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A NAU citogenetikai biodozimetria tanfolyama: Alkalmazas a nuklearis
veszélyhelyzetre valo felkésziiltségben és reagalasban
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Title and Abstract - IAEA Training Course on Cytogenetic Dosimetry: Application in
Preparedness For and Response To Radiation emergencies. In case of a radiation accident,
the determination of received dose by biodosimetry delivers important supplemental
information to serve medical diagnosis. This may be particularly important where physical
dosimetry data are not available. The author of this paper briefly describes the conclusions of
the international workshop organized by IAEA in 3-5 April 2013 in Belgrade.
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Kivonat — Egy sugdrbaleset esetén a biodozimetria a sériiltek dltal kapott dozis utolagos
megdllapitisa dltal fontos kiegészité informdciokkal szolgdalhat az orvosi diagnozis
felallitasaban. E7 kiilondsen fontos lehet olyan esetekben, mikor a fizikai dozimetria adatok
nem dllnak rendelkezésre. A szerzé jelen kizleményben rividen ismerteti a NAU 2013
aprilis 3-5 kozott Belgradban megrendezett nemzetkozi workshop-jan elhangzott
tanulmanyokat és a munkamegbeszélés sordan levont kivetkeztetéseket.

Kulcsszavak — ionizdlé sugdrzds, biodozimetria, tomegszerencsétlenség, modszerek,
esettanulmanyok

ELOSZ0O

2013.04.02-05 kozott a szerzének lehetésége volt részt venni a NAU (Nemzetkdzi
Atomenergia-iigynokség) altal rendezett ,,Regional Workshop on Applications of
Biodosimetry in Case of a Radiation Emergency” tanfolyamon. A tanfolyam helyszine a
belgradi Tulip Inn Putnik szall6 konferenciaterme volt.

A tanfolyamon a NAU-t Eduardo Daniel Herrera Reyes tr képviselte. Harom, a
biodozimetridban neves tudds tartotta az eldaddsokat: Marina di Giorgio, Joan Francesc
Barquinero Estruch, illetve David Charles Lloyd. A tanfolyamon 24-en vettek részt, 16
Kozép-Kelet Europai orszagbol.

A tanfolyam célja a biodozimetria alapjainak elsajatitasan kiviil egy esetleges
katasztrofahelyzetben sziikséges intézkedések €s teendOk Osszességének atadasa, elsajatitasa
¢s a kornyez0 orszadgok képességeinek megismerése volt.

A szinvonalas eldadéasok a radiobioldgia alapjaitdl kiilonb6zo sugarbalesetek ismertetéséig
igen széles ralatast adtak a biodozimetria tudastaranak jelenlegi helyzetére.
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1. abra: A tanfolyam szerkezeti felépitése [1].
AZ IONIZALO SUGARZAS BIOLOGIAI HATASAINAK ALAPJAI

Az eldadd roviden Osszefoglalta az ionizdld sugarzés hatdsdnak lehetséges utjait, a
bioldgiai rendszerben okozott karok kialakuldsanak mechanizmusat.

Az ionizal6 sugdrzas minden esetben energiat ad 4t az €10 szervezetnek. Az energiadtadas
modja fligg a sugarzas tipusatoél (alacsony vagy magas LET érték, foton- vagy
részecskesugarzas.) A rontgen és y sugarzas ritkan, mig az o és neutron sugdrzas slriin
ionizal. Ez utobbiak nagyobb helybéli kart okoznak, mint az eldbbiek. Az egyenérték dozis
azt adja meg, hogy kiilonbozo tipust sugarzasok milyen dézisa okoz azonos mértéki hatést.

A magas LET értékli sugarzasok egyenesen a DNS-t roncsoljak, mig az alacsony LET
értékli sugarzasok indirekt modon, szabad gyokok képzddésén keresztiil karositjdk a DNS
lancot.

A szervezetben nincsenek specidlisan a sugarzasra reagdld rendszerek, a kiilonb6zd
stresszhelyzetekre vald reakciok utvonalain torténik a jelatvitel €s a karok javitasa. A sejtek
DNS-e az osztodasi ciklus folyaman a legérzékenyebb. A javitds a homolog és nemhomolog
rekombinacid soran torténik.

