozben energia szabadul fel. Ezt nevezik fékezési rontgen-
sugarzasnak. A masik esetben a nagy energidju foton képes az atom belsd elektron
héjarol kilokni egy elektront, vagy egyes pozitiv bétabomlo izotopok elektronbefogassal
a legbelsé, 1s palyarol egy elektront inverz bétabomlassal befognak (ilyen pl. a 2Na,
bomlasainak mintegy 90,5 %-ban pozitron emitter, de 9,5 %-ban elektronbefogo), igy a
legbelsd palyan elektronhiany képzddik, vagyis az elektronszerkezet erdsen gerjesztett
allapotba keriil. Az igy megiiresedett helyre az atom egy kiils6 héjarol potlodik vissza
az elektron, ennek soran a vegyértékhéj és a legbelsd, 1s palya energia atmenete a két
héj palyaenergia-kiilonbségének megfeleld kvantum kibocsatassal jar, ami keV-0S
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nagysagrendli, tehat a rontgensugarzas spektrumaba esik. Mivel egy adott elem
atomjanak palyaenergia kiilonbsége szigortian elemspecifikus érték (ezért az
elektronbefogas elemanalitikdban is hasznalatos jelenség), igy ebben az esetben
karakterisztikus rontgen-sugarzasrol beszéliink.

Az instabil atomok atalakulasakor a gerjesztett atommagok alacsonyabb (stabilabb)
energiaszintre vald keriilésekor kisugarzodott energia mennyiséget nevezzilk gamma-
sugarzasnak. Ezek a sugarzasok mind a természetes folyamatok, mind a mesterséges
emberi tevékenységek eredményeképpen megtalalhatok kornyezetiinkben. Az egyes
sugarforrasokbol szarmazd sugarterhelések népesség szintli ardnyait az aldbbi abra

mutatja:

1.2.  Sugarterhelés

Azokat a sugarforrasokat, melyek hatassal vannak az €16 szervezetre eredetiik alapjan

természetes és mesterséges sugarforrdsokra oszthatjuk.

1.2.1. Természetes sugarterhelés

A természetes eredetli sugarterhelés fiiggetlen az emberi tevékenységektol, a
kornyezetlinkben természetes modon eléforduld sugarforrdsokat kell érteni alattam,
mint példaul a kozmikus sugdrzast, vagy a testiinkben talalhaté természetes radioaktiv
anyagok sugarzasat. A radioaktiv anyagok, melyek a természetes eredetli
sugarterhelésért felelosek, megtalalhatoak a kornyezet minden elemében, mint példaul a
talajban, az épitdanyagokban, a levegdben, az élelmiszerekben, az ivovizben is.

A hattérsugarzas - amely a kozmikus sugarzasbol, valamint a kornyezetben talalhato
természetes eredetii radioaktiv izotopok altal kibocsatott sugarzasbol all — folyamatosan
koriilvesz minket €és idOben kozel allando. A természetes hattérsugarzas azoban eltérést
mutathat a foldrajzi hely fiiggvényében, jelentds mértékben fligg az adott hely
sajatossagaitdl (példaul magassag, kdzet Osszetétele). A globalis hattérsugarzas értéke
atlagosan 2,4 mSv/ év, melyhez hozzdjarul a mesterséges forrasokbol szarmazo
hattérsugarzas. Hazankban az atlagos természetes hattérsugarzas 3-4 mSv/év, a
magasabb érték oka javarészt a talaj magasabb uran és toriumsor tartalma

kovetkeztében jelenlévé magasabb levegd-radonkoncentracio. [2]
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2 4bra: A kiilonb6z6 sugarforrasokbol szarmazo sugarterhelések megoszlasa. Az abrarol
leolvashato, hogy a radonbdl szarmazik a sugarterhelés jelentds része. (Beltéri
tartdzkodas) a f6ldi és a kozmikus sugarzas jelentdsége is kisebb, mint a

rontgendiagnosztikai eljarasoké vagy a taplalakkal bevitt izotopokbdl szarmazoé. [6]

A kozmikus sugarak egy része a légkor atomjaival iitkbzve magreakciot valt ki,
melynek eredményeképpen ugynevezett kozmogén izotopok keletkeznek. Ilyen,
kozmikus sugirzas hatasara a sztratoszférdban 1étrejovd izotopok a °H, C, 'Be. A
kozmikus sugarzasbol eredd dozisterhelés a tengerszinten minddssze 0,27 mSv/év,
azonban 4 kilométeres magassagban ez 2 mSv/év korili értékre né. Egy 7-12 km
magasban  példaul Eurépa- FEszak-Amerika viszonylatban megtett repiiléut
sugarterhelése 30-45 uSv, de az lirhajosok ennél jelentdsen nagyobb sugérterhelésnek
vannak kitéve. A kozmogén radioaktiv izotopoktol (belélegzéssel és fogyasztasal) eredo
atlag bels6 sugarterhelés 10uSv/év. [2]

A kozmogén radionuklidokat leszamitva mara mar csak azok a radioizotopok (illetve
ezek bomlastermékei) vannak jelen a Foldon (a mesterségesen eléallitott izotopokat
nem véve Szamitasba), amelyek felezési ideje Osszemérhet6 a Fold koraval. A
dozisterhelés szempontjabol az alapveté radionuklidok a “°K, a 2*?Th és az 28U. A
belégzéssel és az élelmiszerfogyasztassal a szervezetbe keriil6 radionuklidok okozta
belsg effektiv dozis évi 0,29 mSv (ebbdl 0,19 mSv a *°K-tél, 0,1 mSv pedig az 28U-tol
és a 22Th-t0l szarmazik). [7]
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A benniinket érd természetes sugarterhelés tosbb mint fele (1,26 mSv/év) a %??Rn
izotoptdl szarmazik. Mindharom bomlasi sorban keletkezik radon. Gaznemi izotop
1évén a szabadban gyorsan felhigul, viszont zart terekben, épiiletekben feldusulhat. A
lak4asokban mérhetd évi atlagos radon-koncentracio atlaga vilagszinten 40 Bg/m®, ez az
érték szabadban 5-10 Bg/m®. A belélegzett radon legnagyobb részét ki is lélegezziik,
azoban a gaz kis része bekeriil a véraramba, azzal pedig eljut a kiilonb6z6 szovetekbe. A
radon rovid életdi bomlastermékei (*8Po, 2¥Pb, 2“Bi és 2'%Po) azonban a levegd
aeroszol részecskéihez tapadnak és ezek a részecskék belélegezve megtapadhatnak a

Iégzbszervek nyalkahartyajan, szoveteiben, elsésorban a tiidében. [7]

A sugarzas forrasa Atlag évi effektiv dozis [mSv]
Kozmikus eredetli sugarzas 0,39
Természetes izotopok kiilsé sugarzasa 0,48
Természetes izotopok belégzése 1,26 (1,15 %?Rn)
Természetes izotopok elfogyasztisa 0,29
Osszesen 2,4

1. tablazat: Természetes forrdsbol szarmazé évi atlagos lakossagi sugarterhelés

1.2.2. Mesterséges sugarterhelés

A benniinket ér0 mesterséges sugarterhelés egy fore esd értéke vilagszinten 0,7-2
mSv/év (a fejlett orszagokban tapasztalhatdak magasabb értékek), melynek nagyobb
része a kiillonb6zo orvosi felhasznalasokbol, a diagnosztikabdl és a sugarterapiabol
szarmazik. A PET és CT vizsgalatok diagnosztikus térhoditasaval parhuzamosan, foként
a fejlett orszdgokban egyre novekszik a mesterséges sugarterhelés mértéke. Ezek a
képalkotd diagnosztikai eljarasok annak ellenére (gyakran indokolatlanul) kiszoritjak a
klasszikus rontgenvizsgalatot, hogy az toredékannyi sugarterheléssel jar. [2][8]

Természetes modon az érintetteknek a sugdrzas orvosi felhasznalasabol a betegségek
megallapitdsa és gyogyitdsa révén kozvetlen haszna szdmazik, €s a sugarexpozicid
kockézatvallalasa itt a legnyilvanvalobb az egyén szdmara is. Az ilyen mddon nyert
orvosi haszon mellett az ionizald sugarzas orvosi alkalmazasai nem csak a betegeknek,
hanem a csalddjuknak, kornyezetiiknek, valamit az egészségligyi szakszemélyzetnek is

jelenthetnek tobbletzkockazatot.
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Az Europai Unidban a Tanacs 2013/59/EURATOM Irényelve ,,Az ionizald sugérzas
miatti sugarterhelésbdl szdrmazo veszélyekkel szembeni védelmet szolgdld alapvetd
biztonsagi eldirdasok megallapitasardl” az a szabalyozo, amely meghatarozza a
foglalkozasi, orvosi és lakossagi sugarterhelésnek kitett személyek egészségének az
ionizald sugarzds veszélyeivel szembeni védelmét szolgadlé egységes alapvetd
biztonsagi eléirasokat. [9] Ezzel Osszhangban van a magyar szabalyozoként a
,487/2015. (XII. 30.) Korm. rendelet az ionizald sugarzéas elleni védelemrdl és a
kapcsolodo engedélyezési, jelentési és ellendrzési rendszerr6l”. Ezek hatarozzak meg a
sugarveszélyes munkahelyeken dolgozokra és a lakossagra vonatkozéd déziskorlatokat.
A foglalkozasi sugarterhelésre vonatkoz6 effektiv doziskorlat évi 20 mSv. Kiilonleges
koriilmények kdzott vagy a nemzeti jogszabdlyokban meghatarozott bizonyos sugarzasi
helyzetekben azonban az illetékes hatosag egy-egy évben ennél nagyobb, de legfeljebb
50 mSv nagysagu effektiv dozist is jévahagyhat, amennyiben barmely egymast kdvetd
0t évben — azokat az éveket is ideértve, amikor a korlatot meghaladtdk — az éves atlagos
dozis nem haladja meg a 20 mSv értéket. A lakossagi sugarterhelésre vonatkozo
doziskorlat az Osszes jovahagyott tevékenységbOl a lakossag tagjait ért éves
sugarterhelések Osszegére érvényes, ez az effektiv doziskorlat 1 mSv/év. A korlatok
nem vonatkoznak az egyén érdekében végrehajtott orvosi eljarasokbol szarmazo, vagy
baleseti sugarterhelésre. [9] Jelen munka készitésekor a jogszabalyi kornyezet
atalakuloban van, azonban ennek a részletes kidolgozasa jelenleg is tart, a 487/2015.
kormanyrendeletet az OAH rendeletei valtjak fel. [10] Erdemes tisztdban lenniink azzal
is, hogy a dozisbecsléseket altalaban atlagos méretii felnéttre vonatkoztatva adjak meg
¢s a paciens méretétél és az alkalmazott képalkotd technikatol fiiggben jelentds
eltéréseket mutathatnak. A 10 és 100 mSv kozotti dozistartomanyban a sugarexpozicid
okozta kockazat vita targyat képezi, ez az a dozistartomany, amely az orvosi képalkotas,
kiilonosen a CT szempontjabdl relevans. Egyetlen hasi CT vizsgalat dozisterhelése
megkozelitdleg 10 mSv és a tobb CT vizsgalaton vagy egy multifazisos CT vizsgalaton
atesett betegek is ebbe a dozistartomanyba esnek. Jellemzden ebbe a dozistartomanyba
esnek a kardiologiai képalkotd eljarasok is. [11] A téma jelent6sége miatt
irodalomkutatast végeztem ¢és egy Osszefoglalo kozleményt irtam az orvosi
sugarterhelésr6l, nem csak a betegek, hanem az orvosok ¢és a szakdolgozok

szemsz0gébol is. [12]
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Képalkoto eljarasok | Effektiv sugardozis (mSv)
CT — komputertomografia
Orrmellékiiregek 0,6
Fej 2
Mellkas 7
Has és medence 10
Multifazisos has és medence 31
Fogészati CT 0,2
Radiografia
Végtagok 0,001
Mellkas 0,1
Agyéki gerinc 0,7
Has 1,2
Fogaszati rontgen 0,005
Fogaszati panorama rontgen 0,01
Nuklearis medicina
Tiid6 ventillacid/perfiizid 2
Csont scan 4,2
Sziv perfazio (99mTc sestamibi) 12,5
Fluoroszkopia
Nyelésrontgen 1,5
Korondria angiografia 5-15
Egyéb
Mammografia 0,7
Csont denzitometria (DEXA) 0,001

2. tablazat: Az orvosi képalkoto eljarasok atlagos sugarterhelése [11]

Nem allnak rendelkezésre olyan epidemiologiai adatok a 10 mSv alatti dozisterhelésrol
(a radiografias vizsgalatok, néhany nuklearis medicina eljaras és CT vizsgalat
dozistartomanya) amelyek a daganatos megbetegedések megndvekedett kockazatara
utalnanak. Ezeknek az adatoknak a hidnya azonban nem jelenti azt, hogy a kockazat
nincs jelen, pusztan az ilyen alacsony dozisterhelés megnovekedett kockazatanak
statisztikai kimutatdsira a nagy volumenli epidemioldgiai vizsgalatok sem voltak
képesek. [13]

A mesterséges eredetli sugarterhelés részeként az orvosi sugarterhelésen kiviil az ipari
tevékenységek altal okozott, valamint a kutatasokbol és a nuklearis fegyverkezésekbol
szarmazo6 tobblet sugarterhelést is figyelembe kell venni.

A sugarterhelés szempontjabol az épitéanyagoknak kettds szerepe van. Egyrészt maguk
IS lehetnek mesterséges sugarforrasok, masrészt arnyékoloként a sugarvédelemben
kiemelt szerepiik van. A fa, mint épitéanyag mindkét szempontbol elhanyagolhato, mig

a tégla, beton és k& elemek viszont meghatarozo szereppel birnak. Ezek az
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épitéanyagok sok esetben megnévelik a beldlik épiilt épiiletek belsejében mérhetd
dozisteljesitményt, valamint radonforrasként sem elhanyagolhatoéak. Az épitéanyagok
természetes radioaktivitasa az 2®U és a 2%2Th bomlasi soroktol, azok leanyelemeitdl,
illetve a K izotoptol szarmazik. Az altaluk kibocsatott sugarzas mértéke fiigg
eredetiiktél, geologiai tulajdonsagaiktol, valamint a gyartasi és feldolgozasi
technologiatol is. [2]

Az uranbanyaszat és az ércfeldolgozas altal a lakossagra nézve tobbletterhelést a
radongaz kornyezetbe Kkeriilése okoz. Ha megvizsgaljuk a teljes nuklearis
tizemanyagciklus globalis kibocsatasat és annak kornyezeti hatasait, azt tapasztaljuk,
hogy az ezaltal keletkezett hosszu felezési ideji radioaktiv izotopok, amelyek a
kornyezetbe keriilve konnyen terjednek, (példaul 3H, *C, ®Kr és a 1) globalis
mértéki dozis-hatast is okozhatnak. Ennek a vilagszintii éves effektiv dozisa
hozzavet6legesen 0,02 uSv, ami gyakorlatilag elhanyagolhaté a természetes eredetii
sugarterhelés mellett. [2]

1996-ig 520 kisérleti légkori atomrobbantast végeztek. 1963-t6l azonban az atomcsend-
egyezmény megkotésével jelentdsen csokkent a robbantasok altal a 1égkorbe Kkeriild
izotopok mennyisége. Ezeknek a kisérleti robbantasoknak a nagyobb részét az északi
félktekén hajtottak végre, igy az itt élok ebbdl a tevékenységbdl eredd tdbblet
sugarterhelése hozzavet6legesen masfélszerese a déli féltekén élokének. Lakossagi
szempontbol elsésorban az élelmiszereket beszennyezé izotopok, valamint a talajra
kitilepedett radioaktiv szennyezddések hordoznak szamottevd, a kornyezeti
sugarterhelést megnoveld hanyadot. A legjelentdsebb sugarterhelést okozé izotopok:
14C, 137CS, QSZr’ 95Nb’ 9OSr’ 106RU, 144C€, 131|’ 3H. [gl

1.3. Kovetkeztetések

A fejezetbdl latszik, hogy akaratlanul is folyamatosan ki vagyunk téve ionizald
sugarzasnak. Habar ennek mértéke egyes orvosi alkalmazdsok kivételével
elhanyagolhat6, folyamatosan figyelmet kell forditani arra, hogy azokat a
munkavallalokat, akik megnovekedett sugarterhelésnek vannak kitéve (példaul
radioldgiai  asszisztensek, légiutas-kisérdk) rendszeresen  monitorozzdk az

egészségkarosodasok elkeriilése végett.
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2. A SUGARZAS EMBERI SZERVEZETRE GYAKOROLT
HATASA

Amikor az ionizal6 sugarzas athalad egy targyon, elektronokat vélaszt le az atomokrol,
amelyeken keresztiil halad, igy pozitiv toltésii ionokat hagyva hatra. Az elsddleges
események, ionizaciok és gerjesztések eloszldsa az ionizald részecske nyomvonala
mentén a sugarzas tipusatol fiiggden valtozik. Fontos meghatarozni egy adott sugérzas
egységnyi palyahosszusdg alatt leadott energiamennyiségét, mivel ez a jellemzd
meghatarozza az adott sugarzas tipus hatékonysagat a kiillonb6z0 biologiai hatasok
kivaltasaban. [14]

A kiilonboz0 tipusu sugarzasok energiaatadasanak leirasara hasznalhatd 6sszehasonlito
kifejezés a linedris energiatranszfer (LET). Az egységnyi uthosszra eso
energiaveszteség (LET) dimenzioja: keV/um. Ertéke minél nagyobb, annil nagyobb
lesz a bioldgiai hatas. Alacsony LET-sugarzas a rontgen-, a gamma-, elektron- és beta-
sugarzas. Magas LET-értékli sugarfajta az alfa-részecske, gyors neutron, proton. [15] A
széles LET-tartomanyu sugarzasok esetében (pl. neutronsugarzas) az atlagos LET érték
szarmaztathatd. Ezt Gigy kaphatjuk meg, hogy az egyes LET-intervallumokat a leadott
energia (vagy dozis) vagy a megtett palya hosszanak megfelel6en stlyozzuk. Ezek
adjak meg a dozis atlagat, illetve a sugarzas utjanak atlagos LET értékét. Ugy tiinik,
hogy a sugarzas utjanak atlaga a megfeleld mennyiség a relativ biologiai hatékonysag
(RBE) valtozasainak leirasara kromoszomakarosodasok esetében. [16] A 250 kVp
(kilovolt cstics) rontgensugarak nyomvonalanak atlagos LET-értéke kortilbelil 2
keV/um, 6sszehasonlitdsképpen a nehéz, toltott részecskék 100-2000 keV/um vagy
nagyobb atlagos LET-értékkel rendelkeznek. Fontos figyelembe venni, hogy ugyanazon
¢és kiilonbozd tipusu sugarzasok jelentdsen eltérhetnek a palya egységnyi hosszan
leadott energia mennyiségében, és ez egyértelmiien megvaltoztathatja a kiilonbozo
tipust sugarzasok bioldgiai hatékonysagat. A kiilonbozé LET értékii sugarzasok
1onizacios eloszlasanak egyik kovetkezménye a kromoszoma-rendellenességek sejtek
kozotti gyakorisagbeli eloszlasa. Alacsony LET-értéki vagy gyengén ionizalod sugarzas
esetén az ioniz4cid barmely adott dozisndl véletlenszerlien oszlik el a sejtek kozott,
kiilonésen mivel nagyon sok nyomvonal lesz. A DNS-karosodas is véletlenszeriien
oszlik el a sejtek kozott, és feltételezve, hogy azonos valdszinliséggel barmilyen
karosodas potencidlisan aberraciova alakulhat at, ezért az aberraciok is véletlenszertien

oszlanak el a sejtek kozott. Kimutattdk, hogy ez a helyzet rontgen- vagy y-besugarzast
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kovetden, ahol az indukalt kromoszéma-rendellenességek Poisson-eloszlast mutatnak.
Magas LET-érték vagy slirlin ionizald sugarzds esetén az ionizdciés palyak nem
véletlenszertien oszlanak el a sejtek kozott, €s az energia ,,diszkrétebb csomagokban”
adodik at. Egyenértékii dozisok mellett a besugarzasi utak szama sokkal alacsonyabb
lesz, mint alacsony LET-értékii sugarzas esetén. Az eredmény - ugyanazokat a
feltételezéseket téve - akdrcsak az alacsony LET sugdrzasnal, az, hogy az indukalt
aberraciok nem véletlenszeriien oszlanak meg a sejtek kozott. Barmilyen megfigyelt
atlagos aberracids gyakorisag mellett tobb olyan sejt lesz, amelyben tobb aberracié és
nulla aberracié van, mint amennyi a Poisson-eloszlasbol varhat6. [14]

Abban az esetben, amikor a sugarzas energidjanak elnyelédése abban a molekulaban
torténik meg, amelyikben a szerkezeti és miikddési elvaltozasok kialakulnak, akkor
direkt hatasrol, ellenkezd esetben, amikor az energiaelnyelddés és az ezaltal kivaltott
hatas mas molekulaban alakul ki, indirekt hatasrol beszéliink. Mivel az emberi test
viztartalma tobb, mint 60%, az ionizald sugarzas is nagy valdszinliséggel ¢és

gyakorisaggal 1ép kolcsonhatasba a vizmolekulakkal. [17]
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3. ébra: Az ionizalo sugarzas a sejt orokitéanyagat karosito direkt és indirekt hatasa [18]

2.1. Sejtszintii hatasok

A sugarzas tehat direkt és indirekt modon is megvaltoztathatja az azt elnyeld anyag
molekuldinak szerkezetét. A sejtekben két olyan célpont taldlhatod, melyek a sugéarzasra

kiilondsen érzeékenek, és amelyek sériilése jol észlelhetd biologiai kovetkezményekkel
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jar. Egyik a sejtmagban nyugalmi allapotban kromatin struktiraba rendez6dott DNS,
masik pedig a sejt membranrendszere. A DNS-ben bekdvetkezd valtozdsok a sejt
tovabbi miikddésére is kihathatnak, megvaltozott mukodésti, vagy éppen
miikodésképtelen fehérjék, enzimek szintéziséhez vezethetnek. [17]

A Dbiologiai hatasokrdl altalanossagban elmondhatd, hogy a besugarzashoz képest
orakkal vagy akar napokkal, évekkel kés6bb manifesztdlodnak. [2] Ez a bioldgiai hatas
fligg egyrészt a karosodott sejtalkotoktol, masrészt pedig a sugarzas altal €rintett sejtek
mindségétdl €s allapotatol is. Szamos sugarhatast befolyasold bioldgiai tényezo létezik,
példaul hogy gyorsan o0sztédd vagy nyugalmi 4allapotu sejtrdl van-e sz0, a
hibajavitashoz sziikséges gének mitkddése, tumor szupresszor gének mitkodése, illetve a
gyokfogd vegyliletek jelenléte és mennyisége. A sugdrzas okozta sejtkarosodas
legsulyosabb modja, ha a genetikai dllomanyt kédolé molekula, a DNS sériil, legyen az
magi, azaz genomialis vagy mitokondridlis. Ez lehet egylanct, kétlanca torés, vagy a
bazisok karosodasa. Ebben az esetben sejt tovabbi tulélése a keletkezé karosodasok

kijavitasanak hatékonysagatol fiigg. [18]
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4. abra: A kromoszomak tobbszintli felépitésének vazlatos rajza. A DNS
hisztonfehérjék koré tekeredve képes a metafazis soran tapasztalhato kromoszoémakka

kondenzalodni [14]

A human kariotipus az ember kromoszdéma-szerelvénye, 23 par kiilonbdzé méretii
linedris kromoszomabol all, igy minden diploid sejtben Gsszesen 46 kromoszoéma
talalhatd. A human kromoszomak altalaban hét csoportba osztjak A-tdl G-ig, valamint
egy par X és Y nemi kromoszéma. [19]

A DNS kett6s spiral alakii molekula, melyben a két lanc egymassal komplementer.
Ionizald sugarzas hatdsara a DNS-ben kialakulhatnak egylancti DNS-torések, ilyenkor
csak a DNS egyik lanca torik el, valamint létrejohetnek kétlanci DNS-torések is, ebben
az esetben a DNS mindkét lanca eltdrik egymassal szemkdzti pozicidban. (5. abra) A
toréseken kiviil kialakulhatnak egyéb karosodasok is, mint példaul bazis-karosodasok,

bazis-vesztés, a két lanc denaturacidja, a DNS két lanca kozotti intramolekularis
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keresztkotések, valamint DNS fehérje keresztkotések a DNS és a kornyezd fehérjék
kozott. A DNS karosodasok kialakulasa pusztan fizikai-kémiai folyamatok eredménye,
ennek megfeleléen a sejtek sugarérzékenysége nem jatszik szerepet benne. A DNS
karosodasok szdma egyenes aranyossagot mutat a dozissal. A DNS karosodasok koziil
legnagyobb jelentdséggel a kétlanci DNS-torések birnak. Kialakulasuk kozel specifikus
az ionizald sugarzasra. Csak nagyon kevés olyan biologiai agens van, amely képes
kétlanca DNS-torések 1étrehozasara. Még a legismertebb és a leggyakoribb
karcinogénként tekintett UV-sugarzasra sem jellemz6 kétlanca DNS-torések
kialakitasara (els6sorban timin-dimerek jonnek létre, ezek viszont nem keletkeznek
ionizald sugarzas hatasra). Néhany kemoterapias szer, példaul a bleomycin képes
kétlanc DNS-torések kialakitasara, az ilyen szereket késébb ismertetem. Ennek
ismerete azért fontos, mivel, ha egy sejt kétlanca DNS-toréseket vagy azok
eredményeképp kialakul6 elvaltozasokat tartalmaz, €s az egyén (akitdl a sejt szarmazik)
nem esett at kemoterapias kezelésen, akkor feltehetden a sejt (és ezaltal a személy)
sugarexpozicidonak volt kitéve. Ha sugarexpozicié gyandja meriil fel, akkor a kétlanca
DNS-torések kovetkeztében kialakult specifikus kromoszéma aberraciok (dicentrikus-,
gylirti alaka kromoszoma) szamabdl biodozimetriai modszerekkel retrospektiv moédon
(akar honapokkal az expozicid utan is) megbecsiilhetjiik az elnyelt dozist. A sejtek
sugarérzékenységét alapvetden nem a kialakult DNS karosoddsok szama, hanem a
kétlancu DNS-toréseket javitd folyamatok eredményessége, valamint a sejtosztddas
befolyasolja. Ha a sejtben egy egylanci DNS-t6rés alakul ki, vagy ugyan mind a két
lanc eltorik, de ezek az egylancu torések messze vannak egymastol, akkor a sejt a
masik, nem kéarosodott lancon meglévé genetikai informécio segitségével konnyen,
jobbara hiba nélkil ki tudja javitani ezeket a karosodasokat. Ha azonban egymaéssal
szemben alakul ki két torés, az eltort DNS végek konnyen elmozdulhatnak egymastol és
ekkor a javitas nagyon nehézz¢é valhat, ami altal megné a hibas javitas, vagy a ki nem
javitas esélye. [2]

A kettdsszalu DNS torésének felismerésére €s javitdsara szamos, egymasal parhuzamos
reakciout is kialakult az evolicid sordn. A torések felismerését kiillonbozé kindzok
végzik, az altaluk végzett foszforilacios 1épések megakadalyozzak a torott végek
elmozdulasat, leallitjak a sejtciklust, valamint a javitast végz6 enzimek torés helyére
torténd eljutasat is segitik. A karosodas jellege alapvetéen meghatarozza, hogy
apoptozis torténik-e. Az eukaridta sejtekben a kettds torések javitasara két alapvetd

mechanizmus alakult ki: a homolog rekombinacié (HR) és a nem-homoldg vég-a-
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véghez illesztés (NHEJ: Non-homologous end joining). Ezek konzervativ
javitomechanizmusok, amelyek nagy pontossaggal és gyorsan javitjak a kettés DNS
lanctoréseket, azonban bar kis valosziniiséggel, de a hiba lehetésége is adott. [2][3]

A torések kovetkeztében kialakuldé DNS karosodasanak tobbféle formaja létezik. A
kromoszéma tipustt karosoddsok, mint példaul a dicentrikus kromoszomak és a
centrikus ringek a sugarzasra jellemzoek, [14] a kromatida tipustiak (triradialisok,
quadradialisok) vegyi anyagok [20][21] és orokletes betegségek esetében fordulnak eld,
[22] mig az ugynevezett minute-ek soron kiviil atirddott génallomany részletekbol
alakulnak ki, sugarzas hatasara is kialakulhatnak, azonban utalhatnak koros allapotokra
is. [23]

Azokban a sejtekben, melyek a sejtciklus nyugalmi szakaszaban vannak, a DNS torés
Kisebb jelentéségii, mivel ebben az esetben az érintett szakasz kis valdsziniiséggel
pétolhatatlan. Osztodd sejteknél azonban egy ki nem javitott, vagy rosszul kijavitott
kettés lanctorés 1étfontossagi gének elvesztésével jarhat, amely végzetes lehet. Ez az
oka annak, hogy a gyorsan osztoddo sejtek (példaul csontveld, Ossejtek)
sugarérzékenyebbek, mig a kevésbé vagy egyaltalan nem osztodo sejtek (példaul
idegsejt, izomsejtek) sugarrezisztensebbek. A késobb targyalt determinisztikus
sugarhatas alapja ezeknek a DNS-karosodasoknak a kovetkeztében kialakuld
sejtpusztulas, amely ha bizonyos mennyiségli sejtet érint, akkor az karositja az adott
szerv vagy szervrendszer miikodését. Ha a sejt taléli a sugarexpoziciot, kialakulhatnak
mutaciok, melyek szdma az id6 eldérehaladtaval (akar generdciokon ativelve)
felhalmozodhat, megnovelve ezzel a kiillonb6z6é daganatok kialakulasanak kockazatat.
Ez 4all a kés6i sugarvalaszként megjelend sztochasztikus hatds kialakuldsdnak
hatterében. Mindezek tiikkrében érthetd DNS karosodas esetén a sejtciklus automatikus

ideiglenes leallitasa, hogy a sejtnek legyen ideje ezeket a toréseket kijavitani. [18]

2.2. Sugarzas indukalta kromoszomaelvaltozasok

Az elsé publikalt bizonyiték arra vonatkozodan, hogy a rontgensugarak kromoszoéma-
rendellenességeket okozhatnak, Miiller Drosophilan végzett genetikai vizsgalataibol
szarmazott. [24] Ezt kovetben szamos tanulmany késziilt, amely megerdsitette ezt és a
folyamat mogott 4ll6 mechanizmus miikodésére vonatkozodan allitott fel hipotéziseket.
[25][26][27] Sax feltételezése szerint a torés kialakuldsa utan a kiilonallo kromoszomak
sérilt régioi érintkeznek egymadssal, ezek a végek elmozdulnak és végiil egyesiilve

cseréket hoznak 1étre. O irta le els6ként a dicentrikus kromoszomaékat. [26] Ezt Revell
26



ugy képzelte el, hogy a sériilt pontok nem teljes értékii torések, hanem instabil helyek,
amelyek kolcsonhatdsba 1éphetnek hasonld helyekkel, és igy paronkénti cserék
alakulhatnak ki. [27] Egy harmadik elképzelés szerint, amelyet késobb Chadwick és
Leenhouts publikalt, ez egy 1ézido/nem-lézi6 koélcsonhatas, amikor is a Revell
értelmezése szerint vett sériilt hely kdlcsonhatasba 1éphet egy sértetlen kromoszomaval,

és igy csere alakul ki. [28]

2.2.1. Sugarzés indukalta DNS 1éziok

Az ionizal6 sugarzasra jellemzd, hogy idoben és térben olyan diszkrét energiadtadasi
folyamatok zajlanak le, amelyek kozvetleniil és kozvetve karositjak a DNS-t foként a
viz radiolizise soran keletkez6 reaktiv gyokok keletkezése révén. [29] Az ionizald
sugarzas szamos kiilonbozd tipust karosodast képes kivaltani a DNS-ben, beleértve a
baziskarosodast (BD), az egyszalu torést (SSB), az abazikus helyeket (AS), a DNS-
protein keresztkotéseket (DPC) és a kettds szala toréseket (DSB). (5. abra)
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5. abra. Ionizéacios mintazat alacsony és magas LET értékii sugarzas esetén (A) és

sugarzas altal indukalt DNS elvaltozasok (B). [30]

A viz radiolizisébdl szarmazo6 ionpar (H20™ és €) kialakitasahoz sziikséges energia ~20
eV, az ionizal6 sugarzas altal leadott energia szaz eV-ig terjedd energiatartomanyba
tehetd (atlagosan 60 eV). Mivel ez az atlagos energia koriilbeliil harom ionpar
eldallitasahoz elegendd, a keletkezd gyokok egy konkrét régid kozelében reagéalnak el.
A keletkez6 DNS-1éziok barmilyen tipust sugarzas esetén lehetnek egyedi DNS-1éziok,
mint SSB-k, AS-k vagy BD-k, valamint tobbszoros sériilési helyek (MDS) vagy
klaszteres DNS-1éziok. [31] A DNS-ben keletkez6 MDS-1ézidk tartalmazhatnak egy
vagy tobb DSB-t, tobb SSB-t és BD-t is. Az 0Osszetett klaszteres DNS-lézidkat
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nehezebb, vagy akar nem is lehet kijavitani, és igy potencidlisan letalis kromoszoma-
rendellenességek kialakulasahoz vezethetnek. [32] A sejt komplex jelatvitellel,
sejtciklus-ellen6rz6 ponttal és javitasi tvonalakkal rendelkezik annak érdekében, hogy
reagalni tudjon a DNS-karosodasokra. A BD-k, az AS-k és az SSB-k kijavitasara tobb
folyamat is létezik, mint példaul a bazisexcizios repair (BER), a nukleotid-excizios
repair (NER) és az egyszal-torés javitasa (SSBR). [33][34] A DPC-ket a NER ¢és a
homolog rekombinacios repair (HRR) javitja. [35] A DSB-k kritikus 1ézidk, hibas
javitasuk vagy ki nem javitasuk kromoszoma-rendellenességek, példaul a dicentrikusok
vagy transzlokaciok kialakulasahoz vezethet. [37] A HRR ¢és a nem homoldg
lancvégegyesités (NHEJ) a két f6 mechanizmus, amely a DSB-k javitasaért felel.
[38][39] Mig az NHE]J a sejtciklus minden fazisaban nagymértékben hozzajarul a DSB
javitasdhoz, a HRR kisebb mértékben jarul hozza a Gl-ben, és fokozatosan egyre

nagyobb szerepet jatszik, ahogy a sejtek a cikluson keresztiil a G2-be jutnak. [40]

2.2.2. Kromoszoma aberraciok

A szadm- ¢és szerkezetbeli kromoszoma-rendellenességek csoportositasa tobb évtizedes
hagyomanyokon alapul. [41][42] A periférias limfocitdk alapesetben nyugvo
sejtpopulacio, és a sejtciklus GO szakaszaban tartozkodik. A sugérzas altal kivaltott
kromoszoma-rendellenességek kovetkezésképpen kromoszoma tipusuak lesznek, vagyis
a sérillt kromoszéma mindkét kromatid4jat érintik. Az ionizdld sugarzas S-fazis
fliggetlen klasztogén, ellentétben az UV-sugarzassal €s a kémiai mutagénekkel, amelyek
S-fazis fiiggd agensek. Ezért ionizald sugarzas hatasara GO/G1 fazisu sejtek kezelése
utan kromoszoma tipusu aberraciok indukaldédnak, mig a G2/S fazisu sejtek esetében
kromatida tipust aberraciok alakulnak ki. Az UV sugarzas és a vegyi anyagok azonban
a sejtciklus minden szakaszéban tobbnyire kromatida tipust aberraciokat idéznek eld.
Amennyiben ionizald sugarzasnak kitett GO/G1 sejtekben kromatida tipust aberraciokat
tapasztalunk, akkor feltételezhetd, hogy ezek vagy nem sugarzas altal indukaltak, vagy
mar athaladtak egy masodik, in vitro sejtcikluson.

