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GAMA SPINDULIUOTE SUKELTY CHROMOSOMU
ABERACIJU DOZES IR ATSAKO KREIVES SUDARYMAS
BEI PANAUDOJIMAS BIOLOGINEI DOZIMETRIJAI
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Tyrimo tikslas — sudaryti kalibracing gama spindulivotés dozés ir atsako kreive naudojant nestabiliy chromosomy
aberacijy analizés metoda zmogaus periferinio kraujo limfocituose in vitro.

MedZiaga ir metodai. Gama spinduliuotés dozés ir atsako kreivei sudaryti 2 donory periferinio kraujo méginiai ap$vitinti °Co
gama spinduliais (9 dozés nuo 0,1 iki 4,0 Gy, dozés galia 0,256 Gy/min.). Periferinio kraujo limfocitai auginti RPMI 1640 mitybinéje
terpéje, praturtintoje 12 proc. verSiuky serumu, su gentamicinu, fitohemagliutininu ir kolchicinu. Chromosomy aberacijos analizuo-
tos $viesiniu mikroskopu, kiekvienai ap§vitos dozei istiriant po 200—1 000 kiekvieno donoro metafaziniy pirmo ciklo Iasteliy.

Rezultatai. Gama spinduliy poveikio dozinei priklausomybei nustatyti iSanalizuota 14 700 metafaziy. Ras-
ta 1 636 dicentrinés chromosomos ir 76 ziedinés chromosomos. Gama spinduliuotés dozés ir chromosomy abe-
racijy daznio priklausomybé atitinka tiesinj kvadratinj dozés ir atsako modelj Y=ctaD+fD? (Y — dicentriniy +
ziediniy chromosomy daznis, D — sugertoji dozé, ¢ — foninis dicentriniy + ziediniy chromosomy daznis). Misy tyri-
my metu nustatytos koeficienty o ir B reikSmés ir sudaryta kalibraciné gama spinduliuotés (“°Co) dozés ir atsako kreivé
Y=(0,00046+0,00049)+(0,055+0,006)D+(0,076+0,004)D?.

Apibendrinimas. Sudarytoji dozés ir atsako kreivé gali biiti panaudota biologiniam doziy jvertinimui, siekiant patvir-
tinti arba paneigti padidéjusias apsvitos dozes, kurias gyventojai gali gauti vykdydami profesing veikla arba radiologiniy
avarijy metu. Kreivé pritaikyta patikslinant termoliuminescenciniu dozimetru iSmatuotg pramoninés radiografijos darbuo-
tojo profesinés apsvitos doze.

RaktaZodZiai: biodozimetrija, jonizuojancioji spinduliuoté, chromosomy aberacijos, dicentrinés chromosomos, do-

zés ir atsako kreive.

