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Tengeri m alacokon végzett kísérleteinkben m egállapítottuk, 
hogy a perifériás lim focitákban akut sugárhatásra m egjelenő mikro- 
nukleuszok dózis-hatás összefüggése lineáris-kvadratikus jellegű, to 
vábbá, hogy sugársérüléssel kom binált égési traum a esetén a mikro- 
nukleusz gyakoriságot az égést követő patológiás folyam at nem be
folyásolja. Ezért kom binált sérüléseknél a mikronukleusz kim utatási 
eljárás a sugárhatás megfelelő biológiai indikátora, s így használható  
diagnosztikai és differencíáldiagnosztikai eljárás.

Ionizáló sugárzások sejtgenetikai károsító hatása kromoszóma aberrációk kivál
tásában is megnyilvánul. Ezért a kromoszóma aberrációs analízis alkalmas módszer 
a sugárhatás tényének bizonyítására, valamint a besugárzási dózis becslésére. Utóbbi 
azért vált lehetővé, mert az elváltozások, pl. az ún. dicentrikus, továbbá a gyűrű 
alakú változatok előfordulási gyakorisága arányos a besugárzási dózissal. Az eljárás 
azonban meglehetősen időigényes, és az értékelés nagy szakértelmet és tapasztalatot 
kíván. Egyszerűbb lehetőségnek látszik egy további kromoszóma aberráció fajta, az 
ún. mikronukleuszok vizsgálata.

A mikronukleusz olyan kromoszóma töredék vagy teljes kromoszóma, amely a 
sejt osztódása során égjük leánysejt magjába sem épül be, hanem az oszlási orsó 
sérülése miatt valamelyikőjük citoplazmájában jelenik meg önálló testként (7,12). 
A mikronukleuszok gyakoriságának vizsgálatát az utóbbi években néhány labora
tórium — beleértve a miénket is — az emberi perifériás limfocitákon is végzi (1,2,3, 
7,12). A mikronukleuszok megjelenését mutatja be az 1. sz. ábra, emberi limfociták
ban. E szerzőkkel egyetértésben azt találtuk, hogy a mikronukleuszok megjelenésé
nek gyakorisága a sugárzás dózisával arányosan nő.

Jelen munkánkban ezért állatkísérletekben azt vizsgáltuk, hogy égéssel kombi
nált akut sugársérülésnél hogyan változik a mikronukleusz gyakoriság.

245



1. ábra. Mikronukleuszok 2 Gy röntgensugárzással in  vitro kezelt emberi perifériás
limfocitákban

Anyagok és módszerek

Kísérleteinkhez 60 db kifejlett, 350—400 g súlyú, mindkét nembeli egészséges 
tengeri malacot használtunk fel. Az állatokból négy csoportot alakítottunk ki 50- 
50%-os ivararány megtartásával, nevezetesen

— az I. csoportban voltak a kezeletlen kontroll állatok, n=10 db,
— a II. csoportban csak égési traumát szenvedett állatok, n =  10 db,
— a III. csoport egyedeit 5 alcsoportba osztottuk, s az egyes alcsoportokat 

0,5; 1; 2; 3 és 4 Gy dózisú “ Co-gamma sugárzással kezeltük, az egyes dózisoknál 4-4 
állatból álló alcsoportokat képeztünk, összesen tehát 20 állatot sugárkezeltünk,

— a IV. csoport a III. csoporthoz hasonlóan 5 alcsoportban az előzőekkel 
megegyező dózisú 60Co-gamma sugárzással kezelt állatoké, amelyek a besugárzást 
követő 30 percen belül a test háti felületén 10—12%-os kiterjedésű égési sebet kaptak.

Az égési felület nagyságát az F =  3/testsúly2XK képlet alapján számítottuk, 
ahol F a teljes bőrfelület nagysága, K pedig az állatfajra jellemző állandó, amely 
tengeri malacnál 8. Ennek alapján egy 400 g súlyú tengeri malac testfelülete 108 
cm2 (4,8).

