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WSTEP

Przez wrazliwo$s¢ na promieniowanie jonizujace rozumiemy zespot cech organizmu
cztowieka, ktore powoduja, ze po standardowej dawce 1-2 Gy u niektorych osob, a
zwlaszcza U chorych na choroby nowotworowe, wystepuje ponadprzecig¢tne nasilenie
wczesnych odczynow popromiennych zdrowych tkanek (oparzenie skory, zmniejszenie
liczby komoérek krwi i uktadu odpornosciowego)

Przyczyna wrazliwos$ci na promieniowanie, a ogélniej na wewngetrzne i zewngtrzne czynniki
uszkadzajace DNA, sa zaburzenia komorkowych mechanizmow obronnych, ktorych
podstawowym zadaniem jest zapewnienie wiernego przekazu komorkowej informacji
genetycznej komorkom potomnym

Komorkowe mechanizmy obronne to: naprawa wuszkodzen DNA oraz rozbudowana siec¢
szlakow sygnalizacji komorkowej, zapewniajaca Skoordynowane z naprawa DNA
przejsciowe zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie G,, S lub G, ( tzw. blok G;, S
lub G, ), a w przypadku nieskutecznej naprawy uszkodzen wyeliminowanie ich wraz z
cata komorka na drodze genetycznie zaprogramowanej $mierci, Nazywanej apoptozq
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Odpowiedz komorek ludzkich na uszkodzenia DNA zalezy od cech o0sobniczych
(predyspozycje genetyczne, wiek, pte¢), czynnikow srodowiskowych (ekspozycje na
promieniowanie czy toksyczne zwiazki chemiczne w srodowisku pracy i zamieszkania)
oraz stylu zycia (np. palenie papierosow), co powoduje, ze ludzie r6znig si¢ podatnoscia
na rozne czynniki uszkadzajace DNA

Dziedziczne defekty gendéw, ktorych produkty biatkowe uczestnicza bezposrednio w
procesie naprawy podwojnoniciowych peknie¢ DNA (z ang. Double Strand Breaks - DSB
DNA), regulacji cyklu komoérkowego lub apoptozy sa przyczyna grupy chorob, ktérych
statym elementem jest zwigckszona czgstosS¢ wystgpowania chordob nowotworowych,
wrazliwo$¢ komorek organizmu na promieniowanie oraz radiomimetyczne zwiazki
chemiczne, mozliwos¢ powstania cigzkich powiklan po zastosowaniu standardowo
zaplanowanej radio- lub chemioterapii oraz zwigkszone ryzyko indukcji nowotworow
wtornych

Wskaznikami wrodzonej lub nabytej zdolnosci organizmu do odpowiedzi wywotanej
ekspozycja na promieniowanie sa biologiczne markery promieniowrazliwosci
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Przyktadem biomarkerow promieniowrazliwosci moze by¢ 0sobnicze zréznicowanie
czestosci ztaman chromatydowych indukowanych in vitro przez standardowa dawka
promieniowania X lub gamma w limfocytach krwi obwodowej (LKO) podczas ich
przechodzenia z fazy G, do fazy M cyklu komorkowego [1]

Powstawanie ztaman jednej lub obu chromatyd chromosomu w napromienionych LKO jest
wynikiem wejscia komorki w mitoze (faza M) przed ukonczeniem naprawy DSB DNA, a
kondensacja chromatyny w czasie profazy podzialu mitotycznego komorki powoduje
utrwalenie uszkodzenia przez wytworzenie struktury widocznej na poziomie
molekularnym jako aberracja chromatydowa

Zroznicowanie czestosci ztaman chromatydowych wskazuje na rdéznice w o0sobniczej
podatnosci LKO na promieniowanie, a przyczyna tych roznic lezy W zwiazanej Z
polimorfizmem genowym odmiennej szybkosci I wiernosci naprawy DSB DNA, a takze
zréznicowanej aktywnosci kinazy cdkl wystepujacej w kompleksie z cykling B1, ktéra
uwaza si¢ za najwazniejsza cz¢s¢ mechanizmu zatrzymujacego uszkodzona komoérke w
fazie G, i czynnik inicjujacy wchodzenie komoérek w mitoze
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Zréznicowanie podatno$ci komorkowej na promieniowanie jest jednym z gléwnych
czynnikow  roznicujacych ludzi pod wzgledem mozliwosci wystapienia
niepozadanych nastgpstw zdrowotnych po ekspozycji zawodowej, srodowiskowej
I medycznej, co ma zasadnicze  znaczenie zaré6wno W  ochronie
radiologicznej pracownikow 1 ludnosci, jak 1 w radioterapii pacjentow
onkologicznych