Egy sugarbaleset esetén minden informdaciot Ossze kell gyiijteni. A biodozimetria a
biologiai valaszbol becsiili meg a sugarzas dozisat. Az idealis modszer sugarzas-specifikus,
alacsony hatterli és szorasu, doézis-hatdsra kalibralhato, hosszantarté hatast mér, konnyli a
mintavételezés és gyorsan jutunk eredményhez és ardnylag konnyen kisziirhetéek a hamis
pozitivok és negativok. Ezen kovetelmények mindenikének megfeleld modszer jelenleg nem
1étezik.

Eléfordulhat, hogy a sugéarzas hatdsai (hasmenés, hanydas, neutrofilok szaménak hirtelen
leesése) késobb jelennek meg, 2 Gy alatt viszont nem feltétleniil. A testnedvekben lévd
biokémiai anyagok valtozésa is informdaciéval szolgalhat. A DNS kettds torések 1-3 napon
beliil kijavitddnak.

Eléfordul, hogy a fizikai doziméter nem esik a sugarzas mezejébe vagy nem helyesen mér.
Gyakran nem monitorozott emberek keriilnek a sugarzas mezejébe.

http://www.sugarvedelem.hu/sugarvedelem




Sugarvédelem VL. évf. (2013) 1. szam. 38 — 43,

A biodozimetria kiegésziti a fizikai méréseket. A tanfolyamon valamennyi napjainkban
rutinszerlien hasznalatos modszer megirmerésére lehetdség volt. Az eldadok részletesen
ismertették a modszereket, valaszoltak a feltett kérdésekre.

Mintavételezes:

Nagyon fontos, hogy aki a mintat veszi, par szabalyt betartson: véralvadasgatlonak litium
vagy natrium heparint kell hasznalni, kb. 10 ml mintara lesz sziikség. Az EDTA elvonja a
kalciumot, a sejt emiatt nem nd. A legjobb mintavételezesi idépontnak jelenleg a balesetet
kovetd 24 orat tartjak. A szallitds 2-3 napon beliil torténjen meg, lehetdleg el kell keriilni a
sz¢élsoséges homérsékleteket. A mintdkra lathatéan fel kell irni, hogy nem besugarazhat6 és
bioldgiailag veszélyes anyagot tartalmaz.

A DICENTRIKUS ASSAY

Az els6, ma is leggyakrabban hasznalt modszer (1960, Oak Ridge, USA), de a legnagyobb
gyakorlatot igényld is. A limfocitédk altal elnyelt dozist méri. Ahhoz, hogy redlis eredményt
kapjunk a mintavételezéssel meg kell varni, mig a sériilt szervezetében keveredik a vér,
viszont a balesetet kovetden a lehet6 leghamarabb kell elvégezni.

A limfocitdk a szervezetben nyugvo allapotban vannak, in vitro PHA-nal
(fitohemagglutinin A) stimulalni kell az osztodasukat. 48 ora tenyésztés utan a sejtkultiirat
colcemiddel allitjuk le, amely az osztddasi orsot gatolja, igy a kromoszoémak a kicseppentés
soran szétszorodnak, lathatova valnak. A sejteket hipotonizaljuk és metanol-ecetsavas
fizaloval fixaljuk és mossuk. Targylemezre valo kicseppentés utan festjiik a kromoszémakat
Giemsa oldattal. A kiértékelés mikroszkoppal, szigor kritériumok alapjan torténik. A teljes
folyamat elvégezhet6 automatizaltan is.

2. 4bra: A dicentrikus kromoszéma assay kiértékelése sordn a teljes metafazisokban jelenlévd
két centroméraval rendelkezé kromoszomakat kell megszamolni (Foto: NAU) [2].
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RETROSPEKTIV DOZIMETRIA TRANSZLOKACIO ELEMZESSEL

Annak ellenére, hogy iddével a transzlokéciok is kikopnak, kiesnek a sejtekbdl, 1dot
allobbak a dicentrikus kromoszoémaknal, felezési idejik kb. 3 év. Alkalmas azokban az
esetekben, mikor késon deriil ki, hogy valaki magasabb dozist sugarzasnak volt kitéve. A
fluoreszcens kétszinli kromoszoéma-festés utan jol lathatova valnak az egyes kromoszomak
sériilései. A moddszer hatranyai, hogy koltségesebb a dicentrikus assay-nal, bonyolultabb a
lemezek elkészitése, a kiértékelés és tobb gyakorlatra van sziikség hozza.

