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Absztrakt

Az orvosi gyakorlatban kbzismert tény, hogy a
a sugarterapiara adott biolégiai valasz
egyénenkeént eltéré. Szamos kutaté és szerzd
foglalkozik az egyéni sugarérzékenység
fogalmaval, lehetséges gyakorlati
kévetkezményeivel és kimutatasaval. Célszer(i
lenne  hasonlé6  eljarast bevezetni a
sugarbalesetek  helyszinén, vagy egyéb
sugarveszélyes terlileten bevetésre keriild
katasztrofavédelmi dolgozék és katonak
kérében is. Jelen tanulmanyunkban egyik
lehetséges, bar a nemzetkézi irodalomban
még meglehetésen vitatott sziirési moédszer
alkalmazhatésagat targyaljuk.

A szerz6 ezuton szeretne kbszénetet mondani
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Abstract

It is well known, that the biological answer for
radiation treatment varies between patients.
Many researchers and authors are focusing on
the potential practical consequences of
individual radio sensitivity. It would be useful to
introduce a similar procedure for disaster
workers or soldiers who might work in a
radiation hazard area. We discuss here a
possible, but rather controversial method for
screening radiation sensitivity.
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A SUGARERZEKENYSEG VIZSGALATANAK AKTUALITASA

Az elsé atomerémii lizembe helyezése ota (1954, Oroszorszag) a vilagban 438 atomerdmi
mitkodik. A Csernobil-i (1986) illetve Fukushima-i (2011) katasztrofak elovigyazatossagra
intenek. 1940-1999 kozott 417 sugarbalesetet tartanak szamon, amely balesetekben 3003
személy szenvedett sugarterhelést. [1, 178. old.] A Csernobili katasztrofabol adodéan 137 olyan
személyt tartanak nyilvan, akik klinikai tiinetet eredményezd sugarterhelést kaptak. Az elsd
aldozatok a mentésben résztvevo tiizoltok és az erdmii dolgozoi koziil keriiltek ki. [1, 178. old.;
2, 453. old.]

Legyen tettlegesség vagy baleset, az elére nem tervezett (baleseti) sugarexpozicio lehetdsége
aradioaktiv anyagok orvosi, kisérleti, energetikai vagy katonai felhaszndlasanak szempontjabol
fennall.

Egy esetleges katasztrofa esetén kritikusan fontos ismeret lehet a sériilteket kezeld orvos
szamara a mentési személyzet egyéni sugarérzékenysége, amely jelentdsen befolyasolhatja az
adott egyén sugarhatasra adott valaszat, a sugarsériilést kovetd felépiilésének folyamatat.
Hossza tdvon szeretnénk olyan, minimalisan invaziv mintavétellel jaro, gyorsan kivitelezhetd
szlrési eljarast kidolgozni, amely lehetdvé teszi, hogy felmérhessiik a sugarszovédmények
kialakuldsanak veszélyét egyrészt a korhazi sugarkezelésre szoruld betegekben, masrészt a
sugarveszélyes kornyezetben dolgozdkban is. Ezaltal példaul a radiologusok, a katonak,
tlizoltok sugarérzékenyseége akar az alkalmassagi vizsgalat részeként is felmérhetévé valna.

AZ EGYENI SUGARERZEKENYSEG ES A COMET-ASSAY

A sugarterapiara keriild betegekben a kezelés megkezdése elott elvégzett egyéni
sugarérzékenység felmérésébdl kovetkeztetni lehetne a korai és késdi sugarterapias
szovodmények kialakulasanak az esélyére. A varhaté kockazatok ismerete a beteg
sugarterapiajanak egyéni kialakitasat is lehetévé tenné.

A sugarterapiaval kezelt betegek mintegy 5-10%-aban alakulnak ki sulyos korai, illetve
kés6i sugarszovodmények a nem daganatos sejtek extrém sugarérzékenysége, illetve fokozott
elhalasa miatt. A lehetséges mellékhatasokat a borpirtol a teljes szoveti nekrozison keresztiil a
genetikai instabilitasig kiilonboz6 osztalyozasi rendszerekbe soroljak. Leggyakoribb a korai €s
kés6i mellékhatasokra vald tagolas. A korai mellékhatasok kozé soroljak példaul a borpirt,
mucositis-dermatitiszt, hajveszteséget, mig késéi mellékhatas lehet teleangicktazia®, vagy
fibrozis?. [3, 103. old.] Irodalmi adatok alapjan az egészséges szdvetekben kialakuld korai és
késéi sugarterapias szovédmények kockézata felbecsiilhetd a betegekbdl szdrmazé fibroblaszt®
¢és limfocita sejtek sugarérzékenységének vizsgalataval. [4, 125-126. old.; 5, 613. old.] Ez a két
sejttipus a szervezet minden pontjan eléfordul, raadasul a limfocitak begytijtése vérvétel utjan
alacsony invazivitasu folyamat.

