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Vertebrate model to examine the biological effectivity of different radiation qualities

The main purpose of our radiobiological research was to introduce and validate the
zebrafish embryo model for the ionizing radiation effects examination, and to determine relative
biological effectivity (RBE) of the laser-driven ionizing radiation beam qualities. In our
preliminary experiments we have performed a dose-effect examination for wild-type zebrafish
embryos in different post-fertilization ages. In the present study, after careful dosimetry
measurements, series of viable zebrafish embryos in different post-fertilization (hpf) time were
exposed to single fraction, whole-body, 6 MV photon and to reactor fission neutron sources at the
Research Institute of the Budapest University of Technology and Economics. Survival as well as
various morphological abnormalities of each embryos were detected at 24 hour intervals from
the irradiation up to 7 days to determine the LDsp value and to define the RBE. For conventional
photon source irradiation, the LDso was 20 Gy, the same destruction was detected at 2 Gy dose
level delivered by the reactor fission neutrons. Therefore the RBE is 10.
Dose-dependent changes were observed macroscopically and microscopically for the same dose
differences. The results confirmed that the zebrafish embryo model is suitable for detecting
damages caused by different types of ionizing radiation, and for comparison of different
radiation qualities.
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Sugdrbiologiai kutatdsaink célja, a Zebraddinio halembrio modell bevezetése,
alkalmazdsa és kiilonbozo vigsgadlati végpontok kidolgozdsa ionizalo sugdrzds hatasanak
vizsgdlatdra, késobbiekben lézer indukdlt ionizalo sugdrzds relativ biologiai hatékonysdg
(RBE) meghatdrozasdra.

Vizsgalataink sordn gondos dozimetriai méréseket kovetden kiilonbozo poszt-fertilizacios
korban lévé vad tipusii embriok besugarzdsdt hajtottuk végre 6 MV foton, valamint neutron
forrdassal a Budapesti Miiszaki Egyetem kutato reaktoraban. Tulélést, kiilonbdozd szervi és
morfoldgiai rendellenességeket detektiltunk a megtermékenyitést kovetoen 24 oranként 7
napig, az LDsp érték, valamint az RBE meghatdrozdsdra.

A 24 poszt fertilizdacios (hpf) korii embriok konvenciondlis foton forrdssal valo irradidcidja
soran az LDso érték 20 Gy, azonos pusztulast hataroztunk meg a reaktor neutronnal torténo 2
Gy esetében, igy az RBE érték 10. Dozis fiiggé elvaltozdasok voltak megfigyelhetiek
makroszkopikusan illetve mikroszképikusan, az azonos nagysdgu dozis kiilonbségek esetében.



A megfigyeléseinkbol szarmazo eredményeink megerdsitették, hogy a Zebraddanio halembrio
modell alkalmas a kiilonbozd tipusu ionizdalo sugdarzdas okozta kdarosoddasok detektdlasdra,
sugdarmindségek osszehasonlitisara.

Kulcsszavak — Zebradanio, relativ biologiai effektivitds, neutron forrds

Bevezetés

A sugarbiologia tobb évtizedes kutatasai nagymértékben hozzajarultak az ionizalo
sugarzas hatdsanak megismeréséhez, amely mind a sugarvédelem fejlodését, mind széleskori
alkalmazasat, a terapias felhasznalas optimalizalasat tették lehetové. A kutatasok jelentdsen
javitottak a rakos sejtek pusztitasat, a normal szovetmiikodés megdrzését, amely a sugarterapia
hatékonysaganak fokozasat tette lehetové javitva a terapias indexet [1]. Az elmult években,
jelentésen fejlodtek a sugarkezelési technikak, amelyek hozzajarultak a rakkezelés kimenetelének
javulasahoz [2, 3]. A fokozott konformalitassal rendelkez6 fejlett foton besugarzasi technikak és
a szupravezetd ciklotron / szinkrotron alapll részecske gyorsitd berendezések révén gyorsan
terjed6 hadronterapia egyre tobb daganatos beteg szamara elérhetové valt [4]. A toltott részecske-
terapia nagyobb térbeli dozirozasi pontossagot eredményez a Bragg-csucs altal jellemzett energia
eloszlas miatt. Tovabbi innovativ sugarzasi megkozelitések lehetésége meriilt fel, melyek
tudomanyos értékelése folyamatban van a terapias index tovabbi javitasa érdekében, beleértve a
bor neutron befogas terapiat (BNCT) [5], a nagy teljesitményt 1ézer impulzusokat, ultra intenziv
¢s nagyon nagy energidju elektronterapiat (VHEE) [6], az orvosi mikrobeam besugarzast [7]
valamint a Bor Proton befogassal kiegészitett proton terapiat (BPFEPT) [8]. Ezen uj, és korabbi
hadron terapias modalitasok egyes tipusainak linearis energia atadasa (LET) 1ényegesen nagyobb
a foton/elektron nyaldbokéindl, fokozott bioldgiai hatékonysagot eredményezve. A relativ
biologiai hatékonysag (RBE) meghatarozasa ezért kiemelt fontossagt, mind a malignus mind az
ép szovetekre vonatkozoan.