Az égési trauma előidézése 7 mg/100 g testsúly dózisú, intraperitoneálisan adott 
Inaktin (Byk Bűiden) narkózisban történt. Hőforrásként egy 4 x 3  (12 cm2) felületű 
alumínium lappal kiegészített, szabályozható előtétellenállással ellátott elektromos

246



forrasztópáka szolgált (14). A 80±3 °C felületi hőmérsékletű eszközt az előzetesen 
szőrtelenített háti felülethez érintettük úgy, hogy az csak saját súlyával (590 g) 
nehezedett az állatra. 70 másodperces expozíciót követően 10—12%-os, II—III. fokú 
égési sérülés alakult ki. Az elváltozás mélységét szövettani diagnózis is alátámasztotta. 
E szerint a bőrmetszetek hám felőli felszínén részben intra-, részben szubepiteliálisan 
vesicula képződés volt látható. A felszín nagyobb része hámfosztott volt, és csak a 
hámpapilla csúcsok, valamint a szőrtüszők maradványai voltak láthatók. Az irha 
csaknem egész vastagságban koakulációt mutató kollagénből, illetve kötőszövetből 
állt. A bőrizomzat mélységében az erekben vörös stasis volt. A diagnózis: III. fokú 
égés.

Az állatokat Gammatron—3 ^Co-sugárforrással 0,3248 Gy/perc teljesítmény
nyel sugároztuk be.

A vérmintákat lítium-heparinos alvadásgátlás mellett szívpunkcióval vettük. 
A vérvétel a III. csoportban a besugárzást követő 30 percen belül, a II. és IV. cso
portban az égési sérülést követő egy óra múlva történt.

A vérmintákat alfa-módosítású Eagle MEM (Flow Laboratories) tápfolyadékban 
inkubáltuk, amelyet 20% prekolosztrális borjúsavóval (Phylaxia) egészítettünk ki. 
A limfocíták oszlásra késztetése 1 fi 1/ml phytohemagglutinin-P (Difco Laboratories) 
hozzáadásával történt. 10 ml tápfolyadékhoz 1,5—2 ,0x l06 mononukleáris sejtet 
tartalmazó teljes vért adtunk mintánként (5,15). Az inkubálást 37 °C-on, 5% szén
dioxidot tartalmazó légkörben végeztük, 48 órán át (11). A sejteket ezután 0,4%-os 
NaCl oldatban 5 percig hipotonizáltuk, majd ecetsav metanol 1:3 arányú keverékével 
4 °C-on 10 percig fixáltuk (13). Háromszori metanol-ecetsavas átmosást követően 
a készítményt tárgylemezre szélesztettük.

A limfoblasztokat 0,05%-os acridin orange (Merck) fluorokróm festék oldattal 
festettük, ezután fluoreszcens mikroszkóppal vizsgálva a sejtmag és a DNS-t tartal
mazó anyag sárgás-zöld, a citoplazma narancssárga színben jelenik meg. A mikro- 
nukleuszok előfordulási gyakoriságát egyedenként 3000 sejt vizsgálatával állapítot
tuk meg, és ezrelékben fejeztük ki. Csak azokat a sejteket vettük figyelembe, amelyek 
ép citoplazmájúak voltak, és amennyiben mikronukleuszt tartalmaztak, azok a sejt
magtól elkülönülten helyezkedtek el.

Az adatokat lineáris regressziós statisztikai módszerrel értékeltük. Szignifikancia 
vizsgálatot t-próbával végeztünk.