IVADAS

Jonizuojancioji spinduliuoté yra placiai naudojama
jvairiose medicinos, pramongs ir mokslo srityse. Todél
nenuostabu, kad didelis démesys skiriamas gyventojy ir
darbuotojy radiacinei saugai, gaunamos ap$vitos dozés
yra matuojamos ir reglamentuojamos. Deja, kartais ne-
iSvengiama nelaimingy atsitikimy, kuriy metu virsija-
mos leistinos doziy ribos. Jvykus radiacinéms ar bran-
duolinéms avarijoms padidéjusias jonizuojanciosios
spinduliuotés dozes gali gauti daugiau asmeny. Siekiant
efektyviai suteikti medicinos pagalba, labai svarbu
greitai jvertinti gautas apSvitos dozes [1]. Nukentéje as-
menys dazniausiai neturi dozimetry, ir fizikiniai doziy
vertinimo metodai yra negalimi. Siais atvejais biologiné
dozimetrija yra geriausias gauty apsvitos doziy jverti-
nimo biidas [2, 3]. Antra vertus, Zinoma, jog Zmoniy
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skirtingas radiojautrumas — net ir vienodas keliy zmoniy
apSvitinimas gali sukelti skirtingy biologiniy padariniy
[4]. Todél fizikinés dozimetrijos metodai, nors ir yra
tikslesni, ne visada gali rodyti, kokio dydzio biologiniai
pakitimai gali vykti apSvitinto Zmogaus organizme.
Citogenetiniais tyrimais jrodyta, kad vienoda apsvi-
tos dozé indukuoja panasy chromosomy pazaidy kiekj
tiek in vivo, tiek in vitro. Turint in vitro salygomis suda-
ryta kalibracing dozés ir atsako kreive, avaring apsvitos
dozg galima jvertinti nustacius chromosomy pazaidy
kiekj ja gavusiy zmoniy limfocituose [2, 3, 5]. Biologi-
né dozimetrija, paremta chromosomy pazaidy analize,
jau yra tapusi neatsiejama avariniy apSvitos doziy jverti-
nimo dalimi [4, 5]. Tarp biologingje dozimetrijoje nau-
dojamy citogenetiniy metody (mikrobranduoliy, iSanks-
tinés chromosomy kondensacijos, translokacijy tyrimo
fluorescencinés in situ hibridizacijos metodu ir kt.), ne-
stabiliy chromosomy aberacijy (dazniausiai dicentriniy
chromosomy) analizé yra tinkamiausias ir dazniausiai
naudojamas apsvitos doziy nustatymo budas [2, 3].
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Pasauliné praktika rodo, kad dazniausiai dides-
nés ap$vitos dozés yra gaunamos i§ gama ir rentgeno
spinduliuotés Saltiniy, todél daugelis biologine do-
zimetrijg atliekanciy laboratorijy turi sudar¢ gama
spinduliuotés dozés ir atsako kreives [1, 6]. Biolo-
ginis dozés jvertinimas, panaudojant kitose labora-
torijose sudarytas dozés ir atsako kreives, gali saly-
goti Zymias paklaidas, todél rekomenduojama, kad
kiekviena laboratorija, numatanti atlikti biologine
dozimetrija, sudaryty savo kalibracines dozés ir at-
sako kreives [3]. Siuo metu Lietuvos asmens sveika-
tos priezitiros jstaigose yra naudojami astuoni “Co
jrenginiai, du linijiniai greitintuvai ir 2 019 rentgeno
spinduliuotés Saltiniy [7]. Pramoninéje radiografijo-
je dazniausiai yra dirbama su jrenginiais, turinciais
rentgeno spinduliuotés ar °*[r $altinj. Ignalinos AE
darbuotojy gaunamg apsvitg dazniausiai sglygoja is-
oriné gama spinduliuotés apsSvita. Vidiné apsSvita dél
radionuklidy patekimo j organizmg ir neutrony ap-
$vita pasitaiko retai ir sudaro nezymia bendrosios ap-
Svitos dalj. Lietuvoje gama ir rentgeno spinduliuotés
avarinés apsvitos tikimyb¢ yra didziausia.

Sio darbo tikslas — sudaryti kalibracing gama
spinduliuotés dozées ir atsako kreive, analizuojant ne-
stabilias chromosomy aberacijas Zmogaus periferinio
kraujo limfocituose in vitro.

TYRIMO MEDZIAGA IR METODAI

Gama spinduliuotés dozés ir atsako kreivei suda-
ryti 2 sveiky donory (28 m. vyro ir 48 m. amziaus
moters) periferinio kraujo méginiai buvo paimti j
specialius vakuuminius heparinizuotus sterilius mé-
gintuvelius (TERUMO, Belgija). Donorai nevarto-
jo vaisty ir nedirbo jonizuojanciosios spinduliuotés
aplinkoje, vienerius metus iki méginiy émimo jiems
nizuojanciosios spinduliuotés apsvita. Kraujo mégi-
niai ap§vitinti ®°Co gama spinduliais VU Onkologijos
institute, naudojant gamaterapijos aparata AGAT-S.
Kraujo méginiai Svitinti 9 dozémis nuo 0,1 iki 4,0 Gy,
dozés galia 0,256 Gy/min. Maksimalus méginiy §vitini-
mo laikas — 16 min. Kraujo méginiai §vitinimo metu
laikyti vandens vonioje 37 °C temperatiiroje. Kraujo
kultiiros uzsétos VU Botanikos ir genetikos katedros
Ekologinés genetikos laboratorijoje nuo apsvitinimo
pragjus 14 val. Periferinio kraujo limfocitai auginti
RPMI 1640 mitybinéje terpéje, praturtintoje 12 proc.
ver§iuky serumu, su gentamicinu (40 pg/ml) ir ko-
Ichicinu (0,25 pg/ml). Limfocity dalijimasis stimu-
livotas fitohemagliutininu (7,8 pug/ml). Visi reagentai
gauti i§ Sigma (JAV). Kultivuojant $iuo metodu, po
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72 val. didzioji dalis metafaziy biina pirmojo daliji-
mosi ciklo [8, 9, 10]. Metafaziniy chromosomy pre-
paratai paruosti hipotonizuojant Iasteles 0,075M KCl
tirpalu, fiksuojant metanoliu ir acto rigstimi (3:1) ir
lasinant lgsteliy suspensija ant objektiniy stikly. Chro-
mosomy aberacijos analizuotos §viesiniu mikroskopu
(Nikon E200), kiekvienai apS$vitos dozei iStiriant po
200-1 000 kiekvieno donoro metafaziniy pirmo daliji-
mosi ciklo Igsteliy.

