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» Jelent8s szerepe van a bioldgiai ddézis meghatdrozdsaban sugarbaleset
esetén, ha nincs személyi doziméter és tisztazatlanok a kortlmények.

» A biodozimetria tanulmdnyozza azokat a bioldgiai valtozasokat a
besugarzott személyben, amelyek alkalmasak az adott személyt ért
sugardozis szamszerdsitésére.

» A modszer a sugarzas okozta karosodasokat mutatja ki az emberi
szervezetben, segitségével becsltlhet6k a sugarterapia okozta korai vagy
késbi mellékhatasok is.




Elvarasok a dozimetriaban hasznalt bioldgiai indikatorokkal szemben:

Sugarzas-specifikus

Nem invaziv

Reprodukalhaté — hosszan tarté hatas
Relativ gyors és pontos dodzisbecslés
Szoros doézis-fliggés: dozis-hatas gorbék

Az in vivo és in vitro értékek 6sszevethetok

YV V.V V V V VY

Konnyen kiszirhet6ek a hamis negativ és hamis pozitiv értékek
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FIG. 2. Typical linear and linear quadratic dose response curves, showing how RBE 3

Forras: IAEA EPR Biodosimetry 2011 changes with yield [3].




A citogenetikai biodozimetridban alkalmazott kiilonb6z6 mddszerek a limfocitak DNS-ét
ért hatasok kimutatasan alapulnak, ilyenek pl.

» Dicentrikus és ring kromoszéma
teszt,

» PCC prdba - korai kromoszéma
kondenzacié (premature
chromosome condensation assay),

Y

FISH, transzlokacids teszt,

\ 4

Citokinézis blokkolt mikronukleusz
teszt,

» YH2Ax — gamma H2AXx hiszton fehérje
teszt

Forras: IAEA EPR Biodosimetry 2011
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ARS-Acute Radiation Syndrome
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FIG. 6. Schematic illustration of the many different orders of chromatin packing that give rise
to the highly condensed metaphase chromosome (courtesy REAC/TS, USA).

Forras: IAEA EPR Biodosimetry 2011




A periférias vérb6l szarmazé limfocitak:

>

>

kdnnyen izolalhatdak, nagy szamban
tenyészthetbek ,

a vérben legnagyobb  résziik
sejtosztédas szempontjabdl  un.
nyugalmi fazisban van,

parciadlis test- vagy egyenetlen dozis
esetén a serult és ép limfocitak kb.
24h leforgasa alatt egyensulyba
kertlnek — reprezentativ mintavétel.

Scanning electron microscope image of
human lymphocyte courtesy of Dr. Triche,
US National Cancer Institute.




Bill McBride, Dept. Radiation Oncology, David Geffen School Medicine, UCLA, Los Angeles, Ca.



fragment

translocation

1. Kromatid kicserélédés , 2. Kromatid térés , 3. Gap

8
Farkas Gy, Pesznyak Cs et al, Biological dose estimation for different photon beam qualities used in radiation oncology, 8. Alpe-Adria Medical Physics Meeting, 2017




» A limfocita tenyésztés kevésbé invaziv moédszer, mivel az egész szervezetben
cirkulal, igy kdnnyd tenyészteni.

» A vér cirkuldld limfocitdinak két f6 tipusa van, a T és a B limfocitak.

» AT limfocitak mitogénnel pl. phytohemagglutininnel osztéddasra késztethet6k.

» A limfocitak indukaldsat kovetd elsé osztddasi ciklus metafazisdban leallitva az

osztodast jol [athatok az ionizald sugarzas hatdsara kialakult DNS elvaltozasok

kromoszédma aberracidok formajaban.

A kontroll vér (2 cs6) + besugarazott vér (3 csé); limfocita tenyésztés.

1 dozisgdrbe 1 személy vérébdl felvéve, 7 pontbdl all.(K, 0,5; 1; 2; 3; 6; 8 Gy).

Minden gorbét 2-3-szor ismételtiink. 1 pont 200 sejt értékelésének eredménye,

az értékelés mikroszkdppal torténik.

