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Tengeri malacokon végzett kisérleteinkben megallapitottuk,
hogy a periférias limfocitdkban akut sugarhatasra megjelen6 mikro-
nukleuszok dézis-hatas 6sszefliggése linearis-kvadratikus jellegd, to-
vabba, hogy sugarsériléssel kombinalt égési trauma esetén a mikro-
nukleusz gyakorisdgot az égést kovetd patolégias folyamat nem be-
folyasolja. Ezért kombinalt sértléseknél a mikronukleusz kimutatasi
eljaras a sugarhatas megfelelé biolégiai indikatora, s igy hasznalhato
diagnosztikai és differencialdiagnosztikai eljaras.

loniz&l6 sugarzasok sejtgenetikai karositd hatdsa kromoszédma aberraciok kival-
tasaban is megnyilvanul. Ezért a kromoszéma aberracids analizis alkalmas médszer
a sugarhatas tényének bizonyitasara, valamint a besugarzasi dézis becslésére. Utdbbi
azért valt lehet6vé, mert az elvaltozasok, pl. az Un. dicentrikus, tovabba a gy(r(
alaku valtozatok el6fordulasi gyakorisadga aranyos a besugarzasi dozissal. Az eljaras
azonban meglehetsen id6igényes, és az értékelés nagy szakértelmet és tapasztalatot
kivan. Egyszer(ibb lehet6ségnek latszik egy tovabbi kromoszéma aberraci6 fajta, az
un. mikronukleuszok vizsgéalata.

A mikronukleusz olyan kromoszoma téredék vagy teljes kromoszéma, amely a
sejt osztddasa soran égjik leanysejt magjaba sem épul be, hanem az oszlasi orso
sérulése miatt valamelyikéjuk citoplazmdjaban jelenik meg 6nallé testként (7,12).
A mikronukleuszok gyakorisaganak vizsgalatat az utdbbi években néhéany labora-
torium — beleértve a miénket is — az emberi periférids limfocitdkon is végzi (1,2,3,
7,12). A mikronukleuszok megjelenését mutatja be az 1. sz. abra, emberi limfocitak-
ban. E szerzékkel egyetértéshen azt talaltuk, hogy a mikronukleuszok megjelenésé-
nek gyakorisaga a sugarzas dozisaval aranyosan né.

Jelen munkankban ezért allatkisérletekben azt vizsgaltuk, hogy égéssel kombi-
nalt akut sugarsériilésnél hogyan valtozik a mikronukleusz gyakorisag.
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1. dbra. Mikronukleuszok 2 Gy rontgensugarzassal in vitro kezelt emberi periférias
limfocitdkban

Anyagok és médszerek

Kisérleteinkhez 60 db kifejlett, 350—400 g stlyd, mindkét nembeli egészséges
tengeri malacot hasznaltunk fel. Az allatokbdl négy csoportot alakitottunk ki 50-
50%-0s ivararany megtartasaval, nevezetesen

— az |. csoportban voltak a kezeletlen kontroll allatok, n=10 db,

— a Il. csoportban csak égési traumat szenvedett allatok, n= 10 db,

—a Ill. csoport egyedeit 5 alcsoportba osztottuk, s az egyes alcsoportokat
0,5; 1; 2; 3 és 4 Gy dozisu “ Co-gamma sugarzassal kezeltik, az egyes dézisoknal 4-4
allatbol allé alcsoportokat képeztiink, dsszesen tehat 20 allatot sugarkezeltiink,

—a IV. csoport a Ill. csoporthoz hasonléan 5 alcsoportban az el6z6ekkel
megegyezd ddzisi B)Co-gamma sugarzassal kezelt allatoké, amelyek a besugarzast
kovetd 30 percen belil a test hati felliletén 10—12%-os kiterjedés( égési sebet kaptak.

Az égési felllet nagysagat az F = Jtestsuly2XK képlet alapjan szadmitottuk,
ahol F a teljes bdrfelulet nagysaga, K pedig az allatfajra jellemz6 allandd, amely
tengeri malacnal 8. Ennek alapjan egy 400 g sulyu tengeri malac testfelilete 108
cm2 (4,8).