A fenti premisszdk alapjan az egyéni sugarérzékenységgel kapcsolatos vizsgélatok
legmegfelel6bb alanyai jelenleg a sugarterapiara keriild betegekbdl szarmazo sejtek, illetve
szovetmintak. Ennek oka, hogy mivel ezek a sejtek a kezelt teriilet kozelében helyezkednek el,
a teljes radioaktiv kezelés idétartama alatt a pontosan ismert és jol dokumentalt dozist
sugarnyalab utjaba keriilnek. A betegek sugarzasra adott reakcioi a tovabbiakban nyomon
kovethetdek a klinikai monitorozasnak kdszonhetden.

! hajszalerek tartos kitagulasa
2fibrozis: adott szovet elpusztult sejtjeit fibrocitak helyettesitik - hegesedés
3 a legaltalanosabban eléfordulé kotdszdveti sejt
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A sugarzas hatasara keletkez6 DNS lanctorések szama alland6 az adott dozisra a Sejt
tipusatol és sugarérzékenységétdl fliggetleniil.* Az egyes sejtek és egyedek sugarkarosodassal
szemben valo ellendllasa ezen torések kijavitasanak mindségébdl, valamint idétartamabol
adodik. Ha a karosodott sejt nem tudja kijavitani a DNS-ében az ionizald sugéarzasok altal
létrehozott egy- vagy kétlanct toréseket, elpusztul. Az emberi sejtek pusztulasanak egyik
leghatékonyabb in vitro® nyomon kévetése kolonia-képzd assay segitségével lehetséges. [4,
126. old.]

Az egyéni sugarérzékenység tehat 0sszefliggésben van a sejtek DNS javito képességével. Az
egyén sorsara nézve végso soron a sejtekben 1évo DNS-javitd (repair) enzimek szintje, az ket
kodold génekben esetleg jelenlevé mutaciok, illetve az adott sejt osztodasi allapota, a sériilt
DNS kijavitasara rendelkezésre all6 id0 meghatdrozd lesz. Ez utobbit a sejtciklus
szabalyozasaban szerepet jatszo kiillonbozo fehérjék szamottevéen befolyasoljak. [1, 110-111.
old.; 6, 932.0ld.; 7, S14-15. old.]

Feltételezhetd tehat, hogy amennyiben mérni tudnank a sejtek DNS javitasdnak
hatékonysagat, a javitds nyoman visszamaradd6 DNS-torések mennyiségét és ezek egyének
kozotti eltérését, valamint be tudndnk bizonyitani, hogy mindez Osszefliggésben van az
esetleges klinikai mellékhatasok eléfordulasaval az illeté személyben, egyszeriien és gyorsan
kezelhetd modszert tudnank kidolgozni a sugarzasra adott egyéni reakcid sziirésére. Erre
alkalmas modszer az egy-sejt elektroforézis vagy comet-assay, melynek segitségével a
sugarkezelés kovetkeztében keletkezd, illetve bizonyos idd elteltével hatramaradd, még
toredezett DNS mennyiségét lehet az egyes sejtek szintjén kimutatni. [8, 190. old.; 9, 206-221.
old.]

A nemzetk6zi orvosbioldgiai folyoiratokban megjelent cikkek egy része szerint a kiilonb6z6
dozisokkal besugarazott sejtekben visszamarad6 U.n. rezidualis DNS torések mennyisége
Osszefliggésben van az egyéni sugarérzékenységgel. [4, 126-128. old.; 11, 931-936.0ld.; 12,
284-287. old.; 13, 645. old.; 15, 85. old.] Munkank célja hosszi tavon az egyéni
sugarérzékenység felmérése még a sugarterapia megkezdése elott a korhazi betegekben,
masrészt alkalmassagi vizsgalatként egy esetleges radiologiai vagy nuklearis incidenst kdvetd
helyszini helyreallit6 munkélatokon dolgozo6 katonék és katasztrofavédelmi munkasok korében.
Ezen tanulmanyban a kolonia képz0 assay valamint a comet-assay, mint lehetséges
sugarérzékenység-kimutatd modszer alkalmazhatdsagat vizsgaltuk egy daganatos beteg-
populacion.