Eppen ezért a kromatida tipusG aberracioknak kevés szerep jut a biologiai
dozimetridban, mivel nem a GO limfocitdk besugarzasa indukalja dket. Mindazonaltal a
kromoszomakarosodas altalanos hatterének részeként jelen vannak, és megnovekedett
gyakorisagot is tapasztalhatunk, amennyiben a besugarzas gyanuja miatt vizsgalt
személy korabban kémiai klasztogéneknek is ki volt téve. Ezért kiemelten fontos, hogy

a mikroszkopos értékelést végzok ne csak a kromoszoma-tipust aberraciokat ismerjék,
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hanem kromatida tipustiakat is, és az értékelés soran ne keverjék Ossze Oket. A
késleltetett kromoszoma-instabilitas és a bystander jelenségek iranti novekvé figyelem

ismételten rairanyitja az érdeklodést a kromatida rendellenességekre.

2.2.2.1. Instabil aberraciok

1. Dicentrikus kromoszémak
A dicentrikus kromoszéomak (6. abra) a biologiai dozimetria szempontjabol a
legfontosabb kromoszoéma aberraciok. Ezek detektalasa az a modszer, amit a
biodozimetriai eljarasok gold standard-jének tartanak. [43] Irodalomkutatas végeztem,
hogy korbejarjam ezt a témat, itt Osszefoglamon roviden, hogy miért és mennyire

specifikus ez a képlet az ionizal6 sugarzasra.

6. abra: 4 Gy-es rontgensugarzassal besugarzott limfocita kromoszémakészlete. Sajat
abra, Giemsa festés, 100x-0S nagyitas

(1: dicentrikus kromoszéma, 2: acentrikus kromoszoéma, 3: minute)

A dicentrikus kromoszémak megjelenése a metafazisos sejtben ionizald sugarzas
hatasara utal. Ez a képlet tigy alakul ki, hogy két kozeli helyen egyszerre keletkezik
torés a DNS szalban. Az ionizald sugarzéas gyorsan, koriilbeliil egyenes vonalban halad
at a szoveten, nyomvonalan rovid életli reaktiv gyokok képzddnek, ezek hozzak 1étre az
egymas melletti kett6sszali DNS toréseket, a tavolabbi teriileteket érintetleniil hagyva.

A DIC kialakuldsa egy kicserélodés a két tordtt kromoszoéma centromert tartalmazo

darabjai  kozott, olyan formdban, hogy a két centromert tartalmazo
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kromoszématoredékek egyesiilnek a javitds sordn, amelyet teljes formajaban egy
acentrikus fragmentum kisér, ami ezeknek a kromoszomaknak az acentrikus
fragmentjaibol all. [44] Kiilonosen nagy dozisok utdn kialakulhatnak multicentrikus
kromoszoémak is. A tricentrikusokat két fragmentum, a quadricentrikusokat harom

fragmentum kiséri, és igy tovabb.

7. ébra: Tricentrikus kromoszoma. Nagy dozisok esetén a torések nagy szama miatt
kialakulhatnak multicentrikus kromoszémak. Giemsa festés, 100x-os objektiv, sajat

felvétel.

Egyetlen nagy lineéris energiatranszferrel (LET) rendelkezd részecske tobb kettds szalt
kondenzacidja nagy tavolsagban elhelyezkedd6 DNS-szegmenseket hozhat egymas
kozelébe, novelve annak valoszinlségét, hogy mindkét szegmenst ugyanaz a magas
LET-értékii részecske karositja. [44] Az ionizalod sugarzas kettds lanctorést hoz létre
térben €s idében kozel a részecske palydja mentén, mikdzben az dthalad a sejtmagon, és
ez altal maximalizalja a folyamatok kolcsonhatdsanak lehetoségét a DNS sériilési
helyein, valamint azok hatékonysagat a dicentrikus kromoszomak (DIC) indukciojaban.
[45]

Egyes vegyi anyagok hatasara is torhet a DNS lanc, elméletileg megtorténhet, hogy egy
idében és egymas melletti szalak tornek el, lehetdséget biztositva a felcseréldédésre és a
dicentrikus kromoszéma kialakulasara. A valdsag azonban az, hogy a kémiai anyagok

hataséra 1étrajovo torések helye és ideje véletlenszerti, csak nagyon nagy, tobbnyire mar
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letdlis doézisban nd meg a valdszinlisége annak, hogy a torések egymas
szomszédsagaban alakuljanak ki. Ilyen nagy do6zisban a sejt tobbi része is karosodik,
mar nem tud létrejonni felismerheté DIC formatum, de valdsziniileg mar a metafazis
sem. [45]

Kivételt jelent a radiomimetikumokhoz tartozé bleomycin, ami koncentraltan sok torést
¢és ezéltal DIC-et tud létrehozni, mivel a reakcidban kémiailag nem valtozik, csak
katalizatorként vesz részt. Mas vegyi anyagok hatdsara jellemzden kromatida
aberraciok, triradialis, vagy quadradialis kromoszomak alakulnak ki. [46]

A DIC-ek mellett az elsé osztddds soran sziikségszerilien acentrikus kromoszomak
jelennek meg, ezek azonban a kovetkezd osztddas soran elveszhetnek. Nagyon
jellegzetes a minute-ek megjelenése, ezek nem csak sugarzasra, hanem kémiai
anyagokra is utalhatnak, valamint tumoros korképek gyakori kiséréi. [47]

Ahogy azt fentebb lattuk, a dicentrikus kromoszémak kialakuldsdhoz DNS-karosodas
kell, hogy torténjen a két érintett, nem replikalodott kromoszémaban, Ggy, hogy a sériilt
kromoszémak egyes darabjai egymas kozott kicserélddhessenek. Ez a kicserélddés
torténhet a kozvetleniil a sugarzas altal kivaltott DNS-szaltorések hibas kijavitasaként,
vagy a bazissériilések kivagasa soran bekovetkezd hibas javitas eredményeként. A két
kromoszémaban 1évé 1ézioknak kozel kell lenniiik egymashoz, Ugynevezett
»kapcsolodasi tavolsagon” beliil, hogy a hibads javitdas megtorténhessen. Ez a
meghatdrozott méretli régid tekinthetdé célpontnak. Ezen a célponton belill két 1€zid
kialakulasara van sziikség, egy-egy mindkét nem replikalodott kromoszoma DNS kettds
hélixében. Ez a célpont vagy kolcsonhatasi zona kicsi, altaldban 1,0 um-nél kisebb
atmérdjlinek tekinthetd. Az alacsony LET értékkel rendelkezd sugarzasok alacsony
ionizacios frekvenciaval rendelkeznek az egységnyi 1t soran. Igy kicsi a valosziniisége
annak, hogy egyetlen részecske palyaja soran két ionizacid kovetkezzen be egymashoz
nagyon kozel. Legalabb két ionizéaciora van sziikség ahhoz, hogy a kromoszémék olyan
modon karosodjanak, hogy dicentrikus kromoszoma alakulhasson ki. Sokkal nagyobb a
valdszinlisége annak, hogy a két 1éziot két fliggetlen palya ionizacidja hozza létre. Az
egy palyan kialakult dicentrikus kromoszémak szdma lineéarisan aranyos a dozissal, mig
a ket részecskepalya altal kivaltott dicentrikus kromoszomak szdma a dozis négyzetével
aranyos. 0,5 Gy alatti dézisoknal annak a valdszintisége, hogy két palya athalad egy
célponton, elég kicsi ahhoz, hogy szinte kizardlag egy péalyan és alacsony gyakorisaggal

keletkezzenek dicentrikusok.
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A dézis novekedésével a két palya altal kivaltott dicentrikus szama is névekszik. Igy az
alacsony LET értékili sugarzas altal kivaltott dicentrikusok dozis-hatas gorbéje egy- és
kétsavos események kombinacidja lesz, ahol az elébbi gyakrabban fordul eld alacsony,
az utobbi pedig sokkal gyakoribb magas dozisok esetén. [48]

2. Centrikus gytirik

A gylrlis kromoszoma (centrikus ring) ugyanazon kromoszoma kiilonb6z6 karjain 1évo
két torés dsszekapcsolodasa révén jon 1étre, amit egy acentrikus fragmentum is kisér. (8.
abra) A human limfocitakban ezek a centrikus gytriik sokkal ritkdbban fordulnak eld,
mint a dicentrikus kromoszoémak. Eltéré vélemények vannak arrdl, hogy a dozisbecslés
soran a dicentrikusokkal egyiitt szamolni kell-e, vagy figyelmen kiviil kell-e hagyni
Oket.

8. abra: A centromert tartalmazo gytirikromoszémak hasonloképpen alakulnak ki, mint

a dicentrikus kromoszomak, de itt a két kettdsszaltdrés ugyanazon kromoszéma
ellentétes karjain jon létre. Az els6 osztddasnal még fellelhetd a folyamat soran
keletkez6 acentrikus fragment is. Giemsa festés, 4Gy-el besugarzott minta, 100x-0S

objektiv, sajat felvétel.
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3. Acentrikus fragmentek

Acentrikus kromoszoma fragmentek a fent leirt aberracioktol fiiggetlentl is
kialakulhatnak. Kiilonb6z6 méretii terminalis vagy intersticialis deléciok eredményei
lehetnek, de az eredetilket nem minden esetben lehet meghatarozni. Az acentrikus
gyuriiket, ahol a kromoszoéma fragmenteken beliil tiszta terek lathatok, altalaban
intersticialis delécionak tekintik, mig a kettds pontként megjelend minute-ok tobbnyire

terminalis deléciok vagy korabbi, koros génamplifikacio eredményei. [23][49][50]

2.2.2.2.  Stabil aberraciok

1. Reciprok transzlokéciok

A reciprok transzlokacié két kiilonalldo kromoszéma termindlis részeineknek
kicserélodése. A transzlokaciok kiilonbozo tipusait eredetileg G-savozasi technika és
kariotipizalas segitségével irtdk le, azonban ezek az eljardsok talsagosan
munkaigényesek a rutin bioldgiai dozimetridhoz, valamint a kromoszomaszarak
azonositasa is kevésbé megbizhatd Giemsa festéssel. Giemsa festéssel pedig a
transzlokaciok nem figyelhetdk meg megbizhaté moédon. A FISH modszerrel detektalt
reciprok transzlokaciok azonban mar alkalmasak biodozimetridra is, ez késobb
ismertetésre kertil. A FISH modszerrel ezek kétszinli monocentrikus kromoszémakként

jelennek meg.
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9. abra: Reciprok transzlokacio. A DNS karosodas kovetkeztében kialakulo receiprok
transzlokaciok ugyancsak sugarterhelésre utalhatnak. FISH modzserrel mutathato ki.

Sajat 4dbra

2. Robertson-transzlokacio
A Robertson-transzlokacid6 tgy keletkezik, hogy az egyik kromoszoéma
hozzakapcsolodik a masikhoz. Amikor FISH modszerrel csak egy darab kétszin(i
kromoszéma lathatd, ezt gyakran termindlis, hianyos vagy egyiranyu transzlokacionak
nevezik. A teljes kromoszoma, centromer ¢és telomer fluoreszcens probak kombinaciojat
hasznalva azonban szamos termindlisnak vagy hidnyosnak vélt transzlokaciorol kideriil,
hogy valojaban reciprok transzlokaciok. A jelenlegi nézet szerint valddi terminalis
transzlokaciok az 0sszes transzlokacio kis szazalékat teszik ki, példaul 4 Gy besugarzas

esetén koriilbeliil 5%. [51]

3. Intersticialis transzlokaciok (inzerciok)

Ebben az esetben az egyik kromoszoma acentrikus darabja egy masik kromoszoma

karjaba épiil be.
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4. Stabil és nem stabil sejtek

A retrospektiv, FISH alapi bioldgiai dozimetria azért lehetséges, mert a stabil
aberraciok, mint példaul a reciprok transzlokaciok sikeresen atjutnak a mitozison és
atkeriilnek a leanysejtekbe. Ahhoz azonban, hogy ez sikeriiljon, a teljes genomnak
stabilnak kell lennie. A transzlokacido nem feltétleniil tud atjutni a sejtosztdodason, ha
ugyanabban a sejtben van egy fiiggetlen és instabil struktara, példaul egy dicentrikus
kromoszdéma vagy acentrikus fragment. Ennek kdszonhetéen, nem csak az aberraciok
egyes tipusait, hanem a sejt egészének stabilitasat is figyelembe kell venni. Ezt a
koncepcidt Buckton és munkatarsai ismerték fel 1967-ben, akik bevezették a Cs és Cu
jelolést a stabil és instabil sejtekre. [52] Ez a koncepci6 ismét el6térbe keriilt a FISH
altal végzett retrospektiv biologiai dozimetria elterjedésével, melynek soran
bebizonyosodott, hogy a reciprok transzlokdciok stabilabbnak tlinnek, mint a

Robertson-transzlokaciok. [53][54]

2.2.3. Kromatida tipust aberraciok

A kromatida tipusu aberraciokban a legtobb esetben egyetlen kromatida érintett és nem
a teljes kromoszoma, mint a kromoszoma-tipusi aberraciok esetében. Kialakuldsuk
foleg vegyi anyagok hatasara fordul eld, sugarexpozicid esetén nem jellemz6. [14] A
kromatida tipust aberraciokat altaldban ugyanugy osztalyozzak, mint a kromoszéma

tipusuakat.

2.2.3.1. Termindlis és intersticialis deléciok

A terminalis delécid a kromatida fragment eltavolodasa a 1ézi6tol. (10. abra)

Ha nincs elmozdulds, akkor a centrikus és acentrikus régiok kozotti nem festddd régid
sz¢lességének nagyobbnak kell lennie, mint egy kromatida szélessége ahhoz, hogy az
aberraciot termindlis delécionak tekintsiik. Ez utobbi meghatarozds a terminalis
deléciok (kromatida torések) és az akromatikus 1ézidk (gap-ek) megkiilonboztetésére
szolgal. A kromatida tipust intersticialis deléciok sokkal nehezebben megfigyelhetdk,
mint kromoszoma tipusu megfeleldik, részben annak kdszonhetden, hogy a deletalt

fragmentum gyakran elvalik a kromoszomatol, és nem marad észrevehetd. [14]
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Terminalis Intersticialis
delécio delécio

—>
i

10. 4dbra: Kromoszomalis deléciok. A torések hatasara egyes szakaszok eltlinnek a

kromoszémabol. Sajat dbra

2.2.3.2.  Akromatikus léziok

Az akromatikus 1éziok (vagy gap-ek), a kromoszomak nem vagy nagyon enyhén
fest6do régioi, amelyek az egyik kromatiddban, vagy mindkét testvérkromatidaban,
latszolag azonos lokuszokon jelen vannak. Ha a nem fest6dd régio szélessége kisebb,
mint egy kromatidaé, akkor a jelenséget akromatikus 1ézidnak nevezziik. Vizsgalat
soran altalaban javasolt az akromatikus 1éziok rogzitése, de mindig a kromatida
delécioktol elkiilonitve. Gyakorisdgukat nem szabad beleszamitani a sejtenkénti
aberraciok Osszegébe, mivel jelentdségiik €s kapcsolatuk mas aberracid tipusokkal

jelenleg nem vilagos. [14]

2.2.3.3.  Izokromatida deléciok

Az izokromatida deléciok kivételt képeznek a kromatida tipusu aberraciok csoportjan

beliil, mivel mindkét kromatidat érintik ugyanazon a helyen. Kimutathatd, hogy a
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sejtciklus S- és G2-fazisaban a sugarzas indukalja 6ket, ahogy mas kromatida tipusu
aberraciokat is.

A letort végek gyakran egyetlen fragmentumma forrnak Ossze, sok esetben a torés
nyoman a kromatidak centralis része is 6sszeforr, centrikus kromatidagytiriit képezve.
Az eléfordulo testvérkromatida egyesiilések jellegétdl fiiggden tobb tipus is lehetséges.
Ha testvérkromatida egyesiilés 1ép fel, az izokromatida aberradciokat meg lehet
kiilonboztetni a kromoszomatipus termindlis deléciditol. Human sejtekben a
testvérkromatida egyesiilés ritka esemény, az izokromatida deléciok tobbsége pedig
nem egyesiild proximalis és disztalis tipusu. Az acentrikus fragmentum legtobbszér nem

kapcsolodik a kromoszoma deletalt centrikus részéhez. [14]

2.2.3.4. Aszimmetrikus cserék

Az aszimmetrikus cserék (karok kozotti cserék €és aszimmetrikus kromatidacserék) a

kromoszoma tipust dicentrikus kromoszomak kromatida tipust megfelel6i. [14]

2.2.3.5. Szimmetrikus cserék

A szimmetrikus cserék (szimmetrikus kromatidacserék), a kromoszéma-tipusu reciprok
transzlokaciok kromatida tipusu megfeleldi.

A kromatida tipusu szimmetrikus cserék esetében a szomatikus parositas fenntartja az
kapcsolatot a cserében részt vevd kromoszomak kozott, igy ezek kromoszdéma-savozasi

eljarasok hianyaban is konnyen megfigyelhetok. [14]

2.2.3.6.  Triradialisok

A triradidlis (haromkara képlet) ugy irhat6 le, mint egy izokromatida deléciot
tartalmazé kromoszoma és egy kromatida deléciot tartalmazod masodik kromoszéma

kozotti kapesolat. [41]

2.2.4. Mikronukleusz

A mikronukleuszok  (MN) az  anafazisban  letort és  visszamaradt
kromoszémafragmensekbdl vagy teljes kromoszomakbodl jonnek létre, amelyek nem
keriilnek bele a leanysejtek magjaba. (11. abra) Ezek kiilonallo, gomb alaka
objektumokként jelennek meg a leanysejtek citoplazmajaban, amelyek morfologiaja és

festédési tulajdonsagai azonosak a sejtmagokéval. [55] A dicentrikus kromoszomak
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mellett a mikronukleuszok szadmanak vizsgalata az egyik legmeghatarozobb

biodozimetriai eljaras.

11. abra: Rontgensugarzas hatasata kialakult mikronukleusz. Ha a sériilt kromoszomak,
fragmentek a sejtosztodas soran nem tudnak a pdélusokra vandorolni, kiilon maghartya
képzddik koriilottiik a telofazisban €s mikronukleuszként maradnak fent. 100-szoros

objektiv Giemsa festés, sajat felvétel

2.3. Sztochasztikus hatasok

Lathato, hogy az ionizal6 sugéarzas kovetkeztében kialakulhat akut szovetkarosodas is,
amely stlyos esetben halalt is okozhat. Ezek mellett az akut kdvetkezmények mellett
olyan hosszl tavi hatasokkal is szamolni kell, mint a kiilonb6z0 tavon daganatok
kialakulasa. Ezek alapjan az ionizald sugarzasnak két alapvetd biologiai, egészségligyi
hatasat tudjuk elkiiloniteni. Az egyik csoport az eleve elrendelt, determinisztikus, a
masik pedig a véletlenszeri, sztochasztikus hatasok. A konkrét egészségiligyi hatasok a
sugarexpozicio, de akar egy sugarterapids beavatkozas, vagy egy radiologiai
diagnosztikai vizsgalat is eredményezheti ugyanazt a szervezeti szintli sugarhatast. [2]

A sztochasztikus, véletlenszerti hatasok kozé soroljuk a daganatok keletkezését,
valamint a kiilonboz6 6rokl6dé megbetegedések kialakulasat. Ezeket a hatasokat az
expoziciot taléld sejtekben kialakuld mutaciok okozzak, ha a testi sejtekben alakul ki a

mutacid, akkor az daganatos megbetegedésekhez vezethet, ha pedig az ivarsejtekben,
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akkor 6rokl6dé megbetegedések alakulhatnak ki, akar generaciokkal késobb. A jelenleg
elfogadott sugarhatas modell alapjan a sztochasztikus hatasoknak nincs kiiszobdozisuk,
tehat a lehet6é legkisebb sugardézis is kivalthatja Oket. A sztochasztikus hatasokra
jellemzO, hogy maganak a hatasnak (példaul a kialakult daganatos megbetegedés) a
sulyossaga nincs Osszefliggésben az azt kivaltdo dozissal, akar egészen kis dozisok
hatasara is kialakulhatnak nagyon stlyos megbetegedések is. Ezek alapjan elmondhat6
tehat, hogy a sztochasztikus hatasok sulyossdga nem, viszont a gyakorisaga fiigg a
dozistol. Ennek megfelelden az elnyelt dozis novekedésével a sztochasztikus hatdsok
kialakuldsanak valoszintisége is novekszik. Mivel valoszinliségi hatdsokrol beszéliink, a
nagyobb dozis csak nagyobb kialakuldsi valdsziniiséggel jar, de nem predesztinalja a
hatas kialakuldsat, igy akar olyan eset is el6fordulhat, ahol a nagy dozis kdvetkeztében
nem alakul ki megbetegedés, azonban egy kisebb dozis kivaltja azt. Mint azt fentebb is
emlitettem, a sztochasztikus hatdsok akar az expozicié utan generaciokkal késébb is

képesek kialakulni, igy latenciaidejiik adott esetben rendkiviil hosszu is lehet. [2][3]

2.4. Determinisztikus hatasok

A determinisztikus hatasok, a sztochasztikus hatasokkal ellentétben olyan hatasok,
amelyeknek van egy kiiszobdozisa, amely felett a hatas biztosan be fog kovetkezni. Ez
alatt a kiiszobddzis alatt a szervezeti szintll hatas nem alakul ki, azonban a kiiszobdozis
felett a hatdas minden esetben kialakul, a hatas stlyossaga pedig fiigg a dozistdl,
valamint az érintett szerv sugarérzékenységét6l. [3] Ennek megfeleléen a nagyobb
dozisnak torténd expozicid — habar egyénenként eltérhet — stlyosabb tiineteket fog
eredményezni. Amennyiben a kiiszobdozis alatti besugarzas ér valakit, az nem jelenti
azt, hogy semmilyen hatds nem alakul Ki. A determinisztikus hatasok az ionizalo
sugarzas sejtpusztitd hatasa miatt alakulnak ki, ami viszont aranyos a dézissal. Ennek
megfeleléen alacsony doézisoknal is tapasztalhatd sejtpusztulds, a szervezeti szintii
tiinetek kialakulasahoz viszont a sejtpusztulas mértékének el kell érnie egy olyan
meértéket, ahol az adott szerv miikodése mar jelenetésen karosodik. [2]

A determinisztikus hatasok kozé tartozik a klasszikus sugarbetegség, valamint annak
egyes tiinetcsoportjai: a csontveldi (hemopoetikus) szindroma, a gyomor-bélrendszeri
(gasztrointesztinalis) szindroma, és az agyi-érrendszeri (celebrovaszkuldris) szindroma.
A klasszikus sugarbetegség fent emlitett szindromai, az elszenvedett dozis
figgvényében, egy bizonyos kiiszobdozis felett alakulnak ki. Altalaban mar 1,5 Gy

egésztest dozis felett jelentkezhetnek a csontvel6i szindroma tiinetei, amelyek
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stlyossaga aranyos az elnyelt dozissal. Az LDsp dozis emberben (a kezelés nélkiil a
besugarzott személyek fele meghal) 3,5-4 Gy; a gyomor-bélrendszeri tiinetcsoport
tiineteinek kialakulasa 10 Gy felett torténik meg, és 15-20 Gy folott jelentkezhetnek az
agyi-érrendszeri szindroma tiinetei. Az alabbi Gsszefoglald tdblazat megmutatja az

egyes dozisok altal kivaltott bioldgiai hatasokat:

Tiinetek 1-2 Gy 2-6 Gy 6-10 Gy 10-15 Gy 50- Gy
H;l{ng; ;ég:r’ 3 ora 2 ora 1 ora 30 perc <30 perc
Hanyas 1 Gy: ~5% ) 0 0 0 0

valészintisége | 2 Gy: ~ 50% 3 Gy: 100% 100% 100% 100%
tii\llzzg ¢ Vérképzo Vérképzo gyomor- gyomor- koézponti
okozé szervek rendszer rendszer bélrendszer | bélrendszer | idegrendszer
mérsékelt s,u lyqs fe!n. hasn?enes, hasmenés, e
fehérvérsejt versejt szam laz, . laz, elekrolit goresok,
Fébb tiinetek <7ém csokkenés, elekrolit e’ ensil remegeés,
csdkkends bevérzések, egyensuly g;]avar y clesettség
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3. tablazat: Az akut sugarbetegségek soran jelentkezd tiinetek id6- és dozisfiiggése [56]

Az akut sugarbetegség szindromdin kiviil ide sorolhatok még az idében jobban
elhuzodo, borben kialakuld elvaltozasok (példaul borpir, égési sériilés, teleangiektazia).
[2]

A determinisztikus hatasnak tekinthetdé a sugarterdpia soran a daganatos sejtek és a
kornyez6 normalszovetek karositasa, elpusztitasa is. Ezek mellett a sugarterapia
kovetkeztében természetszerlien a fentebb emlitett sztochasztikus hatdsok 1is
kialakulhatnak. [2] A sugarterapia célja a daganatos sejtek elpusztitasa, azonban minden
esetben egészséges sejtek és szovetek is Ohatatlanul belekeriilnek a sugdrmezdbe, éppen
ezért a terapiat ugy kell elvégezni, hogy az egészséges szovetekben csak elfogadhatod
szintli karosodéas alakuljon ki. Az egészséges szovetekben kétfajta sugarkarosodas
alakulhat ki: a korai- és a késéi normalszoveti karosodasok. A korai karosodasok
altalaban a frakcionalt sugarterapia ideje alatt, a terapia megkezdésétél szamitott 90
napon beliil alakulnak ki. Ilyen korai karosodasok példaul a gyulladasos folyamatok,
fekélyek, vagy sulyosabb esetben nekrozis kialakuldsa a normalszoveti teriileteken. A

késoi hatasok a sugarterapia megkezdése utan 90 napnal késobb alakulnak ki, akér évek
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mulva is megjelenhetnek. A normalszoveti karosodasok (legyenek azok korai-, vagy
kés6i karososdasok) kialakuldsanak az esélyét jelentésen befolydsoljak a sugarterapia
alapvetd paraméterei, mint az alkalmazott 6sszddzis, frakciodozis €s a kezelési id6. A
két csoport koziil a késéi mellékhatasok okoznak nagyobb problémat, mivel ezek mar a
terapia befejezése utan alakulnak ki, igy lefolyasukat mar nem lehet befolyasolni a
terapia modositasaval. Ezekre a kései hatasokra - a korai hatasokkal ellentétben - az is
jellemzd, hogy nem gydgyithatok és a kialakulasuk utan folyamatosan sulyosbodnak.
Ennek megfelelden az alkalmazott sugarterapias protokollok kialakitasanal alapvetd
szempont az, hogy a késoi karosodasok gyakorisagat elfogadhato szinten tartsak, azt
pedig, hogy mi tekinthet6 elfogadhato gyakorisagh karosodasnak, azt minden esetben a
célszovet hatarozza meg. [2]

Egy jellemzden gyakori késéi mellékhatas példdul a fibrozis, mely szdmos szovetet
érinthet (bdr, izom, gasztrointesztinalis traktus) és évekkel a sugarterapia utan is
kialakulhat. Az ionizalo sugarzas kovetkeztében kialakuld fibrozis egyes gyulladasos

citokinek megvaltozott miikodésével hozhatod kapcsolatba. [57]

2.5. Egyéni sugarérzékenység

Az egyéni sugarérzékenység alatt az ¢éldlényeknek azt a tulajdonsagat értjiik, hogy a
sugarzas kémiai és fizikai hatasaival szemben eltéré a fogékonysaguk, azokra mas
mindségben reagalnak. Ez megnyilvanulhat az egyes sejtek, szovetek és szervek, igy
végsO soron az egész szervezet szintjén is. A genetikai anyag bizonyos valtozédsai az
egyén sugarzasérzékenységének dramai valtozasdhoz vezethetnek. Mar a sugarterapia
torténetének korai szakaszéban nyilvanvalova valt, hogy az egyének eltéréen reagalnak
a sugarzasra. Ez tobbek kozott az akut mellékhatasok és/vagy késdi hatasok, példaul
masodlagos rosszindulatu betegségek fokozott eléfordulasdban is megmutatkozott.

A sejtek, igy a szovetek sugarérzékenységét szamos tényezd befolyasolja, ilyenek a
sejtbiologiai folyamatok szabalyz6 mechanizmusai, a sejt regeneracids kapacitdsa,
antioxidans kapacitdsa, valamint az alapvetd genetikai tulajdonsdgok. A szdvetek
sugarérzékenységét az Oket felépitd sejtek sugarérzékenysége, illetve a kiilonbozo
sugarérzékenységli sejtek aranya hatdrozza meg. A sugarérzékenységet nagymértékben
befolyasolja maga a sejtciklus is, mivel a sejtosztodas soran a nyugalmi allapotban 1évo
sejtek sugarrezisztensebbek, mig az 0sztddo sejtek sugarérzékenyebbek. [56]

A kutatdsok arra engednek kovetkeztetni, hogy a sugarérzékeny személyek DNS

hibajavitd képességei gyengébbek, vagy erdsebben reagalnak a sugarzas okozta
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karosodasokra, igy az O esetikben a DNS vizsgalatakor tobb sugarsériilésre utalo
karosodas mutathato ki. [3][58][59][60] A sugarérzékenységet szamos egyéb kiilsé és
belsé tényezd is befolyasolja, példaul az antioxidansokkal valé megfeleld ellatottsag
javithatja, mig a dohanyzas, vagy egyes hormonok vérbeli koncentracidja ronthatja
(ilyen példaul az Gsztrogénszint megemelkedése a terhesség soran). [60][61] Szamos
olyan eset ismert, amikor egyes gének mutacidja a DNS javitas hibdit okozza. Az ennek
kovetkeztében kialakulo orokletes betegségek egyik jellemzd tiinete a fokozottabb
sugarérzékenység. Ilyen betegségek példaul az ataxia teleangicktizia (ATM gén
mutacidja), retinoblasztoma (RB1), Fanconi-anémia (FANC-gének) és a Down-
szindroma is. [60][61][62] Az irodalmi adatok alapjan a cukorbetegek (diabetes
mellitus) fokozottabb sugarérzékenységet mutatnak az atlagpopulacidhoz képest.
[62][63][64]

Szamos bioldgiai végpont 1étezik, melyek biomarkerként alkalmazhatéak a
sugarérzékenység kimutatdsara €s meghatarozasara. Ilyenen példaul a mikronukleuszok
kialakuldsa, a kromoszoma aberraciok frekvencidjanak novekedése, a DNS repair
hatékonysdga, a sejtosztddds mindsége, valamint egyes genetikai, epigenetikai
markerek. [14][58][62][65][66] Az ilyen célra alkalmazhaté6 modszerek koziil néhanyat
biodozimetriai célokra is alkalmaznak. Az egyéni sugarérzékenység indikatora lehet a
kiilonb6z6 antioxidansok koncentracidja, ezek ugysanis sziikségesek a sugarzas okozta
szabadgyokok artalmatlanitasahoz. [3][67]

Az egyéni sugarérzékenység vizsgalata hasznos részét képezheti a sugarveszélyes
munkakdrben dolgozok alkalmassagi vizsgalatanak, de akar a kiilonb6zo6 sugarterapiak

soran is fontos informacidt nyujthat.