Eredmények

A különböző módon kezelt állatcsoportokban talált mikronukleusz gyakorisági 
értékeket az 1. s z .  tá b lá z a tb a n  foglaltuk össze. A táblázatról leolvasható, hogy a ke
zeletlen kontroll csoport és az égési sérülést szenvedett csoport értékei azonosak. 
Látható továbbá az is, hogy a sugárzással kezelt állatoknál a mikronukleuszok gya
korisága a sugárdózis növelésével arányosan emelkedett. Ezekkel az értékekkel azo
nos értékeket kaptunk a sugárzással kezelt és égési sérülést szenvedett csoportban is. 
Az adatok lineáris regressziós elemzése alapján azt találtuk, hogy az értékek egy 
lineáris-kvadratikus összefüggéshez illeszkednek legjobban, mind a III., mind a IY\ 
csoportnál. Ezt az összefüggést tünteti fel a 2 . s z .  á b r a . A lineáris-kvadratikus össze
függést kifejező egyenlet valószínűségi együtthatóiban is az tükröződik, hogy a két 
csoport között nincs különbség ( 2 .  s z .  tá b lá z a t ) .

Fenti eredményeink alapján megállapítható, hogy az égési sérülést szenvedett 
kísérleti állatok mikronukleusz gyakorisága nem különbözik a kontrollokétól. Továb-
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1. az. táblázat. Mitcronukleusz gyakoriság különböző módon kezelt tengeri malacok
csoportjaiban

Csoport és kezelése Az állatok 
száma

Mikronukleusz gyakoriság 
ezrelékben 

± S D

I. Kezeletlen kontroll 10 3,79 ±1,23
II. Égési sérülést szenvedett 
Ü L  Sugársérülést szenvedett

10 3,86±1,16

0,5 Qy 4 12,50 ±3,56
1 Qy 4 16,12±2,94
2 G y 4 37,37 ± 8 ,34
3 Gy 4 89,67 ±20,52
4 Gy

IV. Sugársérülést, majd égési sérülést 
szenvedett

4 105,99 ±13,21

0,6 Gy 4 16,37 ±4,93
1 Gy 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. táblázat. Ionizáló sugárzás okozta mikronukleusz megjelenés dózis-hatás 
összefüggését kifejező Y  =  c+ clD  +  ßD* egyenlet c, a  és ß  értékei 

tengeri malac perifériás limfocitáira vonatkozóan

Állatcsoport C a
xlO-* ß

60 Co-gamma sugárzással
kezelt 3,89 ± 0 ,5 0 10,3 ± 2 ,5 4,1 ± 1 ,2

60 Co-gamma sugárzással
kezelt, majd égési sérülést 
szenvedett 3,83 ± 0 ,5 0 1 3 ,8± 3 ,1 3 ,2 ± 1 ,3

A két csoport adatai közötti értékek 95% -os szinten nem szignifikánsak.

bá kombinált sérülés esetén az ionizáló sugárzást követő égés állatkísérletben nem 
befolyásolja a sugárzás indukálta mikronukleusz gyakoriságot és annak dózisfüggé
sét. Kombinált sérüléseknél tehát a mikronukleusz gyakoriság a sugárterhelés mér
tékét jelzi.

Megbeszélés

A sugárzással kombinált égési sérülések diagnosztikája számos problémát vet fel, 
a klinikai és laboratóriumi tünetek ugyanis átfedik egymást (16,17). Célkitűzésünk 
tehát az volt, hogy megvizsgáljuk: az újonnan bevezetett, még külföldön és saját 
laboratóriumunkban is tanulmányozás alatt levő módszer felhasználható-e kombinált 
sérülések esetén diagnosztikai és differenciáldiagnosztikai célokra. Korábban kimu
tattuk, hogy az égési sérüléssel járó patológiai folyamatok a sérültekben kimutatható
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2. ábra. A sugárzással kezelt állatokban a mikronukleusz gyakoriság 
a stigárdózis növelésével arányosan emelkedik 

(m= csak *0Co-gamma sugárzással kezelt, illetve o  — a besugárzás után mély égést is 
szenvedett csoportokban)

mikronukleusz gyakoriságot nem fokozzák, azaz a sérültek és a kontroll népesség 
adatai között nincs különbség, továbbá hogy az értékeket az égési sérülés mélysége 
sem befolyásolja (9,10).

