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Dozymetria biologiczna pozwala odczyta¢ dawke pochfonieta promieniowania jonizujacego w organizmie i jest niezbednym
elementem systemu ochrony radiologicznej. Aby zapewni¢ wieksza wiarygodnos¢ uzyskanych wynikéw metoda analizy dicentry-
kéw zostanie akredytowana w 2 laboratoriach, a w jednym istniejaca akredytacja zostanie rozszerzona o biodozymetrie mieszane-
go promieniowania gamma i neutronowego. Jedna ze strategii dostosowania dozymetrii biologicznej do scenariusza masowego
zdarzenia jest taczenie laboratoriéw we wspotdziatajaca sie. Zatozenia takiej sieci zostaty opracowane i opisane. W trakcie projektu
wyprébowano nowe, obiecujace metody: analize ekspresji genéw (m.in. FDXR, GADD45A) na poziomie mRNA z wykorzystaniem
techniki PCR oraz metody oparte na PCC (przedwczesnej kondensacji chromosoméw), w szczegdlnosci RICA (The Rapid Interphase
Chromosome Assay). Obie metody okazaty sie skutecznymi metodami dozymetrii biologicznej.

Biological dosimetry allows to read the absorbed dose of ionizing radiation in the body and is an essential element of the sys-
tem of radiological protection. To ensure greater reliability of the results obtained by dicentric assay method will be accredited in 2
laboratories, and one existing accreditation will be extended to biodosimetry of mixed gamma and neutron radiation. One of the
strategies to adapt biological dosimetry to the mass events scenario is to combine laboratories in cooperating network. Assump-
tions of such a network have been developed and described. The new methods of biological dosimetry have been investigated:
analysis of gene expression (including FDXR, GADD45A) at the mRNA level using PCR method and methods based on the PCC
(premature chromosome condensation), in particular RICA (The Interphase Chromosome Rapid Assay). Both methods have proven
to be effective methods of biological dosimetry.

Stowa kluczowe: dozymetria biologiczna, test chromosomoéw di centrycznych, ekspresja gendéw, promieniowanie neutronowe,
szybka identyfikacja 0séb napromienionych
Key words: biological dosimetry, dicentric assay, gene expression, neutron radiation, radiation triage
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Szeroki wachlarz tematéw dotyczacych dozymetrii bio-
logicznej w Strategicznym Projekcie Badawczym ,Technolo-
gie wspomagajace rozwdj bezpiecznej energetyki jadrowej”
$wiadczy o koniecznosci prowadzenia badan nad wptywem
promieniowania na organizm ludzki, a szczegdlnie ciggtego
rozwijania i podtrzymywania metod dozymetrii biologiczne;j.
W kontekscie Programu Polskiej Energetyki Jadrowej, tego
typu prace moge by¢ pomocne w wielu jego aspektach:

e Percepcja ryzyka promieniowania jest jednym z istot-
nych czynnikédw w procesie ksztattowania akceptacji
spotecznej dla przemystu jadrowego. Generalnie spo-
teczenstwo lepiej poinformowane i majace zaufanie do
witadz, widzace, ze rozwdj programow jadrowych jest
dobrze przygotowany, transparentny, kompleksowo
realizowany i powiazany z nauka jest bardziej skton-
ne do zaakceptowania takiego programu. Dozymetria
biologiczna pozwalajaca na odtworzenie dawek indy-
widualnych mogtaby by¢ wazng czescig tego procesu.

¢ Pomimo przewidywalnej niskiej awaryjnosci obiektéw
jadrowych, wzrastajace zagrozenie atakami terrory-
stycznymi z uzyciem materiatéw rozszczepialnych oraz
mozliwo$¢ wykorzystania elektrowni jadrowych jako
potencjalnych obiektéw klasycznego ataku terrory-
stycznego zwieksza mozliwo$¢ narazenia na napro-
mienienie jonizujace ogétu spoteczenstwa. Poza tym,
jak pokazuje historia, awarie w elektrowniach jadro-
wych zdarzaja sie rowniez w wyniku splotu niekorzyst-
nych zdarzen srodowiskowych, czy btedéw ludzkich.