2.6. Radiomimetikumok

Az ionizal6 sugarzas emberi egészségre gyakorolt hatdsa a mult szazad 6ta jol ismert.
Bizonyos vegyszerek hasonlo tiineteket okoznak az €16 szervezetekben, mint az ionizald
sugarzas, ezért Dustin 1947-ben radiomimetikumoknak nevezte el ezeket a vegyi
anyagokat. [68] Azota eltelt tobb mint 70 év, és ezt a kifejezést manapsag mar szamos
olyan vegyiiletekre is hasznaljuk, amelyek a mult szdzad kozepén még nem voltak
ismertek. Fontosnak tarom a radiomimetikus vegyiiletek és a sugarzas hatasanak
Osszehasonlitasat, mivel igy részletesebb képet kaphatunk a hatdsmechanizmusokrol.
Ennek kapcsan atfogd irodalomkutatdst végeztem a témaban, melynek egy kétrészes

review formajaban torténd publikalasa jelenleg folyamatban van. [69]
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A sugéarzds hatasanak szamos kiilonb6zé célpontja, moddja és szintje van. A
radiomimetikus vegyiiletek ezeknek a hatasoknak csak bizonyos szegmenseit képesek
utdnozni, nem mindegyiket, igy a radiomimetikus kifejezés hasznalata nem mindig
egyértelmi, ennek megfelelden ez a kifejezés nem elterjedt. Idovel azonban egyre tobb
vegyiiletet fedeztek fel, igy a fogalom folyamatosan béviilt. Ha 6sszehasonlitjuk azokat
a vegylileteket, amelyekre a fogalom eredetileg kiterjedt, illetve amelyeket késobb
fedeztek fel, vagy irtak le, akkor azt latjuk, hogy az utobbiak teljesen mas mechanizmus
szerint mikodnek. A sugéarzas molekuléris biologiai hatasaival kapcsolatos ismereteink
gyarapodnak, ezért idészeriinek tiinik a radiomimetikus kifejezés tovabbi finomitasa,
akar sziikitése, Gjraértelmezése Is.

1952-ben Boyland listat készitett azokrol a bioldgiai hatasokrol, amelyeket mind
ionizalo sugarzasok, mind radiomimetikus vegyszerek okozhatnak. [70] A kovetkezd
néhany évtizedben szdmos hasonl6 hatasu vegyliletet irtak le, vagy fedeztek fel. 1963-
ban Elson publikalta az elsé atfogd attekintést a radiomimetikumokrol Boyland
munkajat véve alapul, amelyet kibdvitett. [71]

Csak néhany radiomimetikum, példaul streptonigrin, bleomycin, m-AMSA képes DSB-t
indukalni. [72][73][74] Ezt azonban sokkal véletlenszer(ibb méddon teszik térben és
id6ében, ezaltal korlatozodik a létrejové DSB-k kozotti interakcid valdszinlisége. Ezért a
kémiailag indukalt DSB-k nagyobb valdszintiséggel acentrikus fragmenteket hoznak
létre, mintsem DIC képz6dését indukalndk. [45] Annak ellenére, hogy a DIC
kialakulasat széles korben ionizald sugarzasra specifikus markernek tartjak, a
bleomycin képes kivaltani ezt az aberraciot. [48] 1963-ban Elson nem tudta
megemliteni a DIC képzddését az 6sszefoglalojaban, mint radiomimetikus hatéast (csak a
kromoszomakarosodast emlitette), mert bar a bleomycint - amely az ionizald
sugarzasnak ezt a specifikus hatdsat is képes kivaltani - izolaltak, az ezt leir6 tanulmany
erre a hatasra nem terjed ki. [75]

Jelenlegi molekularis biologiai ismereteink alapjan a radiomimetikumok nemcsak
kémiai szerkezetik vagy eredetik, hanem hatdsmechanizmusuk alapjan is
csoportosithatok.

A Kklinikai értelemben vett radiomimetikus hatdsok eredete molekularis szinten,
elsdsorban DNS-karosodasokban ¢s azok nem megfeleld helyredllitasi folyamatdban
(kromoszomatorés, kromoszoéman beliili és kromoszoémak kozotti transzlokaciok), [48],
valamint sejtszintli valtozasokban (fehérvérsejtszam, sejthalal) kereshets. [71] A

szervezet szintjén ezek olyan tlinetekhez vezethetnek, mint sugérterhelés esetén, mint
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példaul laz, égéses sériilések, holyagok, fogyas, csontvelé-hiperplazia, gyakran
leukocitopéniaval és immunszuppresszidval parosulva.

A radioaktiv izotopok ionizald sugarzassal sugdrozzak be a tumorsejteket, és ezaltal
diagnosztikai képalkotasra hasznalhatok. A radiomimetikus vegyliletek nem bocsatanak
Ki sugarzast; igy a fizikai doziméter nem képes kimutatni a beldlik szarmazo
expoziciot, ellentétben az izotopokkal vagy izotoppal jelolt diagnosztikai és terapids
vegyliletekkel. Mig a sugarterapidban a radioaktivan jelolt dgenseket adott esetben
radiomimetikus vegyiiletekkel helyettesithetik [76], ez a diagnosztikai eljarasok
esetében nem igy van.

Sok radiomimetikus vegyiiletet izolaltak és szintetizaltak a rékterapia fejlesztésére és
annak sordn az elmult fél évszdzadban. A molekularis biologia rohamos fejlédése adta a
hatteret ezen vegyiiletek hatdismechanizmusanak jobb megértéséhez.

Az alkilalé szerek elektrofil vegyiiletek, melyek képesek kovalensen kapcsolodni
kiilonb6z6 molekulak elektronban gazdag funkcids csoportjaihoz. Ha ezek a nukleofil
célcsoportok konnyen hozzaférhetdk, az ujonnan kotédod és a levalo funkcids csoport
atmenetileg egyidejlileg is kotddhet a célmolekuldhoz.

Az elektronban gazdag molekulak vagy ionok (példaul OH-, H2O, halogenidek,
alkoholok, tiolok és aminok) és az ezeket tartalmazo fehérjék és nukleinsavak idealis

célpontjai a nukleofil szubsztitucionak.

45



AlKilalo szerek

) Etilénamin
) Platina
Nitrogén Alkil és Triazének
Nitrozeureak alapu
mustarok szulfonatok metilénamin
szerek
szarmazékok

ciklofoszfamid ' karmusztin buszulfan ciszplatin altretamin  |dacarbazin

klormethin lomusztin karboplatin tiotepa procarbazin
uramusztin sztreptozocin nedaplatin temozolomid
melfalan oxaliplatin

klorambucil szatraplatin

mekloretamin

ifoszfamid

4. tablazat: Alkilalo szerek csoportositasa [69]

A nitrogénmustar radioimimetikus hatdsanak felfedezését az a felfedezés kovette, hogy
a nitrogén- és kénmustarok mutacidkat okoznak a Drosophildban, [77] és a sugarzashoz
hasonléan kromoszomakarosodast okoznak. [78] Orvosi felhasznalasuk ezen a
hatasukon alapul, 1942-ben eldbb allatkisérletekkel, majd klinikai kisérletekkel
elkezdddott a limfoma gyogyitasa. [79]

Mivel a sugarzas altal kivaltott citologiai karosodas szorosan Osszefligg a sejtmagot éré
hatasokkal (ez jol lathatd a kromoszémak morfoldgiai valtozasain), a sugarzas bizonyos
citologiai hatdsait olyan vegyiiletek 1s kivalthatjadk, amelyek megzavarjak a
nukleinsavak, kiilonésen a DNS normal metabolizmusat. Szamos antimetabolikus
vegyiiletet tesztelnek lehetséges kemoterdpias szerként, kiilondsen leukémia elleni

szerként. Ezekrol a vegyiiletekrdl a 5. tablazatban nyujtok rovid attekintést. [71]
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Antimetabolitok

Folsav antagonistak

Purin analogok  Pirimidin analégok

(Antifolatok)
6-merkaptopurin | 5-fluorouracil (5-FU) ' metotrexat
azatioprin floxuridin pemetrexed

merkaptopurin citozine-arabinozid pralatrexat

fludarabin 6-azauracil trimetrexat
tioguanin gemcitabin edatrexat
cladribin azacitidin raltitrexed

capecitabin

citarabin

decitabin

trifluridin/tipracil

5. tablazat: Antimetabolitok csoportositasa [69]

Szamos mikroorganizmus termel antibiotikumot (példaul penicillin, sztreptomicin),
hogy gatolja mas fajok novekedését/szaporodasat, de a bleomycinrdl sz6l6 1966-o0s elsé
tanulmanyt kovetden azt talaltak, hogy egyes baktériumok radiomimetikus aktivitassal
rendelkez6 vegyiileteket termelnek. [75] Azota sok ilyen vegyiiletet izolaltak. A termeld
baktériumok mind az Actinobacteria (sugargombak) torzsbe tartoznak. Gram-pozitiv,
aerob organizmusok, a telepeken gyakran ndnek a gombakéhoz hasonlo, kiterjedt
micéliumok. Csak két olyan enediyn vegyiiletet ismeriink, a shishijimycint és a
namenamycint, amelyeket nem baktériumok, hanem zsakallatok termelnek.

A bakteridlis eredetli radiomimetikus vegyiiletek harom f6 csoportra oszthatok. Az elsé
a radiomimetikus glikopeptidek (mint példaul a tallysomycin €s a bleomycin), a
masodik csoport az enedinek (példaul neocarzinostatin é¢s C-1027), a harmadik pedig a
kinon antibiotikumok, a mitomicinek.

Természetes formajukban ezek a molekuldk gyakran fehérjébe agyazodnak; a termeld

mikroorganizmusok igy védekeznek a szekretalt vegyiilet citotoxikus hatasa ellen. [80]
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Termel6 organizmus Antibiotikum
Streptomyces verticillus bleomycin
Streptoalloteichus hindustanus tallysomycin
Streptomyces verticillus phleomycins (zeocin)
Streptomyces flavoviridis zorbamycin

6. tablazat: Radiomimetikus hatasu glikopeptid antibiotikumokat termeld

mikroorganizmusok. [81]

A bleomycin és mas természetes glikopeptid antibiotikumok nem riboszomalis hibrid
peptid-poliketid termékek. Az aglikon peptid/poliketid/peptid lancat a bleomycin
megaszintaz allitja eld, amely egy nem riboszomalis peptid szintazt (NRPS) és egy
poliketid szintaz (PKS) alegységet is tartalmaz. Ezeket a nem riboszomalis peptideket
¢s poliketideket aminosavakbol és rovid karbonsavakbol épitik fel a fent emlitett
bakterialis enzimek. [81]

A bleomycin citogenetikai hatasa az 1970-es évek ota ismert. A bleomycin nagyméretii
hidrofil molekula, amely tobbnyire nem képes a bioldgiai membranokon atdiffundalni.
[82]

A bakteridlis eredetli radiomimetikus glikopeptidek miikddésiikhéz fémionra (példaul
vas, rézion) és molekularis oxigénre is sziikségiik van. Megjegyzendd, hogy a Fe?'-
ionok maguk is DNS-karositd hatassal birnak. [83][84] A glikopeptid molekula
fémionokkal komplexet képez, amely ezt kovetden megkoti az oxigént, mivel ez a
kapcsolat nem stabil, szabad gyokok és oxidalt ionok képzddéséhez vezet. [85] Ezek a
reaktiv gyokok egyszala toréseket okozhatnak a DNS-ben. Koriilbeliil minden 10.
egyszali torésre jut egy masodik torés is a szomszédos DNS-lancon, ami DSB-t
eredményez. [73]

Tobb vizsgélat eredménye alapjan a bleomycin citogenetikai hatdsa leginkabb a magas
LET sugérzaséhoz hasonlithatd, mivel magas LET sugarzas esetén a DIC-et tartalmaz6
sejtek eloszlasa hasonlo és a dozis-hatas Osszefiiggés is linedris. Feltételezhetd, hogy a
bleomycin kezelés utan megfigyelt nagy statisztikai variancia az eltéré limfocita-
szubpopulacioknak és azok eltéré bleomycin-érzékenységének koszonhetd. [48]

A radiomimetikumok koziil a bleomycin hatasa hasonld leginkdbb az ionizald
sugarzashoz, és a hatdsmechanizmus hasonldésagai miatt a bleomycin akar DIC-t is
létrehozhat. [86] A DIC kialakuldsahoz legalabb két DSB-re van sziikség egymas

kozvetlen kozelében. Az ionizalod sugarzas egy egyenes vonal mentén - ahol a sugarzas
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athalad a sejten - okoz DNS-toréseket, és elvileg barmilyen sugarzadozis, akar két torés
is DIC-t indukalhat. [45] A legtobb radiomimetikum alacsony koncentracidban nem
képes tobbszoros toréseket 1étrehozni kis tavolsagokon beliil, [45] mert véletlenszerlien
oszlanak el a DNS koriil, és mert maguk is kémiai atalakuldson mennek keresztiil a
DNS-torés soran. Ezzel szemben minden Fe-bleomycin komplex tobb oxidacids és
redukcids cikluson megy keresztiil, és a bleomycin altaldban nem inaktivalodik a bézis-
felszabadulasi reakcioban [87], igy szamos torést és DIC-t képezhet. [48]

A bleomycin nem zavarja meg kozvetleniil a DNS-replikaciot, igy a sejtciklustol
fiiggetlentiil hat. Attol fiiggden, hogy a sejtciklus melyik fazisaban 1ép kdlcsonhatéasba,
kromoszéma és kromatida tipust aberraciokat is okozhat, de csak kis mértékben indukal

testvérkromatidak kozotti transzlokaciot. [48]

2.7. Kezelési lehetoségek

Mivel dolgozatom a diagnosztikai eljarasok attekintésére és fejlesztésére irdnyul,
fontosnak tartom néhany gondolat erejéig attekinteni a jelenleg rendelkezésre allo
kezelési lehetdségeket is a teljesség igénye nélkiil, hiszen a diagnosztika célja, hogy a
sziikséges informaciokkal tamogassa a megfeleld terapia kivalasztasat.

Azokban a sejtekben, melyek az ionizaldé sugarzas hatasara kijavithatatlan DNS
karosodast szenvedtek, sejtpusztulasi folyamat indul meg. A karosodott és elpusztult
sejteket tartalmazod szovetben szomszédsagi hatassal gyulladasos folyamatok indulnak
meg, szoveti atrendez6dés torténik, vagy fibrozis alakulhat ki.

Ennek a folyamatnak a kezelésében a gyulladasgatlok hatékonyak, példaul az olyan
nem-szteroid gyulladascsokkenték, mint az aszpirin és az ibuprofen. Az elpusztult
sejtek potlasat segithetjiik novekedési faktorok, hematopoetikus novekedési faktorok -
granulocita kolonia stimulalo faktor (G-CSF), illetve a granulocita-makrofag kolonia
stimulalo faktor (GM-CSF) adasaval. Ha a hamszovetek folytonossaga sériil a nekrozis
kovetkeztében, az fertézéshez, vagy szepszishez is vezethet. Ez a veszély fokozodik az
immunrendszer sejteinek pusztulasa miatt is. lilyen esetekben a fibrotikus folyamatokat
gatlo TGF-B gatlok és glukokortikoidok is hasznosnak bizonyulnak. Ezen kiviil
alkalmaznak ACE gatlokat, a vese €s a tiido, izoflavonokat a csontveld, sztatinokat €s
proteaz gatlokat az agy védelmére sugarterapia soran. [2]

Akut sugarbetegség esetén a gyogyulasi es€ly - a kapott sugardozis nagysaga mellett -
nagymértékben fiigg a megfeleld ellatastol. Ennek soran az immunsériiltté valt szervezet

tovabbi kiils6 behatasok elleni védelmét szolgald elkiilonités, a fertézések megeldzése
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¢s kezelése, a vérzések megakadalyozasa €s csillapitasa, a vérképzd és immunrendszeri
regeneracid tamogatasa, és sziikség esetén a vérképzo Gssejtek potlasa a legfontosabb.
Az emésztérendszeri korforma kezelésében a fentiek mellett a sériilt bélhdm
regeneraciojanak serkentése, a szervezet folyadék ¢&s elektrolit egyensulyanak
biztositdsa, a belekbdl felszivodo bakteridlis és egyéb toxikus anyagok hatasara fellépd
mérgezettségi allapot kezelése, valamint a tobbszervi elégtelenség megeldzése jatszik
foszerepet.

A hematopoetikus szindroma kezelése szdmos tényezotdl fligghet, mint példaul a
becstilt dozis, az expozicid6 modja és a jelentkezd tiinetek. A citokinekkel torténd
rovidtava terapia alacsonyabb dozisok (<3Gy) esetén lehet alternativa. Nagyobb
dozisok (>7Gy), vagy traumas vagy égési sériilésekkel vald kombinalt sériilések esetén

a transzfuzioval, citokinekkel és akar dssejt terdpidval torténd hosszl tavu kezelés lehet

megoldas. [88]

2.8. Kovetkeztetések

Az 1onizdl6 sugarzas emberi szervezetre gyakorolt hatdsdnak szambavétele utan az
latszik, hogy bar az ionizal6 sugdrzas szamos szinten és ezen szinteken belill is szdmos
ponton képes kiilonféle karosoddst okozni a szervezetiinkben, ezek egyike sem
tekintheté teljesen specifikusnak. A dicentrikus kromoszomak megjelenése a
legegyedibb indikatora az ionizaldé sugarzasnak, azonban ezek megjelenését is
kivalthatjdk kémiai anyagok. Ezek alapjan véleményem szerint sziikség van a
hatasmechanizmusok pontosabb megismerésére, hogy a jelenlegieknél sokkal egyedibb

hat4sokat tudjunk detektalni.
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3. AZ IONIZALO SUGARZAS HATASAINAK KIMUTATASI
LEHETOSEGEI

A személyi sugarvédelem feladata, hogy a sugarveszélyes munkakorben dolgozd
személyek  szdmdra  biztositsa a  biztonsagos  munkafeltételeket ¢és az
egészségkarosodasok elleni hatékony védelmet. Ennek egyik alapvetd pillére az, hogy a
munkavallalot éré sugarzast egy adott doziskorlat alatt kell tartani. Ehhez azonban
sziikséges az érintettek altal kapott dozis monitorozasa, ami kiilonb6zé doziméterek
segitségével lehetséges. Ezek a dozismérdk kiilonbozo fizikai vagy kémiai elven
miikodhetnek és hasonlitanak a bioldgiai anyagokra. Az emberi szervezetet ért sugarzas
szamos  komponensbél  all, ezek a komponensek  meglehetésen  széles
energiataromanyban mozoghatnak, a kiilonb6zo sugarzastipusok  kiilonb6zo
valoszinliséggel adja le energidjukat, valamint a kiillonbozé szovetek is eltérd
sugarvalaszt adhatnak, sugarérzékenységiik is eltér. Mindezek fliggvényében ezek a
dozismérék szamos szempontbdl masképp viselkednek, mint az emberi szdvetek,
szervek. A kiilonb6z6 dozismérdket egyiittes, kombinalt hasznalata megoldast jelenthet
a fenti problémara. A sugarveszélyes munkahelyeken dolgozok mind kiilsé, mind belsé

sugarterhelését mérik.

3.1. Személyi doziméterek

Mind a kiils6, mind a belsd forrasbol szdrmazo sugérterhelés mérésére szamos eljaras
all rendelkezésre. Azt, hogy az adott dozismérdvel milyen sugéarzasi energiatartomanyt
¢és dozistartomanyt lehet mérni, elsésorban a detektor jellemzo6i szabjak meg. Ezek a
személyi dozismérdk alapvetéen lehetnek aktiv dozismérdk (a vélaszjelet kdzvetlen
kijelzésként érzékelhetjiik) és passziv dozismérdk (a detektor utdlagos kiértékelést
igényel). Aktiv dozismérd példaul a gaztoltési és szilicium detektorok, ezek folyamatos
miikddésiikbol fakaddan folyamatos tapellatast igényelnek. A passziv dozismérdk kozé
taroznak a filmdozismérék, a termolumineszcens dozismérdk (TLD), az optikailag
stimulalt lumineszcens (OSL) d6zismérdk, a radio-fotolumineszcens dozismérdk (RPL)
¢s a szilardtest nyomdetektorok, ezek a dozismérdk a kiértékelési fazisban igényelnek
energiat, a besugarzasi periodusban nem. A megfeleld dozismérd kivalasztasat
befolyadsolja a mérendd sugdrzas tipusa, illetve az is, hogy milyen informaciokra van

sziikségiink. [7]
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3.1.1. Foton és B-sugarzas

Filmdozismérok: Az eljaras alapjat az adja, hogy a fényképészeti filmek érzékenyek az
ionizal6 sugarzasra. Ez az érzékenység aranyos a film emulzié vastagsadgaval, valamint
Osszetételével. A dozismérési periodus végén az eldhivott filmeken denzitometrids
eljarassal meghatarozzak a feketedés mértékét. A kiértékelendd dozismérd filmjének
feketedését egy ismert dozisokkal eldallitott kalibralo filmsorozattal vetik Ossze. A
filmek emulzidjanak alapanyaga zselatinba agyazott eziist-bromid. Mivel mind az eziist,
mind a brém nagy rendszamu elem, a filmek energiafiiggése nagy. A feketedés
energiafiiggését lehet csokkenteni a kis energidji fotonokat elnyeld sziirék
alkalmazaséaval, vagy sziir6analizissel, amikor tobb kiillonb6zd anyagl és vastagsagu

sziir6t alkalmazva hatarozzak meg a sugarzas atlagenergiajat. [7]

Nyilt ablak 3 Film
Kodak
e
Miianyag E%J
szlrd
Nyilt ablakok

Fém szirok
12. abra: Filmdozisméro felépitése [7]

3.1.1.1.  Termolumineszcens dézismérok (TLD):

Ezek a dozismérdk a termolumineszcencia jelenségén alapulnak, amikor egy szigeteld
anyagban (jelen esetben a d6zismérd anyaganak kristalyai) az ionizald sugarzas hatasara
a szabad elektronok €s az anyag hibahelyein befogddnak €s onnan melegités hatasara
lépnek ki. A melegités hatasira az elektronok fénykibocsatds mellett visszatérnek az
alapallapotukba. Ez az emittalt fény ardnyos az anyag 4ltal elnyelt dozissal. Erre a célra
alkalmas anyagok példaul a kvarc, a LiF, a BeO ¢és az Al03. A TLD-k kiértékelését
TLD kiértekeldvel végzik, a kilépd fotonok detektalasat pedig fotoelektron-sokszorozo
méri. [7]
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13. ébra: Termolumineszcens d6zismérd. Sajat kép

3.1.1.2.  Optikailag stimulalt lumineszcens dézismérdk (OSL):

A technoldgia alapvetéen abban tér el a termolumineszcens dézisméroktdl, hogy a
lumineszcenciat itt nem a doziméter anyagdnak melegitése valtja ki, hanem a megfeleld
hullamhosszi fénnyel torténd megvilagitas. A hasznalatban 1évé OSL dozismérdk
alapanyaga Al;Os. Fontos tulajdonsaguk, hogy a TLD-kkel ellentétben a megvilagitas
soran nem torlddik teljesen a tarolt informacio, igy megfeleléen nagy dozis (~10mSv)

esetén lehetség van Gjboli leolvasasra. [7]

3.1.1.3. Radiofotolumineszcens dézismérék (RPL):

Az RPL dozismérdk eziisttel aktivalt foszfat-liveg alaptiak, melyekben az ionizald
sugarzds hatdsdra lumineszcens centrumok alakulnak ki. Ezeket UV fénnyel
megvilagitva az elnyelt dozissal aranyos lathatd fénykibocsatast kapunk. A TLD-kkel
ellentétben a kiolvasds utdn a centrumok valtozatlanok maradnak, igy tobbszori
kiolvasds is lehetséges, azonban a rovid (1-3 hoénap) iddétartamok ddzisanak

megallapitasara kevéssé alkalmasak. [7]

3.1.1.4. Tolldoziméterek:

A tolldoziméterek lényegében normaléllapota levegét tartalmazo, kisméretli ionizacios
kamrak, melyek a beépitett kvarcszalas elektrométer révén kozvetlen kiolvasasti. A
tolldoziméter a személyi dozimetridban alkalmazott legrégebbi eszkozok egyike, a kis
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méretiik és tomeglik, valamint egyszerli haszndlatuk miatt a mai napig hasznaljak 6ket.

Hatranyuk a viszonylagosan kis méréstartomanyuk. [7]

3.1.1.5. Elektronikus dozismérok:

Az clektromos személyes dozisméré olyan elektronikus eszkéz, amely rendelkezik
példaul folyamatos monitorozasi képességgel és dozisteljesitmény méréssel, amely
lehetdvé teszi a riasztdsos (hang és fény) figyelmeztetéseket és a kummulativ dozis
tobbszori leolvasasat. Detektoruk jellemzéen GM-csé vagy szilicium dioda. Méretiik
valtozo, az egészen kis, kartya mérettdl az Osszetettebb, sajat kijelzOvel rendelekezo

késziilékekig tobbféle kivitelben késziilnek. [7]

3.1.2. Neutronsugarzas

A neutronsugarzasok személyi dozimetridja meglehetdsen Osszetett feladat. Ennek oka,
hogy a neutronok energidja rendkiviil széles tartomanyban mozog ¢és egyetlen
dozismérd tipus sem képes a teljes energiatartomanyt lefedni. A legtobb munkahelyi
neutron doézisteljesitmény méré méretébdl fakadéan nem alkalmas személyi
dozimetriara. Erre a célra a fent emlitett hidnyossadggal szamos eljaras 1étezik (példaul
magfotoemulzid, szilardtest nyomdetektorok, buborékdetektorok), az egyes eljarasok

alkalmazhatdsagat az altaluk lefedett energiatartomany hatdrozza meg. [7]

3.1.3. Belso sugarterhelés

Olyan esetekben, amikor a detektdlandd sugarzas nem kiils6 forrast, hanem a
szervezetbe bejutott radionuklidrol van sz, tobb modszer is rendelkezésre all. Ezek
koziil a megfeleld kivalasztasat dontden befolyasolja maga az adott izotop. Ezeknek a
modszereknek az alapvetd csoportositdsa, hogy az izotdop mennyiségét egy miiszerrel
kozvetleniil mérjiik, vagy a szervezetbdl kiliriilt 1zotop aktivitasat mérjiik, és ebbdl
kovetkeztetiink vissza a szervezetben levd mennyiségre. A kozvetlen modszerek
(példaul egésztest szamlalo) akkor alkalmazhatok, amennyiben az izotdp nagy energiaju
y-sugarz6. A B-sugarzd, vagy a kis energiaji y-sugarzo izotopok esetében a kozvetlen
eljarasok johetnek szdba, olyan a kiilonb6zd bioldgiai mintakkal, mint példaul a vizelet,
vér, vagy akar kilélegzett levegd.

A fent leirtakbol jol latszik, hogy sziikség van olyan eljarasokra, amelyekkel akkor is
meg lehet becsiilni az elszenvedett dozist olyan esetekben is, ahol az érintettek nem

viseltek személyi dozimétert. (Azokban az esetekben is ajanlott, ha az érintettek viseltek
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személyi dozimétert, mert a két eljaras mas hatdst mér: valos idejli fizikai hatast, illetve
annak késoébbi, biologiai kovetkezményét, ami geometriai viszonyoknak és az egyéni
sugarérzékenységnek megfelelden még azonos doziméter értékek mellett is eltérd lehet)
Ezekben az esetekben kiilonb6zé biodozimetriai eljarasokat alkalmazhatunk, melyek
kiilonb6z6 bioldgiai mintakbdl (tobbnyire vérbdl) adnak becslést az elszenvedett dozis
mértékére. Jelenleg tobb ilyen eljaras is hasznalatos dozimetriai célokra.

A biodozimetriai eljarasokkal szemben tdmasztott kovetelmények koziil kiemelkedden
fontos lehet a katasztrofahelyzetben torténd alkalmazhatosag. Ilyen esetekben ugyanis
nem csak néhany személyen kell vizsgalatot végezni, hanem az esemény sajatossagaitol
fiiggden akar tobb ezer emberen is. Ezeket az embereket meg kell vizsgalni és el kell
donteni, hogy igényelnek-e orvosi ellatst, illetve az orvosi ellatds sziikségessége,
slirgGssége ¢és az ellatas mértéke alapjan kategorizalni kell Oket. Ezt a folyamatot
nevezziik triage-nak, amely nagy volumenti eseményeknél sok minta rovid id6 alatti

megvizsgalasat teszi sziikségessé.

3.2. Biofizikai technikak

A dozisbecslés biofizikai technikdi meglehetdsen kiforottak. Ezek az eljarasok az
elektron paramdagneses rezonancia (EPR), termolumineszcencia, optikailag stimulalt
lumineszcencia (OSL) és nuklearis aktivacids technikdk. A ’biofizikai’ kifejezés abbol
ered, hogy ezeket az eljarasokat jellemzGen a fizikai tudomanyok teriiletén alkalmazzak,
azonban a kiinduldsi mintatipus lehet biologiai minta 1s (példdul haj, korom,
fogzomanc/csont), igy atmenetet jelentenek a biodozimetria iranyaba. Ellentétben a
biologiai vizsgélati modszerekkel, ezek a mddszerek nem tiikrézik a bioldgiai vélaszt
még akkor sem, ha bioldgiai mintakbél végezziik el oket. Altalanossagban a minta
atvételetol a dozisbecslésig eltelt 1d6 1-48 ora kozott van, az elvart pontossag

fliggvényeében.

3.2.1. Optikailag stimulalt lumineszcencia eljaras (OSL)

A 3.1.1.2 alpontban volt réla szd, hogy Al2Os tatartalmi személyi doziméterek
forgalomban vannak és ahogyan az ugyanezen az elven készitett dozismérénél lattuk, az
optikailag stimulalt lumineszcencia eljaras (OSL) lehetové teszi a dozisbecslést azaltal,
hogy a besugarzott targyak altal megvilagitas hatasara torténd fénykibocsatasat méri.

Olyan mintak, mint a fogak, keramia protézisek, vagy bizonyos személyes targyak, mint
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példaul a mobiltelefonok ¢és egyéb elektronikai eszkozok alkalmasak ilyen
vizsgélatokra. Az OSL eldnye, hogy erds jelet detektal és érzékeny is (a kimutathatdsag
MGYy-t6] néhany Gy tartomanyban van), azonban nagy hatranya, hogy a mért jel nem

stabil az id6ben. [89]

3.2.2. Elektron spin rezonancia (EPR)

Az elektron spin rezonancia (ESR), vagy elektron paramagneses rezonancia (EPR) két
olyan technika, amely a sugarzas hatasara keletkezé szabadgyokok mennyiségét méri.
Erre a célra szdmos ember altal alkotott tdrgy mellett olyan bioldgiai anyagok is
alkalmazhatdak, mint a fogzomanc, csont ¢és a korom. Az ESR érzékenysége igen jo,
meglehetdsen széles dozistartomanyban képes dozisbecslést adni és a mért jel is évekig
stabil marad. Hatranya a viszonylag magas also kimutatasi hata (50 mGy), igy az eljaras

alacsony dozisok esetén kevésbé érzékeny. [89]

3.3. Biodozimetria

Baleseti sugarexpozicid esetén az egészségligyi kovetkezmények eldrejelzése és
gyogyitasa érdekében az ionizald sugarzas elnyelt dozisanak becslésére van sziikség.
Fizikai doziméterekkel a doézismérd késziilékben elnyelddott sugarzd energidrdl
nyerhetiink kozvetlen informacidt. A biodozimetiai mddszerek segitségével viszont
olyan valtozasokat detektalunk, melyek az egyén sejtjeiben, vagy szoveteiben alakulnak
ki ionizald sugarzasnak valo kitettség hatasara. [90] Tulajdonképpen a biodozimetria is
a retrospektiv dozimetria egy forméja, ahol a szervezet egyes sejtjei lesznek a vizsgélati
mintdk. A klinikai kezelési dontések szempontjabdl a fizikai dozimetriai adatok mindig
alarendelt szerepet jatszanak a bioldgiai paraméterekkel szemben.

A dozisbecslésre alkalmas klinikai tlinet-alapti rendszerek tobbsége jol behatarolt, a
dozisbecslési bizonytalansdgok az egyéni valaszreakciok nagyfokt valtozatossagabol,
valamint olyan egyéb tényez6kbdl erednek, mint példaul a fertézések.

A gyakorlatban alkalmazott biodozimetriai modszerek alapvetden a sugarsériilés
hatasara kialakulo kozvetlen biologiai valaszt detektaljak. Kialakulhatnak kozvetett
valaszok IS, amikor a sugarexpozicioé soran az érintett sejtekbol felszabaduld anyagok
hatdsdra a nem exponalt sejteknek is megvaltozik a metabolizmusa, ezt a jelenséget

nevezziik szomszédsagi hatasnak. [91]
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A biodozimetriai moddszerek egyik alaptipusa a fehérvérsejtek kromoszomaiban
bekovetkezd valtozasokat detektdlja. Ezek az tgynevezett citogenetikai modszerek:
mikronukleusz teszt (MN), dicentrikus kromoszoma analizis (DIC), fluoreszcens in situ
hibridizacié (FISH), ,,premature” kromoszéma kondenzaci6é (PCC). Az eljarasok masik
alaptipusa pedig a DNS-karosodéas és DNS-repair, génaktivacio, metabolom és proteom
biomarkereit vizsgalja. [90]

A jelenleg hasznalt biodozimetriai modszerek nem specifikusak az ionizald sugarzésra,
mivel az eredményeket szamos egyéb faktor is befolyasolja, mint példaul a Kor,
betegségek, stressz, életmdod és a nem. [92] A leginkabb specifikus a dicentrikus
kromoszéma analizis, dicentrikus kromoszémakat az ionizalod sugarzas mellett egyediil
a bleomycin eetében irtak le. [48]

A dicentrikus kromoszémak vizsgalatan alapuld bioldgiai dozimetriat az 1960-as évek
kozepe ota alkalmazzak. Az azota eltelt évek soran az eljaras jelentds fejlédésen ment at
és manapsag szamos allam sugarvédelmi programjanak rutin elemévé valt. [93]
Alkalmazéasanak tobb ezer tényleges vagy feltételezett tulexpozicid soran szerzett
tapasztalata igazolta a modszer hasznalatanak l1étjogosultsagat, és segitett meghatdrozni
annak korlatait is. A kromoszoémakarosodas biomarkerein alapuld biologiai dozimetria
kiilondsen fontos, mivel a fizikai dozimetriaval ellentétben figyelembe veszi az egyéni
sugarérzékenységet is.