A legtobbet kutatott nagy LET és nagy RBE értékii sugarzas a neutron sugar. Bar terapias
jelentdsége lényegesen csokkent, de bizonyos indikacidés korben még mindig alkalmazott a
neutron irradiacio. Valamint sugarvédelmi szempontbdl egyre fontosabb, és jo fizikai referenciaja
lehet mas nagy LET-U sugarzasok vizsgélatahoz fejlesztett bioldgiai rendszereknek. A lakossag
szamara a kozmikus sugarzas a legnagyobb neutron expozici6. Magasabb neutron sugarzasnak
vannak kitéve a nuklearis reaktorok dolgozoi, a légitarsasagok legénysége, az lrhajosok, az
orvosok és a klinikai radioterdpiaban részt vevd betegek. A neutronok bioldgiai hatasa irdnti

érdeklédést az trkutatas terén elért eredmények tovabb ndvelik. A neutronok energia fliggd



biologiai hatasainak ismerete a nagyszamu kutatas ellenére sem teljes korii, bar, és mas ionizald
sugarforrasokkal vald 0Osszehasonlitasarol, mint példaul a rontgen-fotonok, gamma-sugarak
fotonjai és alfa részecskék jelentds mennyiségli adat all rendelkezésre [9,10]. A sugarzas barmely
tipusanak biologiai tulajdonsagai az energiaelnyelési mintazatbol szarmaznak, amely
meghatarozza a DNS karosodasanak és potencialis javitasanak tulajdonsagait és mennyiségét [4].

A sejttenyészetek és a kis emldsallatok jol bevalt, széles kdrben alkalmazott modellek a
preklinikai kutatasokban. A rendkiviil szelektiv és a kombindlt sugarzasi technologia gyors
fejlodésének koraban 0j in vivo modellre is sziikség van a kiilonb6z6 sugarminéségek
tanulmanyozasahoz egy komplex szervezetben [1].

A tradicionalis sugarbiologiai rendszerek mellett a Zebradanio (Danio rerio) embrio,
gerinces modell alkalmazasa koztes 1épést biztosit az in vitro sejttenyészet-alapu és kisemldsallat-
vizsgalatok kozott. E modellszervezet szamos elénnyel rendelkezik: 70% -os human genetikai
hasonlosag jellemzi, szamos a fejlodéssel, DNS javitassal kapcsolatos kulcsfontossagu génnel
rendelkeznek, melyek jol konzervaltak a két faj kozott és megfelelnek a human DNS
szakaszoknak [11]. Mivel gerinces szervezetek, ezért komplex bioldgiai folyamatok vizsgalhatok
esetiikben. Az emlitett tulajdonsagok mellett az embriok megkdzelitdleg 0,5-1 mm atmérdjiiek,
konnyen kezelhet6k laboratoriumi kortiilmények kozott, és nem igényelnek steril feltételeket. Az
embriok nagy hozama, gyors embrionalis fejlodése és az optikai atlatszosdga megkonnyiti a
szervek rendellenességeinek folyamatos megfigyelését [12].

Ezek a jellemzOk, kombindlva a konnyii kezelhetdséggel a kisérleti koriilmények kozott lehetdvé
tették, hogy a jelen tanulmanyban a Zebradanié embrio rendszert alkalmazzuk foton és neutron
sugarzasok okozta karosodasok vizsgalatara, valamint relativ biologiai effektivitds (RBE)
meghatarozasara.