MODSZEREK

Betegcsoportok

A vizsgdalatok soran 123 sugérterdpids betegbdl vettiink bioldgiai mintat (vérmintat és bor-
biopsziat) és azokat maradéktalanul feldolgoztuk. A vizsgalatokhoz felhasznalt biologiai
mintdk talnyomé tobbségét Prof. Dr. Esik Olga, Orszagos Onkologia Intézet, Budapest,
bocsatotta rendelkezésiinkre. (etikai engedély: ETT TUKEB 6008/1/ETT/2002). A betegekbdl
szarmazo bor-biopszids mintakbol primér fibroblaszt-sejtkulturdkat inditottunk és klonogén-
assay-vel mértiik a fibroblasztok sugéarérzékenységét. A fibroblasztok sugérérzékenységének
tovabbi analizisére bevezettiik a comet-assayt, amely lehetdséget nyujtott a repair-kapacitasuk
mérésére is. A vérmintakat in vitro koriilmények kozott besugaraztuk és a sejtek DNS-repair

* 1Gy kis LET értékii sugarzas 1000 db egylanct 40 db kétlancu torést okoz a DNS-ben [1, 58. old.]
% Jaboratoriumi koriilmények kozott, sejt-tenyésztéssel torténd kisérletek
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képességét mértiik comet-assay-vel. Az eredményeinket statisztikai programok segitségével a
betegek fibroblasztjainak sugarzasra adott in vitro talélési aranyaval, valamint in vivo az egyéni
klinikai sugarérzékenységével vetettiik dssze.

A kontroll csoportba kezelés elott alld sugarterapias betegeket, valamint egészséges
gyerekek fitymdibol szarmaz6 primér fibroblasztokat soroltunk (K). A masik mintavételi
csoportba olyan, mar sugarterapidban részesiilé betegek keriiltek, akik bar felépiiltek a
daganatos betegségiikbdl, a sugarterapia kovetkeztében a sugarmezd altal befogott teriileten
toxikus reakciojuk alakult ki. Ezeket a betegeket tovabbi négy csoportba soroltuk:

— emlddaganatos betegek, akikben borfibrozis vagy teleangiektazia alakult ki (64
minta).

— toxikus késd1 idegrendszeri tlineteket mutatd betegek (18 minta).

— olyan betegek, akikben a sugarterapia kovetkeztében mucositis/dermatitisz alakult Ki
(14 minta).

— olyan, vegyes betegcsoport (21 minta), amelyben az eddig emlitettektdl eltérd
toxikus sugarreakciok alakultak Ki.

Sejttenyésztés és sugarkezelés
Primér fibroblaszt kultura kialakitasa

Fibroblaszt-sejtkultura kialakitasa céljabol a bOrmintakat aprd, 0,5x0,5mm-es darabkakra
vagtuk, majd antibiotikumot tartalmazé PBS-pufferben mostuk. A bérdarabkikat 25cm?
feliilet tenyészto edénybe tettiik és 1,5ml 40% fotalis borja-szérumot tartalmaz6 Dulbecco’s
Modified Médiumot (DMEM)® adtunk, amely a bérdarabkak letapadasat szolgalta. Ezt
kovetéen a médiumot 5 ml térfogatra és 20% szérumtartalomra egészitettiik ki. Koriilbelil tiz
nappal a bOrdarabkak letapaddsa utan jelennek meg a kornyezd teriileten a fibroblasztok,
amelyek tovabbi 1-2 hét mulva begylijthetok és tovabb olthatok. A primer fibroblaszt-
kultarakat 20% szérum tartalmit DME-médiumban tartottuk fent.

A fibroblasztokat 10% FBS tartalmiit DMEM tapban 5% CO; tartalmu légkérben 37°C-on
tenyésztettiik, majd a teljes konfluencia elérése utan sugarkezeltiik. A sugarkezelést 1-, 2-, 4-
valamint 6Gy %°Co-y sugarzassal végeztiik (Gammatron-3 Siemens, Erlangen, Németorszag).

A primer fibroblasztok hasznalatinak hatranya, hogy kb. 2-3 hétig tart a sejtkultara
kialakitasa. Mivel a fehér vérsejtek sugarérzékenysége szintén vizsgalhato alkalikus €s neutralis
comet-assay-vel, a vérmintak begytjtése pedig egy egyszerii €s alacsony invazivitasu folyamat,
ugy dontottiink, hogy az azonos betegek vérmintain is vizsgaljuk az in vitro
sugarérzékenységet, Osszevetve azt a klinikkumban mért sugarterapiara adott valasszal.
Vérmintak
A vérmintakat a vérvételt kdvetden 3 oran beliil in vitro sugaraztuk be 2Gy dozisti, 60Co-y
sugarzassal (Gammatron-3 Siemens, Erlangen, Németorszag). Kozvetleniil a besugarzast
kovetden lugos és semleges comet-assay-vel mértiik a DNS-torések gyakorisagat. A DNS-
repair-kapacitas nyomon kovetésére a besugarazott vérmintakat 5% CO tartalmu légkorben
37°C-on négy 6rat inkubaltuk, és ezt kovetden ismételten elvégeztiik a comet-assay-t.