A kromoszoma-rendellenességek vizsgalatanak dozimetriai célokra torténd alkalmazasa
gyakran nagyon fontos adatot jelent egy nuklearis vagy radiologiai veszélyhelyzetet
vizsgalata soran. [94] Egy ilyen helyzetben a diagnosztikai informaciok szarmazhatnak
mas bioldgiai alapli sugédrzasi biomarkerekbdl, a megjelend klinikai tiinetekbdl,
valamint fizikai mérésekbdl is (példaul személyi doziméterek). A sériiltek és tantk
meghallgatasabol szarmazd olyan alapvetd tényekre vonatkozd informéciok, mint a
helyszinen toltott id6 ¢€s a sugarforrastdl vald tavolsag, szintén segithetnek a
dozisbecslésben. Mindezek az informacioforrasok biologiai dozimetridval valo
kombinaléasa vezet az eset lehetd legvilagosabb értékeléséhez.

Hosszll idén keresztiil a limfocitdk felhasznalasaval végzett dicentrikus kromoszéma
analizis volt az egyetlen rendelkezésre all6 biologiai dozimetrids modszer, és ma is ez a
leggyakrabban alkalmazott technika. A dicentrikus kromoszomék ¢és egyéb
rendellenességek mas sejtekben is megfigyelhetok, példaul borfibroblasztokban és a
szajnyalkahartya hamsejtjeiben. Napjainkban azonban mar szamos mas biologiai

végpont is létezik, mint példaul a mikronukleuszok, transzlokaciok, aberraciok a korai
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kondenzalt kromoszémakban, valamint szamos, molekularis biologiai eljarasokkal
megcélozhato target, mint példaul a génexpresszios markerek.
Megbizhatdé biodozimetriara a foglalkozasi sugarvédelemben is sziikség van a

feltételezett kisddzisu sugarexpoziciok megerdsitésében vagy elvetésében.

Dozimetriai jel idGbeli stabilitasa
@ Comet assay ” ) 0 o Q@ o
@ Gamma H2AX ° ‘ 0 o @ o o o
@ mtDNS delécio ° 9990 - - o
@ Limfocyta szdm ° o
@ Dicentrikus OQ oe Q0 O o
ertﬁr?kr:‘oo:zigjsz teszt QQ QOO0 @ o o0
@ Gén expresszid 0 Q *
1,E-01 1,E+00 1,E401 f1,E+02 1,E+03‘A 1,E+04 1,E+05 1,E406
1 perc 1 6ra 1 nap 1 hénap 1év

14. dbra: Az egyes markerek megjelenése attol fiigg, hogy milyen szerepetjatszanak a
repair mechanizmus folyamatdban. Azok a markerek detektalhatok hosszabb ideig,

amelyek fennmarado valtozasokat (DNS hibak) tiikroznek. Sajat abra

3.3.1. A dicentrikus kromoszdéma analizis

A centromer régi6 a kromoszomak beflizddése, a sejtosztddas soran ide tapadnak a
huzéfonalak. A centromer kinetokor fehérjéi biztositjdk a DNS és a huzdfonalak
tubulinja kozotti kapcesolatot a sejtosztodas sordn. Dicentrikus kromoszémaék ionizalod
sugarzas hatasara alakulhatnak ki a DNS-repair folyamatok hibdjanak kovetkeztében;
ezek a kromoszoémak két centromer régioval rendelkeznek. Az ionizald sugarzas
hatdsara DNS torések keletkeznek a kromoszémakban, amennyiben ezeket az eltort
végeket a repair folyamatok nem az eredeti helylikre épitik vissza, akkor a két
centromer tartalmi rész fuzidja révén dicentrikus kromoszoma jon létre, azok a
kromoszémarészletek, amik nem tartalmaznak centromert, acentrikus fragmentként

maradnak vissza. A folyamat soran a dicentrikus kromoszémaknal jelentdsen ritkdbban
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gylri alakii kromoszoma is létrejohet. Mindkét fent leirt elvéaltozds nagyon sulyos
rendellenességnek szamit, ezek miatt altalaban a sejt tovabbi osztédasra mar nem képes.
A dicentrikus kromoszomak kialakulasa csaknem kizarélag sugarzas hatasara torténik
meg. [2][48]

Az eljaras dozistartomanya, valamint idéablaka megfeleld biodozimetriai célokra,
azonban a levett vérminta tenyésztésére és a fehérvérsejtek osztodasanak indukcidjara is
sziikség van. Az igy kapott mintdk feldolgozéasa mikroszkdppal torténik.

A vizsgalat sordn olyan kromoszomak szdmoléasa torténik, melyeknek két centromer
régidja van, ezek a fent leirt dicentrikus kromoszoémak. A mikroszkopos feldolgozas
soran sok esetben a kromoszomék elhelyezkedése miatt az acentrikus fragmentek
konnyebben azonosithatéak, mint magukat a dicentrikus kromoszomak.

A dicentrikus kromoszoémak gyakorisaga akut sugarzas esetén humadn, keringd
limfocitdkban tisztdn linedris-kvadratikus dozis-hatast mutat megkdzelitdleg 5 Gy
dozisértékig. Az egészséges populacio esetében a dicentrikus kromoszomak hattér
értéke meglehetdsen alacsony (~1 dicentrikus/1000 sejt). Emiatt az alacsony dicentrikus
hattérnek koszonhetden a modszer érzékenysége meglehetdsen jo, egésztest dozis
esetében az als6 kimutatasi hatar megkozelitéleg 0,1 Gy (500—1000 metafazis vizsgalata
esetén). [95][96] A moédszer hatranya, hogy a dicentrikus kromoszoémak a limfocitak
cserélddésével eltlinnek, igy a sokkal korabbi (évek) besugarzasok esetén csak
mérsékelten haszndlhatdé az eljards. Az eljards sok munkadrat igényld mikroszkopos
értékelésen alapul €s csak részben automatizalhatd, valamint az értékeléshez komoly

gyakorlat szlikséges, ezek a tényezok is limitaljak a modszer hasznalhatosagat.
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15. abra: Besugarzatlan, karosodas nélkiili kromoszémaszerelvény, sajat felvétel

DM

AC

DIC

16. abra: 4 Gy-el besugarzott metafazis DIC-el acentrikus fragmenttel és double minute-
tel. A dicentrikus kromoszémak szamat a dozis-hatas gorbével 6sszevetve kozelitd
becslést adhatunk az elszenvedett dozisra nézve. sajat abra, Giemsa festés, 100-Szoros

objektiv

3.3.2. A mikronukleusz teszt

Az 1980-as évek kozepén jelentOs technologiai ujitds volt a citokinézis blokkolasa
tenyésztett limfocitakban anélkiil, hogy a sejtmag osztédasat gatoltdk volna gy, hogy
cytochalasin B-t (Cyt-B) adtak a tapfolyadékhoz. A citokinézis blokkolasa binuklearis
sejtek (BN) képzddését eredményezi, azaltal, hogy megakadalyozza a két leanysejt
elvalasat. [97][98] Ezzel az eljarassal lehetséges megkiilonboztetni az 0sztddo és a nem
0sztodo sejteket, és specifikusan csak a BN-sejtekben értékelni az MN-okat. A BN-
sejteken beliili mikronukleuszok szamolasa tovabb finomithaté centromer prébak
hasznalataval, amelyek lehetévé teszik az acentrikus kromoszomafragmentekbdl

szarmazo6 mikronukleuszok megkiilonboztetését a teljes kromoszémakbol szarmazoktol.
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[99][100] Az MN érteékelés automatizalasanak jelenlegi fejlesztései uj perspektivakat
nyithatnak az assay alkalmazasara tomeges sugarzasi balesetek és rutin biomonitoring
esetén. [101]

A dicentrikus kromoszoma analizishez hasonléan a mikronukleusz teszthez is periférias
vérbdl nyert limfocitdk tenyésztésére van sziikség, melyek a keringésben nem osztddo
sejtek. A vizsgalt aberraciok azonban csak a sejtosztédas alkalmdval valnak
detektalhatéva. Ex vivo mintakban a limfocitakban a sejtosztodéast a vizsgalat soran
phytohemagglutininnal kezelve lehet beinditani. A sejttenyésztési 1épés a dicentrikus
kromoszéma analizis esetében 2, a mikronukleusz teszt esetében pedig 3 napot vesz
igénybe, mivel a két vizsgalat soran a sejtosztodas mas fazisdban alakulnak ki a vizsgalt
képletek. A dicentrikus kromoszémak vizsgalatanak sordn metafazisban allitjdk meg a
sejtosztodast colcemid, a mikronukleuszok vizsgalata soran pedig telofazisban
cytochalasin-B segitségével. A sejtek targylemezre preparalasa és a preparatum Giemsa-
festése kozel azonos eljarassal torténik. [102]

A sejtosztodas telofazisaban alakul ki a maghartya a leanymagok koriil. A cytochalasin-
B gatolja az aktin-polimerizaciot, ezaltal megakadalyozza a lednysejtek szétvalasat a
sejtosztodas soran, igy a kezelés hatasara a limfocitakbol binuklearis sejtek alakulnak
ki, melyek olyan sejtek, melyek citoplazmaja nem valt ketté, azonban mar két sejtmag
van jelen. Mikronukleuszok azokbol a DNS torések altal kialakult acentrikus
fragmentekbdl vagy egész kromoszomakbdl keletkeznek, melyek az osztddas soran nem
tudnak az utodsejtekbe vandorolni. [3] Az igy kialakult mikronukleuszok a binuklearis
sejtek citoplazmajaban konnyen azonsithatd képletekként jelennek meg, melyek
morfologiaja és festddési tulajdonsagai megegyeznek a sejtmagokéval. [103]

A mikronukleuszok kialakulasa nem tekintheté sugarzasspecifikusnak, mivel szamos
klasztogén és aneugén anyag, valamint az Oregedés hatasara is képzddhetnek. Ennek
ellenére foglalkozasi-, orvosi-, és balesetszeriien bekovetkezé besugarzasok esetén is
gyakran alkalmazzak, mivel alaposan validalt és standardizalt eljaras. [104] A
dicentrikus kromoszémakhoz hasonléan a mikronukleuszok sem stabil citogenetikai
elvaltozasok, mivel a periférias vér természetes megujulasa és a limfocitak cserélddése
révén idovel eltlinnek a besugarzas utan. Ennek megfeleléen ebben az esetben is limitalt
a médszer hasznalhatosaga a tobb évvel ezelott tortént besugarzasok esetén.

A mikronukleusz teszt also kimutatasi hatara 0,2-0,3 Gy. [95] A korral és az életmoddal
Osszefliggésben nagymértékben €és nagy variabilitassal megnd a spontan mikronukleusz

képzddés valoszintisége (kiilondsen nék esetében). [104]
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Habéar egy nappal hosszabb a vérmintak tenyésztési ideje, mint a dicentrikus
kromoszéma analizis esetében, jelentdsen konnyebben értékelhetd ¢és ennek
kovetkeztében rovidebb mikroszkopos feldolgozast igényel, igy konnyen alkalmazhato
dozimetriai célokra, valamint katasztrofa helyzet esetén triage-ra. A kiértékelés modja a
mikronukleuszok Osszeszdmolédsa, vagyis, hogy 100 binuklearis sejtre hany

mikronukleusz jut. Az [100] alapjan a NAU 2011-es kiadvanya [14] tartalmazza a

morfolédgiai kritériumokat.

17. abra: 2 illetve 6 mikronukleuszt tartalmazé binuklearis limfocitak. Giemsa festés,

60-szoros objektiv. Sajat felvétel

3.3.3. Premature Chromosome Condensation (PCC)

Amikor a sejtek belépnek a mitdzisba, a kromatin a jellegzetes alaki kromoszémakba
kondenzalodik. Léteznek olyan technikék is, amelyek segitségével a kromatin akkor is
kondenzalhatd, amikor a sejt nincs a mitozis fazisdban, ezt korai kromoszdéma
kondenzaciénak (PCC) nevezik. A korai kondenzacié indukalhatdo 0gy, hogy az
interfazisos sejteket mitotikus kinai horcsog ovarium sejtekkel (CHO) vagy Hela
sejtekkel fuzionaltatunk Sendai virust vagy polietilénglikolt (PEG) hasznélva fuzids
agensként. [105] A Sendai virussal torténd fuzidhoz azonban olyan sejtekre van
sziikség, amelyek membranja kiilonosen fogékonyak a virusrészecskékre, a GO fazisu
limfocitdk azonban nem ilyen sejtek, igy nem fuzionaltathatéak Sendai virussal
megfeleld modon. A biolégiai dozimetria esetében ezt a nehézséget a PEG
felhasznalasaval sikeriilt megoldani. [106]

A gyors és pontos dozisbecslést igénylé esetekben a sejtfuzios PCC is egy az
alkalmazhaté biodozimetriai modszerek koziil. [14][107] A PCC soran a vizsgalatot a
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fent leirt két citogenetikai eljarashoz (DIC, MN) hasoldéan periférias limfocitakbol
végzik el, azonban itt nincs sziikség a limfocitak osztédasanak indukciojara. Ezeket a
nem stimulalt limfocitdkat fuzionaltatjdk osztodasban 1év6 kinai hoércség ovarium
sejtekkel (CHO) polictilén-glikol (PEG) jelenlétében. A modszer segitségével a
Giemsa-val festett PCC-fragmentek és gytiriik szama alapjan gyors dozisbecslésre van
lehetdség. [L06][108] Az eljaras szamos egyéb technikaval kombinalhato, mint példaul
C-savozassal, [109] fluorescens in situ hibridizacioval (FISH), specifikus DNS-
konyvtarak hasznalataval, telomer-centromer (TC) festéssel, vagy nukleinsav probe-ok
(PNA) hasznalataval, melyek tovabb novelik a modszer specifitasat. Ez utobbi esetben a
PCC fragmentek, transzlokaciok, valamint a dicentrikus kromoszoémak és centrikus
gylrik egyidejii detektalasa is lehetséges, ennek megfeleléen gyorsan meglejhetésem
pontos dozisbecslést kaphatunk. [110][111][112]

18. abra: PCC. A nagyméretli horcsog kromoszoémak és az aprobb huméan kromoszémak
jol megkiilonboztethetok. A kromoszémadarabok szamabdl lehet kovetkeztetni a

sugarterhelésre. [14]

A modszer alkalmazasi tartomanya meglehetdsen széles, alacsony dozistartomanytol
egészen az akut dozisokig alkalmazhato, alacsony és magas LET értékek mellett is. A
PCC alkalmazasaval el lehet kiiloniteni a teljes-, és résztest besugarzasokat, mivel a
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limfocitdkat nem tenyésztik és/vagy stimulaljadk, a normal sejtek eloszlasa jo
megkdzelitéssel a besugarzast nem kapott limfocitak aranyat mutatja a keringé vérben.
A PCC-vizsgalat soran a fuzié hatasara kialakulo, a 46 normal kromoszémahoz képest
tobblet PCC-fragmentek szamat vizsgaljak. Alacsony LET értékli sugarzas esetén
atlagosan 4-5 extra fragmentum/sejt/Gray tapasztalhaté. A fragmentumok hossza is
informativ lehet, a do6zis novekedésével ugyanis né a hosszi fragmentek szdma ¢és
aranya is. [113] A spontan, besugarzas nélkiil kialakul6 PCC fragmentek szama a
dicentrikus kromoszoémak kialakulasahoz hasonld nagysagrendi, 1-3/1000 sejt. [103]

A feltételezett sugarterheléstdl a vérvételig eltelt id6 befolyasolja az eredményt, ennek
fliggvényében eltéré eredményeket kaphatunk. Amennyiben a besugarzastol szamitva
sok id6 telik el a mintavételig, az értékelés soran a repair mechanizmusok hatasat is
figyelembe kell venniink. Az erre iranyul6 vizsgalatok kimutattak, hogy a besugarzastol
szamitott 4 6ra mulva a PCC-fragmentek szama duplédja volt az 1, illetve 7 nappal
késobbi értékeknek, ezzel szemben az 1 és 7 napos értékek kozott nem tapasztaltak
szignifikans eltérést. [114]

3.3.4. Fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH)

A fluoreszcens in situ hibridizacio soran fluoreszcensen jelolt DNS probakat kapcsolnak
(hibridizalnak) a target DNS szakaszhoz, igy lehet6ség van adott DNS szakaszok
jelenlétét és lokalizaciojat kimutatni a kromoszoémaban. Ezutan fluoreszcens
mikroszkopia segitségével konnyen azonosithatok egyes genetikai aberraciok. A
modszert a daganatos megbetegedések diagnosztikdja mellett mar tobb éve hasznaljak
retrospektiv biodozimetriara is. A legaltalanosabb és elterjedtebb verzio az egyszinii
FISH (sFISH), amely lehetové teszi kiilonféle, kromoszomak kozotti valtozasok
detektalasat, ilyenek a dicentrikus kromoszomak és transzlokaciok is. A FISH-nek
szamos valtozata 1étezik, a tobbszini FISH-t a kromoszomak kozotti transzlokaciok
vizsgalata, a multiplex FISH-t (M-FISH) pedig a teljes genom analizis soran
alkalmazzak. Amennyiben a pancentromerikus és telomerikus probe-okat kiilonb6z6
kromoszoéma festék probe-okkal kombinaljat a transzlokéaciok ¢és a dicentrikus
kromoszomak, valamint az egy- és kétiranyua transzlokaciok is pontosan elkiilonithetdvé
valnak. Az idében elhuzodo besugarzasoknal, mint példaul a foglalkozasi sugarartalmak
¢s a multban tortént besugarzasok esetében altaldban a transzlokéciokat vizsgaljak a
dozisbecslés soran. A kiilonféle transzlokaciok frekvencidja tobb évig allando a

limfocitakban, [53][115][116][117] azonban a hattérfrekvencia erdésen fiigg a kortol, a
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korral jelentds novekedést mutat, [118][119] valamint egyénenként jelents eltéréseket
mutathat, még hasonld korti és hasonld dozist elszenvedd személyek esetében is. A
tudomanyos kutatasok azt mutatjak, hogy a nem és a rassz nem befolyasolja a
transzlokaciok hattérfrekvenciajat, azonban a dohanyzas vélhetélen igen. [119]

A FISH alkalmazasaval a detektalas also hatara 0,5 Gy kornyékére teheté kummulativ
dozisban, [53] a fent leirt befolyasold tényezok miatt azonban fiatal, nem dohanyzé
személyek esetébenn akar 0,2 Gy sugarexpozicio is kimutathatd. Résztest besugarzas
esetén a transzlokaciokat hordozo a sejtek gyakran instabilak, igy a frekvencia az id6
elérehaladtaval csokken. [53] A vizsgalathoz id6éigényes hibridizacios folyamatra,
valamint osztédo limfocitakra van sziikség, igy az eljards a minta kézhezvételétol

szamitott megkozelitleg 5 nap alatt adhat leghamarabb eredményt.

65



fragment

¥

fragment

v

19. abra: Dicentrikus kromoszoéma FISH vizsgalata. A dicentrikus kromoszomak

azonositasat objektivebbé teszi a centromer fluoreszcens festése. [14]

Az egyes FISH-technikdk olyan esetekben is alkalmazhatok, ahol az érintettek nagy
LET értékli sugarzastol szenvedtek el expoziciot. Plutoniummal dolgozé munkésok
esetében évekkel a besugarzas utan is ki tudtak mutatni megnovekedett transzlokacios
frekvenciat. [103] Magas LET értékii sugarzasok esetében a transzlokaciok mellett
egyéb aberraciok is alkalmas biomarkerek lehetnek, ilyenek az inzerciok valamint az
intra-kromoszomalis és komplex aberraciok.

Az érvényben 1évd standardizalasi megallapodasok alapjan csak a ,teljes” sejtek
értékelhetéek a vizsgalat soran, azaz ahol minden megjelolt elem megtalalhato, illetve
mind a 46 kromoszoma jelen van. A populacio alapt vizsgalatokhoz személyenként

~300 genom ekvivalens sejt értékelése sziikséges, a pontos dozisbecsléshez azonban
66



személyenként ~1000 genom ekvivalens sejt értékelésére van sziikség. [103] Vannak
probalkozasok az eljaras automatizalasra (példaul LUCIA automatizalt mikroszkopos
kontrollrendszer), azonban akarcsak a tobbi citogenetikai eljaras esetében, teljesen
automata megoldas ebben az esetben sincs. [95] A modszert genetikai és diagnosztikai
vizsgalatokra rendszeresen alkalmazzak, de jo alkalmazhatosaga ellenére biodozimetriai
célokra kevéssé elterjedt, mivel kivitelezése sok gyakorlatot igényel és a fluoreszcens

jelolés miatt a tobbi citogenetikai eljarashoz képest a koltsége is magasabb.

3.3.5. y-H2AX

Az ionizalo sugarzas legkarosabb hatasa, amit a sejtekben okozhat, a kett6s szala DNS
lanctorés (DSB). Mivel a ki nem javitott, és a hibasan kijavitott torések daganatos
elvaltozasokhoz, illetve akar kozvetleniil sejthalalhoz is vezethetnek, a sejteknek
gyorsan kell reagalnia a keletkez6 torésekre, annak érdekében, hogy olyan gyorsan és
hatékonyan behataroljak és kijavitsak ¢ket, amennyire lehetséges. llyen esetekben az
0szt6do sejtekben is ledll a sejtciklus a javitas idejére. Mindkét folyamat — a hibajavitas
¢s a sejtciklus ledllitasa —, kapcsolodik a sejtciklushoz, illetve a nodvekedés
szabalyozasahoz ¢és szamos fehérje aktivalodasaval, valamint gének atirddasaval jar.
[120

Kettds szalt DNS torés esetén a repair mechanizmus elsé 1épéseként a H2AX
hisztonfehérje a 139-edik helyen foszforilalodik. Ennek megfeleléen a duplaszali DNS
lanctorés — mely az ionizald sugarzas azonnali hatasa — y-H2AX antitesttel kimutathato,
mivel a H2AX foszforilacioja gyorsan kialakul a DNS eltort szakaszain.
[121][122][123]

Lehetéség van a foszforilalt hisztonfehérje immuncitokémiai kimutatdsara, melynek

soran a kialakul6 fluoreszcens fokuszok a magi DNS kettdsszalu toréseinek érzékeny
indikatorai. A modszer legnagyobb hatranya, hogy besugarzas utan csak révid ideig
alkalmazhat6 (2448 6ra) a DNS javité enzimek nagy hatékonysaga miatt, melyek rovid
id6 alatt sok torést kijavitanak. [103][124][125] Mivel a y-H2AX fokuszok kialakulasa

a duplaszala DNS torésekre adott valasz, igy a fokuszok szdma a lanctorések
kijavitasaval csokken. Ezeknek a kétszalu toréseknek a kijavitasa kétfazisu kinetikaval
torténik: egy néhany oraig tartd gyors fazist egy lassu fazis kovet. [126] A kiértékelési

folyamat soran a fokuszok mikroszkopos dsszeszamoldsa sziikséges.
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Az értékelés soran vizsgalt y-H2AX fokuszok szdma nem csak a besugarzott sejttipustol
¢és az elszenvedett dozistol fiigg, hanem az eltelt id6tdl is, ezért a pontos dozisbecslés
érdekében ismerniink kell a besugarzas ota eltelt id6t. [127]

A mikroszkdpos értékelés ebben az esetben is hosszadalmas, igy vannak torekvések a

modszer automatizalasara, ilyen példaul a RABIT-munkaallomas. [128]

3.3.6. Comet assay

Egy 1 Gy nagysagrendii rontgen besugarzas nagyjabol 1000 db egy-lanca és 40 db
kétlancti DNS-torést valthat ki a sejtekben. [1] A comet assay segitségével kimutathatok
a DNS egylancu és kettds lancu torései is. [129]

Maga a moddszer tulajdonképpen egy sejtszintli agar6z gélelektroforézis. A sejtet
alacsony olvadaspontt (37°C) agardz szuszpenzidba agyazzuk (igy megakadalyozva az
elmozdulasat), majd a feltarjuk (lizaljuk). Ezt egy lagos (pH>13) vagy semleges
kozegben elvégzett elektroforézis koveti, attdl fiiggden, hogy minden (egylancu és
kettés lancu), vagy csak a kettds lanca DNS torések kimutatdsa a célunk (magas pH
hatdsara a DNS denaturalodik, egylancu lesz, igy az egylancu torések is detektalhatova
valnak).

A lizalt sejt DNS-e az elektroforézis soran elmozdul a gélben. Minél jobban karosodott
a DNS, annal kisebb darabokra tért maga a molekula a sugarzas hatdsara, a kisebb
darabok pedig egység id6 alatt messzebb jutnak a gélben. A DNS-t specifikus
fluorescens festékkel megfestve a mikroszkdpos kép alapjan értékelhetévé valik az
elmozdulas mértéke. A mddszer a ,,comet” nevet a DNS-folt jellegzetes, iistokos alakja
miatt kapta, a gélben torténd migracio soran a DNS fragmentumok egy iistokos (comet)

csovajara emlékeztetd alakba rendezddnek.
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20. abra: Comet assay Sejtszintd elektroforézis soran a kisebb toredezett DNS darabok
gyorsabban mozognak az elektromos térben. DNS festéssel tistokos forma latszik, a

fej:csOva arany a toredezettséget jelzi. Az abran 0-6 Gy-el besugarzott sejtek comet

assay képe lathato. [130]

A comet assay, amely tulajdonképpen ’egy sejt elektroforézis’, egy érzékeny, gyors és
praktikus modszer a DNS-karosodasok és repair mechanizmusok sejtszintli vizsgalatara,
[131] ennck megfeleléen alkalmas lehet sugarérzékenység vizsgalatara is. [1][131]

A modszer elénye, hogy nem igényel osztédo sejteket, azonban biodozimetriai célokra
csak rovid idokorlatok kozott alkalmas, mivel a sejtek gyorsan kijavitjdk a vizsgalt
DNS-toréseket. Ez az id6korlat meglehetdsen rovid: 0,54 ora, [132] azonban az alsd
detektalhatosagi hatar 0.05 Gy. [134] A comet assay segitséglinkre lehet az egyéni
sugarérzékenység megallapitasaban, és mas biodozimetriai modszerekkel kombinalva
javitja az azokkal kapott dozisbecslések pontossagat, habar az ezzel kapcsolatos

Osszefliggések ellentmondasosak. [1]

3.3.7. mRNS markerek

A tomegeket, akar tobb ezer embert érintd nuklearis, vagy radioldgiai balesetek miatti
fenyegetettség miatt indokolt egy gyors biodozimetriai mddszer megléte a triage
céljabol. Az ilyen iranya fejlesztésben igéretes eredmények sziilettek mar mind
genomikai, mind proteomikai megkozelitéssel. [135]

Az emberi sejtekben, szervezetben kiilonféle kornyezeti stresszfaktorok hatasara szamos
kiilonboz6 jelatviteli ut aktivalodik, valamint a génexpresszidos mintazat gyorsan és
Osszetett modon megvaltozaik. Az ionizald sugéarzas egy a szdmos ilyen stresszfaktor

koziil, igy a fent leirt folyamatok egy sugarexpozicié nyoman is elindulnak. A jelenség
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Onmagaban igen szertedgazo, a kivaltott valasz és a génexpresszids mintazat is fiigg az
egyes sejttipusok sugarérzékenységétol. Az egyes génexpresszios mintazatok lehetnek
dozis- és stresszfliggdek, ezek a megvaltozott génexpresszids szintek az expozicid utan
akar napokig is jelen lehetnek, ezaltal megteremtve a lehet6séget a dozisbecslésre. [136]
A DNS-kérosodas észlelésében, illetve a sejtciklus szabalyozasaban résztvevd fehérjék
kozott példaul a H2AX, az ATM, a CDKNI1A és a TP53 vizsgalata potencidlisan
alkalmazhat6é biodozimetriaia célokra, de szamos egyéb fehérje, mint példaul a DXR,
BAX, DDB2, ACTNL1 is potencialis biodozimetriai markarré valhat. [137]

A génexpresszids modszereknek harom, jol definialt protokollokal rendelkezd
kulcslépése van, ezek az RNS-extrakcio, a jelolés és a hibridizacio. A génexpresszios
modszerek kivaléan hasznalhatéak egyrészrél a sugérvalaszban résztvevd gének
azonositasara kis mintaszam esetén, masrészt kvantitativ reverz transzkripcios real-time
polimeraz lancreakciés modszerek segitségével (QRT-PCR) kisszamu sugarvalasz gén
expresszids szintje hatarozhatd meg néhany oran beliil, akar tobb szazas mintaszam
esetén is.

Jelenleg ezek a modszerek még gyerekcipdben jarnak, meglehetdsen kevés tanulmany
foglalkozik az egyes gének expresszidjanak sugarzasra vald specificitasaval, valamint
szamos exogén faktor 1étezik, melyek zavaro hatasa is vizsgalatra szorul. Ahhoz, hogy a
modszerbdl megbizhato biodozimetriai eljaras lehessen a jovoben, meg kell vizsgélni az
egyes sugarzastipusokra adott valaszok kozotti kiillonbségeket, valamint meg kell
hatdrozni a bizonytalansagat és alkalmazhatdsagat az olyan Osszetett események

vonatkozasaban, mint példaul egy résztest besugarzas. [103]

3.3.8. Fehérje, DNS ¢és RNS markerek

Az ionizalo sugarzéas egyik f6 hatasa, hogy kérositja a nukleinsavakat (DNS, RNS),
azonban a kérosodasok mellett a sugarzasra adott valaszreakcio sordn egyes gének
aktivalodnak, mig masok deaktivalddhatnak, igy a kiilonféle termékeket kodolod gének
expresszids szintje megvaltozhat a sugarexpozici6 hatasara. [103] A DNS karosodasok
mellett ezeknek a génexpresszids valtozasoknak a kimutatasara is lehetdség van.

A sugarvalasz soran szervezet fehérjéinek mennyisége és lokalizacidja is megvaltozik,
valamint mind a sejt-, szdvet €s szervezet szintjén szamos enzimatikus modositas
torténik. Ezek a megvaltozott menyiségek ¢és az egyes valtozasok proteomikai
modszerek segitségével kimutathatéak vérbdl vagy vizeletbdl. Az egyes fehérjék

vizsgalatara szamos technika all rendelkezésre, ezen modszerek egyik legnagyobb
70



elénye, hogy szinte kivétel nélkiil modern, automatizalt eljardsok, igy a minta

atvételétdl az eredményig eltelt id6 altalaban 6rakban mérhetd. [103]

3.3.9. Uj biomarkerek ¢és fejlesztési lehetéségek

A fentiek tiikrében nem kérdés, hogy sziikség van biodozimetriai fejlesztésekre, melyek
egyrészrol a meglévd, nehézkesen értékelhetd modszerek automatizalasat célozzak,
masrészrél olyan 1) biomarkerek kutatasat, amelyek az eddigieknél gyorsabb és
objektivebb modszerek beallitasat tehetik lehetové.

Az irodalomban talalhatéak arra vonatkozo irasok és kisérletek, [103] melyekben mar
tobb olyan modszert is megvizsgalt az dsszehasonlitas soran, melyek csak néhany éves
multra tekintenek vissza és részben még tovabbi kutatdsokra szorulnak. Ezekrodl
elmondhat6, hogy pont ebbdl fakaddan tobbnyire nem alkalmasak olyan szintl
biodozimetriai vizsgalatokra, mint a mar elterjedt, jol leirt eljarasok. A fejlesztés soran
fontos szempont, hogy az adott modszer alkalmazhatdo legyen nagy volumeni
események soran is, triage céljara.

Az optimalis vizsgalat széleskdrben elfogadott, széles detektacids tartoméanyu, szenzitiv,
specifikus, olcsod, gyors, automatizalhatd, tomegek tesztelésére alkalmas, konnyen
reprodukélhat6. A gyakorlatban tokéletes teszt nincs, és a kiilonb6zé biodozimetriai
modszerek jellemz6éi egymastdl nagy fokban eltérnek, [103] ezek ismeretében
kivélaszthatd az adekvat biomdozimetriai vizsgalat. Igy tomegkatasztrofa esetén
tridzsolasra nagy ateresztoképesseégli, ijabb tesztet célszerli valasztani, akar akkor is, ha
az kevésse specifikus, mig egy foglalkozas-egészségligyl kérdésben csak a biztositd
altal is elfogadott (és a szabalyzatokban foglalt) teszt johet szdoba.