Zebradanié embriokezelés és a besugarzas elokészitése

Kisérleteinket laboratoriumi tenyésztésti vad tipusu (AB) Zebradanié embriokkal
végeztik. Az elvégzett kisérleteket az  Allatkisérleti Tudoményos Etikai Tanacs
(XXXII./1838.2015) hagyta jova, valamint a kisérleteink soran figyelembe vettiik a laboratoriumi
allatok gondozésara és felhasznalasara vonatkozo6 iranyelveket.

A kifejlett egyedeket specialis szaporitd medencékben ivattuk, és az embriok a szaporitast kovetd
reggelen lettek megtermékenyitve. Ezt kvetden az embriokat dsszegytjtottik és 0,1% metilén-

kék oldattal atmostuk, majd sztereo mikroszkop (Stemi 508, Stand K LAB, Carl Zeiss) alatt



szétvalogattuk. Az ¢letképes €s egészséges fejlodést mutatdé embriokat 5 ml E3 médiumot
tartalmaz6 10 cm-es Petri-csészékbe helyeztiik és normal koriilmények kozott 28,5 © C- on
tartottuk. A valogatast illetve fertStlenitést kovetéen az embridkat 96 lyuki plate-be (1
embrio/well) illetve a neutron besugarzas altal megkivant tartdé edénybe (Eppendorf-csébe)
pipettaztuk, majd a besugarzast kovetéen a lemezekben végeztik a mikroszkopos
megfigyeléseket, napi foté dokumentalast.

Elokisérleteink soran vizsgaltuk a legalkalmasabb poszt-fertilizacios (hpf) életkort. Ehhez 1 hpf,
3 hpf, 6 hpf, 24 hpf embridkat irradialtunk foton forrassal, 0, 5; 10; 15, 20 Gy ddzisszinteken. A
pharyngula periodusban (24 hpf) 1évé embridkat 0-2,5 Gy neutron és 0-20 Gy referencia sugarral
az RBE meghatarozas céljabol sugaraztuk be.

A kisérleteket haromszor ismételtilk mindkét intézetben, ugyanazon fejlettségi stadiumban 1év6
embriok alkalmazéasaval és az értékelést 168 ordval a besugirzas utan végeztiik. A kiilonb6zo
intézetekbe vald széllitdsshoz az embridk szdmaéra sziikséges alland6 standard 28,0° C-0s
hémérsékletet, hordozhato inkubator (Ranger MX45, Lynd Products) biztositotta.

A besugarzas beallitasa és tesztelése

Foton besugarzas

A dozis-hatas gorbék, valamint az RBE meghatarozasahoz, referencia sugarforrasként
linearis gyorsitd altal 1étrehozott 6 MV-fotont hasznaltunk (Primus2 Siemens, Onkoterapias
Klinika, Szegedi Tudomanyegyetem).

Az embriokat tartalmazo 96 lyuku lemezeket két (2 cm vastagsagl) polimetil-metakrilat
(PMMA) lapok koz¢é helyeztiik a kiegyenlitdé hatds kompenzalasara, a homogén sugarterhelés
biztositasara. Az izocentrum a lemezek geometriai kdzpontjaban volt. A tervezett do6zisok felezve
lettek leadva, egyik fele fentrdl (gantry sz6g 0 ©), a masik fele alulr6l (gantry szog 180 ©), ezaltal
is maximalizalva a 20x20 cm-es sugarmez6 homogenitasat (1. abra). Ez az izocentrikus beallitas
biztositotta, hogy az embridk mozgasabol szarmazé dozis-bizonytalansag kikiiszobolhetd legyen.
A csoportokat szobahdémérsékleten 5-20 Gy kozotti dozistartomanyban 5 Gy-es novekedéssel

adtuk, 3 Gy / perc dozisteljesitmény mellett, és a forras feliileti tavolsag (SSD) 100 cm volt.
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1. abra. A sugarterhelés kisérleti beallitasa

