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Cytogenetic dosimetry in case of radiological emergency. In radiation accidents it is very
important to determine the dose exposition to the individuals. Biological dosimetry has an
important role in the investigations and it can provide useful information on cytogenetic effect
of different therapeutical modalities as well. In our work peripheral blood lymphocytes were
irradiated in vitro with a Varian TrueBeam linear accelerator and chromosomal aberrations
were analysed. Dose response relationships for the number of dicentrics induced with a
photon source were fitted by the linear-quadratic model. CABAS software (Chromosomal
Aberration Calculation Software) was used to calculate the curves. In the case of any
accidental exposition the most appropriate dose curve should be considered.
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Sugdrbaleset esetén nagyon fontos meghatdrozni a balesetet szenvedett személy
expozicios dozisdt. A biologiai dozimetridnak fontos szerepe van a vizsgdlatokban és
hasznos informdciot nyujt az eltéré terdpids kezelések citogenetikai hatdsdnak
osszehasonlitisdhoz is. Munkdnkban periférids vér limfocitikat sugaraztunk be in vitro
Varian TrueBeam linedris gyorsitoval és a kromoszoma aberrdciokat analizdltuk. A
fotonsugdrzds hatdsdra képzodott dicentrikus kromoszomdk szdmdnak dozis—hatds
osszefiiggését vizsgdltuk a linedris-kvadratikus modell alkalmazdsdval. CABAS szoftvert
(Chromosomal Aberration Calculation Software) alkalmaztunk a gorbék elkészitéséhez.
Baleseti expozicio esetén az adott koriilménynek legmegfelelobb gorbét kell alkalmaznunk.

Kulcsszavak - biologiai dozimetria, dicentrikus és ring kromoszomdk, linedris-
kvadratikus modell

BEVEZETES

A biolégiai dozimetria a sugarzas okozta kdrosoddsokat mutatja ki az emberi szervezetben és
segitségével a sugdrterdpia okozta korai vagy késéi mellékhatdsok is becsiilhetok. A
biodozimetridn beliil a citogenetikai mdédszereknek fontos szerepiik van a fizikai d6zismérés
eredményének megerdsitésében. Gyakran a citogenetikai analizis az egyetlen mérési médszer
az abszorbedlt (elnyelt) dozis becslésére, ha fizikai dézismérd nem all rendelkezésre. A
humén periférids vér limfocitdk kromoszéma aberrdcids tesztjét baleseti expozicid
kimutatasara eloszor 1962-ben hasznaltak [1]. Azdta szdmos baleset esetén alkalmaztak
dézisbecslésre pl. a csernobili (Ukrajna), a goidniai (Brazilia) és a tokaimurai (Japén)
katasztr6fakndl, de foglalkozasi tdlexpozicidk gyanija esetén is. A becsiilt dozis jol korreldlt
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az akut sugdrzdsi szindréma sulyossdgaval. A sugirbalesetek megerdsitették a citogenetikai
dozimetria 1étjogosultsdgat a sugarexpozicié korai kimutatdsdban, ennek hatdsira tobb orszag
létesitett bioldgiai dozimetriai laboratériumot. A Nemzetkdzi Atomenergiai Ugynokség
ajanldsdval a modszert standardizaltdk és rutinszerlien haszndljdk [2, 3]. A citogenetikai
karosodasok mérése alkalmas a sugdrterdpia mellékhatdsainak becslésére is.

