FOI

TOTALFORSVARETS
FORSKNINGSINSTITUT

NBC-skydd
901 82 Umea
090-10 66 00

NBC-/bioteknik orientering

Nr 24 september 2001

Framtidens biodosimetri - FISH and chips
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Tack vare den snabba utvecklingen inom molekylérbiologin finns det idag ett antal potentiella
metoder for att fran ett blodprov kunna bestamma hur mycket strélning en manniska utsatts
for (biodosimetri). | Sverige saknas f n fungerande metoder for detta samtidigt som behovet
kanske aldrig har varit storre. Allt fler svenskar deltar i internationella uppdrag i l1ander dér
stralskydd kan saknas och dér stralningen kan ligga pa en helt annan niva @n normen i
vastvarlden. Dessutom har risken okat for att radioaktivt material ska komma pa avvégar, t ex
via smuggling. Ett par av de metoder som presenteras héar har fordelar som att de kan utféras
av icke-speciaister och att de inte kréver avancerad utrustning. De andra metoderna kanske
fortfarande kréver att experter utvarderar resultaten och &en en del specialutrustning. De
metoderna har dock potentialen att ge ett mer exakt svar. For Sveriges del skulle det vara bra
att hatillgang till bade en enkel snabbmetod och en metod som ger ett mer exakt resultat.




Inledning

Biodosimetri innebdr att man fran ett blod- eller vavnadsprov faststdller om en person
exponerats for joniserande stralning. Nedan foljer ett par pastdenden, som horts i debatten
kring biodosimetri.

"Biodosimetri, men racker det inte med dosimeter?”’

e Alla som blir stralskadade eller far tillrackligt hoga stréldoser for att det ska vara
intressant att veta den exakta dosen bar inte fysikaliska dosimetrar. Detta & speciellt
tydligt vid of érutsedda olyckor med radioaktiva @mnen.

e Aven om man bar fysikalisk dosimeter kan den visa fel eller manipuleras. Dosimetern
har kanske varit nara en stralkélai fleratimmar medan personen som forvantades bara
dosimetern befann sig langt darifran. Endast i idealfallet kommer en dosimeter som
sitter pa brostet att visaden ”"sanna’ dosen.

" Biodosimetri, men vi kan skicka provernatill England?’

e | de fall en person fatt en relativt liten strdldos och man vill fa bekréftelse pa detta
récker det ganska bra att skicka provernatill England och fa svar nagra veckor senare.
Samma sak kan galla for forskningsprojekt dér det &r viktigt med ett sa exakt svar som
majligt. Om man déaremot snabbt vill utesluta att personal som t ex deltar i
internationella operationer, utsatts for en straldos som skulle kunna ge akuta skador, &r
det viktigare med ett snabbt svar ah med hdg precision i resultatet.

Olika krav pa svaret |leder till anvandande av olika metoder och det ar darfor naturligt att man
utvecklar olika metoder for biodosimetri. Vissa & snabba (timmar till ndgon dag) och inte
altfor precisai lagdosomradet, medan andra kan ta flera veckor att utféra men ger ett mycket
exakt svar. Det behdvs metoder som vid en olycka snabbt kan anvéndas for att sortera de
drabbade i olika kategorier. Det kan vara en férdel om metoden kan séttas upp pa exempelvis
en vardcentral i narheten av olycksplatsen. Daremot & kraven helt andra vid
forskningsprojekt avseende t ex lagdosomradet. Vid epidemiologiska studier & kravet att
svaret maste vara s precist som méjligt och ha en rimlig chans att detektera skador i det
dosintervall man tror foreligger, annars vore det oetiskt att forsoka gora studien.



Metoder

Fluorescence in situ hybridization (FISH)

En relativt ny metod fér detektion av kromosomskador & FISH. Héar féargas specifika
kromosomer (delar av arvsmassa) in med fluorescerande féarger (Fig.1). Oftast anvands tre
olika farger vilket gor att tre kromosomer kan analyseras samtidigt. Eftersom kromosomerna
far olikafarg & det ganska enkelt, aven for ett otrénat 6ga, att se uppkomna skador. De skador
som soks & sk. translokationer, d.v.s. omflyttning av fragment mellan olika kromosomer.
Utrustningen som behovs &r traditionell cellodlingsutrustning samt ett fluorescensmikroskop.
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Figur 1. Metodik for FISH. Fluorescensmérkta
DNA-bitar kopplastill en kromosom.

Spectral Karyotyping (SKY)

En metod som utvecklats fran FISH presenterades forsta gangen 1996 och kallas for SKY.
Denna & ocksa en teknik som bygger pa infargning av kromosomer. Genom att anvanda en
farg per kromosom och speciell mjukvara, kan denna metod anvandas for att separera alla 24
humana kromosomerna (Fig.2). SKY har en hdgre kénslighet eftersom den omfattar ett stérre
antal kromosomer. Denna metod &r dock an s lange mest |ampad for forskningsandamal, dels
pagrund av kostnaden per prov, dels for att det kréavs specialutrustning.

Figur 2. Exempel pahur SKY kan se ut efter inmérk-
ning och mjukvaru-behandling.