Altalanossagban elmondhaté, hogy az wijabb eljarasok sokkal gyorsabban biztositanak
eredményt, mint a hagyomanyos modszerek, azonban pontossagban ugyan
megkozelitették a mikronukleusz tesztet, de elmaradnak a jelenleg ,,gold standard”-nek

tartott dicentrikus kromoszoma analizist6l. [138]

3.4. Kovetkeztetések

A fejezetben attekintett irodalmakbodl latszik, hogy az egyént ért ionizald sugarzas
hat4sat szamos ponton tudjuk detektalni. Szintén szdmos eljaras all rendelkezésre és all
fejlesztés allatt ahhoz, hogy a tényleges bioldgiai karosoddsokat felmérjiik. Az eljarasok

sajatossagai, illetve az el6zo fejezetben emlitett nehézségek azonban arra engednek
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kovetkeztetni, hogy a jelenleg hasznélatban levé modszerek mellett sziikség van 1j
eljarasok fejlesztésére ahhoz, hogy teljes képet kaphassunk a szervezet sugarterhelésére
vonatkozoéan. Mindezek mellett a fejezetben emlitett technikdk egymas mellett,

rendszerben torténd alkalmazasa is atfogobb képet eredményezhet.
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4. A MITOKONDRIALIS DNS ES DIAGNOSZTIKAI
JELENTOSEGE

Egyre tobb ismeretiink van az ionizal6 sugarzas emberi szervezetre és sejtekre gyakorolt
hatasarol. Szamos kutatas igazolja, hogy a sugarexpozicidt elszenvedd sejt sorsat nem
csak a kialakuld6 DNS karosodasok hatarozzak meg, hanem az egyéb sejtalkotok
sugarzasra kialakult karosodasa is dontéen befolyasolhatja azt. Ilyen, sugarhatas
szempontjabol kritikus szerepet jatszo sejtalkotok a mitokondriumok, a fehérjeszintézist
végzd riboszomak €és maga a sejtmembran is. Ezeknek az alkotoelemeknek a
karosodasa kozvetlen €s gyors modon befolydsolja a sejt szamos alapvetd funkcidjat
(mint példaul a permeabilitasat vagy a fehérjeszintézist) és Osszességében a sejt
metabolizmusaéra és a sejten beliili, valamint a sejtek kdzotti kommunikéciora is hatdssal

van. [139]

4.1. A mitokondrium felépitése és miikodése

A mitokondriumban jatszodik le a zsirsavak oxidacidja (béta-oxidacio), valamint a
mitokondrium bels6 membranja tartalmazza a 1égzési ldnc (termindlis oxidacid)
mikodéséhez sziikséges fehérjéket, emiatt itt torténik a legjelentésebb mértékii ATP-
szintézis. Sejten beliili szamuk jelentdésen valtozhat a sejt tipusatdl és allapotatol
fiiggéen. A mitokondriumot alkotd és abban milkkddd fehérjék a nukledris genomban,
valamint a mitokondrialis DNS-ben (mtDNS) vannak kodolva. A mitokondrialis genom
uniparentalis 0roklodésli, anyai agon oOroklodik. Az emberi mitokondridlis DNS
(mtDNS) egy 16569 bazispar hosszisagu, cirkularis, kettdsszalt DNS molekula, amely
Osszesen 37 gént, 13 fehérjét, 22 transzfer RNS-t, a riboszoma egy kis és egy nagy
alegységét (rRNS) kodolja. [140] Ezek kozott a kodolo szakaszok kozott talalhatd egy
1,1 kb hosszt nem kodolo régid, az tgynevezett displacement loop (D-hurok), a képlet
3 szalu DNS-bdl all, a konnyli lancon elkezd szintetizalodni egy ezzel komplementer
széal, a folyamat levalasztja az eredeti nehéz lancot, innen a régid neve. A szintézis
megall, a D hurok végén, az mtDNS nyugvo allapotba keriil az egyszala DNS
szakaszthoz sabilizalé fehérjék kapcsolodnak. [141] A D-hurok (16024-576 bp a
Cambridge referencia szekvencia szerint) a mitokondrialis replikacio és transzkripcid
inicializacidjahoz sziikséges szekvenciadkat tartalmazza, vagyis itt talalhato a nehéz lanc

szintézis kiinduld pontja. A konnyl lanc szintézis kiinduld pontja a tRNS-ek génjei
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kozott van, a D-huroktol messze. [142] Az mtDNS az egyes mitokondriumokban eltérd

kopiaszamban van jelen, atlagosan 2-10 kopia fordulhat eld.

4.2. DNS repair folyamatok a mitokondriumban

A sejtmagban talalhato DNS-el ellentétben a mitokondrialis DNS-t nem védik hiszton
fehérjék, ezért az oxidativ foszforilacié soran felszabaduld reaktiv oxigéngyokoknek
valo kitettség nagyobb mértékben karosithatja. A mitokondriumok DNS javito
mechanizmusai kisebb hatékonysaggal miikddnek, mint a magban taldlhaté repair
mechanizmusok, e két fenti hatds eredményeképpen a mtDNS sokkal sériilékenyebb az
oxidativ hatdsokkal szemben, mint a magi DNS. Mivel ezek a DNS hibajavito
mechanizmusok lassabbak ezért a mtDNS mutacios ratija is magas. [143] Ma mar
szamos mutacidjuk ismert és a kiillonb6z6 polimorfimusok és delécidik kapcsolata is

ismert egyes betegségekkel. [144][145][146]
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21. abra: A mitokondrialis genom felépitése [147]

A mtDNS is képes rekombinéciora, de a sejten beliil marad, igy heteroplazmias
mitokondriumok alakulhatnak ki. [148] Ezeket a heteroplazmias mtDNS molekulakat
hordozd, valamint a sejtben talalhaté tobbi mitokondrium képes a sejtben fuziora, illetve

fissziora. A kérosodasok kompenzaldsa Iényegében egy masik mitokondrium

segitségével torténik meg, a karosodas a mitokondrium miikédésében ¢és aktivitdsadban

csak a komoly sériilések esetében jelenik meg, a hibajavitds csokkent hatékonysaga

ilyen modon kertil ellensulyozasra. [149]
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4.3. A mitokondrialis DNS osztodasa

A mitokondrialis DNS replikaciojaért a DNS-polimeraz gamma komplex felelds, amely
egy 140 kDa-os Kkatalitikus DNS-polimerazbdl és két 55 kDa kiegészit6 alegységbdl all,
elébbit a POLG, utobbiakat a POLG2gén kodolja. [150] A repliszomat a DNS
polimeraz, a TWINKLE ¢és mitokondrialis SSB (single-strand binding) fehérjék
alkotjak. A TWINKLE egy helikdz, amely a dsDNS rovid szakaszait tekeri ki 5'-3'
iranyban. [151] Ezek a polipeptidek a magi genomban vannak kodolva.

A mitokondrialis transzkripcioés faktor A vagy a TFAM egy mitokondrialis DNS-t
(mtDNS) kot6 fehérje, amely elengedhetetlen a genom fenntartasahoz, és részt vesz az
mtDNS replikacidjaban, transzkripcidjaban és javitasaban. [152]

Az embriogenezis soran a mtDNS replikacidja szigorti szabalyokat kovet [153] A
magzatfliggelék iranyu differenciaciot mutatd sejtekkel ellentétben azok a hdlyagcesira-
sejtek, amikbdl késobb az embri6 keletkezik, szelektiven csokkent mtDNS
kopiaszammal rendelkeznek, igy korlatozott szamu temlpat all rendelkezésre a klonalis
amplifikacidhoz. Ez a mitokondrialis palacknyak-hatds, ami biztositja, hogy egyféle
mtDNS kertiil 4tadasra az embri6 testi sejtekbe, beleértve az ivarsejteket is, igy rogziil
vagy eliminalodik a mitokondrialis génhiba a néi csirasejtekben. Amennyiben rogziil és
sulyos, annak atorokitése nem valdszinii, mert mar a gaméta érése sem tud végbemenni.
[154] A blasztociszta stadiumaban a nagy gyakorisagh mtDNS replikacid a
trofektoderma sejtjeire jellemz6. [153] Ezzel szemben a belsé sejttomeg sejtjei
korlatozzdk az mtDNS replikaciojat, amig meg nem kapjak a jeleket a meghatarozott

sejttipusokka differencialodasra. [153]

4.4, Oxidativ karosodasok hatasa a mitokondrialis DNS-re

Az mtDNS karosodésanak 6t f6 tipusa van,1. az alkilezés okozta karosodas, 2.hidrolizis
okozta karosodas, 3. addukt képzddés, 4 bazis eltérés és 5. DNS-szalszakadds azaz.
egyszalu DNS-torés (SSB) és kettds szalu DNS-torés (DSB)] A cirkularis mtDNS
linearis mtDNS-vé alakithato a DSB-nek kdszonhetden, szétesik a nukleoid szerkezet.
Ezeket a karosodasokat-karosodast szamos tényezd okozza, a replikacid sordn fellepd
hibdk bizonyos bazishibdkhoz vezethetnek, ahol a moddositott béazisokat tartalmazo
nukleotidok beépiilnek az mtDNS-be.

Az oxidativ kérosodas okozza az mtDNS kéarosoddsidnak nagy részét. A mitokondrialis

légzészavar és kozvetve az ionizald sugarzas is reaktiv oxigénfajtdkat (ROS) termel,
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ami baziskdrosodast (DNS-bazisok oxidacidjat és a bazishelyek levalasat), SSB-t és
DSB-t eredményez, akar deléciot okozhat. [155]

Az ionizald sugarzasrol ismert, hogy tobb sejtes és bioldgiai hatast valt ki akar a
nuklearis DNS-sel valo kozvetlen kolcsonhatds révén, akar reaktiv oxigéngyokok
képzésével, ami tovabbi DNS-kdrosodashoz vezet. Bar a mitokondriumok rendszeresen
fokozott oxidacids stressznek vannak kitéve, a legtobb tanulmany a nukledris DNS
szerepére Osszpontosit, mint a sugarzas okozta sejtpusztulds legfontosabb célpontjara.
Ez a néz6pont megallhatja a helyét, amennyiben a sejtek elpusztitdsara sszpontositunk,
azonban a taléld sejtekben a sugdrzas hosszu tavu hatasa koros miikodéshez vezethet a
tulélo sejtekben és a beldliik felépiild szovetekben. Mivel a mitokondridlis degenerativ
betegségek lassii progresszidt mutatnak, gyakran karosodott oxidativ foszforilacidval
jarnak, érdekes modellekként szolgalhatnak a mitokondriumok sugarterhelésére.
Yoneda és mtsai. [156] felvetették, hogy az oxidativ stressz mtDNS mutacidkhoz és
delécidokhoz vezet, ami ezutdn az elektrontranszport lanc dezintegraltsagat, majd a
reaktiv oxigéngyokok fokozott termelddését eredményezi. A mitokondridlis oxidativ
foszforilacié soran jelentds mennyiségli ROS keletkezik, amely mitokondrialis és
nuklearis DNS karosodast okozhat. Az mtDNS-hez is szamos fehérje kapcsolodik,
ezaltal nukleoid alakul ki, amely bizonyos foku védettséget biztosit, [155] azonban
hianyzik a hisztonok védOhatasa, és mivel a mitokondridlis DNS altalaban kevésbé
hatékonyan javitodik, mint a nuklearis DNS, a mitokondridlis DNS mutécios
gyakorisaga 10-1000-szer nagyobb. [157] Mivel az mtDNS-ben talalhatd Gsszes gén
elengedhetetlen a mitokondriumok biogeneziséhez ¢és bioenergetikai funkcidjdhoz,
minden olyan mutacid, amely e gének megvaltozott expresszidjahoz vezet, varhatéan az
energia-anyagcsere hianyat és az oxidativ foszforilacio soran intermedierként
felszabaduloé ROS fokozott termelését okozza. [158][159] A mitokondrialis degenerativ
betegségek mellett feltételeztek, hogy az mtDNS mutaciok és delécidk egész €leten at
tarto felhalmozodasa hozzajarul az oregedési folyamathoz. [160][161] Ezt tamasztjak
ala az oxidativ foszforilacido korral Osszefiiggd csokkenése, valamint az mtDNS
mutacidk és deléciok felhalmozodasa. Ezen folyamatok jelzéjeként mind az oregedés,
mind a mitokondrialis degenerativ betegségek egy 4977 bazisparos mtDNS-delécid
felhalmozodasat mutatjak, amelyet ,,common delécionak™ neveznek. [162] Ennek a
specifikus mtDNS-delécionak a helyét két 13 bp-os ismétlddo szakasz hatarolja, az ezen
ismétlések kozotti DNS-karosodas a DNS-replikacid sordn nem megfeleld parosodast

eredményezhet, igy deléciot okozva.
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Ezt "slip-replication” mechanizmusnak nevezik, [163][164][165] és megmagyarazza,

hogy a wvéletlenszeri DNS kérosodds miért okozhat ilyen konkrét deléciot.
Tanulményok kimutattdk, hogy ez a delécido felhasznalhato az mtDNS oxidativ
karosodasanak markereként, [166][167][168][169][170] még nagyon alacsony dozist

karosodasok utan is, mivel az elvéltozas jelenléte 1ényegében felerdsdodik az mtDNS
replikdcidja soran. Az mtDNS sugarkarosodasa sok egypéldanyos deléciot és mutaciot
eredményez az mtDNS-ben, amelyek kevéssé alkalmasak biodozimetriai vizsgalatokra,
vagy dozisbecslés elkészitéséhez. Azonban a "common delécio" konnyebben
detektalhatd egyediilallo képzédési mechanizmusa miatt, igy az mtDNS karosodasanak
nagyon ¢érzékeny markere. Annak ellenére, hogy a besugarzast kovetéen az mtDNS
karosodéasnak csak a toredékét képviseli, a teljes karosodas reprezentativ helyettesitdje.
A sériilt mtDNS sorsa a (gyakran csak részleges) helyreallitas base/clipping excision
repair (BER) és mismatch repair (MMR) mechanizmussal, a mitofagia, a mtDNS
felszabadulas vagy a degradacio.

A {0 stratégia az organellumok szintjén a sériilt mtDNS eltavolitasara a mitofagia és a
nukledz altal kozvetitett degradacio, illetve hogy a sériilt mtDNS a mitokondriumokbol
a citoszolba szabadul fel, és a felszabadulo mtDNS szignalmolekulaként stimulalja a
velesziiletett immunvalaszt, vagy lebontodik a TREX1 altal. Ezenkiviil a mitokondrialis
fuzio lehetdvé teszi, hogy ép mtDNS keriiljon a mitokondriumba a sériilt mtDNS-ek
funkcidjanak kompenzaldsidra, a mitokondrialis hasadds pedig lehetévé teszi a
mitokondriumok karosodott részei elvalasztasat ¢és lebontasat, fenntartva a

mitokondriumok egészségét. [155]

4.5. Az mtDNS karosodasainak elofordulasa betegségekben

Az mtDNS-ben kialakul6é deléciok PCR-rel végzett komplex vizsgalata korabban mar
ravilagitott ennek az informaciénak a gyakorlati hasznossagira a bér UV-
instabilitds az emberi rosszindulati daganatok sokféle valtozataban, szinte barmilyen
komplexitasi szinten jelentkezik. Homoplazmatikus vagy heteroplazmatikus mtDNS
pontmutaciokat taldltak, amelyek prevalencidja széles spektrumon mozgott, a
colorectalis karcindma eseteinek koriilbeliil kétharmaddban jelen voltak, mig a
heredaganatokban szenveddk esetében gyakorlatilag hidnyoztak. Heteroplazmatikus
deléciot talaltak mellrakban, elsdsorban posztmenopauzas betegeknél, ebben az esetben

esetlegesen kapcsolat lehet az 6regedd sejtekkel. [172] A kdzelmult eredményei alapjan
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a primer tumorok mutéacios forré pontja kifejezetten az mtDNS D-hurkaban (311-315
bazis) talalhatd erdésen polimorf homopolimer C szakaszhoz kapcsolodik. A vizsgalt
daganatok tobb mint egydtdde mutatott szomatikus mutaciokat, delécidkat ¢és
inzerciokat ebben a mononukleotid ismétlédésben. [173]

A pajzsmirigybetegségek esetében a Hashimoto-thyroiditis kapcsan a vizsgalt mtDNS
elvaltozasokat a 4977 bp hosszusagu ,,common delécié”-ként (CD) hataroztdk meg,
amely egyes esetekben fiiggetlen volt, mas esctekben tarsult a citokrom-c oxidaz
egyidejii hibaival a mirigy érintett régidiban, azonban nem volt jelen a az egészséges
teriileteken. [174] Egy parhuzamos vizsgalat kimutatta, hogy ez a muticid6 nemcsak
Hashimoto-thyroiditis esetén mutathaté ki, hanem Hiirthle-sejtes karcindmaban,
valamint multinodularis golyvédban és follikularis adenomékban is megtalalhato, oxifil
sejtelvaltozasokkal vagy anélkiil. [175] Ebben az esetsorozatban, a normal
pajzsmirigyszovetben, izolalt esetben, az enyhe limfocitas pajzsmirigygyulladas
jelenlététdl fliggetleniil nem volt ilyen mutacio, és a leggyakrabban el6fordulod
pajzsmirigy rosszindulatli daganatban, a papillaris pajzsmirigyrdkban a CD nem volt
kimutathato. Ezektél az eredményektdl némileg eltérve egy korabbi, 12 onkocitikus
pajzsmirigydaganaton végzett vizsgalat nem mutatott megndvekedett mtDNS-delécio
mennyiséget a daganatokban a kontrollhoz képest. [176]

Maximo ¢és mtsai [177] a CD jelenlétét a pajzsmirigydaganatok barmely korszovettani
valtozatdban valtoz6 szézalékban mutattdk ki. A follikuléris karcindma ¢és a follikularis
adenéma mellett a vizsgalt esetek 12,5-33,3%-4dban a tumor melletti normal
pajzsmirigyszovetben kis hanyadban CD-t talaltak az Osszes tobbi pajzsmirigydaganat-
tipusban. Az mtDNS szisztematikus elemzése kiilonb6zdé pajzsmirigybetegségekben
szignifikans kiilonbséget mutatott a pontmutaciok eléforduldsi gyakorisagaban a
pajzsmirigypatologias esetek ¢és a  kontrollszovetek  kozott, kiilonosen a
pajzsmirigykarcindmas esetek €s a kontroll populacio kozott. [178]

Tovabba statisztikai szignifikanciat talaltak az Osszes szekvencia-varidns tipus eltérd
megoszlasaban a karcindbmak és a kontrollok kozott, ellentétben a joindulata
daganatokkal és a nem neoplasztikus betegségekkel. A mitokondrialis genom
szekvenaldsa szignifikans kiilonbséget mutatott ki a nem csendes mutaciok
prevalencidjaban a komplex I génekben a follikuldris adendéma és a papillaris
pajzsmirigyrak kozott. [177] Fontos, hogy a tumor melletti normal parenchyma is

gyakran tartalmazott mtDNS szekvencia variansokat a komplex I és IV régiokban, ami
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azt mutatja, hogy a pajzsmirigydaganat nem az egyetlen olyan szdvettipus, amely mutalt
mtDNS-t tartalmazhat.

4.5.1. A mitokondridlis genom karosodaséaval osszefliggd korképek

Az elmult években felismerték, hogy a kiilonb6z6 mtDNS mutansok kiilonbozo
degenerativ betegségekkel és oregedési folyamatokkal tarsulnak. A legelterjedtebb,
nagyméretli deléciokrdl eldszor az olyan mitokondridlis miopatidban szenvedd betegek
szoveteinek vizsgalata soran szamoltak be, mint példaul kronikus progressziv
ophthalmoplegia (CPEQO) és Kearns-Sayre szindroma (KSS). [179] A hasonlo
deléciokat hordozdé mutans mtDNS alacsony szintje fordul el és halmozodik fel a
normalis 6regedés soran. [179]

Ionizald6  sugirzds  hatdsara  reaktiv = oxigéngydk  felszabadulast — mértek
mitokondriumokban, errél tobbek kozott azt feltételezik, hogy a nem-célzott
sugarhatasok egyik kivaltd oka lehet [180], s6t léteznek olyan irodalmi adatok is,
amelyek arra engednek kovetkeztetni, hogy az Osszes nem-célzott sugarhatas a
mitokondrium mitkddésére vezethetd vissza, és fontos szerepet jatszik az a-sugarzas
kovetkeztében kialakuld genotoxikus hatdsban, valamint a genomidlis instabilitas

kialakulasaban. [181]

4.6. Sugarzasok hatasa a mitokondrialis DNS-re

Az mtDNS evolucidja 10-100-szor gyorsabb, mint a magi DNS, melynek szamos oka
van. A leggyakrabban leirtak a mitokondriumra jellemzd reaktiv oxigéngyokok
agressziv kornyezete, az mtDNS polimeraz vizsonylagos pontatlansaga, a DNS repair
mitokondrialis rendszereinek javitds sordn torténd csuszasa, az mtDNS szerkezetének
sajatossagai, a mitokondridlis membran térbeli kozelsége, valamint az mtDNS
replikacidjanak és transzkripcidjanak sajatossagai. [182]

Az ionizal6d sugdrzas egy olyan erdteljes genotoxikus hatds, amely hozzéjarulhat a
nukleinsavak talzott mutageneziséhez, kimutattdk, hogy az mtDNS-ben mind a
pontmutaciok, mind a nagymértékii deléciok kialakulhatnak. [183] A y-sugarzas altal
kivaltott DNS-karosodas vizsgalata az mtDNS repair-rendszereinek relativ
hatékonysaganak értékelése céljabol a sugarzas okozta lanctorések nagyobb ardnyat és a

DNS-valtozasok hosszabb perzisztencidjat mutatta a mitokondriumokban, a sejtmaghoz
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viszonyitva. [184] Ez alapjan az mtDNS-t kritikus targetnek tekinthetjik a reaktiv
oxigéngyokok, példaul hidrogén-peroxid szempontjabol. [185]

Az mtDNS deléciok konnyen kimutathatéak a nem osztédo szovetekben, példaul az
agyban ¢és az izmokban, de ritkdn észlelhetok viszonylag rovid felezési iddvel
rendelkezé sejtekben (példdul a vér alakos elemeiben). A leggyakrabban jelentett
delécido egy 4977 bp-os delécid vagy "common delécié" (CD), amelyet eredetileg
mitokondrialis miopatiaban szenvedé betegeknél figyeltek meg. [160] Ez a delécio
meglehetdsen sok vizsgalat targyat képezte mar, kimutattak az életkorral kapcsolatos
felhalmozddasat kiilonbozd szovetekben, beleértve az agyat, a szivet, a vesét, az

izmokat, a majat és a vért. [163][186][187][188][189] Kimutattak, hogy a CD nagyobb

gyakorisdggal fordul eld a napsugarzasnak vald fokozott kitettség hatasara, a delécid
megnodvekedett szintje inkdbb fotografiai, mint kronoldgiai Oregedéssel jar.

[190][191][192][193][194][195] A D-hurok az mtDNS genom legfontosabb szabalyozo

helye. Ez tartalmazza a nehéz lanc replikacios origdjat, és tartalmazza a promotereket
mindkét szal transzkripcidjahoz. Egy 260 bp hossza tandem duplikaciot (TD) irtak le a
D-hurokban, ami feltételezhetden Osszefiigg az olyan nagyméretli deléciokkal, mint a
CD. [196] Ezt a felfedezést kovetden 150 és 200 bp méretli TD-krol és a korabban
kozolt 260 bp TD-krél azt talaltdk, hogy korfliggdé moddon fordulnak eld olyan
szovetekben, mint az izom, a here és a bor. [197][198] Beszamoltak arrdl, hogy ezek a
TD-k nagyobb gyakorisaggal fordulnak el6 a napsugarzasnak kitett boron, mint a
napsugarzasnak ki nem tett boron. [199] Az UV sugarzas a nem melanoma tipusu
borrak f6 meghatarozoja. Fontos tényezd az oxidativ karosodas kialakulasaban, amely
DNS torésekhez és olyan DNS fototermékek eldallitdsdéhoz vezethet, mint a timidin
dimerek, amelyek nem javithatok az mtDNS-ben. [200] Ezen kiviil az mtDNS a
matrixban helyezkedik el, amely a belsé membran kozvetlen kozelében talalhatd, ahol
az elektrontranszport lancban folyamatosan reaktiv oxigéngyokok termelddnek. Ez,
valamint a védd funkcioval bird hisztonok hidnya teszi az mtDNS-t az UV-indukalta
DNS  karosodasok  érzékeny markerévé a nukledris DNS-hez  képest.

[195][201][202][203][204] Végiil minden sejt akar tobb ezer masolatot is tartalmazhat

az mitokondridlis genombol, és ezért a mitokondrium nagyon magas (akar 90%)
karosodott mtDNS ardnyt is képes elviselni a megmaradt vad tipus komplementalasaval.
[205][206] Ez az oka annak, hogy a sejtek képesek felhalmozni ezeket a
fotokarosodasokat az mtDNS-ben anélkiil, hogy a sejtek miikddését veszélyeztetnék.

Nemrégiben azt tapasztaltak, hogy a napsugarzasnak gyakran kitett borben egy 3895
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bp-os mtDNS-delécio a gyakoribb, szemben a csupan esetenként napsugarzasnak kitett
bérrel. [207] A CD el6fordulasat vizsgald tanulmanyok [191][192][193][194]

szempontjabol fontos, hogy a napsugarzasnak kiilonb6z6 mértékben kitett a borbol
hasonlitsanak 0ssze mintdkat. Ez potencialisan korrigalhatja az altalaban
napsugarzasnak kitett teriiletekrdl nyert mintak (pl. arc és kéz) eredményeit az idonként
napsugarzasnak kitett teriiletek mintaival (pl. torzs és labak).

Ebben a tanulmanyban megvizsgaltdk a CD eldfordulasi gyakorisdgat harom,
napsugarzasnak kiilonb6zé mértékben expondlt teriiletrél vett bérmintakban, ehhez
Armstrong (2004) korabbi meghatarozasat alkalmaztdk, nevezetesen ritkén,
alkalmanként és altalaban napsugdrzasnak kitett teriilet. A CD ¢és a TD-k kozotti korabbi
feltételezett Osszefiiggések miatt a TD-k el6fordulasi gyakorisdgat és a CD-vel valo
kapcsolatat is vizsgaltak.

Kimutattak, hogy UV-A sugarzasnak vald ismételt expozicid hatdsara a CD indukélhatod
human dermalis fibroblasztokban. [208] Egy masik tanulmanyban Koch és mtsai (2001)
leirtdk, hogy az UV sugarzas novelte a CD szintjét human keratinocitdkban. Azt is
kimutattdk, hogy a CD szintje csokkent a tenyésztés hatasara, 0sszehasonlitva a sejtek
azonnali feldolgozasaval.

Ahogy azt fentebb bemutattam, a sugarkezelés hatdsara nemcsak citoplazma, hanem
mitokondrialis eredetii reaktiv oxigéngyokok is felszabadulnak, [158] amelyek
potencialisan karosithatjak a nuklearis és a mitokondrialis 6rokité anyagot is. [73] A
hibajavitasi mechanizmus beindulaséhoz 1d6 kell, ugyanis a felszabadul6 gyokok miatt
kialakuld oxidativ stressz csokkenti a DNS polimeraz y hatékonysagat, ezaltal lassitja a
hibajavitasi mechanizmust, a perzisztensen felszaporoddé mitokondridlis karosodas
pedig id6vel elpusztithatja a sejtet. [209] A mitokondrialis deléciok felszaporodasa
normal koriilmények kozott is megtorténhet, a sugarzas hatdsara torténd mitokondrialis
DNS karosodas a légzési lanc csokkent aktivitisanak, valamint a kialakuld és
perzisztensen fennalld oxidativ stressz kovetkezménye. [143] A sugarzas okozta
mitokondrialis DNS kéarosodés a sejtosztddas utdn is megmarad, [210] és igy genomidlis
instabilitashoz vezethet. [73] A mitokondrialis DNS elvaltozasai érintik az alapvetd
mitokondrialis struktirdkat, ami a mitokondrialis eredetli oxidansok felszaporodasahoz
vezethet és végiil a nuklearis DNS sériilését eredményezheti. [211]

Ricchetti és munkatérsai szerint a sugarkezelést kovetden a mitokondridlis DNS egyes
fragmentjei a sejtmagba vandorolnak, és ott a nuklearis DNS-be inzertalodnak, ezzel

mutaciokat és DNS-toréseket hoznak benne 1étre, [212] ezaltal genomialis instabilitast
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okozva. Ezt a megfigyelést tamasztja ald, hogy magas dozist y-sugarkezelést kovetden
egy oraval mar megfigyeltek mitokondridlis eredeti DNS fragmenteket idegsejtek
citoszoljaban, [213] valamint az is, hogy éleszté modellben mar megfigyelték a mtDNS
beépiilését a nuklearis genomba. [214] Amennyiben az igy létrejott inzercid a DNS
regulator elemeit is érint, a karosodas permanensen is fennmaradhat. [73] Mindezeken
feliil az ionizald sugéarzas hatasara kialakul6 és hosszan fennallé mitokondrialis oxidativ

stressz tumoros elvaltozasokhoz és korai 6regedéshez vezethet. [215]

4.7. A mitokondrialis ,,Common delécio”

Korabban mar emlitésre keriilt a tény, miszerint a mitokondridlis DNS-ben a kiilonb6z6
hatasok képesek toréseket okozni, a molekula sajatsagainak kdszonhetéen pedig ezen
torések hatasara egyes szakaszok elveszhetnek a molekulabol, deléciok alakulhatnak ki.
A human mitokondridlis DNS leggyakoribb delécidja az ugynevezett ,,Common
delécio” (CD). [216] Maga a delécio egy 4977 bazis nagysagi szakaszt érintd
elvaltozas, a mitokondrialis DNS-en a 8470-13446 kozotti régio esik ki. Nagy méreténél
fogva szamos gént érint, ilyenek az oxidativ foszforilacio génjei, az ATPaz 6, ATPaz 8§,
citokrom oxidaz III gének, a NADH-alegységeit alkot6 ND3, ND4, ND4L, és NDS5,
valamint egyes tRNS-ck génjei. Kialakulasanak oka két 13 bazispar hosszisagu direkt
ismétlddés a genomban, melyeknél tigynevezett mutacids forropontok jonnek 1étre, ahol
a DNS konnyebben torik, majd ujraegyesiil. [217] A CD jelenléte emberekben tobb
betegséggel is kapcsolatba hozhat6, tobb forras is leirta a deléci6 megnovekedett
eléfordulasi gyakorisagat Kearn’s Sayre szindromas esetekben. [218][219] Az irodalmi
adatok alapjan olyan tovabbi betegségekben is emelkedett a CD mutans
mitokondriumok szdma, mint a Pearson-szindroma, [220] miopatia [221] és egyes
szivbetegségek. [222] Kiilonbozé tumorokban is kimutattdk a delécid gyakorisaganak
megvaltozasat, példaul emldrakos betegeknél, [172] pajzsmirigy daganatos esetekben.
[223]

A reaktiv oxigéngyokok jelenlétében, valamint UV sugarzas okozta stressz hatdsara is
megndvekszik a CD eléforduléasa. [224] A CD az 6regedésben is szerepet jatszik, [225]
szamos tanulmany mutatott ki Osszefliggést a deléciod felszaporodasa €s a szoveti
oregedés kozott, [226][227] valamint a szoveti Oregedés kovetkeztében kialakulod
betegségek, mint az Alzheimer kor, [228] vagy az atherosclerosisos szivelégtelenség
kozott. [163] Ennek lehetséges magyarazata, hogy az oregedéssel jard folyamatokban

mind a reaktiv oxigéngyokok mennyisége, mind a spontdn mutaciok szdma jelentdsen

83



megnovekszik, [229] ez pedig eldsegitheti a delécidk, és koztik a CD kialakulasat.
Kimutattak, hogy ionizald sugarzas hatasara is megemelkedik a deléciot hordozo
mitokondriumok szama, ezaltal sugarzads mitokondridlis DNS karositd hatasanak
markereként is hasznalhato. [230][231]

Sejtvonalakon végzett vizsgalatokkal kimutattadk, hogy a delécid6 hosszii ideig
fennmaradhat. [232] Amennyiben nagy szamban fordul elé a sejtben, mitokondrialis
funkcidkiesést, ez pedig emelkedett ROS termelést valt ki. [233][234] Mennyiségének
valtozasa kovethetd polimeraz lancreakcioval, a valds idejii polimerdz lancreakcid pedig

kiilonésen érzékeny és szamszerisitheté eredményeket nyujt. [235]

4.8. Deléciok és duplikaciok vizsgalata a mitokondrialis DNS-ben

Mivel sejten beliill tobb mitokondrium talalhatdé ¢és mitokondriumonként is tobb
példanyban megtalalhaté a mitokondrialis genom, igy sejtenként akar tobb ezres
példanyszamban is jelen lehet. A két Ilanc bazisosszetételében eltér, igy
megkiilonboztetiink egy citozinban gazdag konnyll és egy guaninban gazdag nehéz
lancot. Jelen kutatds soran a célom az volt, hogy a mitokondridlis genomban olyan
A cirkularis genom sériilése kovetkeztében, ha a DNS lanc eltorik, a javitas soran egyes
szakaszok ,kieshetnek” a genombol, ezt a jelenséget nevezik delécionak. A kutatds
szempontjabol fontos az ugynevezett ,,common delécid” nevil delécids szakasz. Ez egy
megkozelitdleg 5 ezer bazispar hosszisagu delécid, ami nagysagrendileg a genom
egyharmada. A mitokondridlis genomban tobb kiilonféle delécio is megjelenhet, de ezek
koziil ez a delécid fordul eld a leggyakrabban. A delécioval kiesik a genombol 5 tRNS
gén, valamint 7 egyéb gén is. Ezek a gének a mitokondrialis elektrontranszport lanc
egyes komplexeinek alegységeit kddoljak. Ennek kovetkeztében az elektrontranszport
lanc mukodése sériill, mai az ATP szintézis zavarahoz vezet. Ezek a hatasok akkor
jelentkeznek, ha a genom 60%-a hordozza a deléciot. [236]

Az Aaltalanosan elfogadott modell szerint a deléciok osztdodas kdzben alakulnak ki.
Ehhez a mitokondridlis DNS oszt6dasi sajatossagara van sziikség. A nehéz lanc
szintézise hamarabb indul meg, mint a konnyl 1ancé, igy egy hosszu, egylancu struktura
alakul ki. Mivel a genomban sok a komplementer szekvencia, igy ez az egyszala
struktira lehetévé teszi, hogy ezek a szekvencidk ,,egymasra talaljanak™ és keresztkotés
alakuljon ki. Igy egy hurok alakul ki. Ezt késébb az exonukledzok eltavolitjik, és a

replikacié folytatdodik tovabb. A folyamat végére 1 vad tipusu, normdl DNS-t és egy
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delécios mutanst kapunk. Ezzel szemben a kutatdsi eredmények arra utalnak, hogy a
delécio kialakulasdhoz nincs sziikség osztodasra. Valamilyen kiilsé hatasra - mint
példaul az ionizald sugarzas — létrejon egy kettds lanctorés. Ezt a torést a repair
mechanizmusok javitani tudjak, azonban, ha az exonukledzok tilmiikkdodése miatt a
kelleténél hosszabb szekvencia valik egyszaltva, akkor létrejohet egy, a fentihez
hasonl6 keresztkotés. A kimarad6 szélakat az exonukledzok itt is eltavolitjak. Fontos
kiilonbség, hogy itt a fentivel ellentétben nem 50%-0s a delécids arany, hanem 1 normal
DNS-b6l kapunk 1 deléciosat. [236]

Fontos megjegyezni, hogy a mitokondrialis betegségeken kiviil a mitokondriumok
mikodésbeli zavara kapcsolatba hozhaté a cukorbetegség, az Alzheimer-kor és a
Parkinson-kor kialakulasaval is, igy a mitokondrialis deléciok ezeknek a betegségeknek
a kialakulasaban is szerepet jatszhatnak.