Tyrimai atlikti laikantis biologinés ir medicininés
etikos reikalavimy. Biomedicininiams tyrimams at-
likti gautas Lietuvos bioetikos komiteto leidimas.

REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Gama spinduliy poveikio dozinei priklauso-
mybei nustatyti iSanalizuota 14 700 metafaziy.
Rasta 1 636 dicentrinés chromosomos (kiekvie-
na tricentriné chromosoma atitiko dvi dicentrines
chromosomas) ir 76 ziedinés chromosomos. Api-
bendrinti chromosomy aberacijy tyrimy rezultatai
pateikti 1 lentelé¢je.

1 lentelé. Dicentriniy ir Ziediniy chromosomy dazniai
dviejy donory periferinio kraujo limfocituose apsvitinus
Igsteles ©°Co gama spinduliais in vitro

Chromosomy aberacijy skaicius

Dozé, Istirta Dicentrinés Ziedinés (dic+Zc)/
Gy lasteliy chromo- chromo- 100 last.,
somos (dic) somos (zc) +m
0 1800 1 0 0,05+ 0,05
0,1 2 000 9 1 0,50£0,16
02 2000 34 0 1,70£ 0,29
03 2000 42 6 2,40+0,34
05 2000 77 2 3,95+0,43
0,75 2000 156 6 8,10+ 0,61
1 1500 209 5 14,27 + 0,90
2 600 251 7 43,00 + 2,02
3 400 376 20 99,00+ 0,51
4 400 481 29 127,50 £2,96

Jonizuojanciosios spinduliuotés dozés ir atsako
kreivés dazniausiai sudaromos remiantis tik dicen-
triniy ir ziediniy chromosomy apskaitos analize, nes
Sio tipo pazaidas galima tiksliai ir patikimai iden-
tifikuoti, be to, jy foninis daznis mazas. I§ tiikstan-
¢io metafaziniy ploksteliy dazniausiai nustatoma
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viena dicentriné chromosoma nepriklausomai nuo
lyties, o ziediniy chromosomy daznis yra dar ma-
Zesnis [4, 5]. Zinoma, kad jonizuojandiosios spin-
dulivotés dozés ir atsako priklausomybé atitinka
tiesinj kvadratinj dozés ir atsako modelj: Y = ¢ +
aD + BD? (Y — dicentriniy + Ziediniy chromoso-
my daznis, D — sugertoji dozé, a — tiesinés ir f§ —
kvadratinés komponentés koeficientai, ¢ — foninis
dicentriniy + Ziediniy chromosomy daznis). Kali-
bracinés kreivés sudarymo tikslas yra nustatyti o
ir B koeficientus. Koeficientams a ir B apskai¢iuo-
ti naudojome CABAS (Chromosomal Aberration
Calculation Software) programa, kuri yra skirta bio-
loginei dozimetrijai atlikti panaudojant nestabiliy
chromosomy aberacijy analizg [11]. Misy tyrimy
metu buvo nustatytos kalibracinés dozés ir atsako
kreivés koeficienty reikSmés: a = 0,055+0,006 ir
B =0,076+0,004 (1 pav.).

1,6 7
1.4 7

1,2 1

0,8 1
0,6 1

dicir zc sk./last.

04 1
0,2 7

Sugertoji dozé, Gy

1 pav. °Co gama spinduliais indukuoty dicentriniy
(dic) ir Ziediniy (zc) chromosomy dozés ir atsako kali-
braciné kreivé (95 proc. pasikliautinyjy intervaly ribos):
Y=(0,00046+0,00049)+(0,055+0,006)D+(0,076+0,004)D?