Stwierdzenie przed rozpoczeciem radioterapii, ze niektorzy pacjenci sa wrazliwi na
promieniowanie wiaze si¢ Z koniecznoscia indywidualnego dostosowania planu
radioterapii lub jej zaniechania na korzys¢ innej formy terapii

Przy ekspozycji zawodowej i srodowiskowej otrzymywane dawki promieniowania sa 0
kilka rzedow nizsze od dawek otrzymywanych podczas radioterapii (20-30 frakcji po
1-2 Gy na kazdq frakcje), nie wywotuja wigc powaznych odczyndéw popromiennych,
a jedynie zwigkszaja ryzyko indukcji nowotworu w wyniku dziatania promieniowania

Dla os6b wrazliwych na promieniowanie praca w warunkach narazenia radiacyjnego
moze by¢ zrodiem ponadprzecietnego ryzyka dla zdrowia, ktorego mozna

unikna¢, identyfikujac takie osoby przed ich zatrudnieniem
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Cel pracy

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie za pomoca analizy ztaman
chromatydowych w LKO napromienionych in vitro podczas
przechodzenia z fazy G, do M cyklu komoérkowego (test G2)
zroznicowania 0sobniczej] podatnosci na promieniowanie
jonizujace W grupie 26 zdrowych pracownikow Centralnego
Laboratorium Ochrony Radiologicznej w Warszawie, Instytutu
Energii Atomowej w Swierku oraz Instytutu Chemii i Techniki

Jadrowej na Zeraniu
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Material | metody

W badaniu uczestniczyto 18 kobiet i 8 me¢zczyzn w wieku od 25 do 70 lat

Probki krwi obwodowej tych osob pobierano jalowo i hodowano 72 godziny w pozywce
PB-MAX™ Karyotyping Medium, w temperaturze 37°C, w atmosferze skladajacej
sig¢ W 95% z powietrza atmosferycznego i w5 % CO,

Podzialy komorkowe limfocytow stymulowano za pomoca 1% fitohemaglutyniny i po 70
godzinach hodowli potowe stymulowanych LKO napromieniano w temperaturze
pokojowej przy uzyciu generatora rtg. typu HF320C firmy Pantac

Czgstos¢ ztaman chromatydowych indukowanych in vitro przez dawke 1 Gy
promieniowania X w LKO kazdego pracownika oceniano na podstawie analizy
mikroskopowej 250 kontrolnych (nienapromienionych) i 250 napromienionych komorek
metafazowych.

Za warto$¢ kwalifikujaca zdrowego pracownika jako oporny lub wrazliwy na
promieniowanie przyjeto wartos¢ 97 percentyla czgstosci indukowanych ztaman
chromatydowych w LKO wszystkich badanych pracownikéw
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Schemat testu G2 ~ ||
I
Fazy cyklu Pobieranie 5 ml krwi obwodowej z zyty w zgigciu tokciowym J H
komoérkowego LKO l s
G, Stymulacja limfocytow do dzielenia si¢ w hodowli
l 70 godzin
Napromienienie potowy stymulowanych LKO dawka 1 Gy promieniowania X
G, Pozostate LKO stuza jako nienapromieniona kontrola
l 30 minut
7 . : _y ,
v Blokowanie za pomoca kolcemidu podziatow komorkowych
0 kontrolnych i napromienionych LKO
7 M 90 minut
2 M

Utrwalenie LKO 1 wykonanie preparatow ——»
M mikroskopowych
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Wyniki
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Zdjecie 1. Napromieniony limfocyt z dwoma zkamaniami chromatydowymi
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Tabela 1. Wyniki oznaczen czestosci ztaman chromatydowych w kontrolnych i napromienionych LKO
26 zdrowych pracownikow, uszeregowane od najmniejszej do najwiekszej wartosci.