A citogenetikai biodozimetridban alkalmazott kiilonbdz6 mddszerek a limfocitdk DNS-ét ért
hatdsok kimutatdsin alapulnak, pl. korai kromoszéma kondenzicié (premature chromosome
condensation (PCC) assay), dicentrikus és ring kromoszéma teszt, transzlokicids teszt,
mikronukleusz teszt, Comet-assay. Vizsgalatunkban a legismertebb és leggyakrabban hasznalt
modszerrel, a dicentrikus és ring kromoszémadk kimutatasaval foglalkoztunk. A limfocitdk a
véraramban keringve és a nyirokutakba bejutva a szervezet valamennyi szervével kapcsolatba
keriilnek, igy 4ltaluk a behatoldsi kaputdl fiiggetleniil barhol észlelhetd a sugarexpozicid, a
limfocitdk ezdltal egésztest expoziciot reprezentdlnak. A vér cirkuldlé limfocitdinak két f6
tipusa van, a T és a B limfocitdk. A T limfocitdk mitogénnel pl. phytohemagglutininnel
osztodasra késztethetOk. A limfocitdk indukdldsat kovetd elsd osztddasi ciklus metafdzisdban
leallitva az osztédast jOl lathatdk az ionizdld sugdrzds hatdsdra kialakult DNS elvaltozasok
kromoszéma aberraciok formdjdban. Savage [4] irta le és osztdlyozta az indukdlt
kromoszémalis elvdltozdsok kozti kapcsolatokat. A dicentrikus és ring alakd kromoszémak
specifikusak az ionizdl6 sugérzdsra és mennyiségiik ardnyos a sugarzds dézisdval. Kis LET
értékli sugirzds esetén a dozishatds gorbe linedris-kvadratikus; nagy LET értékii sugdrzas
esetén a kapcsolat linedris. Az expondlt személy vér limfocitdk dicentrikus kromoszéma
szdmdbol lehet kovetkeztetni az abszorbedlt dozisra, ha a kapott értéket megfeleld kalibracios
gorbéhez viszonyitjuk. A dicentrikus assay-t a biodozimetria “gold standard” moédszerének
tartjdk az alacsony héttér szintje (1 dicentrikus kromoszéma 1000 sejtben), a nagy
érzékenysége (kiiszob dozis 0,05 Gy), a nem jelentds egyedi kiillonbségek miatt, valamint
hogy parcidlis besugérzds becslésére is alkalmas.

Hazdnkban a hagyomdnyos Cobalt-60 (1,25 MeV) besugirzé késziilékeket ma mdr
felvéltottak a sokkal korszertibb linedris gyorsiték (6-18 MV). A kiilonb6z6 laboratériumok
kalibrécios gorbéi kozott eltérések lehetnek, ezért javasoljdk, hogy minden laboratérium sajat
kalibraciés gorbékkel rendelkezzen [5, 2, 6]. Jelen munkdban in vitro kalibracids gorbét
vettiink fel dicentrikus kromoszéma assay segitségével 6 MV linedris gyorsiton. A kapott
adatokb6l CABAS program segitségével linedris-kvadratikus gorbét illesztettiink és
szdmoltuk a gorbe linedris és quadratikus koefficienseit. A program alkalmas arra, hogy
linedris gyorsiton torténd baleset esetén, az expondlt személy kromoszéma aberricidjabol
megbecsiiljiik a kapott dézist, az azonos késziiléken, kordbban felvett in vitro ddzis-hatds
gorbék ismeretében. Eredményeinket dsszehasonlitottuk az irodalmi adatokkal.