Az égési trauma el8idézése 7 mg/100 g testsuly dézisq, intraperitonealisan adott
Inaktin (Byk B(iden) narkézisban tértént. Héforrasként egy 4x3 (12 cm2) felilet(
aluminium lappal kiegészitett, szabalyozhato el6tétellenallassal ellatott elektromos
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forrasztopéka szolgalt (14). A 80+3 °C feluleti hémérsékletli eszkdzt az elézetesen
sz@rtelenitett hati felllethez érintettilk Ggy, hogy az csak sajat sulyaval (590 g)
nehezedett az llatra. 70 masodperces expoziciot kdvetéen 10—12%-0s, 11—I11. foka
égési sérilés alakult ki. Az elvaltozas mélységét szovettani diagndzis is alatdmasztotta.
E szerint a b6rmetszetek ham fel6li felszinén részben intra-, részben szubepitelialisan
vesicula képzddés volt lathat6. A felszin nagyobb része hamfosztott volt, és csak a
hampapilla cslcsok, valamint a sz6rtiisz6k maradvanyai voltak lathaték. Az irha
csaknem egész vastagsagban koakulaciot mutato kollagénbdl, illetve kdt6szovetbdl
allt. A bérizomzat mélységében az erekben voéros stasis volt. A diagndzis: 111. foku
égés.

Az allatokat Gammatron—3 ~Co-sugarforrassal 0,3248 Gy/perc teljesitmény-
nyel sugaroztuk be.

A vérmintakat litium-heparinos alvadasgatlas mellett szivpunkcidval vettiik.
A vérvétel a I11. csoportban a besugarzast kdvetd 30 percen beldl, a Il. és IV. cso-
portban az égési sériilést kdvetd egy 6ra mulva tértént.

A vérmintékat alfa-mddositast Eagle MEM (Flow Laboratories) tapfolyadékban
inkubaltuk, amelyet 20% prekolosztralis borjusavéval (Phylaxia) egészitettiink Kki.
A limfocitdk oszlasra késztetése 1 fil/ml phytohemagglutinin-P (Difco Laboratories)
hozzdadasaval tortént. 10 ml tapfolyadékhoz 1,5—2,0x106 mononuklearis sejtet
tartalmazo teljes vért adtunk mintanként (5,15). Az inkubalast 37 °C-on, 5% szén-
dioxidot tartalmazé légkorben végeztik, 48 6ran at (11). A sejteket ezutan 0,4%-0s
NaCl oldatban 5 percig hipotonizaltuk, majd ecetsav metanol 1:3 ardnyu keverékével
4 °C-on 10 percig fixaltuk (13). Haromszori metanol-ecetsavas atmosast kovetSen
a készitményt targylemezre szélesztettik.

A limfoblasztokat 0,05%-0s acridin orange (Merck) fluorokrém festék oldattal
festettiik, ezutan fluoreszcens mikroszképpal vizsgalva a sejtmag és a DNS-t tartal-
mazd anyag sargés-zold, a citoplazma narancssarga szinben jelenik meg. A mikro-
nukleuszok el6fordulasi gyakorisagat egyedenként 3000 sejt vizsgalataval allapitot-
tuk meg, és ezrelékben fejeztiik ki. Csak azokat a sejteket vettik figyelembe, amelyek
ép citoplazmajuak voltak, és amennyiben mikronukleuszt tartalmaztak, azok a sejt-
magtdl elkilondlten helyezkedtek el.

Az adatokat linearis regresszios statisztikai mddszerrel értékeltiik. Szignifikancia
vizsgalatot t-prébaval végeztiink.