Mitokondrialis deléciok ionizald sugarzas hatdsara is kialakulhatnak. A ,,common
delécod” szint megnd az ionizald sugarzas hatasara. [230] Ez mar alacsony dozisoknal is
gyorsan, rovid id6 alatt mérhetd.

A ,,common delécid” mellett alternativat jelenthet a tandem duplikdciok vizsgalata.
Ezek egymas utan azonos polaritassal kétszer ismétlddé szakaszok. Logikus
feltételezés, hogy kialakulasukhoz két egyidejii torésre van sziikség kis tavolsagon
beliil. Ez hason6 mechanizmus lehet, mint a dicentrikus kromoszomak kialakolasakor,
igy a parhuzamosan zajlo repair folyamatoknak itt is esélye van felcserélni a DNS
szalakat kialakitva ezzel a mitokondriumban a tandem duplikaciot (akar triplikaciot is).
A D-hurok parhuzamos szerkezete megnovelheti ennek az esélyét. Ezzel szemben a
delécio egyetlen duplaszalu torés utan kialakulhat.

A deléciokkal ellentétben a duplikéciok nem okoznak funkcidvesztést a genomban, igy
a kisebb szelekcidos nyomas miatt tovabb maradhatnak fent. Ez a jelenség hasonld
beallitasok mellett, de eltérd kisérleti koriilmeények kozott, ugyanazzal a rendszerrel

detektalhatd, mint a mitokondrialis deléciok.

4.9. PCR, mint a sugarkarosodas kimutatasanak eszkoze

A polimeraz-lancreakcio (szokasos roviditése PCR, amely az angol polymerase chain
reaction elnevezésbdl szarmazik) egy molekularis bioldgiai technologia a DNS
enzimatikus amplifikalasara (azaz a kopidk megsokszorozésara) €16 szervezet, (példaul
E. coli vagy éleszt6) igénybevétele nélkiil. A technologia lehetévé teszi a DNS egy kis

darabjanak megsokszorozasat analizis céljabol. A PCR altalanosan hasznalt modszer az
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¢lettudomanyi kutatasokban és egészségiligyi laboratoriumokban a legkiilonfélébb
feladatokra (példaul  orokletes Dbetegségek  kimutatisa, fert6z6 betegségek
diagnosztikdja, apasagi vizsgalatok elvégzésére).

A PCR-t a DNS-szél egy rovid, jol definialt szakaszanak amplifikalasara hasznaljak. Ez
lehet egyetlen gén vagy csak egy génrészlet. Az €16 szervezetekkel ellentétben a PCR-
folyamat csak kis DNS-szakaszok masolasara képes, ezek hossza altalaban legfeljebb
10 kbp (kilobazispar). Bizonyos modszerek akar 40 kbp méretli szakaszokat is képesek
lemasolni, de még ez is elenyészd egy eukariota sejt kromoszomalis DNS-ének
méretéhez képest.

Az eljaras elve az, hogy a kétszali DNS-szakaszt (hddenaturdcidval) egyszaluva
alakitjuk, majd megszintetizaltatjuk mindkét szal komplementer parjat. Ezt ciklikusan
megismételve exponencialis modon felsokszorosithatd a kivalasztott DNS-szakasz. A
reakcidt végzd polimerdz enzim miikddéséhez sziikséges egy dupla szali DNS szakasz
is, ahonnan a DNS szintézis el tud indulni. Ez teszi lehetévé azt, hogy szelektiven csak
azt a DNS-szakaszt sokszorositsuk fel, amelyikre sziikségiink van. [237]

Az amplifikdland6 DNS-szakaszt a szekvenciaspecifikus primerek kivalasztasaval
hatarozhatjuk meg. A primerek rovid, mesterséges DNS-szalak — 50 nukleotidnal
(altalaban 18-25 bp) kevesebb alkotja Oket — amelyek komplementerek az
amplifikalandd DNS-szakasz elejével ¢és végével. Hozzakapcsolodnak a DNS-
templathoz ezeken a kezdd- és végpontokon, ahovd a DNS-polimeraz kotédik, és a
primert felhasznalva meginditja egy j DNS-szal szintézisét.

Az egyszali DNS-szakasz ismert részével komplementer primer a megfeleld
koriilmények kozott az adott komplementer szekvencidhoz be fog kotddni (a
bazisparosodas szabalyainak megfeleléen: adenin-timin, citozin-guanin bazisparok
alakulnak ki). A reakcio lejatszodasahoz sziikséges még DNS-dependens DNS-
polimeraz, valamint dezoxi-nukleotid-trifoszfatok (dNTP), melyek segitségével a
feltapadt primer 3° végétdl elkezdddik a komplementer lanc polimerizacidja. A
polimerizacidés reakciot egy 1d6 utan ledllitjuk a hdomértsékleti kiilonbségek
megvaltoztatasaval, a két szalat (j és régi) pedig szétvalasztjuk (hddenaturacidval). A
reakcidban az eredeti szallal (vagy egy részével) azonos szekvencidju termék
polimerizalodik. [237]

Ez a folyamat elvben a  végtelenségig  folytatddhat, ha  minden
polimerizacids/hddenaturacids ciklus utdn Gjra hozzdadjuk a kétféle primert és az

enzimet (a hddenaturaci6 mikodésképtelené teszi az enzimek tobbségét) €s tjrafuttatjuk
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a reakciot, minden Iépésben dupldzodni fog a templatként szolgaldé szakasz
komplementer szalainak mennyisége. Az ismétlodé beméréseket elkeriilendd a reakcid
kezdetekor nagyon sok, mindkét szallal komplementer primert és hdstabil polimerazt
mériink a reakcidelegybe, igy a két komplementer szal képes egyszerre szintetizalodni.
Ilyen felallas mellett csak a homérsékletet kell ciklikusan valtoztatni ahhoz, hogy
minden ciklusban duplazodjon az adott DNS-szakasz. [237]
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22. abra: A PCR elve: A polimeraz lancreakci6 a specifikusan tervezett primer-ek
bekotddésével indul, amikbdl kiindulva a polimeraz enzim folytatja a szintézist. A
késziilék ciklikusan valtoztatja a hdmérsékletét, melegitve a DNS kettds lancok
elvalnak, igy dupla mennyiségii primerkotohely valik szabaddd. Az alacsonyabb

hémérséklet a szintézisnek kedvez, igy lesz minden ciklusban exponencidlisan tobb
termék. [238]

A valos idejli, angolul real-time PCR modszer 1ényege, hogy a DNS sokszorositast
kvantitativan tudjuk nyomon kovetni. Ezzel a technikdval nagy pontossdggal meg
tudjuk hatdrozni a fluoreszcensen jelolt DNS templat kiindulasi és ciklusonkénti
mennyiségét, ami sok szempontbol igen hasznos lehet (pl. genetikai betegségek,
virusfertézések gyors kimutatasa). Az eljaras a kutatdsomban is hasznos eszkdz,
segitségével az ionizdld sugarzasra kialakul6 DNS szekvencia eltéréseket (pl.

mitokondrialis deléciok, duplikaciok) ki lehet mutatni.
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4.9.1. Mitokondrialis deléciok ¢és duplikaciok kimutatasa PCR késziilék
segitségével

Akéar a delécids, akar a duplikacios elvaltozdsokat szeretnénk vizsgalni, PCR
segitségével van ra lehetéségiink. Alapos irodalomkutatas soran feltérképeztem a
szakirodalomban az ilyen iranya alkalmazasok korét, ez volt az elsé €s legfontosabb
1épés a késobbi kisérletek megtervezéséhez. Az ionizald sugarzas hatasara kialakulod
mitokondrialis deléciok, példaul a ,,common delécidé” kimutatasa alacsony dozisoknal is
érzékeny eljaras lehet, mivel az elvaltozds mar alacsony dozisoknal is gyorsan, rovid
1d6 alatt mérhetévé valik. A modszer elonye, hogy mivel to6bb mitokondrialis DNS
kopia van jelen sejtenként, a vizsgalt elvaltozas statisztikailag jo eséllyel alakul ki még
kis dozisu sugarexpozicié esetén is. A PCR reakcio soran a teljes mitokondrialis DNS
mennyisége mellett, sziikséges meghatarozni a vad tipust, valamint a deléciot hordozo
DNS mennyiségét is. [239]

A tandem duplikaciok esetében is hasonld a helyzet, annyi kiilonbséggel, hogy a
vizsgalathoz tigynevezett "back-to-back’ primer parra van sziikség, ahol az amplifikacio
csak akkor eredményez dupla szalu terméket, ha duplikalodik a vizsgalt szakasz. Az 5.
A miiszer és reagens igényét figyelembe véve vizsgalat a katasztrofa helyszinén
elvégezhetd, akar konténeres koriilmények kozott is. A mitokondrialis delécid gyorsan
kialakul, és sokdig fennmarad. A vizsgalat eltenyésztést nem igényel, a mérést a PCR
késziilék végzi, ennek megfelelden az eredmény objektiv. A PCR rendszerben
nagyszamu minta rovid 1d6 alatt, pairhuzamosan mérhetd és az eljaras gyors kimutatast
tesz lehetové.

Mindezek tiikrében a mitokondridlis deléci6 és/vagy duplikdcid mérése
katasztr6favédelmi szempontbol igen fontos lehet. A segitségével akar a helyszinen,
rovid 1d6 alatt nagyszaml mintan el lehet végezni a vizsgélatot. Olyan esetekben is,
ahol csak kis dozis érte az érintetteket, igy latszolag tiinetmentesek. Helyszini eldsziird
vizsgalatként hasznalva csokkenti a hagyomanyos modszerekkel megvizsgalando
személyek szdmat, igy nagy tomegeket érintd katasztrofahelyzetben segitheti a gyors

triage-t és segitséget nytjthat a megfeleld kezelés kivalasztasaban.
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4.10. Kovetkeztetések

A vonatkozo6 irodalmak attekintésével ravilagitok arra a megkdzelitésre, hogy a magi
DNS mellett a mitokondriumok DNS-e is karosodik sugarexpozicié hatasara. A
mitokondrialis DNS a maginal joéval nagyobb kopiaszamban jelen 1évd ordkitéanyag,
igy az ismertetett korszerd és objektiv laboratoriumi modszerrel vizsgalva megfeleld

target lehet egy kidolgozand6 biodozimetriai vizsgalathoz.
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5. SAJAT VIZSGALATOK

Sajat vizsgalataim arra iranyulnak, hogy miként lehetne legalabb részben kivaltani az
ionizal6é sugarzas biodozimetriai detektalasara gold standardnak tekintett dicentrikus
kromoszoéma analizist, valamint az egyszerlibben értékelhetd, de ugyancsak
sejttenyésztésen €s mikroszkopos vizsgalaton alapuldé mikronukleusz tesztet egy
sejttenyésztést nem ignyld €s PCR eljarason alapulé moddszerrel. Az MH EK JTKI
Sugarbioldgiai laboratériumaban a hagyomanyos metodikak is alkalmazasban vannak,
ezeknek a modszereknek a tokéletesitésén és uj teriileteken valo felhasznalasan is
dolgozom. [102]

A kalibracios gorbék felvételéhez és a vizsgéalatokhoz a vérmintdkat egészséges
onkéntesek adtdk, akik a mintavételt megel6z6 10 napban nem vettek be
gyulladascsokkentd gyogyszereket. A  vérmintdk a teljes vizsgalat sordn
megkiilonboztethetd, de anonim modon voltak kezelve. A mintdk besugarzasa minden
vizsgalat esetében szobahdmeérsékleten, fantom nélkiil, rontgen besugarzd késziilékkel
tortént erre kiképzett szakszemélyzet altal. Az egyes besugérzott dozisokhoz tartozd
miszaki paramétereket az 7. tdblazatban foglaltam 6ssze.

A mintdk besugarzasa Precision X-Rad 225XLi késziiléken torténik, 200kV

gyorsitofesziiltségili rontgensugarakkal, tobb dozisban.

Dozis (Gy) | Réz szlird | Tavolsag (cm) | Id6 Dozisteljesitmény
(mm)

0,01 0,3 40 42 sec 1,4 cGy/min

0,05 0,3 40 67 sec 4,4 cGy/min

0,1 0,3 40 63 sec 9,4 cGy/min

0,5 0,3 40 59 sec 49,1 cGy/min

1 0,3 40 60 sec 98,8 cGy/min

2 0,3 40 121 sec 99,6 cGy/min

4 0,3 40 243 sec 99,6 cGy/min

7. Tablazat: A vizsgalatok soran alkalmazott dozisok besugarzasi paraméterei
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5.1. Dicentrikus kromoszoma analizis

A biodozimetria ¢lettani hatterének ¢és eszkdztara alapvetd tulajdonsdgainak
ismeretében  kutatdsomat az alapvetd eljardsok megismerésével és azok

katasztrofavédelmi alkalmazhatdsdganak felmérésével kezdtem.

5.1.1. DIC moédszer sugarhatas vizsgalatara

Az eljarast a NAU A4ltal javasoltak alapjan az MH EK JTKI Sugarbiologiai
Laboratériumaban készitett sajat laboratériumi protokoll alapjan végeztem. Ez alapjén a
litium heparinnal alvadasgatolt vérvételi csovekbe levett vénas vérbol 0,8ml-t 9ml 10%
FCS-t és antibiotikumot, valamint antimikotikumot tartalmazé RPMI-1640 médiumba
mértem, majd a sejtosztodas indukalasara 200ul 133 pg/ml phytohaemagglutinin-M-t
adtam hozzé. Ezt kovetden 45 oran keresztiil inkubaltam a csoveket 37 °C-on. A 45 6ra
leteltével 100 pl 10 pg/ml Colchemid hozzaadasaval leallitottam a sejtosztodast, amit
tovabbi 3 ora inkubacidé kovetett, hogy az o0sztodd limfocitdk az osztdédas azonos
fazisaba (metafazis) keriilhessnek. Ezutdn egy hipotonizalasi, valamint tobb metanol-
ecetsav 3:1 aranyl keverékével torténd mosasi és centrifugdlasi 1épés utan a sejteket
targylemezre cseppentettem, majd Giemsa festéssel tettem lathatéva a képleteket. Az
értékelés fénymikroszkoppal tortént, a NAU ajanlasa alapjan, melynek soran az értékelt
metafazisokban meg kell szdmolni a normalis, illetve a rendellenességeket mutatod
kromoszomakat, valamint kromoszoéma téredékeket. (Iasd 6. abra)

A dozis-hatas gorbe felvételéhez sziikség van a vérmintak kiilonb6zo dozisokkal torténd
besugarzasara. Esetemben a besugarzasra az NNK-SSFO budafoki telephelyén volt
lehetség. A Precision X-Rad 225XLi tipust rontgen besugarzo késziiléket szakképzett
személy kezelte, a besugarzott dozisok pedig 0; 0,2; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 Gy voltak. Az
egyes lemezeken a NAU A4ltal javasolt értékelési kritériumok alapjan 100 metafazist
leszamolva a kapott értékeket a grafikonon jeldlve késziilt el az értékelés alapjaul
szolgdldo dozis-hatds gorbe. Mivel az értékelés részben szubjektiv, minden
biodozimetriai laboratoriumnak sajat dozis-hatas gorbét kell készitenie a pontos
dozisbecslés érdekében. Ennek a gorbének a felvétele a JTKI Sugarbiologiai

laboratoriuméban is folyamatban van, melyben munkdm soran én is részt veszek.
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23. 4bra: DIC vizsgalathoz alkalmazott d6zis-hatds gorbe kiilonbségei a sugarzas

tipusatol fiiggden, [96] alapjan szerkesztve.

Munkédm soran alkalmam nyilt egy automatizalt DIC értékelé mikroszkoppal és
szoftverrel dolgozni. Mivel a DIC analizis egyik legnagyobb hatranya az értékelés
1dbigénye, az alkalmazhatosagnak fontos szempontja a lehetséges tovabbfejlesztési

iranyok ismerete. Az ezzel kapcsolatos tapasztalataimat az 5.1.4. fejezetben fejtem ki.

5.1.2. Bleomycin kezelés hatasara kialakulo DIC vizsgalata

A mddszer specificitdsat fizsgdlva a besugarzas helyett bleomycines kezelést
alkalmaztam a vérmintdkon. A bleomycin radiomimetikum és erds citosztatikum,
kemoterapids szer, igy specialis feltételek sziikségesek a kezeléséhez, a bleomycint az
Orszagos Onkologiai Intézet bocsatotta a rendelkezésemre €s az 6 feliigyeletiik mellett
tortént a vérmintak kezelése. A vizsgalatot a fentebb leirt DIC vizsgalattal szemben ugy
végeztem, hogy a besugarzas helyett a Dbleomycint harom kiilonb6z6
végkoncentracioban (0-10-30ug/ml) a tenyésztés el6tt adtam a vért tartalmazo
tapoldathoz és pontosan 3 orat inkubdltam vele. Ezutan centrifugalast kovetden a
sejteket HBSS-ben atmostam ¢és ismét tapoldattal toltottem fel a csoveket (ez a tapoldat

mar nem tartalmazott bleomycint). Ezek utan a 1épések utan a teljes folyamat
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megegyezett az 5.1.1. fejezetben leirtakkal. Az Osszehasonlitas végett a bleomycin
betegtajékoztatd alapjan eldirt atlagos alkalmazasi adagja 10-15 mg/alkalom, amely 60

év alatti korosztalyban nem haladhatja meg a teljes 400 mg-ot.

5.1.3. Eredmények

5.1.3.1.  Sugarzas

A modszer specifikusnak tekinthetd a sugarzésra, azonban ez a specificitds nem 100%-
0S. A bleomycines kezelés hatasara kialaklo dicentrikus kromoszomak bizonyitjak,
hogy egyetlen modszer sosem nyujthat teljes bizonyossaggal dézisbecslést.

A modszer nagyfoku specificitisa mellett a hatranya az iddigényessége. A teljes
tenyésztési és feldolgozasi folyamat tobb mint 2 napot vesz igénybe, az értékelés pedig
nehézkes, hiszen minden egyes sejt esetében meg kell szamolni a teljes
kromoszémaallomanyt. A NAU ajanlas alapjan 500 metafizis, vagy 100 dicentrikus
kromoszéma alapjan lehet megbizhatd dozisbecslést adni, ez egy gyakorlattal
rendelkezd értékeld személy szamadra is tobb nap, igy a besugarzastol a leghamarabbi

dozisbecslésig eltelt id6 megkozelitdleg egy hét. [102]

5.1.3.2.  Bleomycin

A bleomycines kezelés hatdsdra a 30 mikrogram/ml-es koncentracid esetében mar
kialakultak dicentrikus kromoszémak, igy kisérletes modon sikeriilt bizonyitani, hogy

nem csak ionizalo sugarzas hatasara alakulnak ki ezek az elvaltozasok.
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24. 4bra: 30pug/ml bleomycin kezelés hatasara kialakult dicentrikus kromoszéma. 100-

szoros objektiv, Giemsa festés, Sajat foto

25. abra: Limphocyta kromoszomakészlete — a 30 microgram/ml bleomycin dicentrikus
kromoszdéma és acentrikus fragment kialakulasat eredményezte in vitro. 100-szoros

objektiv, Giemsa festés, Sajat fotd
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Mivel a bleomycin erds kemoterdpias szer, haszndlata engedélyhez kotott, igy a
vizsgélatokat az Orszagos Onkologiai Intézet munkatdrsainak utmutatasaval és

felligyelete mellett végeztem el.

5.1.4. Kovetkeztetések

Nagy volumenii sugaras esemény esetén a feladat ketts. Tiinetmentes személyeknél
tudnunk kell, hogy érte-e Oket ionizald sugarzas. A modszer nagyfoku specificitasa
miatt ezt a feledatot be tudja t6lteni. Ha a sugarsériilés gyanuja igazolast nyert, annak
mértéke a kovetkezd kérdés. Erre mar mas modszerek is vannak.

Ha a modszert triage céljabol alkalmazzuk, az értékelendd metafazisok szamat le lehet
ugyan csokkenteni, de a tenyésztési fazis nem csokkenthetd, tehat 3-4 napnal hamarabb
semmiképpen nem lehet dozisbecslést adni a modszer segitségével.

A modszer egy megfelelé mikroszkoppal és szoftverrel jol automatizalhatd, azonban
tapasztalataim alapjan, csak a metafazisos sejtek targylemezen torténd megkeresését
gyorsitja fel jelentdsen, az egyes metafazisok kiértékelése tovabbra is manualisan kell,
hogy torténjen. Van lehetdség arra is, hogy a szoftver maga dontse el, hogy az egyes
metafazisokban van-e DIC, valamint meghatarozza ezek szadmat, azonban ennek
nagyobb a hibaszazaléka, mint ha manualisan értékelik a lemezt, igy megitélésem
szerint kevésbé alkalmas pontos dozisbecslésre.

A DIC-ek jelenléte alapjan sugarterhelés tényét igazolni vagy kizarni j6 pontossaggal
tudjuk, azzal a fenntartassal, hogy figyelembe kell venni a esetleges radiomimetikumok
altal okozott DIC-ek esélyét is. A dozis-hatas gorbével vannak bizonytalansagok,
minden értékelének célszerl sajat maga altal felvett gorbét hasznalni. Ha nem tudjuk,
hogy mennyi i1d6 telt el, millyen tipusi vagy milyen aranyu vegyes sugarzas érte a
személyt, mekkora testfeliileten, nem tudjuk megbecsiilni a dozist. Az egyéni

sugarérzékenyseg is eltér, az éppen fennalld karosodas mértékét viszont pontosan latjuk.
5.2.  Mikronukleusz teszt

5.2.1. A MN tulajdonsaga ¢s haszndlhatdsaga

Ionizalé sugarzés hatdsdra a DNS-ben kettdsszalu torések alakulnak ki. Ennek
kovetkeztében létrejonnek olyan kromoszoma toredékek, amelyekhez a normalis egy
helyett kettd, vagy nulla darab huzo6fonal kapcsolodik. A sejtosztodas soran ezek a

képletek nem képesek egyik utddsejtmagba sem atvandorolni, igy a telofazisban
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keletkezd két leanysejtmagokon kiviil rekedve mikronukleuszokat hoznak létre. A
besugarzott egyén limfocitaiiban a mikronukleuszok eléforduldsi gyakorisdga
dozisfiiggést mutat, s ez altal bioldgiai doziméterként alkalmazhatok. A
mikronukleuszok megjelenése azonban egyrészt nem specifikus a sugarexpoziciora,
masrészt ezzel a vizsgalati modszerrel IS meglehetésen nehezen kiilonithetd el a
részleges- és egésztest-expozicio (amennyiben a MN darabszam sejtenkénti eloszlasa
jelentdsen eltér, felmeriil a résztest besugarzas gyandja). A magas hattérszint és
kifejezett korfliggdség jelentdsen csokkenti e vizsgalati modszer megbizhatdsagat és
biodozimetriai célokra torténd alkalmazhatdsagat (azzal egyiitt is, hogy az értékelés

jelentdsen egyszeriibb és gyorsabb a DIC-hez képest).

5.2.2. A MN Moddszer

A modszer Kkivitelezése nagyfoku hasonlosagot mutat a fent leirt dicentrikus
kromoszoma analizissel, ezt az eljarast is a NAU 4ltal javasoltak alapjan az MH EK
JTKI Sugarbiologiai Laboratoriumaban készitett sajat laboratoriumi protokoll alapjan
végeztem. A vizsgalat ebben az esetben is litium heparinnal alvadasgatolt vérvételi
csovekbe levett vénas vérbdl indul ki, annyi kiilonbséggel, hogy 9,5ml tapoldathoz
0,5ml vért mértem. A sejtosztddast szintén phytohaemagglutinin-M-el stimuléltam,
majd ebben az esetben is 45 oran keresztiil inkubaltam a csdveket 37 °C-on. A
mikronukleusz teszt esetében a 45. o6ra utan 400ul cytochalasin-B hozziadasaval
allithaté meg a sejtosztodas a telofazisban, mivel a cytochalasin-B gatolja a leAanymagok
szétvalasat. Ezt kovetden a mintdkat tovabb inkubaltam 37 °C-on a 72. 6rdig. Az ezutan
kovetkezd hipotonizalasi, mosasi és centrifugdlasi 1épések szinte teljesen megegyeznek
a dicentrikus kormoszoma analizis esetében leirtakkal. A folyamatot ezesetben is a
mintak targylemezre cseppentése €s Giemsa festése zarta. A lemezek értékelése szintén
fénymikroszképpal tortént a NAU ajanldsa alapjan, melynek soran a binuklearis
sejtekben jelen levé mikronukleuszokat kell megszamolni, dozisonként 1000 sejtben.
Az eredményt az értékelés végén 100 binuklearis sejtre vonatkoztatva kell megadni (26.
abra). A dozisbecsléshez ebben az esetben is dozis-hatas gorbe felvételére van sziikség,
melyhez a besugarzas a fent leirtaknak megfelelden zajlott, a dicentrikus kromoszéma

analizistdl eltérden 0; 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0 Gy sugardozisokkal.
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26. abra: Binukledris sejtek 0, illetve 5 darab mikronukleusszal. Giemsa festés, 60-

szoros objektiv, sajat felvétel
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27. abra: Az MH EK JTKI Sugarbiologiai laboratoriumanak altalunk alkalmazott MN

kalibracios gorbéje. Sajat készités
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5.2.3. Eredmények

Az altalam elvégzett dicentrikus kromoszoma €s mikronukleusz preparalasok, valamint
az ezekbdl készitett lemezek értékelése alapjan elmondhato, hogy a modszer tenyésztési
ideje 1 nappal hosszabb, mint a dicentrikus kromoszoma analizis esetében, azonban a
mikroszkdpos értékelés jelentdsen konnyebb, ezaltal gyorsabb is. Ennek megfelelden a
két modszer iddigénye hozzavetdlegesen megegyezik, mivel azonban a limfocitdk
tenyésztése szamos minta esetében is szimultdn torténik, az értékelés viszont csak
egyesével lehetséges, nagy mintaszdm esetén a mikronukleusz teszt gyorsabban
eredményezhet dozisbecslést a teljes mintaszamra vonatkoztatva. Egy nagy volumenii
esemény soran, ahol adott esetben tobb szaz minta vizsgélatara keriilhet sor, mintaszdm
figgvényében mindkét fenti eljardssal tobb hétbe telik a dozisbecslés elvégzése az
Osszes mintan. Habar a mikronukleusz teszt értékelése nagyrészt automatizalhato, a
modszer  specificitds  limitdld  tényez6 a  biodozimetriai  alkalmazhatdsag
vonatkozasédban.

Irodalmi adatok alapjan [240] az latszik, hogy az elnyelt d6zis ndvekedésével nem csak
a mikronukleuszok szdma novekszik, hanem az eloszlasuk is megvaltozik: megnd a
tobb mikronukleuszt tartalmazd sejtek aranya. A résztest besugarzas természetébol
adoddan az adott testrészre nagyobb, mig a szervezet egészére aranyosan kisebb
sugarterhelést jelent, azonban az igy besugarzott limfocitdk a nagy sugérterhelés miatt
tobb mikronukleuszt fognak tartalmazni. Ebben az esetben sok mikronukleusz nélkiili
sejt mellett kisszamu, tobb mikronukleuszt tartalmazé sejt lesz jelen. [102]

Az altalam kiértékelt mintdk esetében elvégeztem a mikronukleuszokat tartalmazo
sejtek eloszlasanak vizsgalatat a mikronukleuszok szdma alapjan. Az 28. abran lathato
eredmények ezt a tézist tamasztjak ald. Ennek megfeleléen a mikronukleuszok
eloszlasfliggvénye alapjan a résztest besugarzas tényének megallapitasara is lehetdség
nyilik. Ennek igazoldsa azonban tovabbi, allatkisérletes vizsgalatokat igényel. Ugy
gondolom, a déziseloszas fiiggvény egy pontosabb dozismeghatarozast tesz lehetdvé,

ezért érdemes lehet a fejlesztésre.
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A sejtenkénti MN-szam eloszlasok a dozis fliggvényében

Sejtszam

0 0,1 0,2 0,5 1 1.5 2 2.5 3 35 4

Dézis (Gy)

28. 4bra: Kiilonbozd szamu MN-t tartalmazo sejtek eloszlasa a besugarzott dozis

fiiggvényében. Sajat dbra

Részt vettem két missziobol hazaérkezett tlinetes személy mintdjanak értékelésében
DIC és MN modszerrel, [102] esetiikben megéllapitast nyert a DIC-ek hidnya alapjan,
hogy a kozelmultban nem érte dket kimutathatd sugarkéarosodéas, de a mikronukleusz
szamuk emelkedett volt, valamint az egyik személynél tobb double minute is
tapasztalhatd volt, ami egyéb forrasbol szarmaz6 kéarosodasokra utal. Véleményem
szerint ebbdl kovetkezik, hogy az egyén biologiai kdrosodéasainak pontos felmérésé¢hez
tobb biodozimetriai eljards kombinacidoban vald alkalmazasa a legmegfelelébb

megkozelités.

5.2.4. Kovetkeztetések

A mikonukleusz teszt manudlis szdmolasa egyszeriibb, kevesebb gyakorlatot igényel,
mint a DIC mddszer esetében, véleményem szerint objektivebb és manualisan is elég
gyors eredményt ad.

Habar a MN teszt értékelése egyszeriibb, mint a DIC esetében, a mddszer kevésbé
specifikus, igy az eredményeket fenntartdssal kell kezelni. Vizsgalati rendszerben,
esetleg tridzs sordn alkalmazva azonban hasznos biodozimetriai eszkoz lehet. A

mikronukleusz szdm eloszlas alapjan kovetkeztetni tudunk az elszenvedett sugarterhelés
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mértékére, kiilondsen hasznos lehet ez a mddszer, ha valakit résztest besugarzas ért.
[241] A mikronukleuszok sejtenkénti eloszlasanak figyelembe vételével pontosabb
biodozimetriai eredményt adhatunk. Balaest esetén ugyanis nem életszerii, hogy ez

egész testet egyenletesen érje a sugarzas

5.3. Az alkalmazott PCR alapu médszer bemutatasa
5.3.1. Az mtDNS tulajdonsagai és alkalmazhat6saga

Kézenfekvd feltételezésnek tiinik, hogy az ionizéal6 sugarzas DNS karosito hatasat olyan
DNS szakaszon célszeri detektalni, ami a lehetd legnagyobb kopiaszamban van jelen,
ezaltal nagyobb a matematikai valdszinlisége annak, hogy a sugarzas okozta karosodést
ki tudjuk mutatni. A centromerek és a telomerek ismétlodé szakaszokkal rendelkezd
részei, valamint a mitokondiumok sajat DNS-e is potencidlisan megfelelhet ezekhez a
vizsgélatokhoz, a valasztdsom végiil az irodalomkutatds alapjan a mitokondriumokra
esett, mivel azon kiviil, hogy a magi DNS-nél nagyobb kopiaszdmban fordulnak eld, itt
a sugarérzékenység is nagyobb a helyben jatszodd termindlis oxidacid miatt. Az
irodalmi adatok alapjan [242] a leggyakrabban kialakulo6 mtDNS deléciét, a ,,common
delécio™-t vizsgalva képet kaphatunk a mtDNS karosodasanak mértékérol.

A miiszer és reagens igényét figyelembe véve a vizsgalat a katasztrofa helyszinén
elvégezhetd, akar kitelepiilt koriilmények kozott is. A mitokondridlis delécid gyorsan
kialakul, és sokaig fennmarad. A vizsgalat sejttenyésztést nem igényel, a mérést a PCR
késziilek végzi, ennek megfelelden az eredmény objektiv. A PCR rendszerben
nagyszamu minta rovid 1d6 alatt, parhuzamosan mérhetd és az eljaras gyors kimutatast

tesz lehetdvé.