A KORAI KROMOSZOMA KONDENZACIO ANALIZIS

A dicentrikus assay 6 Gy felett nem hasznalhatd, mivel ez a dozis mar igen koran eldli a
limfocitakat, illetve nem ¢€lik til az ezt kovetd sejttenyésztést, nem tudunk elég értékelhetd
metafazist nyerni. Ennek potlasara vezették be a korai kromoszéma kondenzacié analizist
(fels6 dozis-hatara 20 Gy). A kromoszomakat kémiai indukcioval vagy mitotikus sejtekkel
valo fuzioval olyan esetekben kényszeritik kondenzaciora, mikor a sejtek nem osztodnak, igy
teszik lathatova a kromoszomak karosodasait. A modszer eldnye a gyorsasaga, illetve, hogy a
nagyon magas dézisoknal hasznalhaté. Ertékelése soran a centrikus gyiiriik (ring) szamabol
kovetkeztetnek a dozisra.

A CITOKINEZIS BLOKK MIKRONUKLEUSZ ASSAY

Bér nagyon hasonlit a gyakorlati kivitelezése, népszertibb a kromoszoma assay-nél, mert
konnyebben értékelhetd. A kultura ledllitdsa citokalazin B-vel torténik, amely nem hagyja
szétvalni a citoplazmat a sejtosztédas soran, igy két sejtmag alakul ki a sejtben, illetve
latszanak a sejtmagbol kilokédott DNS darabok aprd, sejtmaghoz hasonld struktarak
formajaban. Ezek kromoszoma darabok, amelyeken ritkan van centroméra. Annak ellenére,
hogy kevesebb tapasztalat kell hozza, alacsony dézisoknal megbizhatatlan eredményt ad és
nagy a hattere. Gyorsasaga miatt viszont egy tomegbalesetet kovetden ezt a moddszert
javasoljak az aldozatok gyors sziirésére.

ALKALMAZOTT STATISZTIKA

A limfocitakban 1év6 dicentrikusok diszkrét valosziniiségii eloszlastiak (Poisson eloszlés).
A szorast Papworth U tesztjével kell kiszdmolni, ha U>1, akkor tul nagy a szoras. Standard
hibat Chi teszttel szamolunk. A konfidencia-intervallum 95%-o0s.

A dozis-hatas gorbe elkészitéséhez alacsony LET értékii sugarzas esetén tiznél tobb dozist
kell vélasztani 0-5 Gy kozott, ebbdl 0-1 Gy kozét 4-5 dozis essen, a tobbi pedig 1-4 Gy kozé.
Magas LET értékli sugarzas esetén a maximum doézis 2 Gy. Fontos, hogy a dozis
megbizhatéan legyen leadva, fizikus ellendrzése mellett. A metafazisok elkiilonitésére
hasznaljunk FPG (fluoreszcens és Giemsa) festést, biztosan csak az elsd metafazisokat
szamoljuk.

Napjainkban mar léteznek olyan informatikai programok, amelyek a meglévd dozis-hatas
gorbe a (linearis) és B (quadratrikus) koefficiensének ismeretében az 0j adatokat illesztik a
gorbére, kiszdmoljak a szignifikanciat és a szorast (CABAS, DoseEstimate). Ha nem sikertil
szignifikans a koefficiens elérni, a dozis-hatas gorbe hasznalhatatlan.
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BIODOZIMETRIA TOMEGBALESETEK ESETEN

Allandé biodozimetria laboratorium fenntartasa koltséges és sok esetben kevésbé indokolt.
Szamos kisebb, atomreaktorral nem rendelkezd orszag szerzddésben all nagyobb kiilfoldi
laborokkal. Balesetek esetén Oket kérik fel.