® a human sejtek laboratoriumi kériilmények kozott torténd tenyésztéséhez hasznalatos oldat.
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Klonogén assay

A primer sejtkultirak kialakitasa utan meghataroztuk a fibroblasztok regeneralodé képességét.
A sugarérzékenység vizsgalata soran 100mm atmérdji Petri- csészére 500-1500 sejtet oltottunk
ki. Tizenkét 6raval késdbb a sejteket 0,5-; 1-, 2- és 4Gy-vel sugarkezeltiik (Co®-y) majd kolonia
képzo-assay-vel kovettiik nyomon a sejtek talélését. Amennyiben egy sejt talél és osztodik,
sejt-koloniak jonnek létre, amelyek metanolos fixalast és CBB R-250 festést kovetéen szabad
szemmel is lathatova valnak. A talélo sejtek frakcidjat szazalékosan fejeztiik ki. A sejtek egy
részében csak a 2Gy besugarzast talélé frakciot (surviving fraction at 2Gy=SF2 érték)
hataroztuk meg. (1. abra)

1. abra kezeletlen kontroll (0Gy), illetve 2Gy-vel sugarkezelt fibroblasztok koloniai. (sajat foto)

Comet-assay

A klonogén assay hatranya, hogy a besugéarzas utan kb. két hét mulva kapunk csak eredményt.
Ezért szerettilk volna bevezetni egy gyorsabb moddszer, az alkalikus és a neutralis egy-sejt
elektroforézis (comet) assay hasznalatat is az egyéni sugarérzékenység vizsgalatara.

A DNS torések nagy mennyisége, illetve a repair elégtelensége a sejtet kiilonbozo
molekularis utvonalak iranyaba tolja el, amelyek a sejt pusztulasahoz vezetnek. A comet-assay
vagy egy-sejt gél-elektroforézis segitségével kimutathatok a sugarzas hatasara keletkez0, illetve
a javitas hidnyossaga miatt bizonyos id9 elteltével visszamarado6 egy- és kétlancu torések is. A
két adat kiilonbségébdl a sejtek DNS javitd képességére lehet kovetkeztetni.

A comet-assay soran a sejtkultiraban novo fibroblasztokat a teljes konfluencia allapotaban
sugarkezeltiik. A sejttenyésztd flaskakban besugarazott sejtek egy részét a sugarkezelést
kovetden azonnal letripszineztiik és 0,5%-os lagy agarba (LMPA) agyaztuk, ezt kovetden pedig
1% triton-x100 és 10% DMSO tartalmu oldatban éjszakan at lizaltuk. Ezutan az egy lanca DNS
torések vizsgalatahoz a lemezeken rogzitett sejtek DNS lancat erdsen alkali pH-ju (0,3M-0s
NaOH, pH>13) pufferben 30 percen keresztiil szobahén denaturaltuk. Az elektroforézist 25mV
fesziiltségen és 300mA aramerdsségen folytattuk le. (2. abra) A kétlanch torések
elektroforetikus kimutatasahoz sziikséges 1mV/cm fesziiltséget 1,8l térfogatt, neutralis pH-ju
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(TBE, pH: 8,3) puffer oldat segitségével értiik el. (3. abra).” [8, 9 nyoman kidolgozott modszer. ]
A DNS repair-kapacitas nyomon kovetésére a besugarazott mintak hatralévo részét 37°C-on és
5% CO»-t tartalmazo kornyezetben négy orat inkubaltuk, ezt kovetéen pedig ismételten
elvégeztiik a comet-assay-t.

Az eljaras alapja az, hogy az elektroforézis soran a sejtmagban 1évé DNS az anod felé
vandorol. A DNS fragmentumok elmozdulasa elsésorban a sulyuktol fligg, ez esetben pedig a
sugarzas hatasara a benne keletkez6 torések szamatol. Az ép, illetve a toréseket nem tartalmazéd
nagy molekulastlyt DNS a magban marad és az elektroforézis utan ez adja az listokos (comet)
magjat. A sugarzas hatasara 6sszetort DNS pedig a comet csovajat alakitja ki. A magban és a
csovaban jelenlévé DNS-mennyiség aranya adja meg a DNS-karosodas mértékét. A neutralis
kozegben végzett elektroforézis kizardlag a kétlanci DNS torések vizualizasara alkalmas. Az
alkalikus comet-assay segitségével az egy- és kétszalu torések egyarant kimutathatoak. [16,
951-955.0ld.]

A kiértekelés etidium-bromidos festést kovetden, Zeiss fluorescens mikroszkdppal, a
Kinetic Imaging Comet4 szamitogépes szoftverének segitségével tortént.

a.) b.)

