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ROZPOZNAWANIE CZESCIOWEGO
NAPROMIENIENIA CIALA PRZY
POMOCY TESTU MIKROJADROWEGO

Recognition of partial body irradiation using

a micronucleus test

Sylwester Sommer, Iwona Buraczewska, Marcin Kruszewski

Streszczenie: Dozymetria biologiczna oprécz oszacowania wysokosci dawki powinna mie¢ mozliwo$¢ rozpoznawania czy na-
promienione zostato cate ciato, czy tylko jego cze$¢. Bardzo dobrze sprawdza sie tutaj test chromosomoéw dicentrycznych, jed-
nak prowadzone sg prace réwniez z innymi testami dozymetrycznymi. Wyniki badan wskazuja, ze test mikrojagdrowy nie pozwala
jednoznacznie na rozpoznawanie cze$ciowego napromienienia ciata.

Summary: Biological dosimetry in addition to the estimation of the absorbed dose should be able to recognize whole or partial body
irradiation. The dicentric chromosome test works very well here, however, other dosimetry tests are being examined to recognize partial
body irradiation. The research results indicate that the micronucleus test does not explicitly allow the recognition of such a situation.

Stowa kluczowe: dozymetria biologiczna, czesciowe napromienienie ciafa, analiza chromosoméw dicentrycznych, test mikrojadrowy
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Wstep

Ostra choroba popromienna rozwija sie u 0séb napro-
mienionych duzymi dawkami promieniowania, wielkosci
siwertdw [1]. O tym, czy choroba popromienna sie rozwi-
nie, jaki bedzie jej przebieg i jakie bedg jej konsekwencje
zdrowotne dla osoby napromienionej, decyduje wielkos¢
pochfonietej dawki promieniowania i jej rozktad w obrebie
organizmu [2]. Jezeli napromieniona zostata tylko czes¢ cia-
ta, to rokowania sg znacznie lepsze, niz dla rbwnomiernego
napromienienia catego ciata [2]. Jest tak dlatego, Zze jednym
z najbardziej wrazliwych na promieniowanie organéw jest
szpik kostny, ktéry odpowiada za produkowanie i dojrze-
wanie elementéw morfotycznych krwi. Szpik kostny znaj-
duje sie w srodku kosci dtugich i kosci ptaskich, dzieki temu
jest rownomiernie roztozony w catym ciele. Jezeli cze$¢ ciata
nie zostanie napromieniona lub zostanie napromieniona
nizsza dawka, to cze$¢ szpiku bedzie dziatata i przejmie
funkcje napromienionego szpiku do czasu jego regeneracji.

Dozymetria biologiczna pozwala na odtworzenie
dawki pochtonietej w organizmie cztowieka na podstawie
zmian molekularnych i morfologicznych w limfocytach
krwi obwodowej. Limfocyty s3 dobrym materiatem na
osobisty dozymetr, poniewaz fatwo sie je pobiera i krgzac
po catym ciele,mieszaja sie”, co powoduje, Ze bez wzgledu
na to, jaka czes¢ ciata zostanie napromieniona, to limfocy-
ty tam beda i cze$¢ z napromienionych limfocytéw znaj-
dziemy w prébce krwi.

Analiza chromosomow dicentrycznych pozwala roz-
poznac nier6wnomierne napromienienie

Zeby dobrze przewidzie¢ jak dana dawka bedzie
dziatata na organizm, potrzebne jest ustalenie (oprocz

wysokosci dawki), czy napromieniono cate ciato mniej
wiecej rownomiernie, czy tylko jego czes¢. Test chromo-
somow dicentrycznych, bedacych ztotym standardem
dozymetrii biologicznej, bardzo dobrze nadaje sie do
rozréznienia catkowitego i czesciowego napromienie-
nia ciata. Analizuje sie rozktad chromosomoéw dicen-
trycznych pomiedzy komérkami (rys. 1). Jezeli ten roz-
ktad jest zgodny z rozktadem Poissona to mamy do czy-
nienia z rtbwnomiernym napromienieniem ciafa (rys. 1,
wykres gérny) [3]. Jezeli rozktad chromosomoéw dicen-
trycznych pomiedzy komérkami odbiega od rozktadu
Poissona, to ciato zostato napromienione nieréwno-
miernie (rys. 1, wykres dolny). Dlaczego tak sie dzieje?
Ot6z, gdy wszystkie limfocyty zostaty napromienione,
to aberracje rozktadaja sie pomiedzy nimi zgodnie
z rachunkiem prawdopodobieristwa zobrazowanym
rozktadem Poissona [3]. Jednak gdy w naszej prébce
znajduja sie komorki, ktére nie zostaty napromienio-
ne, to nie beda one miaty aberracji. Jezeli obie popu-
lacje limfocytéw: napromienione i nienapromienione
wymieszamy, to skutkiem tego czesto$¢ komorek bez
aberracji bedzie znaczaco wieksza i nie bedzie pasowa-
ta do rozkfadu Poissona (rys. 1, wykres dolny). Taka sytu-
acje mozna modelowac matematycznie wykorzystujac
cechy funkgji u, ktéra pozwala okresli¢, czy rozktad jest
zgodny z rozktadem Poissona. Jezeli funkcja u przyj-
muje wartos$ci pomiedzy — 1,96 a + 1,96, to rozkfad jest
zgodny z rozktadem Poissona [4, 5]. Na przyktad dla roz-
ktadéw pokazanych na rys. 1 wartosci funkcji u wyno-
szg: dla gérnego wykresu u = 1,57, a wiec rbwnomierne
napromienienie catego ciata, a dla dolnego wykresu
u = 3,48, a wiec napromienienie roztozone nieréwno-
mierne.
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Rys. 1. Rozktad chromosomdw dicentrycznych miedzy komdrkami po
dawce 4 Gy promieniowania X (gorny) i w przypadku probki symulujqcej
czesciowe napromienienie ciata (sktadajqcej sie z mieszaniny nienapro-
mienionych komérek — 50% i komdrek napromienionych 4 Gy promie-
niowania X - 50%; dolny wykres)