YV V

tenyésztés Hipotonizalas, fixalas Kenetkészités

800 pl vér + RPMI tapoldat + PHA . °
Hv P 52 0ra,37C (KCl, ecetsav+metanol) (Giems3)
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Kromoszoma aberracidi fotonbesugarazas esetén

Kromoszoma aberraciok + SE / 100 sejt

Ddézis . .
[Gy] Kromatid  Kromoszéma D|c,en'Fr|kus Transzlokdcid Osszes
torés fragment esring aberracié
kromoszédmak
1,50+0,70 0,66 £ 0,66 1,00+ 0,57 0 3,16 £ 1,69
2,00+0,44 2,00+ 0,95 1,60 + 0,60 0 580+1,77

2,33+1,33 4,66+0,88 6,00 + 2,00 0,66+ 0,33 13,66 * 3,28
4,20+1,16 13,40+2,48 14,00 + 3,86 1,80+0,91 33,40 + 5,87
6,66+4,25 19,33+4,97 31,004,336 3,33+0,66 63,33 +5,36
525+1,75 70,50+£8,88 152,25+12,01 11,5+ 4,13 247,00 £ 16,41

4,00+£1,73 163,66+34,50 272,75+6,21 19,00 +6,15 469,00 £ 27,53

Farkas Gy, Kocsis Zs és mtsai. A citogenetikai dozimetria szerepe a sugarvédelemben 11
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Aberration data

Abenations observed: 110

rFit coefficients

. [600 MU/min, 6 MV FFF
| aberrations/cell = aD”"2+bD +c,

_ ohsia D iithe i Dose[Gy] |Aberrations|Cells | Colly scosed: 150
¢ -[o01108389011071 |05 a il
1 15 200 Count |

| b= tﬂ,l]l]33955332?439 2 36 200
| & =[0.04177764798376 3 i 208 Aberations per celt|-0557

b 326 200

Fit coefficients / Plot graph | |§ 534 200

95% LCL of abemations: L7onEaas

G5% UCL of abenations:  |18,390399%

aberrations/cell=aD*2+bD+c

-

E stimated dose |Gy} W
95% LCL [Gy): 06613
E'I 5873

abemrations per cell

85% UCL [Gy):

Deperas J. et al. CABAS —a freely available PC program for fitting
Calibration curves in chromosome aberration dosimetry. Radiat.Prot.
Dosimery2007;124:115-123.
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A dupla szald DNS-molekula szerkezete megfelel6 korilmények kozott megbomlik
(DNS-denaturacio), a kettds spiral szétvalik, ezaltal az egyszald DNS hozzaférhetévé
valik a denaturalt, fluoreszcens festékkel jelzett DNS-probak szamara. Ezek a DNS-
probak a genom egy-egy kis szakaszat jelenitik meg.

El6nye:

» Transzlokacidk kimutatdsara teljes
kromoszéma festés lehetséges

» Retrospektiv vizsgalatokra is alkalmas

Hatranya:
» A kor el6rehaladtaval n6 a spontan
transzlokaciok szama

» Nagyon koltséges, komoly
, . , , ” , FIG. 13. A metaphase illustrating FISH-based chromosome ‘painting’ to detect
fel ke SZU |tse get es musze rezettseget translocations. Chromosome pairs 1, 2 and 4 are ‘painted’ red and chromosome pairs 3, 5

., and 6 are ‘painted’ green. A reciprocal translocation is illustrated by the two bicolored
|ge nyel chromosomes (2 and 5) which have exchanged segments at the ends of their long arms
(courtesy Ramsey and Tucker, LLNL, USA).

Forras: IAEA EPR Biodosimetry 2011 13




Korai kromoszéma kondenzacid (PCC) — a kromatin kondenzalddik, amikor nincs
mitézisban. Az id6 el6tti kondenzacid indukalhatd interfazisban CHO (Chinese hamster
ovary) vagy Hela sejtekbe vald beolvasztassal Sendai virus vagy polietilénglikol (PEG)
felhasznaldsaval, ennek hatasara fragmentek alakulhatnak ki az interfazisban lévé magban.
El6nye: Gyors modszer, nem kell tenyészteni és nagyobb ddzisok becslésére is alkalmas

FIG. 37. PCC with double coloured FISH, the combination of chromosome paint (#8) and a
pan-centromeric probe for whole genome. In unirradiated control (A) normal PCC. In

irradiated cells, arrows indicate (B) excess of break in PCC.