Tomegbaleset alatt olyan nagyszamu aldozattal és karral jard balesetet értiink, amely
meghaladja a helyi hatésagok kezelési képességét. Ilyenkor a tényleges aldozatokon kiviil
nagy azoknak a szama is, akik panikba esnek, aggddnak, és vannak, akiknek nincs
ténylegesen sziikségiik ellatasra. A korai klinikai tiinetek is lehetnek fals pozitivak/negativak.

Szerte a vildgon folyamatban van olyan egyiittmikddési halézatok 1étrehozésa,
amelyekben a résztvevok vallaljak ilyen esetben a kolcsonds segitségnyujtast. Fontos a
halézatban résztvevd laboratériumok és moddszerek Osszehangoldsa, a résztvevok képzése.
Nem sziikséges a laborok akkreditalasa, hiszen a legtobb labor szabvany-modszereket hasznal
(ISO21243, 1SO 19238, NAU standard modszere). A NAU keretein beliil is vannak ilyen
egylttmiikodések. Egy vilagszintli haléozat a RANET, Gjabb a RENEB, amely jelenleg a
dozimetriai modszerek 6sszehasonlitasat végzi.

Tomegszerencsétlenség esetén elsd korben a ddzist nem sziikséges pontosan meghatarozni,
hanem dozis-intervallumokat kell megadni (0-1, 1-2, 2-4, 4-6 Gy kozott), a mikronukleusz
assay segitségével. Az acridin-orange festés megkonnyiti az értékelést. Ez a mdodszer alkalmas
biomonitorozésra. Szintén gyorsabb eredményt ériink el, ha minddssze 50 metafazist
értékellink dicentrikus assay esetén. Ez utdbbinak a hatranya, hogy parcidlis test-dozis
meghatarozashoz nem elég. Tapasztalt értékeld ilyenkor hasznalja az w.n. ,,Quickscan”
modszert: 50 elsd ranézésre épnek latszo metafazist értékel. Szintén hatékony modszer lehet
ilyenkor a yYH2AX fehérje kimutatasa, am err6l a modszerrdl nem esett sz6 a workshop keretei
kozott, igy bovebben egy masik kozleményben foglalkozunk vele.

Az elsO, gyors szlirést kovetden a valds sériiléseket szenvedd egyének mintdit tovabbi,
sokkal precizebb értékelésnek kell alavetni.

ESETTANULMANYOK

A tanfolyam gyakorlati része kiillonb6z6 megtortént balesetek elemzését is tartalmazta. Az
eldadok a Chile, Tokaimura, Latin Amerika, Georgia teriiletén tortént balesetek
biodozimetriai elemzéseit és az azokbdl szdrmazd tanulsigokat is megosztottdk a
résztvevokkel. Talan a legfontosabb tanulsag volt, hogy a részleges (parcialis) test-dozis és a
nem homogén eloszlast egész-test dozis megtévesztd eredményekhez vezethet. Ez esetekben
a megfelelden kivalasztott statisztikai modszerek segithenek.

GYAKORLATI KERDESEK

A kiilonb6z6 modszerek megbeszélése soran a tanfolyamon résztvevok szamos gyakorlati
ismeretre tehetettek szert. Néhanyat a teljesség igénye nélkiil sorol fel a szerzo:

- Egy jol miikodo, nagyobb kapacitasu labor koriilbeliil 5-6 munkaerével dolgozik:
laborvezetd, két biologus és két asszisztens.

- Minden labornak sajat doézis-hatds gorbét kell 1étrehoznia valamennyi olyan
sugarzastipusra, amely az adott orszdgban hasznéalatos. Adatbazisokat kell
létrehozni a nem besugarazott populaciokbol (atlagnépesség, orvosok,
sugarveszélyes munkahelyen dolgozok) — legalabb 5 személybdl allé csoportok
bevonasaval.

- Ma mar a teljes dicentrikus assay automatizalva is elvégezhetd, de még mindig a
manualisan értékeld rendszerek a legnépszeriibbek.
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A dicentrikus kromoszoma-assay sok gyakorlati tapasztalatot igénylé modszer. A
szerzOnek lehetdsége volt megvitatni a gyakorlati kérdéseit mas laborokbdl szarmazo
szakemberekkel.
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