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Chromosomy sg skondensowang, postacia chromatyny, ktora jest przygotowana do rozdzielenia i przekazania

komorkom potomnym w czasie mitozy, bedacej kulminacyjnym punktem cyklu komdrkowego i wiasciwym
podziatem komorki. W skfad chromatyny wchodzi kwas deoksyrybonukleinowy (DNA), biatka zasadowe
nazywane histonami oraz biatka niehistonowe. Kondensacja chromatyny rozpoczyna sie podczas profazy i
koficzy w metafazie podziatu mitotycznego komorki. Struktura i liczba chromosomoéw jest stata i
charakterystyczna dla danego gatunku. Ludzka komorka somatyczna zawiera 46 chromosomoéw, ktore
wystepuja w parach jako chromosomy homologiczne. W kazdej parze chromosoméw homologicznych jeden
chromosom pochodzi od ojca, a drugi od matki. Zestaw chromosoméw komdrki somatycznej to 22 pary
chromosoméw somatycznych i jedna para chromosomoéw piciowych. U kobiet sg to dwa chromosomy X, a u
mezczyzn chromosom X i Y. Komorka ptciowa zawiera 23 chromosomy, w tym 22 chromosomy somatyczne i

jeden chromosom piciowy X lub Y.

Kazdy chromosom metafazowy sktada sie z dwodch siostrzanych chromatyd pofaczonych w miejscu
nazywanym centromerem (rys. 1). Struktura chromosomu jest jednak nie trwata i czesto ulega zmianom
pod wptywem réznych czynnikow fizycznych i chemicznych. Te nieodwracalne i trwate zmiany struktury
chromosomoéw nazywane s aberracjami. Popromienne aberracje chromosomowe pojawiajg sie wkrotce po
napromienieniu komoérki i utrzymujg przynajmniej do czasu jej pierwszego podziatlu mitotycznego. Ich
najczestszym rodzajem sg dicentryki i translokacje. Powstanie popromiennych dicentrykow i translokacji jest
wynikiem wymiany czesci materiatu chromosomowego pomiedzy dwoma peknietymi chromosomami (rys. 2).
Po réwnomiernym napromienieniu catego ciata dicentryki i translokacje powstajg we wszystkich komoérkach
organizmu, a ich czestosc¢ jest proporcjonalna do wielkosci pochtonietej dawki promieniowania. Jednak w celu
rekonstrukcji dawki najlepiej analizowac¢ je w dojrzatych limfocytach krwi obwodowej. Po pierwsze dlatego,
ze wraz z krwig kraza po catym ciele. Po drugie dlatego, ze sg dlugozyciowe. Po trzecie dlatego, ze w
zasadzie nie dzielg sie w organizmie, tylko w hodowli. Ponadto limfocyty fatwo jest pobrad, przechowad lub w
razie potrzeby przetransportowacé. Ich hodowla wymaga niewielkiej ilosci krwi. Jest prosta i nie powoduje

dodatkowego uszkodzenia chromosomow.

Aby stwierdzi¢ wystepowanie aberracji chromosomowych w napromienionych limfocytach krwi obwodowej
nalezy pobudzi¢ je do dzielenia sie za pomocg dowolnego czynnika mitotycznego i hodowaé do czasu
pierwszego popromiennego podziatu komoérkowego, kiedy to chromosomy stajq sie widoczne pod
mikroskopem s$wietinym. Ma to miejsce pomiedzy 46 a 52 godzing od zatozenia hodowli i stymulacji
podziatdéw komorkowych. Dzielace sie limfocyty nalezy utrwali¢ w mieszaninie kwasu octowego i absolutnego
alkoholu a nastepnie nanies¢ na szkietka mikroskopowe. W celu policzenia dicentrykéw, chromosomy barwi
sie roztworem barwnika Giemsy. Ze wzgledu na charakterystyczny ksztatt, tatwo je odrdzni¢ od prawidtowych
chromosoméw ( zdjecie 1). W odréznieniu od dicentrykdw, translokacje sg nie do wykrycie technikg
jednolitego barwienia barwnikiem Giemsy. Powodem tego jest brak wyraZnych réznic strukturalnych.
Wykrycie translokacji jest jednak mozliwa dzieki metodzie fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH), ktora
stuzy do wizualizacji specyficznych sekwencji DNA przy uzyciu sond molekularnych. Taka sonda to fragment
DNA, ktorego sekwencja jest komplementarna w stosunku do badanego obszaru chromosomu. Badanym
obszarem moze by¢ caty chromosom lub obszar chromatyny w poblizu centromeréw poszczegdlnych
chromosoméw. Do detekcji miejsca hybrydyzacji sondy stosuje sie fluorochromy, ktére emitujg $wiatto o
okreslonej dtugosci fali. Jesli wiec zastosowacd fluorochromy emitujace swiatto o réznej dtugosci fali to, przy
uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego, mozna réwnoczesnie wizualizowac kilka sekwencji DNA. Technika ta,
nazywana takze malowaniem chromosomdw, umozliwia zatem wysoce swoiste pomalowanie na rézne kolory