W kazdym z tych przypadkéw dozymetria biologiczna

jest niezbednym uzupetnieniem, a w pewnych scena-

riuszach jedyna metoda odtworzenia, czy tez potwier-
dzenia dawek indywidualnych.

e Laboratoria zajmujace sie radiobiologia i realizujgce ba-
dania naukowe w tej dziedzinie moga by¢ zapleczem
eksperckim (czescig TSO) dla dozoru jagdrowego w za-
kresie wptywu promieniowania na zdrowie cztowieka.

¢ Istniejg tez prawne przestanki zobowigzujace stuzby zaj-
mujace sie ochrong radiologiczng do utrzymania dozy-
metrii biologicznej (indywidualne odtworzenie dawki)
w kazdym kraju cztonkowskim: wydawnictwo Miedzyna-
rodowej Agencji Energii Atomowej - General Safety Stan-
dards, General Safety Requirements Part 3 oraz Dyrekty-
wa Rady Europejskiej 2013/59/EURATOM artykut 69 4 b.

e Metody dozymetrii biologicznej i biologii molekular-
nej moga poméc zrozumied efekty zdrowotne dtugo-
trwatego dziatania niskich dawek na jakie moga by¢
narazeni pracownicy przemystu jagdrowego.

W ramach realizacji etapu 6, 7 i 8 w dwdch laboratoriach:
IChTJ i IFJ rozpoczeto proces akredytacji oceny narazenia ludzi
na promieniowanie jonizujgce w oparciu 0 pomiar czestosci
wystepowania chromosomoéw dicentrycznych, a w CLOR roz-
szerzono akredytacje o procedure wyznaczania dawki pochto-
nietej mieszanego promieniowania gamma i neutronowego.

Analiza czestosci wystepowania chromosomow dicen-
trycznych jest obecnie uznawana za najbardziej wiarygod-
na metode dozymetrii biologicznej do oceny narazenia
ludzi na promieniowanie jonizujace (rys.1, 2)

Rys. 1. Zdjecie mitozy zchromosomem dicentrycznym w czerwonej
elipsie (S. Sommer)
Figure 1. Mitotic cell with dicentric chromosome in red ellipse

Jednak z uwagi na praco- i czasochtonno$¢ metody,
w przypadku narazenia na promieniowanie duzej grupy
0s6b otrzymanie wynikéw w akceptowalnym z medycz-
nego punktu widzenia przedziale czasu staje sie bardzo
trudne lub wrecz niemozliwe.

Akredytacja tej metody w trzech niezaleznych labora-
toriach pozwoli na stworzenie podwalin sieci laboratoriow
biodozymetrycznych, ktére wspdtpracujac ze sobg, a takze
z laboratoriami zagranicznymi zagwarantujg znaczne skro-
cenie czasu potrzebnego na analize duzej liczby prébek.
Opracowane zostaty zatozenia (w ramach etapu 6, IChTJ)
utworzenia takiej sieci oraz opisano, w jaki sposéb takie
organizacje dziataja na Swiecie.

W ramach etapu 7 (IFJ) zbadano wptyw czynnikéw ge-
netycznych na przebieg proceséw naprawy DNA w komor-
kach krwi obwodowej poddanych dziataniu promieniowa-
nia jonizujgcego. Jest to wktad w opracowanie metody
szybkiej identyfikacji populacji najbardziej narazonej na
dziatanie promieniowania jonizujagcego (o zwigkszonym
ryzyku zapadalnosci na nowotwory), np. wéréd pracow-
nikéw elektrowni jgdrowej, i umozliwienie tej grupie ludzi
podjecie sSwiadomego wyboru w momencie zatrudnienia
na stanowisku narazonym na dziataniem promieniowania
jonizujacego.
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krzywa dawka efekt dla promieniowania gamma (Co 60);
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Rys. 2. Analiza chromosomdw dicentrycznych odbywa sie poprzez poréwnanie czestosci chromosomoéw dicentryczych w badanej
probce z wartosciq na krzywej kalibracyjnej otrzymanej w doswiadczeniach in vitro. Na rysunku przedstawiono przyktadowq krzywq

dawka - efekt (S. Sommer)

Figure 2. Dicentic assay: dose estimation is performed by the comparison of in vitro dose effect curve with frequency of dicentric
chromosomes in the sample. Chart above depicts in vitro dose effect curve
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Rys. 3. Ekspresja genu FDXR w napromienionej krwi od 6 dawcéw wyrazona jako wartosci dCt (delta Ct) odwrotnie proporcjonalne do
poziomu mRNA. Gwiazdki oznaczajq istotnqg statystycznie réznice w stosunku do probki kontrolnej (ANOVA + test Tukey'a post hoc).