Eredmények

A kulénboz8 modon kezelt allatcsoportokban tal&lt mikronukleusz gyakorisagi
értékeket az 1. sz. tablazatban foglaltuk dssze. A téblazatrdl leolvashato, hogy a ke-
zeletlen kontroll csoport és az égési sériilést szenvedett csoport értékei azonosak.
Lathato tovabba az is, hogy a sugarzassal kezelt allatoknal a mikronukleuszok gya-
korisaga a sugardozis ndvelésével aranyosan emelkedett. Ezekkel az értékekkel azo-
nos értékeket kaptunk a sugarzassal kezelt és égési sériilést szenvedett csoportban is.
Az adatok linearis regressziés elemzése alapjan azt talaltuk, hogy az értékek egy
linearis-kvadratikus dsszefiiggéshez illeszkednek legjobban, mind a I11., mind a IY\
csoportndl. Ezt az dsszefiiggést tiinteti fel a 2. sz. abra. A linearis-kvadratikus dssze-
flggést kifejezd egyenlet val6szinliségi egyutthatdiban is az tikrozédik, hogy a két
csoport kdzott nincs kilonbség (2. sz. tablazat).

Fenti eredményeink alapjan megallapithatd, hogy az égési sériilést szenvedett
kisérleti allatok mikronukleusz gyakorisaga nem kiilénbozik a kontrollokétél. Tovab-
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1. az. tablazat. Mitcronukleusz gyakorisag kulonbdz6 moédon kezelt tengeri malacok
csoportjaiban

Mikronukleusz gyakorisag

Csoport és kezelése Az dllatok ezrelékben
szama +SD
I. Kezeletlen kontroll 10 3,79+1,23
1. Egési sérilést szenvedett 10 3,86+1,16
UL Sugarsériilést szenvedett
0,5 Qy 4 12,50+3,56
1Qy 4 16,12+2,94
2GYy 4 37,37+8,34
3 Gy 4 89,67 +20,52
4 Gy 4 105,99+13,21
1V. Sugarsérilést, majd égési sérulést
szenvedett
0,6 Gy 4 16,37 +4,93
1Gy 4 17,18+3,67
2 Gy 4 42,50£3,99
3 Gy 4 76,36 +10,97
4 Gy 4 115,35+9,25

2. sz. tablazat. lonizal6 sugéarzas okozta mikronukleusz megjelenés dozis-hatas
Osszefliggését kifejez8 Y = c+ dD + BD* egyenlet c, a és R értékei
tengeri malac periférias limfocitaira vonatkozéan

Allatcsoport C <10-* R
60 Co-gamma sugarzassal

kezelt 3,89+0,50 10,3+2,5 41+1,2
60 Co-gamma sugarzassal

kezelt, majd égési sérulést

szenvedett 3,83+0,50 13,8+3,1 3,2+1,3

A két csoport adatai kozotti értékek 95%-0s szinten nem szignifikansak.

ba kombinalt sérulés esetén az ionizal6 sugarzast kovetd égés allatkisérletben nem
befolyasolja a sugarzas indukalta mikronukleusz gyakorisagot és annak doézisfiiggé-
sét. Kombinalt séruléseknél tehat a mikronukleusz gyakorisag a sugarterhelés mér-
tékét jelzi.

Megbeszélés

A sugarzassal kombinalt égési sérilések diagnosztikaja szamos problémat vet fel,
a klinikai és laboratdriumi tiinetek ugyanis atfedik egymast (16,17). Célkit(izésiink
tehat az volt, hogy megvizsgaljuk: az Ujonnan bevezetett, még kilfoldon és sajat
laboratériumunkban is tanulményozas alatt levé médszer felhasznalhat6-e kombinalt
sérulések esetén diagnosztikai és differencialdiagnosztikai célokra. Korébban kimu-
tattuk, hogy az égési séruléssel jaro patologiai folyamatok a sériiltekben kimutathato
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2. dbra. A sugéarzassal kezelt allatokban a mikronukleusz gyakorisag
a stigardozis novelésével ardnyosan emelkedik
(m= csak *0Co-gamma sugarzassal kezelt, illetve o —a besugarzas utan mély égést is
szenvedett csoportokban)

mikronukleusz gyakorisagot nem fokozzak, azaz a seriltek és a kontroll népesség
adatai kozott nincs kiilonbség, tovabba hogy az értékeket az égési sériilés mélysége
sem befolyasolja (9,10).