Forras: IAEA EPR Biodosimetry 2011 14




A citokinézis blokkolt mikronukleusz (CBMN) teszt arra ad lehet6séget,
hogy egy vérminta segitségével retrospektiv modon megallapitsuk, hogy
mekkora sugardozist kapott egy paciens.

Az osztddo limfocitakat a citokinézis elején allitjuk le, ezaltal két sejtmagvu,
un. binuklearis sejteket kapunk, amelyekben latszanak a sugarzas
kovetkeztében a DNS-b6I kilokddott darabok apro, sejtmaghoz hasonlo
strukturak formajaban.

Ezek a mddszer nevét is add un. mikronukleuszok (MN), melyek atlagos
gyakorisaga aranyos az elnyelt dozissal.

Mikronukleusz kialakulasa: a sejtosztddas soran egy kromoszéma
fragmentum vagy teljes kromoszéma nem kerult at egyik utédsejtmagba
sem, ennek oka a kromoszdma fragmentacid és/vagy osztédasi orso
karosodasa.

15




Kis ddzisok esetén kiemelten fontos az, hogy minél kevesebb id6 alatt minél tobb
binuklearis sejtet tudjunk megvizsgalni, ezaltal minimalizalva az eredmény statisztikai
hibajat. Erre ad lehetfséget a mintak automata mikroszkdépos feldolgozasara
(targylemezek automata szkennelése és képfeldolgozasa).

Az erre kifejlesztett Radosys Radometer-MN rendszer tesztelése soran azt
tapasztaltuk, hogy a NAU mintaprepardcidos protokolljdnak szigoru kévetése sem
elegendd arra, hogy minden esetben garantdlni tudjuk a kész mintan lévé sejtek
vizualis tulajdonsagainak olyan mértékld reprodukalhatésagat, amely csupan
elhanyagolhato mértékben befolyasolja az automata képfeldolgozas hatékonysagat.

16




A kilonb6z6 emberektdl szarmazé limfocitak mind kissé masképp reagalnak az
egyéni bioldgiai stressz-valasztoél figgben.

Az automata szegmentald szoftverek nagy mértékben tamaszkodnak a
felismerenddé objektumok és azok kornyezetének alaki és képi tulajdonsagaira.

‘® @
- # — (O R
9] V\N
Vérminta Tenyésztés, Incubalas Sejtclklus 27 éraelteltével Kicseppentés  Festés Automata
vétel + osztédas  37°C-on 45 leallitasa a hipotonizalas, térgylemezre kiértékelés +
besugdrzds beinditasa oran keresztiil citokinézis el6tt fixdlas és mosés fellilvizsgalat
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Hiilber T, Pesznyak C et al. Robustness analysis of the Radosys Radometer-MN Series automated microscope, ERR2017




MN detektalas hibajahoz valo

Objektum tulajdonsag Mindséget leird index Idedlis eset i siarulas
Az illeszett ellipszis fel Minel nagyobb  10%-kal kisebb sejiek eseten a
Sejt merete nagytengelyenek hossza (de meg ep detektalasi hatekonysag 8%-kot
membranu) sejt csokken
Citoplazma 1) Szirkeseg szint egyittes
texturaltsaga elofordulasi matnx Homogén
(GLCM + Haralick descriptors) . . e :
- nicskdsseq” 2) Iranyitott gradiensek hisztogramja Sies R
- konstans gradiens (HOG — histogram of oriented
- sotetebb foltok gradients)
MN-jellegu a sejten kiviili kis meretii, elegendéen . - - - - =
miitermakek s5t54 objekiumok szima Nincs mitermek Tipustol fuggden 10-40%
1) Michaelson kontraszt citoplazma
.y . es sejtmag kozoft - . . :
Festodés kontrasztja 2) Citolazma és ssjtmag sziirkeség Nincs atfedés Maximum 5%.
eloszlasanak atfedése
™ ] v N
I e [
® 4 , @ .
- ° T e ‘@
ge & '
. o %
@ o
® z% .
s
Reference sample PTMN sample No. P085/0
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Hiilber T, Pesznyak C et al. Robustness analysis of the Radosys Radometer-MN Series automated microscope, ERR2017




Sejtek mérete:

Sejtméret eloszlas
B2
Y —E-H o
0.35 e
0.3 4
i 0.25
E 0.2
5 0.15 I—
5 o / [ y |
0.05 /j A J
D L | T T 1 | 1 I I 1 \I\-Iﬁ‘ I 1 I\'I*I}
0 3 6 9 121518 21 24 27 30 33 36 30 42 45 48 51 54 57

Sejt fél nagytengelyenak hossza (umy)

Citoplazma textaraja:

. . “ 100 pixel = 30 pm
—

Hiilber T, Pesznyak C et al. Robustness analysis of the Radosys Radometer-MN Series automated microscope, ERR2017

Aflagos MN
Minta sajt detektalasi
aronositd | meret arany
(pm)
B2 41.8 T4%
B5 387 67%
B1 36.2 H8%
B3 25.2 2%
19




Festodési kiillonbségek

1 (|
0 0 255 0 255
Count: 3967 Min: 122 Count: 5505 Min: 21 Count: 2915 Min: 25
Mean: 181.873 Max: 231 Mean: 114.191 Max: 248 Mean: 162.486 Max: 242
StdDev: 25.357 Mode: 146 (95) StdDev: 68.364 Mode: 26 (126) StdDev: 63.098 Mode: 206 (79)

MN-jellegli miitermékek jelenléte:

”

20
Hiilber T, Pesznyak C et al. Robustness analysis of the Radosys Radometer-MN Series automated microscope, ERR2017




Kilonboz6 besugarzasi technikakkal kezelt prosztata tumoros betegek vizsgalata

Low dose rate (LDR)
brachytherapy
(seeds)

Hiilber T, Kocsis Zs et al, Preliminary results of the study of DNA damage in lymphocytes from patients undergoing prostate low dose rate (seed) brachytherapy,

AAMP 2017.
21




Prosztata tumoros betegek vizsgalata — kezdeti eredmények

8.0
7.0
6.0

5.0

—&— Manual MN frequency

—4— Semi-automatic MN frequency

—%¥— Manual (DIC+RING) frequency
Manual total CA frequency

4.0

3.0

2.0

1.0

average aberration number per 100 cells

0.0
0 1 2 3 4 5

Sample number

Hiilber T, Kocsis Zs et al, Preliminary results of the study of DNA damage in lymphocytes from patients undergoing prostate low dose rate (seed)
brachytherapy, AAMP 2017.

Nemazeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios Alap altal tamogatott VKSZ_14-1-20150021 azonosité szamu Nemzeti Nuklearis
Kutatasi Program keretében zajlik a kutatas.
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» DNS kett6s szaltorés (DSB) jelenleg
legérzékenyebb vizsgalata

» H2AX hiszton fehérje a DNS kettGs szaltorés
kialakulasanak hatasara perceken belil
foszforizalodik (Ser139) - gamma-H2AX

» A gamma-H2AX fokuszok kezdeti
sejtmagonkénti szama aranyos a DBS szamaval

El6nye

» Gyors, nem kell tenyészteni a sejteket
» Automatizalhat6

> Erzékeny: 0,1 Gy - 5 Gy

Hatranya
» A gyors hibajavitas miatt csak 1 napon belil
informativ

Forras: Kiss E, A bioldgiai dozimetria aktualis kérdései, OSSKI
Galantai R, Sugarsériilés diagnosztikaja, dozisbecslésre alkalmas biodozimetriai médszerek 23




Dicentrikus

kromoszdma teszt

FISH assay

PCC assay

Mikronukleusz teszt

YH2AX préba

0,1-5 Gy

0,3-5 Gy

0,1-10 Gy
0,5-5 Gy
0,01-5 Gy

Néhany hét

Néhany év
Retrospektiv
Néhany hét
Néhany hét

Néhany ora

Néhany nap

Néhany nap

2 nap
Néhany nap

Néhany ora

24




Szeretném megkdszonni a kovetkezd intézeteknek a tobb éves egylttmikodést:

1. Orszagos Onkoldgiai Intézet, Sugarterapias Kozpont, Klinikai Sugarbioldgiai
és Onkocytogenetikai Osztaly

2. OKIKI SSFO, Orszagos Kozegészségligyi Intézet, Kozegészségligyi lgazgatosag,
Sugarbioldgiai és Sugaregészségligyi F6osztaly

3. Radosys Kft.

25




Forras: en.wikipedia.org/wiki/DNA
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