2 lentel¢je pateiktos skirtingose laboratorijose
nustatyty dozés ir atsako kreiviy a ir B koeficienty
reikimés su standartinémis paklaidomis (SE). Sio
tyrimo metu apskaiCiuotos a ir B koeficienty reiks-
més yra artimiausios Venkatachalam ir kt. [18] nu-
statytoms reikSméms. Nepaisant to, kad publikuotos
standartinés metodikos, sukuriamos naujos duomeny
apdorojimo statistinés programos, tarp atskiry labo-
ratorijy rezultaty yra gaunami gana dideli skirtumai
[3]. Tai lemia daugelis veiksniy: skirtingos kraujo
lasteliy apsvitinimo, specifinés jy kultivavimo sgly-
gos ir kt. Netgi tomis paciomis saglygomis apsvitinus
kraujo lasteliy kultiiras, skirtingose laboratorijose
gautos skirtingos a ir B koeficienty reikSmés: a+SE
(Gy") (0,0187+0,0056; 0,0128+0,0031), B+SE (Gy™)
(0,052740,0046; 0,0640+0,0022) [12]. Visa tai dar
karta patvirtina fakta, kad kiekviena laboratorija,
norinti atlikti biologing dozimetrija, turi turéti savo
dozés ir atsako kreive.

Mazy jonizuojanciosios spinduliuotés doziy jver-
tinima riboja dicentriniy chromosomy foninio daznio
paklaida. Biologinés dozimetrijos biidu doze laikoma
nustatyta, kai dicentriniy chromosomy daznis yra di-
desnis uz foninj, o biologinis dozés jvertinimas gali
biti laikomas matavimu, kai 95 proc. pasikliautino
intervalo Zemutiné riba yra didesné nei nulis [13].
Remiantis literatliros duomenimis, nestabiliy chro-
mosomy aberacijy tyrimo metodu paprastai galima
patikimai jvertinti 100 mGy ir didesnes dozes [3].
Minimali nustatoma ir jvertinama dozé priklauso
nuo dicentriniy chromosomy foninio daznio, dozés
ir atsako kreivés duomeny kiekio (pvz., tirty apsvitos
doziy ir istirty lasteliy kiekio), tiriamojo asmens ana-
lizuoty lasteliy skaiciaus ir kt. Naudojant §io tyrimo
metu sudarytg dozés ir atsako kreive, minimali nu-
statoma ir minimali jvertinama dozé tiriant 500 lgste-
liy — 90 mGy (3 lentelé).

2 lentelé. Jonizuojancigja spinduliuote (°°Co) indukuoty dicentriniy chromosomy dozés ir atsako kreiviy ¢, a ir 8 koeficien-

ty reikSmiy palyginimas

Autorius, metai ctSE o*SE RASE
Bauchinger ir kt., 1983 [14], Vokietija - 0,011+0,004 0,056+0,003
Lloyd ir kt., 1986 [15], Anglija = 0,014+0,004 0,076+0,003
Ramalho ir kt., 1998 [16], Brazilija = 0,0034+0,0016 0,0052+0,0005
Top ir kt., 2000 [17], Turkija 0,0005 0,0034+0,0072 0,060+0,002
Venkatachalam ir kt., 2001 [18], Indija 0,0012+0,0004 0,059+0,009 0,061+0,004
Senthamizhzchelvan ir kt., 2007 [19], Indija 0,0006=+0,0007 0,0297+0,0083 0,050+0,004
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3 lentele. Dicentriniy chromosomy skaiciaus ir vidutinés sugertosios dozés priklausomybé

Dicentriniy chromosomy 95 proc.

pasikliautino intervalo

95 proc. pasikliautino

Vidutiné dozé, . e .. .
intervalo virsutiné riba,

SRRl apatiné riba, mGy mGy mGy
0 0,0 0,0 109
1 0,0 27 159
2 0,0 59 199
3 14 90 234
4 30 118 266
5 48 144 295
6 66 170 323
7 84 194 348