Kisérleteinkhez tengeri malac latszott a legalkalmasabbnak, ugyanis a kisallatok
kozll ennek a félhalalos dézisa, valamint vérképe hasonlit leginkabb az emberéhez (6).
A modszer beallitasaban jelentkezett problémékat, a tengeri malac periférias limfo-
citdinak tenyésztését Aspegren ¢s Rorsman (5) eljarasanak modositaséval sikerult
megoldani. Vizsgalatainkkal megerésitettiik, hogy feltehet6en a roévidebb sejtoszlasi
ciklusidd miatt a 48 6ras sejt tenyésztés az optimalis, szemben az emberi limfocitaknal
alkalmazott 72 6raval. A mikronukleusz képzédes dozis-hatas dsszefliggését az embe-
rihez hasonléan (1,2,3) linearis-kvadratikusnak talaltuk. Ugy gondoljuk, hogy ez az
eljaras tengeri malacokon végzett egyéb sugarbiologiai kisérleteknél is jol felhasznal-
hat6 a sugarhatas bioldgiai indikatoraul. A mikronukleusz kimutatds modszere
ugyanis azért elénydsebb a klasszikus kromoszéma indikator, a dicentrikus és gydrd
alaku valtozatok kimutatasanal, mert az értékelés nem igényel olyan nagyfoku szak-
értelmet és tapasztalatot, valamint gyorsabban végezhetd. Feltehet6en kdnnyebb
lesz megoldani a mintak értékelését automatikus szamitdgépes képanalizissel is.

Koszdnetnyilvanitas

A szerz6k koszonetiiket fejezik ki dr. Sztanyik B. Lészl6 féigazgaté-féorvos,
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EXPERIMENTAL STUDY OF MICRONUCLEUS INCIDENCE IN BURNS
COMBINED WITH RADIATION EFFECT

Based on experiments in guinea pigs, the authors have found that the dose-dependency of
micronucleus incidence in peripheric lymphocytes on radiation effect has a linear-quadratic
character and the burn disease developing after burns combined with radiation injury does not
influence the incidence of micronuclei. Thus the micronucleus incidence seems to be a reliable
biological indicator of radiation effect in combined injury and has a diagnostic and differential
diagnostic value.

rmecmapmuHa m/c H. KepeKeiu, no.iKoenuK mlc ff. Hoeax, ffb.fi. KameAeut:

3KCnEPMMEHTAJIbHOE HCCJIE/IOBAHHE HACTOTbl MHKPOHYKJIEYCA
nPH KOMEHHMPOBAHHbIX JIYHEBbIMH nOPANCEHH~MH CDKOrAX

B onwTax Ha mopckhx cbhhk3x 6buio ycTaHOBneHo, hto noHBjieHHe MHicpoHymieycoB b nepH-
(JjepHHecKHx  jiHM<j)ouHTax nozi zieiicTBHeM odjiyHeHHH noKa3biBaeT jiHHeapHo-KBaypaTHHecKyio
3aBHCHMOCTD OT ZK)3bl, a lipH oxcorax, KOMOHHHpOBaHHbIX JiyneBbIM 1TOpaaceHHeM, naTOQJlorHHCCKHH
npoyecc, BO3HHKaK>mnfi nocjie oxora, He bjihhct Ha nacTOTy MHKpoHyKJieyca. B CHJiy 3Toro, npH
KOMOHHHpoRaHHbix nopaxeHfc'ax BbiHBjieHHe MHKpoHyKJieyca CHHTaeTCH HagexHMM OHOJiorHneckHM
HflupncaTopoM JiyneBoro bo3hchctbhh h HMeeT 6oJibiuoe 3Ha»ieHHe b KOMnjieKce npneMOB AHar-
HOCTHKH H fH(j)(})epeHUHaHbHOH UHErHOCTHKH.
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