Premature Chromosome Condensation (PCC)

Ett problem med att leta efter kromosomskador med ovanstdende tekniker & att cellerna
maste vara pa vég att dela sig, for endast da " packas’ DNA:t i cellen i form av kromosomer.
PCC & en metod dér cellerna "luras’ genom tillsats av vissa kemikalier till att packa sina
kromosomer trots att cellerna inte & pa vag att dela sig. Genom att kombinera detta med
infargning av en specifik kromosom med FISH sa kan man leta efter "prickar”. En oskadad
cell har tva prickar medan om en skada finns pa den infargade kromosomen sa kan tre eller
flera prickar iakttagas (Fig. 3). Detta & en relativt enkel metod som inte kréver nagon speciell
utrustning mer &n traditionell cellodlingsutrustning och ett fluorescensmikroskop.
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Figur 3. PCC visande kromosom 1 inmérkning. A Kontrollprov B Bestrélat prov.

Realtids-PCR

RedltidssPCR & en metod som bygger pa traditionell PCR men med fordelen att
reaktionsforloppet (amplifieringen) kan foljas kontinuerligt. PA detta sétt erhdls ett
tillforlitligt kvantitativt méatt pa det DNA (eller RNA) man vill studera. En begrénsning i den
hér metoden &r att forandringarnai DNA:t kan ledatill att just de skadade cellerna dor, vilket
innebéar att DNA:t bryts ner och att det inte finns ndgot DNA att amplifiera. Ett alternativ till
att studera cellkdrnans DNA &r att studera mutationer i mitokondrie-DNA. Mitokondrierna &r
cellernas energiproducenter och finnsi stort antal (~ 1000) i cellerna saforandringar i dessa &r
léttare att finna. Det har ocksa visat sig att celler som utsatts for ndgon form av stress, t.ex.
joniserande stralning, gor sig av med en specifik bit av sitt mitokondrie-DNA. Ju hogre
straldos cellerna utsatts for desto mer finns av denna mutation. Med realtids-PCR kan
mangden mutationer sedan bestémmas och darigenom erhalls ett métt pa straldosen. Denna
metod kraver fortfarande en del utveckling innan den & redo for fatbruk, men har
mojligheten att bli en snabb och enkel metod. | princip récker det med ett instrument plus de
nodvandiga kemikalierna.



DNA-chips

Strdlning eller andra former av stress sétter igang en mangd
reaktioner i en cell. Med s.k. microarrayteknik kan forandringen
i vilka genfunktioner som uttrycks pa grund av denna stress
sparas (Fig.4). Stralning ger ett specifikt monster av gener som
dés pa (réda) eler av (grona). Med denna metod kan dessutom
genuttrycket kvantifieras vilket skulle ge en uppfattning om
strdldosen. Detta & ytterligare en metod for specialisten i
laboratoriet.

Figur 4. Micro-array som visar skillnader i hur olika gener uttrycks.

Kravet pa tillgang till biodosimetri har aldrig varit stérre

Vart forsvars internationella dtaganden medfor att behovet av biodosimetri for svenskar aldrig
varit storre. Strélolyckorna i tredje varlden dkar for narvarande dramatiskt. Bara det senaste
aret har dodsolyckor intréffat i bade Thailand och Egypten. Nyligen rapporterades att Kina
under de fem forsta manaderna av & 2000 hade gu tillbud med stulna stralkallor. | bade
Kosovo och Bosnien har incidenter med stralkéllor rapporterats, lyckligtvis var det i bada
fallen ganska svaga strélkéllor.

Framtidens NBC-detektor

Microarrayteknik kommer i framtiden att kunna anvéndas for att kontrollera om en manniska
utsatts for stralning, for smittdmnen, C-stridsmedel eller andra kemikalier. Vad som kravs &r
att vi lar oss de olika genmonster som upptrader efter exponering fOr varje agens.
Harpestbakterien bor ge ett monster och sorkpestvirus ett annat. Innan vi lart oss hur alla
tankbara monster ser ut och om det & majligt att helt skilja olika amnen &t kravs det sakert
10-20 &r av fortsatt forskning. N&r kunskap om vilka gener som slas pa eller av finns kan
metoder med hjalp av t.ex. redltids-PCR sdttas upp och snabb detektion av olika agens blir
majlig.
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Stora framsteg har gjorts och utvecklingen fortsitter inom det biotekniska omrédet. Produkter som tagits fram
med biotekniska metoder anvands inom det medicinska omrédet (Iakemedel, antivirala och antibakteriella
substanser, blodsubstitut, biosensorer) saval som inom andra omréden (material, elektroniska komponenter,
miljovard).

Den snabba utvecklingen har resulterat i ett alt stérre informationsflode och betydelsen for hot fran och skydd
mot biologiska och kemiska stridsmedel & betydande. | syfte att belysa detta samt andra fragor av betydelse for
totalforsvaret foljer en analysgrupp vid FOI NBC-skydd kontinuerligt utvecklingen inom det bioteknologiska
omradet.

Arbetet redovisas i denna skriftserie, "NBC-/bioteknik orientering", (ca 4 nummer per &r). Kontaktperson och
ansvarig vid FOI NBC-skydd &r Britta Haggstrém. Tel. 090/10 66 00. NBC-hioteknik/orientering finns fr.o.m.
nummer 15 p& FOI :s hemsida (www.foi.se).