(K. Brzézka)

Figure 3. The FDXR gene expression in irradiated blood from 6 donors, expressed in cCT (delta Ct) inversely proportional to the mRNA
level. The asterisks show statistically significant difference to the control (ANOVA + Tukey post hoc test)

Opracowanie i akredytacja procedury wyznaczania
pochtonietej dawki mieszanego promieniowania gamma
i neutronowego w oparciu o pomiar czestosci wystepowa-
nia chromosomow dicentrycznych w limfocytach krwi ob-
wodowej osoby narazonej zostato zrealizowane w ramach
etapu 8 w CLOR. Otrzymano jedyng krzywa kalibracyjng
dla promieniowania mieszanego w naszym kraju. Odpo-

wiada ona bezposrednio na zapotrzebowanie wynikajace
z energetyki jadrowej. Dodatkowo do konstruowania tej
krzywej zastosowano metody analizy bayesowskiej, co
jest rbwniez zupetng nowoscia.

Tworzenie sieci laboratoriéw nie jest jedynym sposo-
bem zapewnienia odtworzenia dawki w realnym czasie
w trakcie zdarzen o duzej liczbie potencjalnie napromie-
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nionych oséb. Mozliwe sg inne strategie: automatyzacja
metod, podejicie przesiewowe - ,triage” (szybsza analiza
mniejszej liczby komorek kosztem zmniejszenia wiarygod-
nosci wyniku) oraz poszukiwanie nowych, szybszych me-
tod biodozymetrycznych.

Nowa metodg o duzym potencjale zastosowania w ba-
daniach wysokoprzepustowych, nad ktérg pracuje sie
w wielu laboratoriach na catym Swiecie jest analiza eks-
presji genéw na poziomie mRNA (transkryptomu) w ko-
mérkach krwi obwodowej z wykorzystaniem techniki PCR,
z detekcja produktu w czasie rzeczywistym (qPCR). Analizy
oparte na metodzie qPCR sg szybkie, mozliwe do zauto-
matyzowania, doktadne i wiarygodne. IChTJ jest jedyng in-
stytucja w Polsce, gdzie prowadzone sa tego typu badania.

W trakcie badan prowadzonych w ramach etapu 9 krew
pobrang od szesciu zdrowych dawcéw napromieniono daw-
kami promieniowania X z zakresu 0-7 Sv, po czym zbadano
poziom ekspresji wybranych genéw. W przypadku jedenastu
sposroéd badanych gendw (BAX, BBC3, CDKN1A, DDB2, FDXR,
GADD45A, GDF15, MDM2, SESN2, TNFRSF10B, TNFSF4) zaob-
serwowano istotny wzrost ekspresji w napromienionych
probkach. Pie¢ sposréd badanych gendéw (ATF3, BCL2, PLK3,
SERPINET, VWCF) nie wykazato zmian ekspresji pod wptywem
promieniowania jonizujacego. Nie stwierdzono istotnego
spadku ekspresji w odpowiedzi na promieniowanie jonizuja-
ce w przypadku zadnego z badanych genéw. Na rys. 3. dla
przyktadu pokazano zmiane ekspresji genu FDXR w czterech
punktach czasowych, po dawkach w przedziale 0-7 Sv.

Uzyskane wyniki sugerujg, ze stosujac analize ekspresji
gendéw do celow dozymetrii biologicznej mozna bedzie
z duzg wiarygodnoscig odrézni¢ prébki napromienione
od prébek nienapromienionych. Doktadne oszacowanie
dawki pochtonietej bedzie jednak trudne z uwagi na zna-
€zacq zmiennos$¢ ekspresji gendw pomiedzy poszczegdl-
nymi dawcami, zaréwno jesli chodzi o poziom ekspresji we
krwi nienapromienionej jak réwniez poziom indukgji po
napromienieniu. Wydaje sieg, ze opisywana metoda bedzie
bardzo przydatna do szybkiego przebadania duzej grupy
ludzi i zidentyfikowania oséb w przypadku ktérych daw-
ka pochtonieta przekracza wartos¢ progowq na poziomie
100-300 mGy. Niezbedne sg dalsze badania przeprowa-
dzone na wiekszych grupach dawcéw pozwalajace do-
ktadniej oszacowac zmienno$¢ miedzyosobnicza ekspresji
genoéw oraz wptyw takich czynnikéw jak pte¢, wiek, pale-
nie tytoniu, polimorfizmy genetyczne i rozmaite schorze-
nia na wiarygodnos¢ otrzymanych wynikéw.