ANYAG ES MODSZER

Limfocita tenyésztés és metafdzisos kenetkészités: hdrom egészséges, nem dohdnyzé
onkéntes személytdl (két nd, egy férfi, életkor: 43,6 + 3,4 év) Li-heparinnal alvadidsgitolt
periférids vénds vért vettiink és azt besugaraztuk linedris gyorsitén. A vért 2 ml-ként
kriocs6be mértiik ki. A homogén déziseloszlds érdekében a kriocsovet vizzel telt milanyag
fantomba helyezve végeztilk a besugarazdst. A besugirzds-tervezés utdn (Varian Eclipse
program, 1. dbra) - a sugdrmezd izocentrumdban szobahdmérsékleten tortént, 8x8 cm-es
mezémérettel, 600 MU/min 6 MV FFF (Flattening filter free) fotonsugérzassal, 0,5-t61 8 Gy
tartomdnyban Varian TrueBeam besugdrzokésziilékkel. A kromoszémaanalizis elsd
osztédasban 1évo periférids vér limfocita kultirdkbdl szarmazé sejteken tortént: 0,8 mL vért
adtunk 9 ml RPMI-1640 (Gibco) tdpleveshez, amit kiegészitettiink 15% borjisavoval és
penicillin/streptomycinnel (0,5 ml/L). A limfocitdkat phytohaemagglutinin M kezeléssel
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késztettiik osztédasra (0,2 mL, Gibco). Az inkubdlds 50-52 6rdig 37 °C-on tortént. Az
osztédasi ciklus befejezOdése eldtt 2 6raval colcemiddel (0,2 ml/L. Gibco) blokkoltuk a
sejteket. Az inkubdci6 utdn centrifugiltuk és 0,075 M KCl-el 15 percig 37 °C-on
hypotonizdltuk, majd hideg metanol-ecetsav keverékével 4-5-szor fixaltuk a lymphocytakat.
A metafédzisos sejtosztodasokat targylemezre cseppentettiik és 3% Giemsa oldattal festettiik
meg. A limfocitatenyészetekbdl a kromoszodmak prepardldsa az IPCS ajanldsok alapjan tortént
[7-8]. Személyenként és ddézispontonként minimum 200 metafazist értékeltiink, 1500-szoros
fénymikroszképos nagyitds mellett. A szerkezeti aberrdcidk koziil a kovetkezd aberrdcié
tipusokat kiilonitettiink el: kromatid -(delécid, exchange), kromoszéma tipusi aberrdcidk
(dicentrikus és ring kromoszémak (2. dbra) és a hozzdjuk tartozé fragment, kromoszématorés,
ill. transzlokacid), valamint dsszes aberracio.

A mért értékekre linedris-kvadratikus modellfiiggvényt illesztettiink. CABAS 2.0 programot
hasznaltunk a d6zisgorbék felvételéhez és meghataroztuk az o és B értéket [9].

Dicentrikus

4]

2.4bra. Dicentrikus és ring kromoszémaaberracidk
EREDMENYEK ES MEGBESZELES

A dozis novelésével mindegyik tipusi aberrdcié értéke ndtt, a kromatid torések szdma a
dézissal linedrisan és csak kis mértékben, mig a kromoszoma tipusi aberrdciok szdma: a
dicentrikus és ring kromoszémadk, kromoszéma fragmentek, transzlokdcidok valamint az dsszes
aberrdciok szdma négyzetesen novekedett. Kisérletiinkben a kis dézisokndl (<1 Gy) az
acentrikus kromoszéma fragmentek (nem tévesztendd Ossze a dicentrikus kromoszéma
mellett keletkezd fragmenttel) és a kromatid torések, mig>2 Gy-nél a fragmentek mellett a
dicentrikus kromoszémak domindltak (1. tablazat). A transzlokdci6k szdma koriilbeliil egy
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nagysagrenddel alacsonyabb volt, mint a dicentrikusok és ringek szdma. Bar a kromoszéma
torések szama is négyzetes nodvekedést mutat a besugirzds hatdsira, — ellentétben a
dicentrikus és ring kromoszémakkal — nem csak sugérzds, hanem vegyi expozicié hatdsara is
képzddnek kromoszomatdrések, ezért nem tekintjiik sugarzds specifikus biomarkernek.

1. tablazat: Periférids vér limfocitdk kromoszdmaaberraciéi linedris gyorsiton torténd
fotonbesugarazast kovetden (Varian TrueBeam 600 MU/min, 6 MV FFF mddban 8x8 cm

mezdméret, 3 kisérlet atlaga)