jednej lub kilku par homologicznych chromosomoéw. Dzieki temu translokacje pomiedzy pomalowanymi i nie



pomalowanymi chromosomami lub chromosomami pomalowanymi na rdézne kolory stajg sie tatwo

zauwazalne (rys.2).

W celu rekonstrukcji dawki pochtonietej uzyskang czesto$¢ dicentrykéw lub translokacji poréwnuje sie z
czestoscig dicentrykdw lub translokacji w limfocytach napromieniowanych in vitro w tych samych lub
podobnych warunkach. Postepowanie takie jest mozliwe ze wzgledu na podobiefistwo poziomu aberracji
chromosomowych po napromienieniu in vitro i in vivo. Standardowe krzywe wzorcowe opracowuje sie
wczesniej, stosujac rézne dawki promieniowania i rézne warunki napromienienia. Do opracowania takich
krzywych stuza limfocyty wielu dawcéw. Sg nimi kobiety i mezczyZni w réznym wieku. Ma to na celu
standaryzacje wynikéw, gdyz zjawiskiem normalnym jest istnienie osobniczych rézni¢ w promieniowrazliwosci

limfocytow.

Dicentryki najlepiej sprawdzajq sie przy rekonstrukcji dawek niezbyt odlegtych w czasie, poniewaz poziom
limfocytow zawierajacych chromosomy dicentryczne maleje z potokresem wynoszacym okoto 3 lat.
Natomiast poziom limfocytow z translokacjami jest wzglednie staty w czasie. Dlatego doktadna rekonstrukcja
dawki jest mozliwa nawet w wiele lat po napromienieniu. Oznaczanie czestosci dicentrykéow w limfocytach
krwi obwodowej pozwala na retrospektywng ocene dawek promieniowania X lub g w zakresie od 0,10 Gy do
5 Gy. Wynika to z niskiej czestosci spontanicznej dicentrykdéw, ktéra nie zaleznie od wieku i stylu zycia
dawcy wynosi $rednio 1 dicentryk na 1000 komorek, jak réwniez wysokiej swoistosci na promieniowanie
poniewaz oprdocz promieniowania bardzo niewiele innych czynnikdéw indukuje ten typ aberracji. W przypadku
translokacji zakres mierzonych dawek wynosi od okoto 0,5 Gy do 5 Gy. Czesto$¢ spontanicznych translokacji
waha sie, bowiem od 4 do 12 na 1000 komdrek, a na jej poziom ma wptyw palenie papieroséw, picie
alkoholu, kawy czy zazywanie lekdw. Podwyzszong czestos¢ translokacji majq takze ludzie powyzej 50 roku
zycia. Dlatego w ich przypadku dolna granica czuto$ci metody przesuwa sie nawet do okoto 1 Gy. Dawki
powyzej 5 Gy tak silnie hamujg wiasciwosci proliferacyjne limfocytow, ze analiza aberracji chromosomowych

przestaje by¢ mozliwa ze wzgledu na brak podziatéw komdrkowych.