Lp. |[Nr pracownika [Pte¢ Wiek KontrolaxSE (Y0) [Ilo$¢ Zaman/komorke(Y1)[£SE Y1-YO

1. |10. K 35 0 0,164 0,026 0,164
2. |3. M 26 0 0,168 0,027 0,168
3. |1. M 26 0 0,176 0,026 0,176
4. |4. K 25 0 0,184 0,026 0,184
5 |2. K 28 0 0,184 0,027 0,184
6. |5. K 64 0 0,188 0,027 0,188
7. |8. M 31 0 0,188 0,027 0,188
8. |21. M 35 0 0,192 0,028 0,192
9. |[18. K 51 0 0,196 0,028 0,196
10. (11. M 64 0 0,204 0,028 0,204
11. |24. K 57 0 0,204 0,029 0,204
12. |26. K 52 0 0,204 0,03 0,204
13. |22 M 62 0 0,208 0,029 0,208
14. |9. K 35 0 0,209 0,043 0,209
15. [12. M 57 0 0,22 0,03 0,22
16. (14. K 39 0 0,22 0,03 0,22
17. |23. K 59 0 0,24 0,031 0,24
18. |6. K 25 0 0,248 0,026 0,248
19. |109. K 38 0 0,268 0,033 0,268
20. |7. M 25]0,008+0,003 0,288 0,034 0,28
21. |17. K 52 0 0,284 0,034 0,284
22. |25. K 30 0 0,32 0,04 0,32
23. |15. K 53 0 0,344 0,037 0,344
24. |16. K 53 0 0,36 0,038 0,36
25. |20. K 65|0,016+0,008 0,416 0,041 0,4
26. |[13. K 54 0 0,428 0,041 0,428
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Rysunek 1. Rozproszenie wokél mediany populacji wynikow oznaczen
czestosci indukowanych zlaman chromatydowych w LKO dwudziestu
szesciu zdrowych pracownikow

DEE I I 1 1 I
N=26

02k | Srednia=0,242
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SD=0,073

g 045k | Min=0,164

Max=0.423
Kurtoza=3,343
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Roznica pomiedzy poszczegolnymi
whynikami a madiana populagji
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Kolejny wynik
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Rysunek 2. Aproksymacja normalnym rozkladem prawdopodobienstwa wynikow
oznaczen czg¢stosci indukowanych zlaman chromatydowych w LKO dwudziestu
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Rysunek 3. Symulacja wplywu liczebnosci grupy (100 osob) na wartos¢ graniczng
kwalifikujaca badane osoby jako wrazliwe na promieniowanie
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Tabela 2. Statystyczne parametry rozkladu osobniczej podatnosci na
promieniowanie w grupie dwudziestu szesciu zdrowych pracownikow

Parametr statystyczny Warto$¢ parametru®
[ztamania chromatydowe / komorke]
Srednia arytmetyczna 0,242
Srednia geometryczna 0,242
Odchylenie standardowe (SD) 0,073
50 percentyl 0,242
90 percentyl 0,336
95 percentyl 0,362
97 percentyl 0,380

*Podane wielkosci zostaly wyznaczone na podstawie gesto§ci funkcji prawdopodobienstwa 0
rozkladzie normalnym, okreslonej na podstawie wynikéw oceny czestosci indukowanych ziaman
chromatydowych w LKO wszystkich pracownikow
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Dyskusja wynikow

LKO pracownikow mialy bardzo niska spontaniczna czgsto$¢ ztaman
chromatydowych (zakres: 0 - 0,016 ztaman/komorke, srednia  SD: 0,001
0,003 ztaman/komorke )

Po napromienieniu dawka 1Gy promieniowania X $rednia czestos¢ indukowanych
ztaman chromatydowych w LKO dwudziestu szesciu pracownikéw wynosita
0,242 0,073 ztaman/ komorke

Najmniejsza 1 najwicksza czestos¢ indukowanych ztaman chromatydowych
wynosita odpowiednio 0,164 i 0,428 ztaman/komorke

Stosunek najwigkszej 1 najmniejsze] czestosci  indukowanych ztaman
chromatydowych (Max/Min = 2,6) przyjeto za miar¢ 0Sobniczego
zréznicowania podatnosci LKO na promieniowanie jonizujace

Ze wzgledu na przekroczenie wartosci 97 percentyla réwnej 0,380 ztaman/komorke
dwie pracownice (2/26=7,7%) zostaly wytypowane jako wrazliwe na
promieniowanie

Pozostali pracownicy (24/26=92,3%) zostali sklasyfikowani jako oporni na

promieniowanie
15
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Poniewaz warto$¢ odcigcia zostala wyznaczana arbitralnie na podstawie rachunku
prawdopodobienstwa i dopuszcza pewien margines bledu, uzyskane wyniki zostang
zweryfikowany za pomoca testu G, w LKO poddanych (lub nie) po napromienieniu
dawka 1 Gy promieniowania X dziataniu kofeiny, znoszacej blok w fazie G, [2]