Fig. 1. Distribution of dicentric chromosomes among cells after uniform
dose of 4 Gy of X-rays (upper graph) and in the case of a sample simula-
ting partial body irradiation (consisting of a mixture of non-irradiated
cells - 50% and irradiated cells 4 Gy of X-rays — 50%; lower graph)

Jezeli stwierdzimy nierbwnomierne napromienie-
nie ciata, to mozna obliczy¢ jaka cze$¢ komérek zostata
napromieniona i jak sie to przektada na napromienio-
ng czes¢ ciata. Znane sg trzy matematyczne sposoby
takich obliczen: tzw. ,Contaminated Poisson Method”
- zaproponowana przez Dolphina (1969) [6], metoda
Qdr zaproponowana przez Sasaki i Miyata (1968) [7]
oraz metoda oparta na statystyce bayesowskiej —,ZIP
Bayessian method” opracowana przez Higuerasa i in-
nych (2016) [8].

Test mikrojadrowy a rozpoznawanie czesciowego
napromienienia ciata

Inne metody cytogenetyczne czy molekularne nie
pozwalajg na wiarygodne odrdznienie napromienienia
catego ciata od napromienienia cze$ciowego, chociaz pro-
wadzone sa w tym kierunku badania [9, 10]. Jedna z tech-
nik, ktéra mogtaby by¢ réwniez uzyta jest analiza czesto-
$ci mikrojader. Mikrojadra sg to fragmenty chromatyny
widoczne w cytoplazmie komérki (fot. 1), ktére powstaja
w wyniku dziatania promieniowania lub czynnikéw che-
micznych [11]. Ich rozktad miedzy komérkami jest naddys-
persyjny, czyli wspétczynniki u sa wieksze niz 1,96 [2].

Fot. 1. Dwujqdrzasty limfocyt ludzki z widocznym w cytoplazmie mikro-
Jjgdrem. Barwienie oranzem akrydyny: cytoplazma komérki wybarwiona
na czerwono-brqzowo, materiat genetyczny na jaskrawo zétto

Photo 1. Binucleated lymphocyte with a micronucleus visible in the
cytoplasm. Acridine orange staining: cell cytoplasm stained red-brown,
genetic material bright yellow

W pracy Senthamizhchelvana z 2009 r. badano rozkfad
mikrojader miedzy limfocytami u pacjentéw poddanych
paliatywnej radioterapii jedna dawka wysokosci 8 Gy na
klatke piersiowg [12]. U kazdego z 7 pacjentéw wartosci
funkgcji u dla rozktadu mikrojader byty bardzo wysokie, od
39,0 do 43,4 pokazujac wedtug autoréw nieréwnomierne
napromienienie ciata. Odtworzone wartosci dawki promie-
niowania byly lekko niedoszacowane, w granicach 6 Gy na
cze$¢ ciata (w rzeczywistosci 8 Gy). Otrzymane rezultaty
moga sugerowac przydatnos¢ metody mikrojadrowej do
odrdznienia napromienienia catego ciata od napromienie-
nia jego czesci oraz do szacowania dawki w takim scenariu-
szu napromienienia. Jednak prace Theirensa (2005 i 2014),
wczesniejsza o biodozymetrii u ofiary wypadku radiacyjne-
go wykonywanej réznymi metodami (réwniez testem mi-
krojadrowym) i pdzniejsza opisujaca rezultaty wspdtpracy
laboratoriéw europejskich w ramach projektu MULTIBIO-
DOSE, w dziedzinie testu mikrojagdrowego, nie potwierdzity
przydatnosci tego testu ani do rozpoznawania czesciowe-
go napromienienia, ani do odtworzenia dawki w napromie-
nionej czesci ciata [13, 141.