Neutron besugdrzas

A neutron besugarzast a Budapesti Miiszaki Egyetem Oktato reaktoraban a pneumatikus
csOposta rendszerrel végeztiik (2. dbra). A pneumatikus polietilén csérendszer kiils6 atméréje 25
mm, a fal vastagsaga 2 mm, belsé atmérdje 21 mm. A csé kdzepébe egy polietilénbdl késziilt
milanyag besugarzasi tok helyezhet6 el, ami maximalisan 30 g tomegii minta besugarzasat teszi
lehetové. A tok 50 mm hossza és 14 mm az atmérdje. A besugarzasi id6 2 masodperctdl 2 Oraig
lehetséges, és a minta szallitasi ideje 3 masodperc. A pneumatikus cséposta rendszer kétféle
indit6-fogadd allomassal rendelkezik: az egyik a ,,gyors” csatorna, ami a reaktor aktiv zonajanak
a kozepébe viszi a mintat, a masik a termikus csatorna, ami a zona sz¢lén talalhato és viz veszi
koril (2. abra ,,G”). Az embrid besugarzasok a termikus csatornaban torténtek. A reaktor
teljesitménye a kisérlet soran 200 W volt, a besugarzas 36, 49, 63 és 72 s volt. A besugarzas
helyén a doézisteljesitmény Monte Carlo MCNP szimulacioval lett kiszamolva. A Monte Carlo
modellt a neutron-fluxus és a dozisteljesitmény-mérések segitségével validaltak az aktiv zonaban
és annak kornyezetében. A szamitdsok szerint a besugarzas helyén a neutronok és fotonok
(gamma-sugarzas) dozisteljesitménye 1,27 + 0,04 Gy / perc. Ennek megfeleléen a kisérletek
soran kapott dozisok kb. 0,76 és 1,52 Gy volt a 36 s és 72 s hosszu besugarzas esetén, a
besugarzas bizonytalansaga 0,14 Gy/perc.
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2. abra: A pneumatikus csOposta rendszer termikus csatorndja a ,,G” oszlopaban talalhato.

Vizsgdlati végpontok elemzése

A két eltéré sugadrmindséggel megtortént besugarzast kovetden az embriok fejlodési
statuszat, az ¢életképességet és a kiilonb6zé morfoldgiai rendellenességeket rendszeresen
detektaltunk 24 oranként a besugarzast kovetden 168 oraig. Az életképességet Zeiss Axio Imager
Z1 fényatereszt6 inverz mikroszkoppal végeztilk 10x és 20x nagyitason, valamint reprezentativ
képeket rogzitettink AxioCam MR5 kamera segitségével a deformalt egyedek esetében. A 3.
abra, a sulyosabb morfologiai rendellenességeket mutatja, mint a szivburok 6déma ¢€s a gerinc
gorbiilet, amelyeket feljegyeztiink és értékeltiink a talélés mellett, RBE meghatarozas vizsgalati
végpontjaként. A megfigyelési periodust minden manipuldcidé nélkiil hajtottuk végre, kivéve a
friss embri6 médium adagolast, mely kétnaponta tortént. Az embrionalis tulélésre vonatkozo
kritérium a sziv 6sszehtizodasok jelenléte valamint a sejtaramlas volt. A tulélést és a morfologiai
rendellenességeket az €16 egyedek aranyaban értékeltiik ki a kovetkezOk szerint: Tulélés %=
tulélé egyedek szama/ az embriok teljes szama; Torzulas %= a rendellenességgel rendelkezd

egyedek szama/ a t01é16 embriok teljes szama.

3. abra. Zebradani6é besugarzas utani morfoldgiai elvaltozasai



A szdvettani vizsgalathoz a kontroll €s a kezelt embriok csoportjainak egyedeit 7 napos
mikroszkopos megfigyelés utan, 4 mg / ml trikain-metanszulfonat (Sigma-Aldrich ™) 1: 100
higitasban lettek boditva ezt kdveten 3 napig fixalva 4%-0s formalinba. A fixalas megtorténte
utan az embriok paraffinba lettek agyazva, majd 4 um vastagsagu metszetek késziiltek beldliik,
melyeket hematoxilin eozinnal festettiink. A metszeteket Zeiss Axio Imager Z1
fénymikroszkoppal elemeztiik, 5x és 20x nagyitasokon, illetve reprezentativ képek lettek készitve
a szovettani elvaltozasokrol. Kezelt csoportonként 15 egyed vizsgalata tortént meg.