2. abra Egylancu DNS torések besugarazatlan (a) és besugarazott sejtekben (b). A fényképeken az erds
fényes folt az eredetileg a sejtmagban talalhaté DNS, a mogétte elhtizodo darabok az elektroforézis
soran elvandorolt, sériilt DNS. (etidium-bromidos festés, sajat foto)

3. abra Kétlanct DNS torések besugarazatlan (a) és besugarazott sejtekben (b). A fényképeken az erds
fényes folt az eredetileg a sejtmagban 1évé DNS, a mogoétte elhuzodo darabok az elektroforézis soran
elvandorolt, sériilt DNS. (etidium-bromidos festés, sajat felvételek)

A kiértékelés soran a Comet4 program altal felajanlott paraméterek koziil az Olive Tail
Moment (OTM), valamint a Tail Factor-t hasznaltuk fel, az eredményeket Excel Macros és
Excel programokkal értékeltiik ki. [14] Az OTM egy globalis comet-paraméter: egyarant

T A sajéat laboratoriumi koriilményeink kozott (elektroforézis talca alakja) a futtatd puffernek ezen térfogata adta
a megfeleld fesziiltséget.
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figyelembe veszi a toredezett DNS mennyiségét és a nucleoidtol valo eltavolodasdnak mértékét,
mig a Tail Factor a tulajdonképpeni toredezett DNS szazalékos aranyat fejezi ki az alabbi
képletek alapjan:

OTM = [(csOva atlaga — mag atlaga) x a csovaDNS %/100]

Tail Factor = Tail DNA = a cs6vaban talalhat6 DNS-szazalék atlaga.

EREDMENYEK

Primer fibroblasztok sugarérzékenységének vizsgalata klonogén-assay-vel

A Modszerek fejezetben leirt csoportokbdl szarmazo primer fibroblasztok tulélését hataroztuk
meg in vitro besugarzas utan. Mint emlitettiik, a kontroll csoport két részbdl allt. Az egyiket az
egészséges gyerekek fitymaibol szarmazo primer fibroblasztok képezték. Itt a talélési gorbék
lefutasa egy igen sziik tartomanyba esett. A masik kontroll csoport a sugarterapia eldtt allo
betegeket tartalmazta. E betegekbdl szarmazd fibroblasztok in vitro sugarérzékenysége
megegyezett az egészséges gyerekek fibroblasztjainak sugarérzékenységével. Az Gsszesitett
kontroll csoport SF2 ¢értékeinek megoszlasat az 1. grafikon szemlélteti. A kontroll
betegcsoportbdl szarmazo mintak SF2 értékei a 20-50%-os talélési tartomanyba esnek.
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1. grafikon Kontroll betegek SF2 értékeinek eloszlasa. A kontroll betegek sejtjeinek 20-
50%-a éli til a 2Gy dozisu sugarkezelést.

Sikeriilt igen jelentds szdmu mintat (mind vér, mind pedig bdr biopszia) nyerniink olyan
betegekbdl, amelyekben a sugarterapia kovetkeztében mar valamilyen korai vagy késdi toxikus
sugar-reakcio kialakult. Ezeket a betegeket tiineteik alapjan a Modszerek fejezetben mar
emlitett négy nagy csoportba osztottuk.

Azokban a betegekben, amelyekben a sugarterapia kovetkeztében valamilyen idegrendszeri
mellékhatas alakult ki, az SF2-értékek balra, azaz a sugarérzékeny frakciok felé tolodtak el,
négy beteg esetében pedig a fibroblasztoknak minddssze 6-15%-a élte tul a 2Gy sugarkezelést
(2. grafikon).
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2. grafikon Idegrendszeri mellékhatasokkat elszenvedd betegek fibroblasztjainak SF» értékei. Lathato,
hogy a betegek koriilbeliil felének a fibroblasztjai gyengébb talélést mutatnak, mint a kontroll
betegcsoporté.

A kovetkezd betegcsoportba olyan betegek tartoztak, amelyekben a kiilsé sugar- és/vagy
brachyterapia kovetkeztében bérrendszeri és subcutan szdveti mellékhatasok alakultak ki. E
betegcsoport SF2-értékei mérsékelten térnek el a kontroll csoportétol (3. grafikon).
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3. grafikon Sugarhatasra mucositis-dermatitiszes mellékhatasokat mutatd betegek SF» értékei.

A 4. grafikon emlédaganatos betegek fibroblasztjainak tulélését mutatja be. A grafikonon
lathato, hogy e betegek tlilnyomo tobbségének a fibroblasztjai a kontroll csoportéhoz hasonldéan
20-45%-ban éltek tal a sugarkezelést, minddssze 11 beteg sejtjeinek a talélése volt 20% alatti.
Ez egy, a klinikai mellékhatasok szempontjabol is nagyon vegyes betegcsoport volt, amelyben
egyarant voltak olyan betegek, akiknek stlyos sugarzas okozta mellékhatdsai voltak és olyanok
is, akik meglehetdsen jol viselték a sugarterapiat. Ennek ellenére nem sikeriilt korrelaciot
kimutatnunk a klinikai sugarérzékenység €s az in vitro sugarérzékenység kozott.
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4. grafikon Emlddaganatos betegekb6l szarmazé fibroblasztok SF» értékei