W ramach projektu NCBIR ,Opracowanie wielopara-
metrowego testu ,triage” do oceny narazenia ludnosci na
promieniowanie jonizujgce” (2009-2014) badano w Insty-
tucie Chemii i Techniki Jadrowej przydatnos¢ testu mikroja-
drowego do rozpoznawania czesciowego napromienienia
ciata. Uzyskane wyniki (Tabela 1 - prezentuje wyniki ekspe-
rymentu na krwi jednej osoby. Analogiczne eksperymenty
powtdrzono 3-krotnie, uzyskujac podobne dane) pokazu-
ja, ze test mikrojadrowy nie moze by¢ raczej stosowany do
rozpoznawania napromienienia czesci ciata. Dla niektorych
dawek promieniowania zaréwno dla prébki catkowicie na-
promienionej, jak i symulujacej czesciowe napromienienie
wartosci funkgji u, obliczone dla recznie ocenianych mikro-
jader, byty nizsze lub zblizone do 1,96. Na podstawie réznic
w ich wielkosci nie dato sie rozpoznac czesciowego napro-
mienienia ciata. Wysokie wartosci u (oznaczone kolorem
z6ttym w tabeli) uzyskano tylko dla wysokiej dawki 7 Gy
oraz gdy wysokimi dawkami napromieniona byla czes¢
limfocytow (0/4 Gy i 0/7 Gy). W przypadku pétautomatycz-
nego liczenia mikrojader wartosci funkcji u byty wyzsze niz
w przypadku liczenia recznego i zasadniczo byty podobne
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dla catkowitego napromienienia i symulacji czesciowego na-
promienienia. Jedynie sytuacja, kiedy cze$¢ krwi zostata na-
promieniona wysoka dawka promieniowania, rzedu 4-7 Gy,
da sie rozpoznad: przy stosunkowo niewysokiej czestosci mi-
krojader (100 — 200 na 1000 komorek) wspdtczynniki funkji
u sg bardzo wysokie (od 17 do nawet 66). Nalezy podkresli¢,

ze otrzymane wyniki sa zgodne zaréwno z pracami Sentha-
mizhchelvana (2009), ktéry wiasnie opisuje sytuacje bardzo
wysokiej dawki na cze$¢ ciata, jak i Thierensa (2005 i 2014),
ktory poddaje w watpliwos¢ przydatnosé testu mikrojadro-
wego do rozpoznawania czesciowego napromienienia ciata
w nizszym przedziale dawek [12, 131 14].

Tabela 1. Czestosci mikrojgder indukowanych promieniowaniem X w prébce krwi jednego dawcy, liczone recznie i pét-automatycznie. Probki krwi albo
byty napromienione catkowicie, albo dla symulacji napromieniowania czesci ciata mieszano napromienione i nienapromienione prébki krwi w proporcji
50% / 50%. Z rozktadéw mikrojqder obliczono wartosci funkgji u. Okazato sie, ze w wiekszosci przypadkow rozktad mikrojqder nie jest zgodny z rozktadem
Poissona (kolor pomarariczowy, wartosci u powyzej 1,96). Na zétto zaznaczono przypadki z bardzo wysokimi wartosciami funkcji u

Table 1. Frequencies of X-ray induced micronuclei in blood sample of one donor, manual and semi-automatic scoring. The blood samples were either uni-
formly irradiated or mixtures of irradiated and non-irradiated blood samples in a 50 % / 50 % proportion, simulating partial body irradiation were analyzed.
Function u values were calculated for micronucleus distribution for each experimental point. It turned out that in most cases the distribution of micronuclei
is not consistent with the Poisson distribution (orange color, u values higher then 1.96). Yellow cases with very high u function values are marked

Liczenie reczne

Liczba zliczonych  Czestos¢ Mn Wartosci
PEiLeifn] komoérek Y 1030 komére{( funkcjiu
0 1000 20 1,86
0,2 1000 26 1,18
0,5 1000 42 1,23
0,8 1000 80 2,16
1 1000 96 0,67
2 1000 316 2,87
4 1003 736 3,88
7 1010 1063 12,50
12 - - -
0/0,5 1000 39 1,46
0/1 1000 54 2,99
0/2 1000 135 1,32
0/4 1000 185 17,80
0/7 1000 148 22,48
Whioski:

1. Test mikrojadrowy nie pozwala jednoznacznie
okresli¢, czy mamy do czynienia z catkowitym, czy
czesciowym napromienieniem ciata.

2. Analiza chromosomoéw dicentrycznych nadaje sie
do tego celu znacznie lepiej, co jest jej niewatpliwa
przewaga nad testem mikrojagdrowym.

Podziekowanie:

Praca powstata w wyniku realizacji projektu POIG
1.3.1,WNDPOIG.01.03.01-14-054/09,0Opracowanie wie-
loparametrowego testu triage do oceny narazenia lud-
nosci na promieniowanie jonizujace” finansowanego ze
sSrodkéw Narodowego Centrum Badan i Rozwoju.
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