Biologiné dozimetrija dazniausiai naudojama dar-
buotojy apsvitos stebésenai radiacinés saugos tikslais,
t. y. siekiant nustatyti gautas padidéjusios apsvitos
dozes ar patvirtinti, jog nevirSijamos darbuotojy gau-
namos apsvitos doziy ribos, bei epidemiologiniams
tyrimams, kuriais siekiama nustatyti gautos apsvitos
dyd;j pra¢jus ilgam laikui po apsvitos. D. Lloyd ir kt.
autoriy [13] atlikti in vitro tyrimai patvirtino, jog ci-
togenetiniais metodais galima greitai ir gana tiksliai
jvertinti preliminarig gautos apsvitos dozg. Vilniaus
universitete sudaryta dozés ir atsako kreivé panau-
dota asmens, kuriam nustatyta padidéjusi profesinés
apsvitos doze, biologiniam sugertosios dozés verti-
nimui. Radiacinés saugos centre pramoninés radio-
grafijos darbuotojui termoliuminescenciniu dozime-
tru buvo iSmatuota 138 mSv dozé (individualiosios
dozés ekvivalentas Hp(10)). Istyrus 500 periferinio
kraujo metafaziy, nustatytas 0,40+0,28 dicentriniy
chromosomy 100 lasteliy daznis. Panaudojant suda-
ryta dozés ir atsako kreive ir programg CABAS, ap-
skaiCiuota biologiné dozé buvo 65 mSv (8-201 mSy,
esant 95 proc. reikSmingumo lygmeniui). Nustatytas
Sansy santykis (odds ratio)— OR = 6,12. Jis rodo, kad
tikimybé, jog tiriamasis asmuo negavo dozimetru is-
matuotos 138 mSv apsvitos, yra 6,12 karto didesné
nei ta, kad ja gavo. Nustatytoji biologiné doz¢ artima
per visa darbo su jonizuojanciaisiais Saltiniais laiko-
tarpj fizikiniais metodais nustatytai dozei — 51 mSv.

Galima manyti, kad dozimetras buvo atsitiktinai ap-
Svitintas, todél registruota 138 mSv dozé nepriskirta
darbuotojo profesinei apsvitai.

ISVADOS

Sio darbo metu, naudojant nestabiliy chromosomy
aberacijy analizés metoda Zmogaus periferinio kraujo
limfocituose in vitro, sudaryta kalibraciné gama spin-
dulivotés (*°Co) dozés ir atsako kreivé Y=(0,00046+
0,00049)+(0,055+0,006)D+(0,076+0,004)D?. Kreive
buvo pritaikyta patikslinant termoliuminescenciniu
dozimetru iSmatuotg profesinés apsvitos doze, kurig
gavo pramoninés radiografijos darbuotojas. Autoriy
sudarytoji dozés ir atsako kreivé gali buti panaudo-
ta biologiniam doziy jvertinimui, siekiant patvirtinti
arba paneigti didesnes apSvitos dozes, kurias gyven-
tojai gali gauti vykdydami profesing veikla arba radio-
loginiy avarijy metu.
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Construction of a dose-response curve for y-radiation-induced
chromosome aberrations and its application for biodosimetry
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Summary

The intensive use of ionizing radiation sources and de-
velopment of radiation technology is related with increased
exposure risk. It is important to identify first responders,
who exceeded the professional dose limits and must be res-
tricted from further work. In the case of nuclear or radiolo-
gical event it is important to identify exposed individuals
in order to determine whether the medical intervention is
needed. In the absence of personal dosimeters, individual
exposure to radiation can be estimated using detection of
chromosome damage. Since in vitro and in vivo irradiation
of lymphocytes induces similar yields of chromosome da-
mage per unit dose, the absorbed dose to an individual can
be estimated by comparing the individual aberration yield
to an appropriate dose-response curve generated in vitro.
Evaluation of dose using a calibration curve produced el-
sewhere may have a significant uncertainty. Therefore the
aim of the present study was to perform the gamma (*°Co)
dose-response curve for unstable chromosome aberrations
(dicentric and ring chromosomes).

Experiment was designed as follows: blood samples
from two donors were irradiated with Co-60 (0.256 Gy min™)
to various doses (0.1-4 Gy). Samples were cultured accor-
ding to the standard procedures. 200-1000 first cycle metap-

hases were analysed for the presence of unstable chromoso-
me aberrations for each radiation dose per donor. For fitting
a linear-quadratic dose-response relationship the CABAS
software was used. The observed dose response data sho-
wed a linear-quadratic response (Y=c+aD-+fD? where Y is
the frequency of dicentric and ring chromosomes, D is the
dose, c is the background frequency). The linear coefficient
o was determined to be 0.055+0.006, and the dose squa-
red coefficient  0.076+0.004. There is a good agreement
between our dose-response curve with similar published
studies. Curve was used for biological dose estimation of
suspected overexposure of radiation worker.

Keywords: ionizing radiation, dicentric chromosomes,
dose-response curve, biological dosimetry.
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