Alkalikus és neutralis comet-assay alkalmazasa fibroblasztok
sugarérzékenységének mérésére

A klonogén assay segitségével tulajdonképpen a sejtek sugarzas-okozta karosodasainak
kijavitodasa utan lehet mérni azok tulélését, amely végsd soron a sejten beliili folyamatok
eredménye. Az egyes fibroblaszt-sejtek sugarzas okozta DNS karosodasainak és azok repair-
jének a vizsgalatat elvégeztiik alkalikus és neutralis comet-assay-vel is. Eldszér azonban
tanulmanyoztuk a DNS karosodas dézistol valo fliggését (0,5 — 6Gy), majd pedig a DNS torések
kijavitddasanak idébeli folyamatat (0, 10, 20, 30, 60, 120, 240 perc).

A sugarzads hatdsara keletkez6 DNS lanctorések szadma a sejt tipusatdl és
sugarérzékenységétol fliggetleniil allando egy adott dozisu sugarkezelést kovetden, viszont a
dozis fliggvényében nd. Az 5. grafikonon lathato, hogy a kétlancth DNS torések kovetkeztében
keletkez6 DNS fragmentumok a dozis emelkedésével aranyosan egyre nagyobb mennyiségben
mutathatok ki (tail DNA): a besugarazatlan kontroll mintaban a csova mag fel6li részén tomoriil
a DNS, mig a 6 Gy-el kezelt sejtek esetén a csdva sejtmagtdl tdvolabb eso részére csoportosul
at, ami a jelentds mennyiségli DNS torésnek koszonhetd.
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5. grafikon Kétlanct torések kovetkeztében kialakulé DNS fragmentumok eloszlasa kiilonboz6
dozisok fliggvényében, fibroblasztokban. Az elsd sorban a kezeletlen kontroll, majd egymast
kovetden az 1-, 2-, 4- és 6 Gy dozissal besugarazott fibroblasztokban keletkezd kétlanci DNS
torések mennyiségét tiintettiik fel Kinetic Imaging program segitségével. Az egyre nagyobb
szamu torés kovetkeztében egyre nagyobb mennyiségii DNS vandorol ki a sejtmagbol.

A tovabbiakban vizsgaltuk a torések keletkezésének és kijavitodasanak idobeli dinamikajat
a kezelést kovetd 30 perccel, 1-,2-, 4- és 24 6raval. A legmagasabb toredezettségi értékeket a
sugarkezelést kovetd egy oOran beliil mértiik. A sejtben végbemend javitd folyamatoknak
koszonhetden a DNS torések szama ¢€s eloszlasa a sugarkezelést kdvetden minddssze 4 oran
beliil visszacsokken a kontroll értékekre (6. grafikon).
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6. grafikon Kettds lanct DNS torések javitasanak idokinetikaja 6 Gy-el besugarazott fibroblasztok
esetén. Az els6 sorban a kezeletlen kontroll, a masodikban a sugarkezelést kovetden keletkezo
torések, majd 1-, 2-, 4 és 24 dra elteltével még jelen 1évo, igynevezett rezidualis toréseket
abrazoltuk Kinetic Imaging program segitségével.

A sugarterapia kovetkeztében kiilonb6zo sugdrzas okozta mellékhatasokat elszenvedd
betegek fibroblasztjait kezeltiik 6Gy dozisu sugarzassal in vitro, majd egy-sejt elektroforézissel
vizsgaltuk az egy- és kétlancu DNS torésekbdl kifolydlag megjelend DNS fragmentumok
aranyat. Adataink azt mutatjak, hogy a kezelésre idegrendszeri toxikus mellékhatasokkal
reagald betegek fibroblasztjaiban tobb egylanci DNS-torés keletkezik, mint a kontroll
csoportban. Erdekes azonban, hogy mind a kontroll-, mind a sulyos mellékhatasokat szenvedett
betegcsoportok fibroblasztjainak sejtmagvaiban gyakorlatilag maradéktalanul kijavitodnak
ezek a torések. Jelen kisérleteinknek nem volt célja a javitds mindségérdl informaciot
biztositani. A neutralis assay-vel nem talaltunk szignifikdns 0sszefliggést sem a primer, sem
pedig a rezidualis, 6 Gy-vel besugarazott fibroblasztok DNS-karosodasai valamint a megfeleld
sejtvonalak SF2-értékei, vagy a betegek klinikai sugarérzékenysége (sugarkezelésre adott
reakcioi) kozott sem. Az adatok értékelésének statisztikai erejét tovabbi vizsgalatokkal lehetne
emelni.