Kísérleteinkhez tengeri malac látszott a legalkalmasabbnak, ugyanis a kisállatok 
közül ennek a félhalálos dózisa, valamint vérképe hasonlít leginkább az emberéhez (6). 
A módszer beállításában jelentkezett problémákat, a tengeri malac perifériás limfo- 
citáinak tenyésztését A s p e g r e n  é s  R o r s m a n  (5) eljárásának módosításával sikerült 
megoldani. Vizsgálatainkkal megerősítettük, hogy feltehetően a rövidebb sejtoszlási 
ciklusidő miatt a 48 órás sejt tenyésztés az optimális, szemben az emberi limfocitáknál 
alkalmazott 72 órával. A mikronukleusz képződés dózis-hatás összefüggését az embe
rihez hasonlóan (1,2,3) lineáris-kvadratikusnak találtuk. Ügy gondoljuk, hogy ez az 
eljárás tengeri malacokon végzett egyéb sugárbiológiai kísérleteknél is jól felhasznál
ható a sugárhatás biológiai indikátorául. A mikronukleusz kimutatás módszere 
ugyanis azért előnyösebb a klasszikus kromoszóma indikátor, a dicentrikus és gyűrű 
alakú változatok kimutatásánál, mert az értékelés nem igényel olyan nagyfokú szak
értelmet és tapasztalatot, valamint gyorsabban végezhető. Feltehetően könnyebb 
lesz megoldani a minták értékelését automatikus számítógépes képanalízissel is.
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C .S .M . J . Kerekes D . V .M . M .C ., colonel J . Novák M .D .M .C ., G .J. Köteles M .D .:
EX PE R IM E N T A L  STU D Y  OF MICRONUCLEUS INCIDENCE IN  B U R N S  

COM BINED W IT H  RA D IA TIO N  EFFECT  
Based on experim ents in guinea pigs, the authors have found th at the dose-dependency of 

m icronucleus incidence in peripheric lym phocytes on radiation effect has a linear-quadratic 
character and the burn disease developing after burns combined w ith  radiation injury does not 
influence the incidence of micronuclei. Thus the m icronucleus incidence seem s to  be a reliable 
biological indicator o f radiation effect in combined injury and has a diagnostic and differential 
diagnostic value.

rmecmapmuHa m /c H. KepeKeiu, no.iKoenuK m Ic ff. Hoeax, ffb .fi. KameAeut:
3K CnEPM M EH TAJlbH O E HCCJIE/IOBAHHE HACTOTbl M HKPOHYKJIEyCA  

n P H  KOMEHHM POBAHHbIX JIYHEBblM H nOPA^CEHH^M H CDKOrAX 
B onwTax Ha mopckhx cbhhk3x öbuio ycTaHOBneHo, hto noHBjieHHe MHicpoHymieycoB b nepH- 

(JjepHHecKHx jiHM<j)ouHTax nozi zieiícTBHeM oöjiyHeHHH noKa3biBaeT jiHHeapHo-KBaypaTHHecKyio 
3aBHCHMOCTb OT ZK)3bI, a IipH oxcorax, KOMÖHHHpOBaHHblX JiyneBblM ITOpaaceHHeM, naTOJIorHHCCKHH 
npoyecc, B03HHKaK>mnfi nocjie oxora , He bjihhct Ha nacTOTy MHKpoHyKJieyca. B CHJiy 3Toro, npH 
KOMÖHHHpoßaHHbix nopaxeHfc'ax BbiHBjieHHe MHKpoHyKJieyca CHHTaeTCH HagexHMM ÖHOJiorHnecKHM 
HflupncaTopoM JiyneBoro bo3hchctbhh h HMeeT öoJibiuoe 3Ha»ieHHe b KOMnjieKce npneMOB AHar- 
HOCTHKH H flH(j)(})epeHUHaHbHOH ÜHärHOCTHKH.
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