5.3.2. A PCR mérésekhez hasznalt primerek bemutatasa

A PCR késziilékkel végzett mérés a soran az alabbi génszakaszok vizsgalata torténik, az

egyes szakaszokhoz tervezett primerparokkal:

5321. ,CD”

A common delécid kimutatasara, a CD-mtDNA4977 szakasz detektalasahoz a
primerpar a 4977 bp hosszl delécios szakasz két végére lett tervezve és a PCR olyan
beallitasok mellett ment végbe, hogy termékképzddés csak abban az esetben menjen

végbe, ha a delécids szakasz nincs jelen a genomban. (29. abra) A ciklusid6 rovidsége
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miatt a vad tipusban ez a szakasz nem tud felsokszorozddni, a delécidsban viszont igen,

igy ennek a segitségével pedig a delécios DNS mennyiségét tudom mérni.

Forward primer

\

Reverse primer i
——

29. dbra: A CD meghatarozasa PCR segitségével. Az alkalmazott beallitdsok mellett

Delécios

mtDNS

csak abban az esetben van amplifikacio, ha a CD kialakul a mitokondrialis DNS-ben.

Sajat dbra
5322. ,ID”

A mitokondrialis DNS-ben kialakul6 tandem duplikacié kimutatasahoz egy back-to-
back primerpart terveztem. Amplikonként a Kkeresett 193 bp-bol allo szakasz
duplikacigja utan kialakuld mtDNS szekvenciat vettem alapul. A kivalasztott primerpar
5’ végei kozott 9 bazis tavolsag van, amely a nem duplikalddott szekvencidn egymassal
ellentétes iranyban inicializdlnd a DNS szintézisét, azonban, és csakis akkor, ha a

duplikaciéo megtortént a PCR reakcio soran termékképzddést tapasztalunk. (30. dbra)
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—

<4

Duplikacio kialakulasa

—

<4

30. abra: A mitokondrialis DNS tandem duplikacidja estén a primerkotohelyek is
megkettdzddnek. Az egymassal ellentétes iranyba ir6do primerekkel csak a megfeleld

duplikaciot tartalmazo mtDNS-bdl képzddik PCR termék. Sajat dbra

5.3.2.3. ,,Minor”

A mitokondrialis genom ,,minor arc” részének egy szakaszat sokszorositja fel, ez a
normal és a delécios DNS-ben is jelen van (ezen a szakaszon ritkan alakulnak ki

deléciok). Ezzel tudom mérni az 6sszes mitokondrialis DNS (mtDNS) mennyiségét.

5.3.24. ,Major”

A primerpar a DNS, azon belill is a ,,major arc” azon szakaszara lett tervezve, amely
kiesik a genombdl a delécid soran, igy ezzel mérni tudom a delécid nélkiili, vad tipusa
DNS mennyiségét A primerpar alkalmazasa néhany mérés utan feleslegesnek bizonyult,
mivel a delécid nagyon alacsony szdmban fordul eld, emiatt a Minor és a Major

primerparok altal mért kopiaszdm nem adott megkiilonbdztethetd eredményt.
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5.3.25. "GAPDH"

A sejtmagban 1évé DNS (nukleéris vagy nDNS) mennyiségét, amely a sejtek szamaval
aranyos a "GAPDH" gén mennyiségének valtozasan keresztiil az alkalmazott sugarzasi
dozisok mennyiségének fliggvényében vizsgalom.

A vizsgalatok soran alkalmazott primerek szekvencidjat a 8. tdblazatban ismertetem. A
nem sajat tervezésli primerek esetében a hivatkozas a forrasmivet jeloli. A primereket

az Integrated DNA Technologies szintetizalta.
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Termék
Név Pozicid Szekvencia 5°-3°
hossza
CD
mt 8295-
Forward 8323 CCCACTGTAAAGCTAACTTAGCATTAACC
17
[17] 374 bp
CD
mt 13642-
Reverse AGGTTGACCTGTTAGGGTGAGA
13621
[243]
D
mt  406-
Forward 428 TTTTTGGCGGTATGCACTTTTAAC
sajat
E)J ) 185 bp
mt 376- | GAAATCTGGTTAGGCTGGTG
Reverse
396
(sajat)
Minor mt
Forward | 16,528- CTAAATAGCCCACACGTTCCC
244 16,548
[_—] 83 bp
Minor mt 23-42
Reverse AGAGCTCCCGTGAGTGGTTA
[244]
GAPDH | ch12,p12
CGACCACTTTGTCAAGCTCA
Forward | 6537970-
[227] 6537989
332 bp
GAPDH | ch12,p12
Reverse | 6538301- | AGGGGTCTACATGGCAACTG
[227] 6538282

8. Téablazat: A vizsgalat soran alkalmazott primerek

5.3.3. A PCR reakcidok menete interkalalodo festékkel

A qPCR mérések BioRad CFX96 Touch™ Real-Time PCR (Bio-Rad Laboratories, CA,
USA) és Light Cycler késziilékkel késziiltek.
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A kitleirasnak megfeleléen 20 pl PCR mix ~100 ng DNS-t tartalmazott templatként,
valamint 10 pl QuantiNova SYBR Green PCR mastermixet és a forward és reverse
primereket 0,7-0,7 uM koncentracidban. A DNS koncentracié ellenérzésére Qubit
fluoriméterrel tortént a gyarto leirasa alapjan.

A PCR-reakcié paramétereit az 9. tablazat foglalja 6ssze. A fluoreszcens jel leolvasasa
minden ciklus polimerizacios 1épése utan megtortént. A PCR-reakciéo utan a kapott

termék megeleldségének ellendrzésére olvadasi gorbe analizist alkalmaztam.

Denaturaci6 és Enzimaktivalas 2 perc 95°C
Denaturacio 30 masodperc | 95°C
50x | Annealing 30 masodperc | 60°C
Polimerizacio 60 masodperc | 72°C
Végso extenzid 10 perc 72°C

9. tablazat mitokondrialis CD detektalasara hasznalt PCR reakcioban alkalmazott

hémérsékleti ciklusok

Amplification

G000 +

5000 +

i e
4000 i

RFU
N\

"
3000 £ A

2000 +

1000 4 i Fi)

Cycles
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31. abra: egy CD kimutatasat célz6 PCR-reakcié amplifikacids gorbéje (sajat mérés).
Az abra a mérdeszkoz sajat szoftverével késziilt, a szoftver nyelve angol, ezért a

feliratok mérete és nyelve nem allithato

5.3.4. A mitokondridlis TD vizsgalata fluoreszcens probe-okkal

Az el6z0 fejezetben leirt kisérleti felallas specifitasanak javitasa érdekében a PCR
reakciot SYBR Green interkalalodo festék helyett specifikus probe-okkal végeztem el.
Ezek olyan fluoreszcensen jelolt oligonukleotidok, amelyek komplementerek a PCR
termékkel és akkor adnak fluoreszcens jelet, ha az elére meghatarozott termék jelen van
a PCR reakcioban, igy a reakcio soran képzddo esetleges melléktermékek nem torzitjak
a mérési eredményeket. Az eldzetes eredményeim alapjan be tudtam sziikiteni, mely -
irodalomban mar leirt - tandem duplikaciok johetnek szoba, mint target. Az irodalmi
adatok alapjan alkotott amplikonra terveztem két FAM-jeldlt probe-ot. Ez az eljaras
specifikusabb az eredeti felallasnal, igy a vizsgalatoktol tisztdbb képet vartam a
sugarhatasrol a fenti két DNS modosulés tekintetében.

A moddszer megegyezett az el6zd fejezetben ismertetettel, azzal az eltéréssel, hogy a
PCR reakciohoz hasznalt primerek eltértek (5.3.2. fejezet), a reakcidhoz a fent leirt sajat
tervezést probe-okat adtam, valamint a SYBR Green interkalalodo festéket tartalmazo
Master mixet a fluoreszcens probe-oknak megfelelé Master mix-re cseréltem. A
kiindulasi DNS mintdk megegyeztek a korabbi vizsgalatoknal leirtakkal. A probe-okat

az Integrated DNA Technologies szintetizalta.

Név Szekvencia 5°-3’

GAPDH CCCAGCAAGAGCACAAGAGGAAGA
Minor TCACGATGGATCACAGGTCTATCACC
TD1 CCCTCCCACTCCCATACTACTAATCTC
TD2 CGCTTCTGGCCACAGCACTTAAAC

10. tablazat: A fent leirt primerekkel egyiitt alkalmazott sajat tervezést fluoreszcens

probe-ok szekvenciaja

5.3.5. Statisztikai analizis
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A kisérleti adatokat (fluoreszcencia értékek és az ezek alapjan késziilt amplifikacios
gorbék) a BioRad CFX 96 PCR késziilék sajat programjaval gyljtdttem Ossze. Az
adatokat ezutan MS Excellel rendszereztem. Mivel kiiszobciklusok nem lineérisak és
inverzek a mennyiségiikben, bevezettem a virtualis példanyszam-transzformaciot a
ciklusidokbol, amely mar linearis, lehetévé téve a nyers adatok statisztikai
feldolgozasat. Az adatokat a statisztikai elemzésekhez az 1/(2°Ct) = E egyenlettel
linearizéltam.

A sejtmagok, a mitokondriumok és a delécidés mitokondriumok térfogategységre eso
szdmaranyat a GAPDH, Minor, CD mintdk mért Ct (kiiszobciklus) értékeibdl
szamitottam az 1/(2"Ct) képlet alkalmazésaval.

A statisztikai elemzés soran felhasznalt kisérleti adatokat atlag + SD formatumban
mutatom be, mivel a donorok minden dézishoz tartozd6 mintajabol két parhuzamos
mérés készilt. A nem megfeleld termék képzodése miatt kizart mérési pontok azt
eredményezik, hogy az egyes pontokhoz eltér6 szamu mérési eredmény tarsulhat. A
tobb mérési eredménnyel rendelkezé pontokon a pontok atlagat rendeltem az adott
donorhoz. Ez aldl kivételt képez a statisztikai ellendrzés folyaman elvégzett normalitas
teszt, ahol a pontokat kiilon vettem figyelembe.

A 4977 bp-os mtDNS delécids aranyat egyiranyl varianciaanalizissel vizsgaltam. Az
Osszes statisztikai elemzést ’ratio paired’ t-ptobaval végeztem, GraphPad Prism6
statisztikai szoftver segitségével. A P <0,05 értéket statisztikailag szignifikans

kiilonbségnek tekintem.
5.3.6. A PCR termékek ellenOrzése

5.3.6.1. A PCR termékek ellendrzése az olvadaspontok alapjan

Az interkalalodo festékkel elvégzett PCR esetében barmilyen termék fluoreszcens jelet
ad, ahol amplifikaci6 torténik. Az amplifikacié végén azonban olvadasi gorbék
felvételével pontosan ellendrizhetd a specifikus termék jelenléte. Ennek 1ényege, hogy a
reakcid soran keletkezett termékeket a késziilék nagyon lassan, fokozatosan melegiti fel.
Amikor a termék eléri az olvadaspontjat, a DNS két szdla elvalik egymastol, a festék
elvalik a DNS-t6l, a fluoreszcencia igy hirtelen lecsokken. A melegités soran detektalt
fluoreszcencia adja az olvadasi gorbét (,,melting curve”), melynek derivaltjarol

olvashato le az olvadasi hdmérséklet.
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32. dbra: egy CD kimutatacat célzo PCR-reakcid olvadasi gorbéje, azokat a reakciokat,
ahol nem megfeleld termék képzddott kizartam az értékelésbdl. Az abran 74 °C-nél nem
specifikus termék latszik (sajat mérés). Az dbra a mérdeszkoz sajat szoftverével késziilt,

a szoftver nyelve angol, ezért a feliratok mérete és nyelve nem 4llithatd. Sajat diagram

5.3.6.2. A PCR termékek ellenérzése gélelektroforézissel

A PCR termékeket etidium-bromiddal festett, 1%-os agar6z gélelektroforézissel
valasztottam el. Az elkésziilt gélek értékelését Alpha Innotech Fluorchem 5500 Gel
Imaging System késziilékkel végeztem. Az értékelés soran csak azokat a mintakat
vettem figyelembe, amelyekben a gélelektroforézis soran a vart termék jelent meg (8.
tablazat). Ahol nem, azt az értéket nem vettem figyelembe a szdmitasnal, ha mindkettd
O volt atlagolassal képeztem a mérési pontot, azzal szamoltam tovabb. Mivel a hasznalt
primerpar mas tipusu torléseket is kimutathat, azok a mintak is kizarasra kertiltek, ahol a

vart termék mellett mas termékek is megjelennek, és a nem vart termék hangsulyosabb.
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33. abra: CD vizsgalathoz késziilt PCR termékek gélelektrofortikus képe. Balrol a 7. és

a 14. pozicidban levo termékek kizarasra kertiltek az adatfeldolgozasbol a nem
megfeleld termék képzddése miatt (a 2. és a 11. pozicidban nem taldlhatdé minta, mig az
utolso kettdben rendre a Minor és a GAPDH gének amplifikalt terméke talalhato). Sajat

felvétel

5.3.7. A biologiai minta kivalasztasadnak elve CD és TD kimutatasara

Az emberi szervezetben rengeteg sejttipus 1étezik, amely alkalmas lehet a mitokondrium
valtozasainak vizsgalatara. A megfeleld mintatipus kivalasztasanal fontos szempont
volt, hogy konnyen hozzaférhetd bioldgiai mintat valasszak. A modszerbeallitas kezdeti
1épéseit Jurkat sejtvonalon végeztem. Ez egy huméan T limfocita eredetii sejtvonal,
vagyis a human mitokondriumokra tevezett PCR primerekkel miikodik, a teljes vérre
tervezett méréseimhez jO modellnek tiint. Az allatkisérletes mintdkat éppen a
mitokondriumok fajok kozotti eltérései miatt nem tartottam célravezetonek. A Jurkat
sejtek hatranya, hogy immortalizalt sejtvonal 1évén allandd osztdédasban van, eziltal a
repair enzimek is masképp milkddnek, mint a keringésre jellemzd nyugvo

limfocitadkban.
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A kisérletsorozat kovetkezd 1épéseként mar valodi vért hasznaltam kiinduldsi mintanak.
Mivel munkahelyemen, az MH EK JTKI-ban hagyomanya volt a PRP frakcio, azaz a
vérlemezkedus vérplazma hasznalatinak mas mérésekben, ez célszer(i valasztasnak tlint,
mivel a vérlemezkék nem tartalmaznak sejtmagot, mitokondriumot viszont igen.
Irodalombol ismert, [245] hogy ionizalo sugarzasra in vivo érzékenyen reagalnak. A
vérlemezkedus plazma utan kovetkezd mintatipusként a teljes vér hasznalhatosagat
vizsgaltam, mint kiindulasi minta.

A vizsgalatokhoz a vérmintakat natrium-citrattal alvadasgatolt vérvételi csovekbe vette
az erre kiképzett szakszemélyzet. A laboratoriumi gyakorlatban a vérlemezkéken
végzett vizsgalatokhoz a natrium-citratot hasznaljak leggyakrabban, mint alvadasgatlot
(a véralvadas gatlasa mellett is lehet6vé teszi a vérlemezkék aktivacidjat), ezért a
vizsgalataimhoz ¢én is ezt alkalmaztam. Ez aldl kivételt képeznek a bleomycinnel
végzett vizsgalatok, ahol litium-heparinnal kezelt csovekbe tortént a vérvétel, mivel a
bleomycin nem stabil savas kozegben és ez az alvadasgatld a legkevésbé savas

kémbhatast a forgalomban levd vérvételi csovek koziil.

5.4. CD kimutatasa Jurkat sejteken (Elokisérlet)
5.4.1. Hipotézis

A Jurkat sejtvonal egy limfocita eredetli sejtvonal, amely hasznalhatdé modellsejtnek a
PCR vizsgalatokhoz. Nem volt sziikség vérvételre, (igy etikai engedély sem sziikséges
hozz4) és mar a kutatasom kezdetén rendelkezésre allt. A Jurkat sejtvonallal kezdtem a
mérés bedllitdsat. Ezzel az eljardssal a vérvételt ebben az esetben a Jurkat
sejttenyészetbdl torténd mintavétel helyettesitette.

Késobb hatranynak bizonyult az erdteljes és a sejtek allapotatdl, sejtstirliségtol fiiggd,
valtoz6 osztddasi rata, ami megnehezitette a sejtszam bedllitasat hosszabb iddre, a
mérés idétartamara. Mivel az 0sztdodo €s a nyugvo sejtek sugarérzékenysége eltérd, a
Jurkat tenyészet csak korlatozottan volt alkalmas a mérések modellezésére, azonban a
modszer technikai részleteinek a beallitaisathoz megfeleld volt. Ennek megfeleléen a

tovabbi méréseket vénds véren végeztem.

5.4.2. Modszer

A mintdk besugarzasa az 5.1 fejezetben leirtak szerint tortént. A mintak besugarzisa

sejtteny€sztd flaskdkban tortént, az 5.1. fejezetben leirt tenyésztd médiumban. A
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besugarzas ¢és a nukleinsav izolalas kozt eltelt id6 24 6ra volt. A nukleinsav izolalast
QIAamp DNA Blood Mini Kit segitségével végeztem, a gyart6 ajanldsa alapjan. Az igy
kapott teljes DNS izoldtumokat hasznaltam fel a polimerdaz lancreakcid (PCR)
vizsgalatokhoz. A PCR reakcié soran SYBR Green interkalalodé festéket tartalmazo
Master mixet (Quantinova) hasznaltam. A méréseket BioRad CFX96 Real-Time PCR
késziiléken végeztem. A fent ismertetett primerekkel a vizsgalati rendszerben a

GAPDH, a Minor ¢és a CD szakaszok egymashoz viszonyitott mennyiségét vizsgaltam.

5.4.3. Eredmények

Jurkat sejttenyészet amplifikacios gorbéi
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34. abra: A CD és a Minor primerparokkal az els6 szakaszon. exponecialis gorbéket
latunk. Jurkat sejt izolatum minta, 0, 0.5 és 2 Gy besugarzas utan. BioRad CFX96

késziilék. Sajat diagram

A Jurkat-sejteken torténd méréssorozat a késébbi, tényleges mérések beallitasaban
jatszott fontos szerepet, de csak korlatozottan alkalmas a limfocitdk miitkodésének a
modellezésére. A tenyészet alkalmas volt a mérési rendszer alapvetd paramétereinek a

beallitasara.

5.4.4. Kovetkeztetés
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Az eldzetes eredmények bebizonyitottdk, hogy a tervezett kisérleti rendszer 6nalldan
limfocitdkon is miikodik, igy feltételezhetden a vér tobbi alakos elemének esetében is

miikddni fog.

5.5. CD kimutatasa vérlemezkedus frakcioban (PRP) (Elékisérlet)
5.5.1. Hipotézis

A vérlemezkék nem osztédnak ¢és nincs sejtmagjuk sem, igy DNS tartalmuk
mitokondrialis eredetli. Sugarhatasra nagyon érzékeny, ezért varhatdo sok common

delécid kialakulasa.

5.5.2. Modszer

A vért vénas vérvétel utjan, natrium-citrattal alvadasgatolt vérvételi csovek
felhasznalaséaval, szakképzett személyzet gyiijtdtte. A mintékat a besugarzando doézisok
szdmanak megfeleléen 1,5 ml térfogatdl mikrocentrifuga csdvekbe osztottam szét,
1égkori oxigén alatt a csdvekbe 1,4 ml vért adtam. A levett vér PRP frakcigjat 15 percig
100g-n torténd centrifugalassal valasztottam el. A mintdk besugarzésa az 5.1 fejezet
szerint tortént, a PRP frakcid készitése a besugarzas utan 24 oraval, kozvetleniil az
izolalas el6tt tortént.

A nukleinsav izoldlast a PRP frakciobol QIAamp DNA Blood Mini Kit segitségével
végeztem, a gyartod ajanlasa alapjan. Az igy kapott teljes DNS izolatumokat hasznaltam
fel a polimeraz lancreakcio (PCR) vizsgalatokhoz.

A PCR reakciéo sordn SYBR Green interkaldlodo festéket tartalmazé Master mixet
(Quantinova) hasznaltam. A méréseket LightCycler 2.0 Real-Time PCR késziiléken
végeztem. A fent ismertetett primerekkel a vizsgalati rendszerben a Minor és a CD
szakaszok egymashoz viszonyitott mennyiségét vizsgaltam. Magi markert ebben a
kisérleti felallasban nem vizsgalam, mivel a vérlemezkék nem rendelkeznek sejtmaggal.

A kiserleti adatok statisztikai feldolgozasa az 5.3.5. fejezet alapjan tortént.

5.5.3. Eredmények

A mintdknak nagy volt a szdrasa a preparatum készitése miatt, ezért a kiindulasi értéket,
a kontroll értéket egységnyinek tekintettem. Amint az a 35. abran latszik, a delécids
DNS mennyisége ndvekszik a kontroll mintdkhoz képest és maximumot mutat 0.5 Gy

besugarzas hatasara. Tovabb vizsgalva a koriilményeket azt tapasztaltam, hogy a
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mitokondrialis DNS maga is hasonld képet mutat. Ez azonban csak DNS szintézissel
magyarazhat6. A két mérés hanyadosabol az latszik, hogy a DNS szintézis erételjesebb,

mint a CD kialakulas.

Az mtDNS mennyiségének alakulasa a
besugarzas hatasara
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35. abra: A mitokondrialis DNS detektalasa vérlemezke frakcioban. Ez a novekedés 24

Oraval a besugarzas utan csak DNS szintézissel magyarazhato. Sajat diagram

A delécios mtDNS mennyiségének
alakulasa a besugarzas hatdsara
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36. abra: A mitokondrialis DNS deléciok a vérlemezke frakcioban novekedést mutattak

egy harang gorbe alapjan. A maximum 0,5 Gy-nél volt megfigyelhetd. Sajat diagram

A delécidés mitokondriumok aranya
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37. abra: A mitokondrialis DNS és a deléciok detektalasa vérlemezke frakcioban. A

hanyados a mtDNS-re jut6 delécios mtDNS molekulak aranyat jelzi. Sajat diagram

A CD forma novekedését nem latjuk az abran, s6t mintha csokkenés torténne, bar nem
szignifikans. Az el6z0 grafikonokbdl arra kovetkeztetek, hogy a mitokondriumok
aktivalodasa és az mtDNS szintézise, €s a delécios forma eliminécidja kezdodott meg a
sugarzas hatasara. Ebben a mérésben még nem alkalmaztam magi markrert, igy nem
lehet megmondani, hogy a jelenlévo limfocitak magi DNS szintézise szintén beindul-e a

hattérben.

5.5.4. Kovetkeztetések

A CD forma mennyiségének ndvekedését ionizald sugarzas hatasara vérlemezkkedus
preparatumban sem igazolni, sem kizdrni nem sikeriilt.

A centrifugalassal készitett vérlemezke preparatumokat mikroszkoppal i
megvizsgaltam, ennek soran azt tapasztaltam, hogy a preparatumok limfocitdkkal kis
mértékben szennyezettnek, azonban az egyes preparatumok limfocita tartalma eltért. Ez
a késébbi vizsgalatok soran jelentds foka bizonytalansagot okozott, ugyanis az
eredmények azt mutatjak, hogy a preparatum készitése nem jol reprodukalhato és az
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alacsony DNS tartalom miatt nehézségek léptek fel az izolatumok mindségével
kapcsolatban is. Léteznek tiszta vérlemezkéket el6allitd preperatumok is, de ezek
biodozimetriai célbol nem gazdasagosak. A rossz reprodukalhatosag és a magas sz6as
ellenére az eredmények biztatoak. Az eredmények értelmezésében nehézséget jelent,
hogy nem ismert milyen a DNS repair szintje egy olyan sejtorganellumban, aminek mar
nincs sejtmagja. A delécid kialakuldsanal a lancvégek Osszekapcsolasdhoz ugyanis
sziilkséges az enzimek miikddése, ez sejtmag hijan nehézségekbe iitkdzhet. A
vizsgalatok soran mar a kezeletlen mintaknal is magas volt az értékek szorasa igy a
valtozas mértékét abrazoltam a kezeletlen mintak atlagdhoz viszonyitva, azonban ez
ugyan azt mutatja, hogy van valtozas a do6zis novekedésével, a magas szoras értékek
miatt az eljards dozimetriai vizsgalatokra nem alkalmas. A vérlemezkék élettartama a
keringésben 7-10 nap, igy a vizsgalat gyakorlati alkalmazhatosaga korlatozott.

A minor marker ndvekedése a kontrollhoz képest a besugarzott mintakban, kiilondsen
0,5 Gy koriil a mitokondriumok aktivaciojara utal. A vizsgalat felhivta a figyelmet a
vérlemezkék heterogenitasara és komplex viselkedésére. A fiatal vérlemezkék a
keringésben tobb mMRNS-t tartalmaznak a citoplazmaban, a levett vérben 24 6ra mulva
mar kevesebb RNS tartalma vérlemezke van. [246] Arra vannak adatok, hogy a
vérlemezkében is folyik DNS szintézis, azonban a repair tevékenységet nem sikeriilt
detektalni. [247] Tekintettel arra, hogy a levett vért sugarozzuk be, a vérlemezkék
oregedésével, és az ebbdl adddd szordssal is szamolni kell. Ezen kiviil aktivalodas
esetén a fehérvérsejtekhez kotddhetnek, ezért egy része esetleg nem jelenik meg a PRP
frakcioban. Ez mindenképpen egyfajta szelekciot jelent. A késobb alkalmazott teljes vér
preparatumnal, amelynek ez a frakcio is szerves alkotorésze ezekre a koriilményekre is
figyelemmel voltam. A késébbiekben még érdekes lehet majd az egyes sejttipusok teljes
mitokondrialis DNS-ének kiilon-kolon vizsgalata a specificitas novelésére, azonban a
vérlemezkedus frakci6 — bar egyszeriien, gyorsan eldallithatd, a sejtszennyezés, és az
esetleges szelektiv vérlemezke vesztés miatt nem valtotta be a hozza fliz6tt reményeket

a dozimetriai fejlesztés szempontjabol.

5.6. CD kimutatasa teljes véren, ionizalé sugarzas hatasara

5.6.1. Hipotézis

Szamos kozlemény jelent meg arrol, hogy teljes vérbdl nem minden esetben mutathatd

ki egyforma mértékben a CD forma. [248][249] A CD kimutatasara a legtobb szerzo
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sejtvonalakat vagy allandosult szovetek primer preparatumat hasznalja. [17][223] En
ennek ellenére a teljes vért valasztottam, mert a vér az egyik legkonnyebben
hozzaférhetd szovet, a parhuzamosan zajlé hagyomanyos biodozimetriai vizsgalatokban
is ezt hasznaljak.

A vérlemezkéken végzett mérések arra engedtek kovetkeztetni, hogy a sejtmag hianya
csokkenti a modszer alkalmazhatdsagat, igy feltételezhetd, hogy a teljes véren végzett
vizsgalatok a vér komplexitdsa okan hitelesebb képet adnak a moddszer

alkalmazhat6sagarol és csokkentik az adatok szorasat.

5.6.2. Modszer

A mintdkat a besugdrzand6 dozisok szadmanak megfeleléen 1,5 ml térfogata
mikrocentrifuga csdvekbe osztottam szét, 1égkori oxigén alatt a csovekbe 1,4 ml vért
adtam. A vakuum fontos, hogy elkeriiljik a vérminta atmoszférikus oxigénnel vald
érintkezését, hogy megorizziikk vénas jellegét, mivel a mitokondrium szabad gyokok
képzddését befolydsolhatja az oxigén mennyisége. [2] A vér szine a vér

oxigénellatdsanak indikatora.
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38. abra: A vér szine valtozik az oxigenizaltsag fligvényében. A bal oldali cs6ben a vér

tobb oxigénnel volt inkubalva, igy az vilagosabb szinii, mint a jobb oldali minta, ahol a

vérminta folott kevesebb levegd maradt a csében. Sajat felvétel

A mintak besugirzasa az 5.1 fejezet szerint tortént. A besugarzas a vérvétel utan 2
oraval tortént, a DNS-izolalas a besugarzast kovetden 3, 24, illetve 48 oraval végeztem
el. A besugarzast kovetden a vérmintakat 3/24/48 oran 4t szobahdn fényt6l védve
inkubéltam. A nukleinsav izoldlast QIAamp DNA Blood Mini Kit segitségével
végeztem, a gyarto ajanldsa alapjan. Az igy kapott teljes DNS izoldtumokat hasznaltam
fel a polimeraz lancreakcié (PCR) vizsgéalatokhoz. A PCR reakcié soran SYBR Green
interkalalodo festéket tartalmazd Master mixet (Quantinova) hasznaltam. A méréseket
BioRad CFX96 Real-Time PCR késziiléken végeztem. A fent ismertetett primerekkel a
vizsgalati rendszerben a GAPDH, a Minor és a CD szakaszok egymdashoz viszonyitott
mennyiségét vizsgaltam. A PCR-termékeket az 5.3.4 fejezet szerint agaroz
gélelektroforézissel ellendriztem. A kiserleti adatok statisztikai feldolgozasa az 5.3.5.

fejezet alapjan tortént.
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5.6.3. Eredmények

5.6.3.1. GAPDH

Glicerinaldehidfoszfat-dehidrogenazt (GAPDH-t) egyetlen nuklearis gén kodolja, amely
a 12-es kromoszoman helyezkedik el. Kromoszomalis elhelyezkedése 12p13.31. Ennek
az amplikonnak a mennyisége a sejtek szamara utal, a DNS-szintézis fokozza, az
apoptozis csokkenti a kopiaszamot. Természetesen a génnek két példanya van a diploid
magban. A GAPDH szint valtozasa a DNS szintézist vagy a sejtpusztulast tiikkrozheti.

A virtudlis példanyszam valtozasat a GAPDH (magmarker), a Minor (mitokondridlis
marker) és a CD (delécios marker) Ct értékeibdl szamitottam.

A GAPDH gén mennyiségében nem tapasztalhaté szignifikdns kiilonbség a nem

besugarzott mintdhoz képest.

GAPDH mennyisége a besugarzas utan 3
oraval
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39. dbra: GAPDH gén mennyisége besugarzas hatasara 3 draval a besugarzas utan. Sajat

diagram
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GAPDH mennyisége a besugarzas utan
24 oraval
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40. abra: GAPDH gén mennyisége besugarzas hatasara teljes vérben. A sejtenkénti
nDNS mennyiség a besugarzas utan egy nappal sem mutat jelentds valtozast az
alkalmazott rontgen besugarzas dozisanak fliiggvényében. Vagyis sem jelentésebb

nDNS szintézis, sem degradacié nem mutathat6 ki. Sajat diagram

Az abréabdl talan gy tiinik, bar statisztikailag nem igazolhat6, hogy a sugarzés 0,5-1 Gy
koriil a limfocitdk osztodasat meginditja, 2-4 Gy koriil a sejtpusztulas jelei lathatok,
kiilondsen a hosszabb, 24 oras inkubalas utan. Ez utalhat a limfocidk aktivalodasara,
ami a sugarzas hasznos hatdsa lehet, illetve a nagyobb dézisoknal a citotoxikus hatasra,
ami a sugarterapia alapja, azonban nem tekinthetiink el att6l, hogy ez ex vivo vérminta,

a hatasok eltérhetnek a szervezetben tapasztaltaktol.

5.6.3.2. Minor

A Minornak nevezett termék a mitokondrialis DNS kisebbik ivébol szarmazik, errél lett
elnevezve. [244] Ez a szekvencia nem tartalmaz hipervariabilis részt, és ez a régid
ritkdn szenved deléciot. Ennek a terméknek az mennyisége a sejtekben az mtDNS
szintézisének koszonhetéen novekedhet, mitofagia soran csokkenhet. Ilyen hatast
azonban nem tapasztaltam ebben a mérésben, vagyis a mitokondriumok szama jo
vonatkoztatasi alapot ad a delécid vizsgalatahoz.

Az GAPDH-val (40. abra) aranyosan valtozott a mitokondriumok szama is, igy a

hanyadosuk gyakorlatilag allandé (NS, P> 0,05, aranyparos t-proba).
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Sejtenkénti mtDNS mennyiség
besugarzas utan 3 draval teljes vérben
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41. abra: Teljes vérben a sejtenkénti mtDNS mennyiség a besugarzas utan 3 oraval nem
mutat jelentds valtozast az alkalmazott rontgen besugarzas dozisanak fliggvényében.
Megjegyzés: a magvas sejtekben a GAPDH 2 kopiaval van jelen, vagyis egy sejtre kb.
80-90 mtDNS jut. Nagy azonban a kiilonbség az egyes sejtes alkotok mitokondrium
szama kozott. [250] Sajat diagram
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Sejtenkénti mtDNS mennyiség besugarzas
utan 24 oraval teljes vérben
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42. dbra Teljes vérben a sejtenkénti mtDNS mennyiség a besugarzas utan egy nappal
sem mutat jelentOs valtozast az alkalmazott rontgen besugarzas dozisanak
fliggvényében. Vagyis sem jelentésebb mtDNS szintézis, sem degradacié nem
mutathato ki. Sajat diagram
Az &brabol lathato, hogy a mitokondriumok sejtenkéni szdma nem valtozik jelentdsen
az ionizal6 sugarzas hatdsara az altalunk alkalmazott dézistartomanyban sem 3 sem 24
ora elteltével. Ez azt mutatja, ha indul is DNS szintézis a magban, ezzel az mtDNS

szintézis 1épést tart, igy a hanyadoson nem kimutathato a valtozas.