Beteg kategoria pH OTM Tail- DNA
Oh 4h Oh 4h
Kontroll betegek 8,3 12,08 4,27 19,36 10,45
13 22,97 3,90 33,48 10,70
Idegrendszeri mellékhatdsokat 8,3 12,98 3,23 18,74 9,21
szenvedett betegek 13 58,45 3,74 53,20 9,65

1. tablazat 6 Gy-vel suggarkezelt fibroblasztok comet-assay eredményei: kezelés utan kozvetleniil
(Oh) és 4 oras javitodast kovetden (4h). A feltiintetett szamok a betegek fibroblasztjain mért OTM és Tail-
DNA értékek atlagait mutatjak
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Alkalikus és neutralis comet-assay alkalmazasa vérmintakon a limfocitak
sugarérzékenységének kimutatasara

A fibroblasztokon végzett kisérletek meglehetdsen iddigényesek, mivel 2-4 hét alatt Iehet
Iétrehozni egy borbiopsziabol fibroblaszt kultirat, amelyet fenntartani és tenyészteni kell a
kisérlet esedékességéig. Mivel a vérvétel egy joval kevésbé invaziv mintavételezési eljaras, €s
a vérbol szarmazd limfocitdk azonnal rendelkezésre allnak a kisérletekhez, a comet-assay
kisérleteinket ugyanazon betegek limfocitain is elvégeztiik.

A DNS-torések alapszintjét alkalikus, ¢és a neutralis comet-assay-vel vizsgaltuk
besugarazatlan mintdkon. Az alapszint adataink szerint gyakorlatilag nulla, nem fligg a korabbi
sugarterapiatél. A betegekbdl szarmazd vérmintakat alkalikus comet-assay-hez 2 Gy,
neutralishoz 4 Gy ®°Co-gamma sugarzassal kezeltiik, és vizsgaltuk a kozvetleniil a besugarzas
utan kialakulé DNS lanctoréseket (kezdeti karosodas), valamint a sugarkezelést kovetden négy
oraval még fennallo elvaltozasokat (rezidudlis-, visszamarado karosodas) is.

A sugarterapia kovetkeztében idegrendszeri mellékhatasokat mutatd betegek esetében az in
vitro besugarzas utan kozvetlentil, alkalikus comet-assay-vel nézve a DNS-karosodasokat, nem
talaltunk kiilonbséget a kontroll csoporthoz viszonyitva. Négy oraval a besugarzas utan nézve
a kérosodasokat, az idegrendszeri mellékhatasokkal rendelkezd betegeknél altaldban joval tobb
rezidualis karosodas maradt vissza. Hasonld eredményeket kaptunk neutralis assay-vel is.
Mucositis/dermatitises, valamint emlétumoros betegeknél nem talaltunk kiilonbségeket egyik
assay-vel sem a kontroll csoporthoz viszonyitva.

Beteg kategoria OTM Tail- DNA
Oh 4h Oh 4h

Kontroll betegek 44,07 17,86 38,27 22,15
Idegrendszeri mellékhatasokat 41,43 23,33 37,71 26,32
szenvedett betegek

Mucositis vagy dermatitis tipusu 18,14 3,23 21,68 10,15
mellékhatasokat szenvedett betegek

Emlédaganatban szenvedd betegek 12,96 7,07 20,74 11,81

2. tablazat 2 Gy-el besugarazott limfocitakban bekdvetkezd egylancu torések (Oh) és javitodasuk
hatékonysaga 4 6ra mulva (atlagok).

EREDMENYEK TARGYALASA ES KOVETKEZTETESEK

A fibroblaszt-mintak SF2-értékeinek és a betegekben kialakuld toxikus sugar-reakcioknak az
Osszevetésével kapott adatok azt valdsziniisitik, hogy az SF2-értékek meghatdrozéasaval
felbecsiilhetd a korai és késdi toxikus sugarreakciok kialakulasanak a kockazata. Azokban a
betegekben, akiknek a fibroblasztjai sugdrérzékenyek, sokkal nagyobb a valdszinlisége a
mellékhatasok kialakuldsdnak, mint a sugérrezisztenciat mutatd fibroblasztokkal rendelkezd
betegek esetében. Elobbi betegek esetében keriilendd a szokasosnal nagyobb biologiailag
effektiv dozissal végzett sugarterapia és a sugarmezd a lehetd legkisebb sziikséges teriiletre
korlatozando.

Véleményiink szerint eredményeink a munkahelyi sugarexpozicié eseteire is alkalmazhatok.
Azok a személyek, akik a fibroblasztjainak tulélése az atlagosnal alacsonyabb tartomanyba esik
(SF2<25%-nal), a sztochasztikus (pl. daganat keletkezés) sugarhatasok szempontjabol egy
jelentésebb kockazati csoporthoz tartoznak és az esetleges kdvetkezmények korai diagnézisa
érdekében fokozott megfigyelést igényelnek.
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A comet-assay modszere sajat laboratoriumunk koriilményei kozott alkalmas a sugarzas
kiilonboz6 dozisai altal okozott és a javitas soran visszamaradd DNS torések kimutatasara.