Statisztikai analizis

Az adatok analizise Origin 2017 64Bit statisztikai szoftver segitségével tortént. Mindegyik
kisérlet haromszor lett megismételve, 96 embridval (n = 96) minden csoportban. Az abrakban az
értékeket a harom egyedi vizsgalat atlaga = szorasaval (SD) fejezziik ki, p értékeket < 0,05
tekintettiik szignifikansnak. A talélési gorbék dsszehasonlitasara log-rank tesztet alkalmaztunk
Bonferroni korrekcioval. A torzult csoportok kozotti szignifikans kiilonbségek statisztikai

meghatarozasahoz Chi-négyzet probat alkalmaztunk.

Eredmények
Tulélési végpont az RBE meghatdarozdasahoz

Az embriok talélése erds Osszefiiggést mutatott az embridk koraval, valamint a dozis
szintekkel. A hétnapos megfigyelési periddus alatt, a megtermékenyitést kdvetd 6 oOraban
besugarzott embriok esetében nem volt relevans halalozas 5 Gy-es csoportokban, mig 20 Gy
esetében tobb mint 80% mar a megfigyelést kdvetd 4. napon elpusztult. A 4-5. naptdl kezdve a
tulélési gorbe 10 és 15 Gy-vel besugarzott csoportok esetén szignifikans csokkenést mutatott. A
7. napon az embriok 70% -a volt életben a 10 Gy-es csoportokban, és 50%- os tulélést lehetett
meghatarozni a 15 Gy-vel besugarzott csoportok esetében. Ezért a 6 hpf embridk esetében a 15
Gy dozis szinten volt meghatarozhatd az LDsp érték (4. abra A). 100% -os mortalitas fordult el6
20 Gy- vel besugarzott csoportok esetében az 5. napon, és a legtobb egyed pusztulasat stlyos

morfologiai rendellenesség elézte meg (4. dbra B).
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4. abra. Foton sugarzas hatasa a 6 hpf Zebradanio embriok fejlédésére és a tulélésre. A.
dozis-hatas abrazolasa, B. morfologiai rendellenességek napi megfigyelésének értékelése.

Az i0nizal6 sugérzasra a 24 6ras embriok kevésbé voltak érzékenyek, esetiikben az LDso érték 20
Gy-nek mindsiilt a hetedik napon. Az alacsonyabb doézisok (5-15 Gy) kisebb mértékben
befolyasoltak az embridk talélését (5. abra A). Kiilonbozo fejlédési rendellenességeket tudtunk
detektalni, mint példaul szivburok 6déma, gerinc gorbiilete, test megrovidiilése és a szem
méretének csokkenése az 5 Gy-nél magasabb dozis szinteken. Az embriok 60-80%-a, amelyek
15-20 Gy-nek lettek kitéve a megfigyelés harmadik napjan relevans fejlodési rendellenességet
mutattak (5. abra D). A tuléléshez hasonloan a morfologiai elvaltozasok megjelenése és mértéke

az embridk koratol illetve a leadott dozistdl fiiggden jelentkeztek.
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5. abra. Foton és neutronsugarzas hatasa a tilélésre, valamint a torzuldsra 24 6ras embriok

esetében.

A tovabbi kisérleteink a neutronsugarzas biologiai hatasanak vizsgélataira vonatkoztak. Ez
esetben is tulélést vizsgaltunk 7 napon keresztiil 24 6rds embriok felhasznalasaval, és az LDso
értéket 2 Gy-nél hatdroztuk meg. A besugarzast kovetd hetedik napon a 2,5 Gy-nél a teljes
csoport pusztulast mutatott (5. abra C). Torzulasok tekintetében mar a harmadik napon
jelentkeztek az elvaltozasok. A negyedik napon pedig a 2,5 Gy-es csoport 90%-a mutatott
valamilyen rendellenességet. Még a legalacsonyabb besugérzasnal (1,25 Gy) is jol
megkiilonboztetheto eltéréseket tapasztaltunk a kontroll csoporthoz képest (5. abra D).

A talélési gorbék vizsgalata soran (5. abra A, C), az LDsor7 értékei, 2 Gy a hasadasos neutron és a
y-sugarzas esetében 20 Gy volt, igy az RBE 10- re hatarozhaté meg.