Zniesienie bloku G, w napromienionych LKO spowoduje wejscie ich w przedwczesna
mitozeg, skutkiem czego czestos¢ indukowanych ztaman chromatydowych bedzie
wyzsza 0d czgstosci ztaman chromatydowych w chromosomach LKO zatrzymanych
po napromienieniu w fazie G,

Réznica migdzy tymi dwiema czg¢stosciami stanowi parametr osobniczej podatnosci
(POP) na promieniowanie [2]; im jest on mniejszy tym bardziej podatny na
promieniowanie jest badany cztowiek; wartosci bliskie zeru obserwuje sie¢ np. u
nosicieli zmutowanego genu AT, ktérego produkt biatkowy uruchamia komorkowe
mechanizmy obronne, czyli napraw¢ DNA oraz zatrzymanie przechodzenia
komorki przez fazg G,

Ze wzgledu na wartos¢ POP badane osoby beda kwalifikowane jako: bardzo wrazliwe
(POP<sérednia-2SD),  wrazliwe  (Srednia-2SD<POP<srednia-SD),  normalne
(POP=sérednia SD), oporne ($rednia+SD<POP<srednia+2SD) 1 bardzo oporne
(POP>srednia +2SD) »

SEMINARIUM SPRAWOZDAWCZE, MARZEC 2011



/ CENTRALNE LABORATORIUM OCHRONY RADIOLOGICZNEJ

R ZAKLAD KONTROLI DAWEK | WZORCOWANIA

Zakonczeniem pracy bedzie ocena wpltywu polimorfizmu genow kodujacych biatka
uczestniczace bezposrednio w naprawie DNA (np. XRCC1, XRCC4, OGG1, PT53,
BRCA, XPD) [3] na osobnicze zr6znicowanie podatnosci na promieniowanie w badanej
grupie pracownikow
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WhniosKki

Obie cytogenetyczne metody badania osobniczej podatnosci sa czute, swoiste dla
promieniowania jonizujacego, latwe do wykonania, stosunkowo tanie,

mato Inwazyjne I ogolnie akceptowane
Takie metody sa szczegolnie przydatne przy:
« planowaniu radioterapii dla pacjentow onkologicznych;

e doborze pracownikow do pracy w warunkach podwyzszonego
narazenia radiacyjnego (personel medyczny uczestniczacy W zabiegach
prowadzonych pod kontrolag promieniowania X, operatorzy reaktorow
energetycznych, stuzby awaryjne w obiektach jadrowych);

» badaniach przesiewowych osobniczej podatnosci na promieniowanie
W ogolnej populacji, a zwlaszcza w grupach ludnosci zamieszkujacych
tereny brane pod uwage jako miejsce lokalizacji planowanej elektrowni
jadrowe;j
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Zadaniem badan przesiewowych ludnosci jest uzupetnienie brakow wiedzy na
temat wielkosci populacji wrazliwej na srodowiskowe czynniki uszkadzajace
DNA, w tym na promieniowanie jonizujace, W celu dostarczenia rzadowi
potwierdzonych naukowo informacji, potrzebnych do zapewnienia ochrony
zdrowia pracownikéw 1 ludnosci na wszystkich etapach wdrazania energetyki
jadrowej w Polsce, a takze do informowania spoteczenstwa na ten temat
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Prezentacja wynikow badan

Prezentacja plakatu:

. Third European IRPA Congress

- Radiation protection - science, safety and security

blood lymphocytes as an in vitro indicator of human
individual sensitivity to ionizing radiation

Monika Szymansks and Mara Kowalska

) ) The frequency of the chromatid breaks in G2 peripheral
R ggﬁ‘

Central Laboratory for Radiciogical Protection, CLOR, Warsaw, Foland

14-18 June 2010
Helsinki, Finland
www.irpa2010europe.com

Tytut:
The frequency of the chromatid breaks in == (= e
G2 peripheral blood lymphocytesasanin  [= = | e e
vitro indicator of human individual T
sensitivity to ionizing radiation el ev iy

Szvmanska., Monika; Kowalska, Maria
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Prezentacja wynikow badan

XV Ogolnopolski Zjazd Polskiego Towarzystwa
Badan

Radiacyjnych im. Marii Sktodowskiej - Curie
Siedlce, 20-23.09.2010

Prezentacja plakatu:

Zastosowanie analizy aberracji chromatydowych
indukowanych w fazie G2 cyklu komorkowego w limfocytach
ludzkiej krwi obwodowej do oceny osobniczej podatnosci na
promieniowanie jonizujace

Monika Szymanska | Maria Kowalska
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