Kiilonbségek mutatkoznak a kiilonbdz6 mellékhatasokat szenvedett betegek limfocitaiban
atlagosan visszamaradd egylanci DNS torések mennyiségében 2 Gy besugarzas hatasara,
viszont jelenlegi allaspontunk szerint nincs meghatarozo jellegii korrelacié az egyes betegek
limfocitaiban visszamaradd6 DNS sériilések ¢s sugarterapiat kovetd klinikai mellékhatdsok
kozott.

Annak ellenére, hogy 6 Gy besugarzast kovetden a kezdeti egylanci DNS torések kozott
igen jelentdsnek tlinik a kiilonbség az IR és a K betegek fibroblasztjai esetében, a DNS javito
folyamatokat kovetden e két csoport kozotti kiillonbségek eltinnek. A klinikai sugarkezelésre
valtozatos modon reagald emlddaganatos betegekbdl szarmazod, 4 Gy-vel sugarkezelt
vérmintakban sem taldltunk szignifikdns korrelaciot a kétlanci DNS torések javitddasa €s a
betegek klinikai mellékhatasok kozott. Mivel a DNS altal az agar6z gélen megtett tavolsag fligg
annak a molekularis tomegétdl, valoszinli, hogy annak ellenére, hogy a torések mennyisége
allando, a letort DNS fragmentumok molekularis tomegében mutatkozik kiilonbség e két
csoport kozott. Ugy tiinik, hogy nem a DNS torések mennyisége, hanem a helye és a javitodas
mindsége lehet meghatdrozd a sejt életvitele szempontjabol. Mindazonaltal a betegekben
kialakuldo mellékhatasok és DNS javité folyamataik mindsége kozott fennalld 6sszefliggések
vizsgalatara ezen tanulméany nem terjed ki. A tovabbiakban érdekes lenne egy olyan vizsgalatot
folytatni, amely a DNS javitd mechanizmusok mogott rejld genetikai €s molekularis
sajatossagok (génexpresszio, gén promoter metilacio, kiilonb6zo fehérjék koncentracidja, stb.)
kozotti  kiillonbség vizsgalatat célozza meg a fent emlitett magasabb kockazata
betegcsoportokban. Eredményeink alapjan ugyanis a két betegcsoport elhatarolhatd egymastol,
de az egyéni klinikai sugar reakciok €s a comet csova DNS mennyisége, illetve e mennyiség
repairt kovetd csokkenésének mértéke kdzott nem sikertilt szignifikans kapcsolatot kimutatni.

Vilagszerte a comet-assay-t mar genotoxitcitas-tesztelésére, human biomonitorozasra,
valamint kiilonb6z6 organizmusok 6kogenotoxikologiai vizsgalatara hasznaljak. [16, 950. old.]
Ennek ellenére, sajat kisérleti koriilményeink kozott agy tinik, nem alkalmas egyéni
kiilonbségek meghatarozasara, hiszen annak ellenére, hogy valoban igen kiilonb6z6
eredményeket kaptunk az egyes egyének kozott (mintdink szorasa igen magas értéket ért el), az
egyének értékei és klinikai sugarreakcidojuk kozott nem talaltunk korrelaciot. Hasonlo
eredményeket mutatnak be a hamburgi egyetem munkatérsai 2001-ben megjelent cikkiikben
[11, 936. old.], ahol forditott korrelaciot talaltak a sejtek 2Gy besugarzast kovetd talélése és
5Gy besugarzas soran keletkezett toredezett DNS mennyiség kozott, de nem taldltak
Osszefliggést a javitas utan visszamaradt DNS mennyiség €és a sugarérzékenység kozott. A
csOvaban talalhaté DNS fragmentumok mennyiségének jelentds eltérése kozvetleniil a
sugarkezelést kdvetden a kiilonbozo betegesoportokban arra utalhat, hogy a DNS molekularis
szerkezeti Osszetétele kovetkeztében egyes régiokban gyakrabban fordul eld kettds lanc torés.

A nemzetkozi irodalomban nincs konszenzus a comet-assay sugarérzékenység-vizsgalatokra
val6 alkalmassagat illetéen. Eredményeink alatdmasztjak azt a feltételezést, miszerint a normal
szOvet radiotoxicitasa a DNS javitdo rendszeren kiviil tobb tényez6 fiiggvénye. A jelenleg
altalanosan elfogadott paradigma értelmében a sugarzasra adott biologiai valasz olyan
multimolekularis folyamat, amelyben a résztvevd fehérjék gén-atirddasanak, az epigenetikai
folyamatoknak és a genom metilacios allapotanak is szamottevo szerepe van. [5, 613. old; 17,
1196-1198. old.; 18] A tovabbiakban az ezen folyamatokban szerepet jatsz6 gének vagy
fehérjék vizsgalata egy esetleges PCR- vagy antigén-antitest alapu modszer kidolgozasahoz
vezethet.
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