6 MV foton LDso/7 _20Gy

RBE = = =
1 MeV neutron LDso7 2 Gy

10



Egyszeriisitett megkozelitést alkalmaztunk az ¢16 embridk lathaté fejlodésbeli
rendellenességeinek vagy morfoldgiai valtozasainak (gerinc gorbiilet, perikardidlis 6déma)
rogzitésére. A sugarzast koveto 4. és 5. napi megfigyelés esetében a kiilonb6z6 morfologiai
rendellenességek értékelhetd adatokat szolgaltattak a kiilonbozd sugarzas-mindségek
Osszehasonlitdsdhoz, ami egyezést mutat a talélési vizsgalatok eredményeivel. A hatodik
sugarzas utani napon az életképes embriok szamanak csokkenése ndvelte a malformacio elemzés
bizonytalansagat.

Hisztologiai értékelés

A hisztopatologiai vizsgalat szdmos elvaltozast mutatott, példaul a nyalkahartya eltinését
¢s a szubkutan 6déma kialakulasat 10 Gy-el illetve 20 Gy-el besugarzott csoportok esetében,
melyek 6 hpf-en és 24 hpf-en voltak kezelve. A megfigyelt egyedekben az idegszdvet normalis
volt. A 6 hpf 5 Gy-el besugarzott egyedek esetében megfigyelhetd volt a kopoltyt tobbrétegii
hamjéaban a globlet sejtek megfogyasa (6. dbra A). A szdvettani analizis dozisfiiggd perikardialis
romlast mutatott, mint pl. enyhe fokt hydropericardium (hp) (6. abra D) a legalacsonyabb
dozisszinten, és ugyanez a rendellenesség kifejezObb volt a magasabb dozis szinteken (6. abra B,
E, F).

A hepatocytak egyszerli patologias jelei voltak megfigyelhetdek 10 Gy dozis szinten (6.
abra B) valamint a 20 Gy-vel kezelt csoportok egyedei esetében is (6. abra C). A mikroszkopos
megfigyelések sordn arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy minden besugarzott egyed esetében
észlelhetd volt a vesekarosodas. Tovabba zavarokat lehetett meghatarozni a szik hdlyag esetében
is, nagymértékli 6déma volt megfigyelheté a 10 vagy 20 Gy-vel besugarzott csoportokban,
melyek a megtermékenyitést kovetd 24 oraban voltak kezelve. Ezenkiviil 1athato volt, hogy a
szikanyag alloméanyaban vaku6lumok jelentek meg a 6 hpf 5 Gy hatasanak kitett csoportban (6.
abra A).

Végiil meghataroztuk a sugarzds korszovettani hatdsit a fejlddé gasztrointesztinalis
rendszerre. Mindegyik besugarzott csoportban nagy mennyiségli nyalka volt jelen a bélfluxusban
(6. abra D) és a 20 Gy-el besugarzott csoportban, a bélnyalkahartyaban szamos globlet sejt volt
megtalalhato (6. abra C). A 20 Gy-vel kezelt csoportban szabalytalan alaku sejtek és nagyobb,
hiperkrom magok voltak megfigyelhetdek. Az oszlopos sejtek mérsékelten rendezetlenek,

valamint a citoplazma szélesebb volt a bélrendszerben.



6. abra. A besugarzott embriok kiilonb6z6 szovettani elvaltozasai. A. a kopoltyu tobbrétegii
hamjaban a goblet sejtek (gs) megfogyasa volt megfigyelhetd, a szikzacsko vizenydvel
(sze), a szikanyag allomanya vakudlumokkal jellemezhetd. B. stlyos hydropericardium

(hp), szoveti vizenyd, hepatocytak hydropikus (he) és patholdgias egyszerii zsiros
elfajulasa. C. pycnotikus magvl hepatocytdk (he), a bél lumenében kis mennyiségii
nyalka volt megfigyelhetd, globlet sejtek (gs) a bél nyalkahartydjaban. D. A vékonybél
lumenében nagy mennyiségii nyalka (ny) volt megfigyelhetd. Mellette enyhe foka
hydropericardium (hp) alakult ki. E. stlyos foka savos-fibrines jellegli hydropericardium
(hp). F. stilyos hydropericardium (hp), a bél lumenében nagy mennyiségli nyalka (hurut)
volt megfigyelhetd. HE. 90X. Scale bar 200 um.