W ramach etapu 10 testowano nowa, potencjalnie bar-
dzo przydatng metode dozymetrii biologicznej RICA (The
Rapid Interphase Chromosome Condensation) (fot.1.).
Metoda zostata opisana po raz pierwszy w 1997 i 2000 r.
przez Prasanna. Jezeli wierzy¢ publikacjom metoda miata
cechowac sie 4 zaletami: by¢ szybka w wykonaniu, tatwa
w analizie, przydatna do oceny wielu prébek w krétkim
czasie i mozliwa do automatyzacji.

Metoda RICA polega na liczeniu czestosci dodatko-
wych terytoriéw chromosomowych. Na fot.1. widoczne sg
wybarwione na czerwono terytoria chromosomu nr 1 lim-

focytéw krwi obwodowej. Normalnie obserwuje sie 2 te-
rytoria chromosomu nr 1. W wyniku uszkodzenia chromo-
somu pojawiajg sie dodatkowe terytoria. W panelu A i B,
widoczne sg odpowiednio 1 i 3 terytoria, ktére zostaty
indukowane promieniowaniem. Zgodnie z otrzymanymi
w trakcie realizacji projektu wynikami, metoda RICA po-
zwala na oszacowanie dawki w przedziale dawek 0-3 Gy.
Dla tych wartosci uzyskalismy liniowe krzywe dawka-
efekt dla promieniowania X i promieniowania gamma.
Przy wiekszych wartosciach dawek nie obserwowano za-
leznosci liniowej wystepowania dodatkowych terytoridw
chromosomowych od dawki promieniowania, ich czestos¢
ulegata wysyceniu. Jest to sprzeczne z danymi literaturo-
wymi, gdzie obserwowano zaleznos¢ liniowa do dawek
rzedu 25 Gy.

Fot. 1. Zdjecia jgder limfocytéw napromienionych 5 Gy promie-
niowania X, przygotowanych metodq RICA i nakropionych na
szkietka przy pomocy cytospinu. Widoczne wybarwione metodq
FISH terytoria chromosomu nr 1 (na czerwono) (S. Sommer)
Photo 1. Picture of nuclei of the lymphocytes after irradiation
with 5 Gy X-rays, dropped by cytospin. Nucleolus chromatin was
artificially condensed by RICA method and territories of chromo-
some 1 painted in red by FISH DNA-probes are visible
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Oprécz metody RICA analizowano réwniez przydatnosé
dla celéw dozymetrii biologicznej innej metody cytogenetycz-
nej PCC (Przedwczesnej Kondensacji Chromosoméw). Skon-
struowano i nastepnie sprawdzono krzywe kalibracyjne dla:

« PCCindukowane fuzja z komérkami CHO;

« chemicznie indukowane PCC - analiza czestosci dodat-
kowych fragmentéw PCC;

« chemicznie indukowane PCC - analiza czestosci dtu-
gich chromosomoéw;

+ chemicznie indukowana PCC - analiza czestosci pierscieni.

Kazda z wyzej wymienionych metod PCC moze by¢ uzy-
ta w biodozymetrii. W przypadku odtworzenia wysokich

dawek promieniowania najlepsze s3 metody chemicznie
indukowanej PCC, dobrze dziatajace nawet do 30 Sy, kiedy
klasyczna analiza dicentrykéw jest nieprzydatna. Metoda
fuzji limfocytéw z komdrkami CHO skuteczna jest w zakre-
sie dawek od 0 do 10 Sy, ale ze wzgledu na kinetyke zani-
kania dodatkowych fragmentéw mozna jej uzy¢ tylko do
48 godzin po napromienieniu.

Prace wykonane w ramach celu 2 prezentowano na
kilku konferencjach. Powstata jedna publikacja naukowa,
druga bedzie opublikowana niebawem - jest po pierw-
szych pozytywnych recenzjach oraz opublikowano jedno
sprawozdanie.
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