5.6.3.3. A common delécids ,,CD” marker

A vérlemezke preparatumon tett el6kisérletek alapjan, mikor is a Minorral vald osztas
utan - mivel az egészséges mitokondiumokra vonatkoztattam - elveszett a CD valtozas
kimutathatésdga, a CD marker vizsgalatdra a korabbi idOpont tiint igéretesnek, a
besugarzastél szamitott 3 oras, amikor még a gemomi és a mitokondridlis DNS
esetleges szintézisével kevésbé kell szamolni. Amint az az eléz6 2-2 grafinon
Osszehasonlitasaval megfigyelhetd, ebben az idépontban a GAPDH ¢és a min marker is
egyenlenesebb, valtozas nélkiili képet mutatott, kisebb szorassal, mint a 24 Orés.
Természetesen arra is kivancsi voltam, igy 24 O6ras preparatumok is késziiltek. A
delécios mitokondridlis DNS mennyisége a besugdrzas hatdsara érzékenyen valtozik.

Jelen kisérleti koriilmények kozott megfigyelhetjiik, hogy a CD marker érzékenyebben

121



reagal a sugarexpoziciora, mint az mtDNS markere a Minor. A CD marker tekintetében
a kis dozisoknal tapasztalhatdo emelkedés utdn nagyon meredek esés latszik, ami mar 1

Gy-nél is megfigyelheto.

A delécidos mitokondriumok aranya
besugadrzas utan 3 draval teljes vérben
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43. dbra: A delécids és az egészséges mtDNS ardnyanak valtozasa a besugarzott dozis
fliggvényében 3 ora elteltével (n=7). 0-0,5 Gy kozott emelkedést tapasztalhatd, ami 1

Gy-nél visszaesik az alapszintre. Sajat diagram
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A delécidés mitokondriumok aranya
besugarzas utan 3 draval
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44. abra: A delécios MDNS molekulak aranya az mtDNS teljes mennyiségéhez

viszonyitva a besugarzas utan 3 draval. Sajat diagram

A CD arany egy ideig nd, majd csokken és talan ujabb novekedés is torténne, azonban
ez mar nem latszik az altalam valasztott dézistartomanyban. Ilyen viselkedés mogott
altalaban minimum két ellentétes hatas all. Az el6z6ekbdl lathato, hogy az alkalmazott
dozistartomanyban a relativ sejtszam nem valtozott, és a mitokondrialis DNS teljes
mennyisége enyhe csokkenést mutatott nagy dozisok esetén. Ez utdbbi valdsziniileg a
sugarzas altal kivaltott apoptézis kezdetét jelzi, amely a besugarzds utan 3 oraval
sejtszinten/a magi gének szintjén nem mutathat6 ki. Ennek megfeleléen a Minor marker
mennyisége csOkken, mig a GAPDH esetében ez nem figyelhetd meg. A delécids
mtDNS ardnya alacsonyabb doézisokndl a besugéarzott dozist fiiggvényében novekszik,
nagy dozisoknal ez az arany jelentdsen csokken, ami valdsziniileg annak is kdszonhetd,
hogy a mitofagia folyamata el0szor a sériilt mitokondrialis DNS-t érinti. [251]
Feltételezhetden kevesebb DNS kettds torés esetében a repair, mig tobb torés esetén a
DNS degradécidja van talsulyban. 24 oraval a besugarzas utan, bar a kép némileg még
emlékeztet a 3 Orasra, a CD képzddés mintazata megvaltozik. Ez talan abbol a ténybdl
adodik, hogy a CD képzddése nem eléggé sugarzasspecifikus, és egy 24 oraval
korabban levett vérmintdban lehetnek olyan fizikai, biokémiai hatasok, amik a

képzddést eldsegithetik. A 43. és a 44. abrat Osszevetve azt latjuk, hogy a mintdkban
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eltéré mértékben ugyan, de a CD-t tartalmazé mtDNS aranya ndvekedet. Mindenesetre

torekedni kell majd minél frissebb vérrel beallitani a késébbi dozimetria tesztet.

5.6.4. Kovetkeztetések

A kapott adatok alapjan elmondhatd, hogy mivel az altalam detektalt delécio egy
enzimes, aktiv repair folyamat soran alakul ki, ennek az idéigényével is szdmolni kell.
A CD/Min eredmények maximumot mutatd gorbe lefutasa emlékztet a Schilling at al
[17] altal (sejttenyészeten, de hasonlo kisérleti Gsszeallitassal) kapott gorbe lefutasara,
ami arra utal, hogy feltehetéen altalanos érvényli jelenséggel szembesiiltem. Az
eredmények ex vivo 48 ora elteltével mar nehezen reprodukalhatdak, a hossza tava
alkalmazhat6sag meghatarozasara feltehetden allatkisérletes modell bedllitasara lesz

sziikség.

5.7. A CD kimutatasa teljes véren, bleomycin kezelés utan
5.7.1. Hipotézis

A radiomimetikus vegyiileteket és hatasaikat a 2.6. fejezetben ismertettem. Az Orszagos
Onkologiai Intézet jovoltabol volt alkalmam az ionizdld sugdrzas hatdsat
Osszehasonlitani a bleomycin hatdsaval, a dicentrikus kromoszéma analizis és a
»common delécid” alapt PCR modszer segitségével. A bleomycinre vonatkozo DIC
eredményeket az 5.1.4. fejezetben mar ismertettem.

A bleomycin erds citosztatikus hatasti vegyiilet, mely dicentrikus kromoszomak
kialakulasat is képes el6idézni. Mivel az ehhez sziikséges torések kialakuldsaval
parhuzamosan a mitokondrialis deléciok kialakuldsdhoz sziikséges DNS toréseket is
kialakithatja, potencidlisan ndvelheti a ,,common deléci6” mennyiségét a kezelt

mintakban.

5.7.2. Modszer

A Li-heparinos vérvételi csOben levett vérmintak bleomycinnel torténd kezelése a DIC
¢s a CD moddszer esetében megegyezett, azaz a bleomycint harom kiilonb6zd
végkoncentracioban (0-10-30pg/ml) a tenyésztés elott adtam a tapoldathoz és pontosan
3 orat inkubaltam vele, ezutan tortént az elsé DNS izolalas. A tenyésztett vérbol 2,5 ml
oldatot vettem ki, lecentrifugaltam (2500 rpm, 5 perc), majd a feliiluszot eltavolitottam

¢s a pellet teljes térfogatat hasznaltam DNS izolalashoz (QIAamp DNA Blood Mini
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Kit). A masodik DNS izolalas 24 6ra, a harmadik pedig 48 6ra inkubdlas utan tortént,
olyan médon, hogy ezekbdl a csovekbdl is eltavolitottam 3 ora utdn a bleomycint
centrifugalassal.

A PCR vizsgalatok koriilményei ¢és a beallitdsok megegyeztek az 5.3. fejezetben
leirtakkal. Ebben a vizsgéalatsorozatban a GAPDH, a Minor ¢és a CD szakaszok
egymdashoz viszonyitott mennyiségének meghatarozasat végeztem. A kisérleti adatok

feldolgozasa is az 5.3.5. fejezetben leirtaknak megfeleléen tortént.

5.7.3. Eredmények

Feltételezve, hogy a DNS torés és a repair mechanizmusa hasonl6 az ionizéalo
sugarzasnak ¢és a bleomycinnek torténd expozicid esetben, az 5.3.9. fejezetben
bemutatottakhoz hasonld eredményeket vartam a bleomycinnel kezelt vérmintdk

vizsgélat soran is.

573.1. GAPDH

GAPDH marker mennyisége Bleomycin
hatasara 3-24-48 dra elteltével
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3 oras 24 6rés 48 6ras

45. abra: Bleomycin hatasa a GAPDH magi marker mennyiségére. Sajat diagram

A magi marker tulajdonképpen nem mutat valtozast egyik vizsgalt idépillanatban sem,
ez arra utal, hogy a bleomycin kezelés (0-10-30 pug/ml) nem inditott sem DNS

szintézist, sem pedig DNS degradaciot a magban. (Alacsony dozist sugarzas esetén mas
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preparatumban megfigyeltem DNS szintézisre utaldé emelkedést, bleomycinnél nem ez a

helyzet) Sajat diagram

5.7.3.2.  Minor

Sejtenkénti mtDNS mennyiség 3-24-48
oras Bleomycin kezelés hatasara

120
100 T
."q_';. 80
% H Bleo-0
= m Bleo-10
=
™ Bleo-30

48 oras

3 dras 24 6rés

46. abra: A sejtekre juto mtDNS mennyiség a bleomycin és a kezeléstdl eltelt id6

koncentraci6 fliggvényében. Sajat diagram

Az mtDNS mennyisége a GAPDH-hoz hasonléan nem mutat valtozast a bleomycin

kezelést kovetd 3-24-48 oraban. Ez alatdmasztja a magi marker altal mutatott

eredményeket.
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5.7.3.3. A common delécioés ,,CD” marker

A mtDNS re juto delécids forma aranya

Bleomycin hatasara
3.00E-06 -~

2.50E-06

2.00E-06 = Bleo-0

M Bleo-10

1.50E-06

CD/Min

Bleo-30
1.00E-06

5.00E-07

0.00E+00

3 6ras 24 6ras 48 6ras

47. dbra: Delécios mtDNS aranya a bleomycin és a kezeléstdl eltelt id6 koncentracid

fliggvényében. Sajat diagram

Az eredményekbdl az latszik, hogy a 30pg/ml bleomycint tartalmazé csévekben nem
szignifikansan, de csokkend tendenscia fedezhetd fel a deléciés forma aranyaban a
deléciés forma aranya. A kezeletlen és a 10ug/ml bleomycint tartalmazé mintakban
egymashoz viszonyitva minden vizsgalt génszakasz mennyisége és aranya valtozatlan
volt. Az ¢el6z6 abraval Osszevetve lathatjuk, hogy a delécios mtDNS érzékenyebb a
bleomycinre, mint az egészséges. Nem valoszinli, hogy a delécioval tobb bleomycin
kotohely alakulna ki, valoszintileg a mitokondriumok membranja kevésbé stabil, ami
konnyebb bejutast tesz lehetdvé a molekulanak. Korabban a 43. és 44. abran sugarzas
esetében is megfigyelhetd atmeneti CD ndvekedés azonos mintaban, 24 ora elteltével.
Ez a Bleo-30 mintanal is megfigyelhetd, ennek a magyarazatahoz is tovabbi
vizsgalatokra lesz sziikség. Az azonban latszik, hogy a bleomycin lathatéan csokkenést

okoz a CD mennyiségében.

5.7.4. Kovetkeztetések

Az irodalmi adatok alapjan elmondhato, hogy a bleomycin a DNS torés tekintetében az

5’-TGTA tetranukleotid szekvenciat részesiti elényben. [252] Figyelembe véve, hogy a
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MtDNS-ben a fenti szekvenciak tobbsége tigy helyezkedik el, hogy DNS torés esetén
abbol nem alakul ki CD, a bleomycin altal kivaltott CD képzddés mennyisége elmarad
az ionizalo sugarzas ugyanezen hatasatél. Wang ¢és munkatéarsai [242] munkéjukban
nem tudtdk kimutatni a CD jelenlétét bleomycin kezelés hatasara HepG2
(hepatoblastoma) sejtvonalon. Sajat méréseim alapjan én is azt tapasztaltam teljes
véren, amit Wang és munkatarsai a HepG sejtvonalon, hogy nem volt kimutathaté CD
novekedés bleomycin hatasara. Az eredményekbdl az latszik, hogy a bleomycin egyik
alkalmazott dozisban, olyan doézisban, amely DIC-eket kialakit, sem ndveli meg a
kialakult CD aranyat mtDNS teljes mennyiségén beliil. Ez alapjan feltételezésem szerint
a mtDNS szekvenciajaban nincs, vagy csak kevés olyan szakasz talalhato, ahol a
bleomycin képes torést okozni és ezzel CD kialakulasat indukalni. A 10 és a 30 pg/ml
bleomycin koncentracioval kezelt vérmintak elgondolkodtatd eredményt adnak. A 10
ng/ml-es mintaban a CD aranya a kontrollhoz képest gyakorlatilag nem mutat valtozast
a harom vizsgalt idépillanat egyikében sem. 30 pg/ml bleomycin-nel kezelt mintakban
azonban, csokkenés mutatkozott. A GAPDH ¢és a Minor gének valtozatlan
mennyiségébdl latszik, Az eredményekbdl kitiinik, hogy sem sejtosztodas (magi DNS
szintézis) nem volt, sem a mitokondriumok nem osztddtak, igy ez nem allhat a delécids
mtDNS aranyanak csokkenése mogott. Elképzelhetd, hogy a bleomycin a CD-t
lehet, hogy a bleomycin alapesetben nem képes atjutni a mitokondriumok membranjan
¢s ez az allapot valtozik meg a magasabb dozis esetében, mivel példaul a keletkezd
szabad gyokok karosithatjadk a membrant. A CD-tartalmi mtDNS vesztés valoszintileg
kozvetett hatassal jon létre. A kdrosodott mitokondridlis DNS-t tartalmazé részt a
mitokondrium képes lefiizni, a sejt képes aktiv lebontds vagy mitofagia utjan
eltavolitani. [155] Potencialis magyarazat lehet az is, hogy a sugarzassal ellentatben a
bleomycin nagyobb valosziniiséggel tori el a DNS-t tobb ponton is, az igy eltort
molekulét a sejt azonban nehezebben javitja ki (tobbek kozott a hisztonfehérjék hianya
miatt), igy a CD sem tud kialakulni. Az 5.3.2 fejezetben emlitettem, hogy a Major és a
Minor markerek mennyisége kdzt sem volt kimutathaté a kiilonbség, mert nagyon kevés
a CD-vel rendelkez6 mtDNS, vagyis nem latszik a hianya a tobb nagysagrenddel
nagyobb mennyiségben jelenlevé markerhez képest. Az alacsony vizsgalati elemszam
miatt mindezek megerdsitéséhez, valamint a hattérben 4all6 mechanizmus

megismeréséhez tovabbi vizsgalatokra lesz sziikség.
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5.8. Mitokondrialis tandem duplikacio (TD) kimutatasa teljes véren,
ionizaloé sugarzas hatasara

5.8.1. Hipotézis

Lee és munkatarsai [197] mar a 90-es évek elején megfigyeltek két tandem duplikaciot,
(egy 260 és egy 200 bp) idds személyek izmainak mitokondriumaban. [197] A 200 bp-
os duplikéciot életkorfliggdnek talaltdk. Masok azt is megfigyelték, hogy gyakran fordul
el6 a common delécioval egyiitt. [211] A mitokondridlis tandem duplikaciok
eléfordulasanak az ionizalo sugarzassal valo kapcsolatat eddig még nem vizsgaltak. ugy
gondolom, nehezen kiilonithetd el az akkumulalodott dozis és az életkor hatasa mivel
sugarzas egész életiink sordn éri a szervezetiinket. Az emlitett 200 bp hosszusagu
duplikacioé ezért igéretes lehet biodozimetriai célokra, ha ez egy, a ,,common delécio”
esetében alkalmazotthoz hasonld vizsgdlati rendszerben kimutathatovd valik.
Remélhetdleg hosszabb tavon kimutathatdé markert talalok igy, ugyanis nem esik ki
génszakasz, ezért kisebb szelekcios nyomassal kell szamolni, igy hosszabban megmarad
az elvéltozas, mint pl. CD esetén, ahol sok gén kiesik.

Mivel az altalam tervezett primerpar elméletileg tobb ismert duplikaciot is
amplifikalhat, az atfedések miatt a késébbiekben tervezem szekvenalassal igazolni,
hogy a 301-493 pozicidban levé szakasz duplazodasardl van-e szo a sugarzas esetén.
Mivel a leirt duplikaciok tobbsége spontan megjelenik az oregedés sordn, igy ezek
halmozodasara lehet szamitani. Interkaldlodd festék alkalmazasa esetén elsd
kozelitésben az adott szakaszra jellemzd Osszes duplikacidé mennyiségi meghatarozasa

lesz célravezetO.

5.8.2. Modszer

Az 5.3.2. fejezetben leirtak szerint ebben az esetben a 2 primer egymassal ellentétes
iranyban helyezkedik el (back-to-back, de 9 bazis tavolsagra egymastol, igy lehetett
stabilabb primer part tervezni), a primereknek ugyan van hova beko6tédni, és a szintézis
is elindul, de tavolodva torténik, nem éri el a masik primer kotéhelyét (30. abra). A
ciklusiddé végén az amplifikdci6 valtozo helyen ér véget, ezért azokban a mintdkban,
ahol nincs specifikus termék, a gélelektroforézis soran elkent folt lathat6. Ha a
duplikacio 1étrejott a sugarzas hatdsara az mtDNA molekuldn 2-2 helyre tudnak kotddni
a primerek, vagyis tandem duplikécio esetén mindkét primernek még egy-egy kotdhelye

alakul ki, igy egy par reverz és forward mindenképpen szembe keriil egymassal, ilyen
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esetben a duplikdlodott szakasz exponencidlisan sokszorozodik, a gélelektroforézis
soran hatarozott savot latunk. Ez el6z6 gondolatmenetbdl kovetkezéen duplikacid (és
akar triplikacio) egyidejii jelenléte esetén két (triplikacié esetén harom) ilyen sav alakul
Ki. A gélelektroforézissel torténé ellenérzéskor az eltérd hosszasagu termékek
elkiiloniil6 savokként jelentkeznek.

A vizsgalat modszertanilag megegyezett az 5.6.2 fejezetben leirtakkal, azzal a
kiilonbséggel, hogy a kimutatashoz hasznalt primerek részben eltértek, valamint az 10.
tablazatban bemutatott fluoreszcens probe-okat alkalmaztam. A fent ismertetett
primerekkel és probe-okkal a vizsgalati rendszerben a GAPDH, a Minor szakaszok

mennyiségét, valamint a TD szakasz jelenlétét vizsgaltam.

“ GAPDH

48. abra: A jel hatarozott sav formajaban jelenik meg leggyakrabban 200 bp koriil. Ha
egy sav sem jelent meg, a gélelektroforézis soran a smear megjelenése jelzi a

negativitast. A pozitivitast a smear hidnya. Sajat felvétel

Minden duplikéciot detektalok, ami tartalmazza a 376-427 szakaszt, €s elég kicsi ahhoz,
hogy adott PCR ciklus alatt az enzim a szintézis soran elére haladva elérje a masik

primer kotohelyét is.

130



5.8.3. Eredmények

Az interkalalodo festékkel elvégzett PCR mintakbol futtatott gélekben Osszeszdmoltam
a hatdrozott sdvokat. Ez az 0sszeg az alkalmazott dozisok fiiggvényében jol mutatja az

aranyossagot.

A TD-t jelzo savok szama az elektroforézis
soran
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49. dbra: A duplikécio ritkabb, mint a CD. A gélelektroforézis soran a savok
megjelenését detektaltam, és az Osszegiiket abrazoltam. A kis elemszam miatt talan még

nem egyértelmil az dsszefliggés, de igéretes markernek tiinik. Sajat diagram

A TD-t illetden az PCR vizsgalat eredményei nem egyértelmiiek, ugyan a fluoreszcens
probe-ok alkalmazasa a varakozasoknak megfeleléen novelte a modszer specifitasat,
azonban a duplikacié annyira kis kopiaszamban van jelen, hogy ez feltehetden a
modszer kimutatasi hatardn van. Ez felveti annak a lehetdségét, hogy az interkalal6do
festékkel kapott eredmények egy része miitermék lehet.

Az volt a tapasztalatom a probe-os mérés soran, hogy ugyanazon mintakon alkalmazva
a két probe koziil csak az egyik adott jelet TD-re, a masik esetében egyaltalan nem volt
amplifikacio. Lehetséges magyarazat lehet a jelenségre, hogy a DNS mutéciot tartalmaz
a probe kotdhelyén, a duplikdlodott szakaszok kozti forradds helye mdashol van a
varthoz képest és ez interferal az egyik probe bekotédésével. A kérdésre valaszt adhat a
PCR termékek szekvenaldsa, és az eredmények tiikrében a probe-ok ujratervezésétol

specifikusabb teszt fejlesztése varhato.
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5.8.4. Kovetkeztetések

Méréseimben leggyakrabban egy kb 190 bp hosszusagh termék jelent meg a gélben. Ez
megfelelhet a Krishnan cikk masodik leggyakrabb duplikacio tipusanak, [211] ugyanis
esetemben 9 bazisnyi tdvolsag van a két tervezett primer kozott, ezért ez a szakasz az
amplikonbdl hianyzik.

A dulpikaci6 ritkabban fordul eld, nem rendelheté hozza mennyiségi érték, inkabb csak
van-nincs megallapitds. A statisztikai analizise ezért nem kivitelezheté a CD esetében
leirt moédon. Az eredményeket a gélelektroforézis soran kapott a specifikus sdvok
alapjan értékelem: duplikacido 1, triplikédcid 2 pont. Manudlisan Osszegeztem ¢és a
besugarzas fiiggvényében dbrazoltam.

Az alkalmazott interkalaloddo Sybr Green detektalds a duplikacido esetén nem a
megfeleld valasztds, probe-os megoldasra van sziikség, hogy a keletkezd aspecifikus
termék zavard hatdsat kikiiszoboljiik.

Szamos tanulmany talalt mar Gsszefliggést a sugarzas és a CD kozott. A sugdrzas és a
TD kozti Osszefiiggés felderitésére iranyaban ez a munka uttoré probalkozas. A
duplikaciéo jobb markere lehet a sugarzasnak, mivel a mitokondriumok kevésbé
valdszinii, hogy mitofagia ala keriilnek, ha nem veszitenek el egy fontos gént, és a rovid
génszekvencia megkettézése nem lehet jelentds hatranya a szintézis soran.

A bemutatott probe alapu PCR vizsgéalat mitkodéképesnek bizonyult, azonban az
eredményekbdl az latszik, hogy egy konkrét duplikacié kimutatdsara a vizsgalat
onmagaban nem alkalmas az alacsony kiindulasi kopiaszdm miatt. Erre megoldast
jelenthet példaul a kezdeti mtDNS kopiaszdméanak megsokszorozasa, vagy a kapott

termékek szekvenaldsa és a kapott adatok részletes elemzése.
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AZ ELVEGZETT KUTATOMUNKA OSSZEFOGLALASA

Disszertaciomban elséként az ionizald sugarzas alapvetd tulajdonsédgait ismertetem.
Részletesen bemutatom a kiilonbozé forrasokbdl érkezd sugarterhelések fajtait,
egymashoz viszonytott aranyukat, valamint igyekszem tiszta képet adni ezeknek a
sugarterheléseknek a tényleges mértékeérol.

A masodik fejezetben attekintem azokat a biologiai hatasokat, amiket az el6z6
fejezetben ismertetett sugarterhelések kivaltanak az emberi szervezetben. Ennek tobb,
egymasra éplld szintje ismert, melyeket részletesen megvizsgalok és illusztralok. A
fejezetben kitérek a fent emlitett karosodasok egyénenkénti eltéréseire, valamint az
olyan dgensek ismertetésére is, amelyek a sugarzashoz hasonl6 elvaltozasokat okoznak
a szervezetben.

A harmadik fejezetben bemutatom azokat az eszkozoket, amelyek alkalmasak az egyéni
sugarterhelés meghatarozasara. Ezek alapvetden fizikai modszereken alapuld eszkozok.
Ismertetem azokat a biodozimetriai moddszereket, amelyek alkalmasak erre a célra,
illetve részletesebb képet adhatnak a tényleges bioldgiai karosodas mértékérdl. Szot
ejtek az egyes technikdk alkalmazhatésagarol, illetve réviden attekintem az egyes
eljarasok paramétereit és egymashoz viszonyitott elonyeit.

A negyedik fejezetben ismertetem a mitokondiumot és a DNSének felépitését. Ennek
kapcsan bemutatom azon sajatossagait, amelyek alkalmassa tehetik biodozimetriai
vizsgalatokra. Ezen tulajdonsdgok kapcsan megvizsgalom azokat a biologiai targeteket
és eljarasokat, amelyeket rendszerbe szervezve lehetdség nyilik egy 1j, az eddigieknél
gyorsabb ¢és objektivebb biodozimetriai eljaras kifejlesztésére.

Az 6todik fejezetben részletesen ismertetem a kutatds sordn elvégzett laboratoriumi
vizsgalataimat. Elsé Iépésként a két legaltalanosabban hasznalt citogenetikai
biodozimetriai eljarast vizsgaltam, melynek sordn a kivitelezhetdségiiket és a
kiértékelésiiket vizsgaltam gyakorlati szempontbol. Ezutan mitokondrialis DNS-el
végzett molekularis bioldgiai vizsgalatokat végeztem, melyeket 1d6- és logikai
sorrendben mutatok be, a moédszer alapvetd paramétereinek beallitasatol a kiilonb6zo
mintatipusokon elvégzett vizsgalatok részletes eredményeiig. A kapott eredményekbdl
latszik, hogy a mddszer igéretes eszkoz lehet a biodozimetria eszkoztaraban, kiilondsen

nagy mintaszam esetén, igy katasztrofavédelmi szempontbdl jelentds segitség lehet.
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Az elvégzett vizsgalataim alapjan ajanlast tettem az eredmények felhasznélasara,
valamint ismertettem az eredmények gyakorlati felhasznalhatdsdganak iranyait, illetve

korlatait.
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OSSZEGZETT KOVETKEZTETESEK

A dicentrikus kromoszoma vizsgalaton alapulé gold standard metodus a sugarhatasok
detektalasara alkalmas a mennyiségi analizisre vonatkozo korlatai mellett, azonban a
tenyésztés ¢és a mikroszkopos vizsgalat okozta iddsziikséglet triage célra valod
alkalmassagat erésen kétségbe vonja, ami indokolja egy olyan metodus kialakitasat,
amely nem csak a sugarhatisok kvantitativ analizisére hasznalhat6, hanem az
id6sziikséglete megfelel triage céljara, ami adott esetben kiemelten fontos mint a
honvédségi, mint az altalanos katasztrofavédelmi feladatok végrehajtasaban.

A mikonukleusz teszt manualis feldolgozasa egyszeriibb, kevesebb gyakorlatot igényel,
mint a DIC mddszer esetében, igy az objektivebb és manudlisan is elég gyors eredményt
szolgéltat. Nagyon értékes jellemzdje az MN mddszernek, hogy a mikronukleusz szdm
eloszlas alapjan kovetkeztetni tudunk az elszenvedett sugarterhelés mértékére,
kiilondsen hasznos lehet ez a modszer, ha valakit résztest besugarzas ért.

A véren végzett mitokondridlis vizsgalatok vératlan és rendkiviil hasznos eredménnyel
zarultak, mivel azt a feltételezésemet, hogy a mitokondridlis DNS-ben sugarhatdsra
kialakul6d karosodasok nem csak egyértelmiien bizonyitjdk az elszenvedett doézisokat,
akar a determinisztikus kiiszob alatt, hanem azok mennyiségére is elfogadhat6
szignifikancidval jellemzett informéciot is szolgéltatnak. Kiilon emlitésre méltd, hogy
az altalam vizsgalt radiomimetikum, a bleomycin hatasa ¢élesen elkiilonitheté a
sugarhatastol, ezaltal a moddszer egyfajta specifikus jelleget hordoz a sugarzas
vonatkozasdban. Természetesen az egyéb kémiai reagensek az adott vizsgalatokra

vonatkozo interferencia hatdsat még sziikséges kutatni.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK, TEZISEK

1. Laboratériumi vizsgalatokkal, az adatok eclemzésével igazoltam, hogy
sugarterhelés tényét a laboratoriumunk altal is hasznalt kromoszéma aberracios
modszerrel, a DIC-ek jelenléte alapjan jO pontossaggal tudjuk igazolni vagy
kizarni, azzal a fenntartassal, hogy figyelembe kell venni az esetleges
radiomimetikumok altal okozott DIC-ek esélyét is. Tovabba igazoltam, hogy a
sugarsériilés mértékére a DIC moddszerrel csak kozelitd becslést tehetlink, tobb
kiilsé tényezd és mas tesztek eredményeinek figyelembevételével és annak
ellenére, hogy az eljaras gold standard metodusként alkalmazott, valamint a
NAU és mas nemzetkdzi szakmai szervezetek 4ltal ajanlott modszer, a
viszonylag kis (D < 1 Gy) determinisztikus doézisok esetén a munkam
tapasztalatai szerint csak feltételesen alkalmazhato.

2. Laboratoriumban végzett kisérletekkel igazoltam, hogy a manualis MN mérés
hasznos adattal szolgdl, nem csak a sugdrsériilés mértékére, hanem a
sugarbehatds testi eloszlasara 1is, ezért tovabbi automata mikroszkopos
fejlesztésre érdemes.

3. Laboratoriumi kisérletek soran igazoltam, hogy a Jurkat sejtek tenyészete
alkalmas a késébb teljes véren végzendd PCR mérési rendszer alapvetd
paramétereinek a beallitasara, és ajanlom masoknak is hasonl6 célbol.

4. Besugarzasos kisérletekkel megdllapitottam, hogy a vérlemezke dus plazma
preparatum a limficitdk jelenléte €s a magas szoras értékek miatt dozimetriai
vizsgalatokra nem alkalmas. A vérlemezkék élettartama a keringésben 7-10 nap,
igy a vizsgalat gyakorlati alkalmazhatosaga is korlatozott.

5. A besugarzasos kisérleteim soran bizonyitottam azt, hogy a teljes véren a CD
marker 3-24 o6ra kozt mérhetd, és ionizald sugarzas hatasara az altalam
alkalmazott dozistartomanyban (0-0,5 Gy ko6zott) szignifikans novekedést mutat
teljes vérben. Ebben a ddzistartomanyban még nincsenek klinikai tiinetek, ezért
az eredmény kiilonosen értékes tampontot ad teszt fejlesztéshez. Ezzel
kapcsolatban megallapitottam, hogy a bleomycin, noha a DIC Iétrehozas
tekintetében hasonloan viselkedik az ionizalé sugarzashoz, az mtDNS-en nem
indukal CD novekedést ugyanazon dozistartomanyban teljes vérben.

6. Laboratoriumi kisérleteim soran tudomanyosan, elséként bizonyitottam, hogy

teljes véren is kimutathat6 egy kb 200, bazis hosszisagu tandem duplikécid az
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mtDNS-ben, a besugarzott vérben nagyobb valoszintiséggel megtalalhato. Mivel
ezt az eredményt alkalmasnak itéltem a sugarkarosodds hosszii tava
kimutatasara, igy a rendszer finomitasat probos megoldassal megkezdtem ¢€s
kidolgoztam egy, a sugarbiologidban alkalmazhaté eljaras alapjait a
sugarkarosodasok hosszi tava kimutatasara, ami beilleszthetd a honvéd
egészségiigy sugardozis értékelési eljarasrendjébe. Eddig senki nem foglalkozott

a tandem duplikacio és az ionizal6 sugarzas kapcsolatanak vizsgalataval.
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KUTATASI EREDMENYEK GYAKORLATI FELHASZNALHATO-
SAGA

A kutatdsom szakirodalmat attekintd része atfogéan Osszefoglalja az ionizald sugérzas
emberi szervezetre gyakorolt hatasat, valamint ennek kimutatasi lehetdségeit. Az
irodalomkutatas eredményeibdl jol latszik, hogy a sugarexpozicid biologiai és fizikai
sajatossagai révén szdmos olyan teriilet van, ahol finomitani kell és lehet a vizsgalati
rendszereken, ehhez jo kiindulasi alap jelen kutatas.

A sugarterhelés kimutatasara alkalmas biologiai targetek részletes bemutatasa €s
vizsgalata azok nagy szdma miatt alapvetden tulmutat jelen kutatds hatarain, azonban
hasznos adalék lehet a jovObeli biodozimetriai kutatdsok megalapozasahoz ¢és Uj
vizsgalati modszerek kifejlesztéséhez.

A kutatas eredményeként kidolgoztam egy eljarast, amely a hagyoményos citogenetikai
eljarasoknal gyorsabb és objektivebb, PCR alapu biodozimetriai modszer alapja lehet és
a honvéd egészségiigyben, tovabba a nukledrisbaleset-elharitasi feladatokban részt vevo
polgari egészségiigyi intézményekben is nagy segitségét nyujthat a sugarterhelések
meghatarozasdban. A technoldgia konkrét biodozimetriai mddszerré fejlesztése tovabbi
vizsgalatokat igényel, azonban ennek tokéletes kiindulépontja lehet kutatdsom.

Kutatdsom soran ramutattam egy 101j target jelent0ségére, a duplikaciora.
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AJANLASOK

PhD értekezésemben megfogalmazott eredményeket ajanlom elsésorban azoknak, akik
a sugarbiologia és a biodozimetria témakorén beliil végeznek kutatést. Jelen értekezés
szdmos hasznos informacidt tartalmaz a jovobeli kutatdsok elkezdéséhez.

A részletes bevezetd attekintést €s a témaban irt 0sszefoglald kozleményeimet ajanlom
azoknak, akik most kapcsolédnak be a mitokondrialis DNS karosodas, a
radiomimetikumok hatasa €s a dozimetriai kutatasba.

A gyakorlati felhaszndlhatosag miatt értekezésem hasznos segédlet lehet egy nagy
ateresztOképességli és objektiv biodozimetriai mddszer kifejlesztéséhez, mely fontos
eszkoz lehet a Magyar Honvédség és civil laboratériumok eszkoztardban is, mivel egy
sugdrexpozicidoval jard katasztrofahelyzetben, vagy miiveleti koriilmények kozott
jelentésen felgyorsithatja a triage folyamatat és lerdviditheti az ellatasig vezetd idot.
Ajanlom dolgozatomat tovabbi kutatasok elvégzéséhez a sugarbioldgia, biodozimetria

¢és sugarveédo vegyliletek témakorében.
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