Kromoszémaaberraciok + SE /100 sejt
Doézis i i &
G Kromatid Kromoszéma chenFrlkus s L., " L,
y L ring Transzloka-cio Osszes aberracio
torés fragment .
kromoszémak
0 1,50 £ 0,70 0,66 = 0,66 1,00 £ 0,57 0 3,16 £1,69
0,5 2,00 £ 0,44 2,00 £0,95 1,60 £ 0,60 0 5,80 £ 1,77
1 2,33+£1,33 4,66 £ 0,88 6,00 £2,00 0,66 0,33 13,66 + 3,28
2 420+ 1,16 13,40 £ 2,48 14,00 + 3,86 1,80 £0,91 33,40 £5,87
3 6,66 £ 4,25 19,33 £4,97 31,00 £4,36 3,33+£0,66 63,33 £5,36
6 5,25+1,75 70,50 + 8,88 152,25 +£12,01 11,5+4,13 247,00 £ 16,41
8 4,00+ 1,73 163,66 = 34,50 272,75 £ 6,21 19,00 + 6,15 469,00 £ 27,53

A limfocitdkban 1év0 dicentrikus kromoszomadk eloszldsét a 2. tdbldzat mutatja. Ahhoz hogy
egyszerli variancia analizist alkalmazhassunk, a mért pontok populdciéjdnak normaél
eloszlastnak kell lennie. A szérdst Papworth U tesztjével szamolva az U értékének -1,96 és +
1,96 kozott kell elhelyezkedni.

2. tablazat: Periférids vér limfocitdk dicentrikus és ring kromoszoma-aberracidinak
megoszldsa linedris gyorsiton torténd fotonbesugarazdst kdvetden (Varian TrueBeam 600
MU/min, 6 MV FFF médban 8x8 cm mezOméret), o: variancia, y: atlag, 1 kisérlet)

Dic . Dicentrikus és ring kromoszémdk
Dozis Vizsg. +R Dic+ megoszlasa -
Gy sejtszdm | atl/ R o2y | Uének
. 0ssz. 0 1213|456/ 7]8
sejt
0 100 0,01 1 99 17000 0]0]|0]0]-0091 0,1
0,5 200 0,02 4 196 | 4000 0|0|0/|0]-064] -028
1 200 0,08 15 186 (13| 1 | O[O0 | O] 0|0 /|0] 002 1,38
2 200 0,18 36 168 (2814 | 0|0 0| 0] 00| 1,03 0,60
3 200 0,35 69 141 (50| 8 | 1 | O | O] O] O |O0O| 203 -0,38
6 200 1,63 | 326 47 |58 144|130 |16 4|1 | 0]|0| 340 -0,78
8 200 2,67 | 534 30 | 21|44 |37 (311810 1 1] 432 0,40

A tablazatb6l lathatd, hogy ennek a feltételnek megfeleltek a kapott értékek, igy
alkalmazhattuk az dsszehasonlito statisztikat. A CABAS programot hasznéltuk a dézisgdrbék
felvételéhez (3. dbra). Ez a program az internetrdl letolthetd ingyenes program, a Nemzetkozi

Atomenergiai Ugynokség ajanldasaval. Az igy kapott gorbe esetén meghataroztuk az o és 3
értékeket. 600 MU/min 6 MV esetén: a=0,004 Gy, p=0,044 Gy™.

A linedris-kvadratikus modell egyenlete:
Y=c+axD+pxD’
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ahol Y= a dicentrikus és ring kromoszémaaberriciok szdma/sejt, D a sugdrzds ddézisa Gray-
ben, ¢ a hattér érték, a a linedris, B a kvadratikus egyiitthatd. A 2. tdblazatbdl szamolt gorbe
egyenlete: Y:O,11+O,OO4D+O,O44D2. A kapott értékeket Osszehasonlitottuk mds kutatok
rontgen- és gamma-sugarzasokkal kapcsolatos vizsgilati eredményeivel. Erdemes d6zisgorbét
késziteni a kiillonb6zd energidju sugdrzdsokra kiillon gamma- és kiilon rontgensugirzdsra,
hogy minden baleset esetén minél jobban kozelitsiik az expozicids koriilményt. Rontgen, ill.
Co-60 gamma-sugirzdsndl eltér a gorbék meredeksége, a rontgen meredekebb, mint a Co-60
gamma, mivel kiillonb6z6 a LET értékiik. A rontgen hatdsosabban indukdlja a dicentrikus
kromoszémaszamot, mint a Co-60 gamma-sugédrzasa. Altaldban az energia csokkenésével az
a-érték kisebb lesz (csokken). Az a-érték LET fiiggd, mig B-érték a ddzisteljesitménytdl fiigg.
Tehét, ha csokkentjiikk a ddzisteljesitményt a linedris komponens kezd domindlni [10]. A
koefficiensek kis értéke megtévesztd, mert egy darab sejtre vonatkoztatott értékekrdl van szo.
A hattér érték jelenti a spontdn (besugarazds nélkiil) el6fordulé dicentrikus €s ring
kromoszémdk szdmat. Ha nem taldlunk a besugarazatlan vérmintdban dicentrikus
kromoszémat, ajanlott az elméleti értékkel szdmolni (1 dicentrikus el6fordulas 1000 sejtben),
igy nem adddhat a bioldgiailag értelmetlen negativ egyiitthat6 [11].