A kiilonb6z6 sugarmindség kozotti szovettani elvaltozasok vizsgalatara a Szem, a gyomor-
bélrendszer és a maj elemzésére keriilt sor a kiilonbozd szdvet tipus sugdarzasi valaszanak
meghatarozasa céljabol. A koronalis metszetek vizsgalata soran a Szemek térfogata és
rétegszerkezete elvaltozast mutatott a vizsgalt egyedek esetében. A normal nem kezelt embrid
retina sejtrétegei a kovetkezdk: ganglion sejtréteg (gs), belsd plexiform réteg (bpr), belsd
magréteg (bm), kiils plexiform réteg (kpr), kiilsé magréteg (km) pigmentalt ham (ph) (7. abra
A). A kilonb6z6 tipust ionizalé sugarkezelés hatasara a retinalis rétegek jelentdsen
megvaltoztak. A belsé és kiils6 plexiform réteget (bpr, kpr) nehéz elkiiloniteni, szinte hianyzik (7.
abra B, C), vagy egyes egyedekben teljesen eltint. A retinalis pigmentalt ham (ph) specifikusan
megvastagodott mind a foton (7. abra B), mind a neutron besugarzas hatasara (7. abra C).

Mindezek a sejt elvaltozasok nagyobb mértékben jelentkeztek a magasabb dozisszinteken. A



besugarzas a szemlencse elhomalyositasat eredményezte, térfogat vesztést (7. abra C fehér
haromszog) valamint a szem atmérdjének jelentds csokkenésével jart a kontrollhoz képest mely
321,76 £ 21 um valamint 200,58 + 21 pum volt a foton, 210,98 + 32 pum a neutron besugarzas
esetében.

A kontroll egyedekkel ellentétben a besugarzott mintakban a sugarzas a gasztrointesztinalis
rendszer szovetének dezorganizaciojahoz és az ezt kovetd mikroer6zidhoz vezetett. A goblet
sejtek szama részleges csokkenést mutat a 20 Gy-es foton és 2 Gy neutronnal besugarzott
csoportokban (7. abra E, F, bejelolt rész). A szdvettani vizsgalatok soran a majban dozisfiiggd
elvaltozasok voltak észlelhetéek, a kezelt csoportokban a szovet lazulasat és dezorganizaciojat
figyeltik meg (7. abra H, I). A neutronnal besugarzott csoportokban, a majsejtekben agressziv

nekrozis is megfigyelhetd volt.

Kontroll Foton Neutron

7. abra. Sugarzas okozta kiilonb6z6 szoveti elvaltozasok. Tulélé embriok esetén 168 hpf
expozicio utan H&E festett metszetek A szem; D bélrendszer; G maj - kontroll, B szem; E
bélrendszer; H m4j - foton 20 Gy, C szem; F bélrendszer; I m4aj - neutron 2 Gy. Az A abra

a kiilonbo6z6 sejtrétegeket mutatja: lencse, bpr és kpr bels6 és kiilsd plexiform réteg; gs
ganglion sejtréteg; bm és km bels6 és kiilldé magréteg valamint a ph retinalis pigmentalt
ham. (20x nagyitas,100 pm). A neutronnal kezelt embriok esetében csokkent a
szemlencse térfogata C (fehér haromszog). A sugarzas hatasara a belso és kiilso plexiform



rétegeket nehéz volt megkiilonboztetni, esetlegesen el is tlintek (B, C fehér nyilak),
valamint a pigmentalt hdm megvastagodast mutatott (B, fekete nyil).
A sugérzasi tipusoktol fliggetleniil a megfigyelt egyedek esetében a goblet sejtek szdma a
bélrendszerben csokkenést mutatott (E, F bekarikazott rész). A H, I fekete korokben a
szovetek lazulésa, a sejtek rendezetlensége €s a majsejtek nekrozisa volt megfigyelheto.

Osszegzés

A Zebradanié halembrié rendszer megbizhato in vivo modellnek bizonyult, a kiilonb6z6
ionizaldé sugarzasok biologiai hatasainak vizsgalatara, valamint az RBE meghatirozésara.
Nagyszamu egyedek felhasznalasaval a tilélési arany jol reprodukalhaté eredményeket mutatott a
kiilonboz6 kezelések esetében. E gerinces modell tovabbi fejlesztése, quantitativ végpontok
kidolgozasaval, igy a morfologiai karosodasok ¢és a szovettani valtozasok mennyiségi
értékelésével jelent6sen hozzajarul a jovoben a kiilonboz6 sugarmindségek, kombinalt

megkozelitések akut, és késoi bioldgiai hatdsanak kutatasahoz.
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