A kalibracios gorbék paramétereire kiilonboz6 tényezOk lehetnek hatdssal pl. a limfocita
donorok, a tenyésztés koriilményei kozotti kiilonbségek, lemez prepardlasi és az értékelési
kiilonbségek. Mar taglaltuk a sugérzds tipusdnak, az alkalmazott dézisteljesitménynek, ill. a
fotonenergia hatdséit a kromoszémaaberraciok képzddésére. Ezért is fontos a kiilonb6z6 tipusa
késziilékekre, illetve minden laborra sajat kalibracids gorbéknek a felvétele. Fontos az
alkalmazott ddzistartomdny megaddsa is a gOorbék Osszehasonlithatésdga szempontjabdl,
mivel ugyanannak a gorbének kiilonbozdek az egyiitthatéi, ha pl. 0-3, 0-6, 0-8 Gy kozotti
értékekkel szdmolunk. Erdemes minél szélesebb tartomanyt vizsgalni, mert ha egy kisebb
tartomdnyban rendelkeziink dézisgdrbével, az extrapoldlds nagyobb értékre a bioldgiai ddzis
alulbecslését jelenti [12]. Azonban 8 Gy f6l6tt ennél a médszernél mar technikai problémadink
adédhatnak, a limfocitdk lassi osztéddsa, a rossz mindségli metafazisok, a nehezen
értékelhetd nagyszamu €s Osszetett aberrdcié miatt.

A CABAS program alkalmas arra is, hogy baleset esetén az expondlt személy limfocitdinak
kromoszémaaberraciibol a kalibracids gorbe segitségével becsiiljikk az elszenvedett ddzist.
(Példa a 3. dbran.) Abban az esetben, ha parcidlis (részleges) besugirzas tortént, a vér egy
részében a dicentrikusok szama Poisson eloszlast mutat. Viszont a vérnek abban a részében,
ami nem kapott expoziciét nincs aberrdns kromoszéma. Ebben az esetben a kontamindlt
Poisson modellt, ill. programot lehet alkalmazni (Ctam Poiss program) [13] vagy Sasaki Qdr
moédszerével [14] az IAEA leirdsa szerinti képletekkel becsiilhetjiik a kapott d6zist.

A kontamindlt Poisson médszer a kdvetkezd képletetet alkalmazza [15]:

y/(1-¢”) = x/(N-ng)
ahol y= a dicentrikus kromoszémdk dtlaga a besugarazott mintdban, e-y Poisson
valészinlisége azoknak a sejteknek a besugarazott mintdban, amelyekben nincs dicentrikus

kromoszéma, x a dicentrikusok szdma, N a vizsgdlt sejtek szdma, n0 a dicentrikust nem
tartalmazo sejtek szdma.

Siirgds esetben eldszor 20 metafazis értékelendd, amennyiben a dicentrikusok szdma 4, vagy
a folott van, a becsiilt d6zis > 2 Gy (az als6 konfidencia hatar 0,85 Gy). Ebben az esetben még
50 metafdzist sziikséges értékelni, hogy eldonthetdvé vialjon a dicentrikusok eloszldsdnak
homogenitdsa. A tovdbbiakban kalibracids gorbe, ill. kockdzatbecslési tdblazat segitségével
becsiilik a kapott dézist. Azonban ha kevés sejtet értékeliink, alulbecsiilhetjiik az expozicids
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3. dbra, A dicentrikus és ring kromoszémak dé6zisgorbéje (CABAS program)

dozist kis LET értékti, kis dézisu sugarzas esetén, ill. ha a test kis részét érte a sugarzds, ezért
lehetdség szerint 500 metafézist értékeljiink. A bioldgiai dozimetria dontd fontossdgu lehet
vélelmezett expozicid6 esetén is. A kovetkezokben példdnak egy megtortént esetet
ismertetiink. Egy fizikai doziméterrel rendelkez0 sugdarterdpids asszisztens, aki a
besugdrzastervezésen dolgozott az egyik koérhdzban, idonként besegitett a sugdrterdpids
munkdba. A d6zismérdt csak azokon a napokon viselte, mas napokon a vezérld helyiség egyik
fiokjaban tarolta. Gépcserék miatt, miutdn a helyiséget ki kellett {iriteni, a fiok doziméterével
egyiitt az egyik gyorsitd kezeld helyiségébe keriilt, ahol — minden bizonnyal fékezési
rontgensugdrzas érte. A TL-d6zismérdje 670 mSv-et mutatott. Az asszisztenstdl vért vettiink
és kromoszomavizsgilatot végeztiink. Hiaromszaz sejtben egy dicentrikus kromoszémat
talaltunk és az Osszes aberrdcidk szdma sem volt magasabb 5%-ndl (amit negativ értéknek
tekintiink). Citogenetikai vizsgdlatunkkal (amivel megerdsithetjiik vagy kizdrhatjuk az expo-
zici6 tényét) jelen esetben kimutattuk, hogy nem tortént a dolgozot érintd valds expozicid.
Ennek kovetkeztében eltekinthettek a dolgozé klinikai megfigyelésétdl (sugarbetegség nem
fog kialakulni), illetve nem kellett 6t eltiltani a foglalkozdsa gyakorldsatol.

KOVETKEZTETESEK

Sugérbaleset esetén nagyon fontos, hogy becsiilni tudjuk a balesetet szenvedett személy altal
kapott bioldgiai ddzist, hogy tdmpontot nydjtsunk a kezelést végzd orvosnak. Vélelmezett
expozici6 esetén, ha nulla a vizsgélt személy dicentrikus és ring kromoszéma szdma 200-500
sejtben, megnyugodhatunk, hogy nem tortént expozicié. A kapott dozisgdrbéket nemcsak
sugirbaleset esetén lehet felhaszndlni doézisbecslésre, hanem a terdpids kezelésben is
figyelembe vehetjiik a kapott eredményeket. Az daltaldban haszndlt 2 Gy doézisfrakcid
kromoszémdkra gyakorolt hatdsa kiilonb6zd energidkndl és doézisratdknal kozel azonos.
Azonban ha nagyobb frakciddézisokat haszndlunk (6-8 Gy), nagyobb aberracids
kiillonbségeket talaltunk az alkalmazott modalitdsok k6zott, azaz nagyobb szerepet jatszanak a
besugdrzasi kiillonbségek. Ezek az adatok pl. hypofrakciondlt kezelésnél lehetnek jelentdsek.
A modszer alkalmas arra is, hogy genetikai sugdrérzékenység gyantija esetén a beteg vérét
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besugarazva 3 és 6 Gy-jel és a kapott kromoszomaaberricidkat a dozisgorbével
0sszehasonlitva megdllapitsuk az illet6 beteg sugarérzékenységét. Utdbbi esetben, példaul a
csontveldtranszplantdcidhoz mds elokezelést kell valasztani.

KOSZONETNYILVANITAS

A szerzOk eziton is szeretnék megkoszonni Vass Nagyezsda és Kiss Krisztina munkdjat a
kromoszémaaberraciok értékelésében.
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