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CITOGENETICKA ANALIZA KROMOSOMSKIH ABERACIJA U OSOBA
PROFESIONALNO IZLOZENIH IONIZIRAJUCEM ZRACENJU

CYTOGENETIC ANALYSIS OF CHROMOSOMAL ABERRATIONS IN PEOPLE PROFESSIONALLY
EXPOSED TO IONISING RADIATION

Nada Starcevic Cizmarevic, Alena Buretic-Tomljanovic, Sasa Ostojic, Miljenko Kapovic

SAZETAK

S obzirom na sve vecu izlozenost humane populacije razlic¢itim
izvorima radijacije, potrebno je, posebice u osoba profesionalno
izlozenih zracenju, pratiti njezine ucinke na organizam. U ovom smo
radu prikazali vaznost primjene analize strukturnih kromosomskih
aberacija, koja je najpouzdaniji bioloski pokazatelj izlozenosti ion-
izirajudem zracenju.

KIJUCNE RIJECT: ionizirajuce zracenje, strukturne aberacije kromoso-
ma, citogeneticka analiza

UvOD

Razlic¢iti vanjski Stetni c¢imbenici (zracenja, virusi,
kemikalije itd.) uzrokuju oStecenja deoksiribonuk-
leinske kiseline (DNK), molekule koja sadrzi ukupnu
geneticku informaciju svakog organizma. Danas se
primjenjuju razlicite vrste testova kojima se odreduje je
li, i koliko, neka osoba izloZzena djelovanju mutagenih
tvari. Citogeneticka analiza kromosomskih aberacija
pouzdan je test procjene oStecenosti DNK kao
posljedice izlozenosti ionizirajucem zracenju i pojedi-
nim kemijskim mutagenima, dok su test izmjene sestrin-
skih kromatida i mikronukleus-test dobri pokazatelji
izlozenosti kemijskim mutagenima.!-?
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ABSTRACT

The people who are professionally exposed to radiation need to be
monitored for its somatic and genetic effects. In this paper we pre-
sented the method of the structural chromosomal analysis that is the
best biological indicator of the exposure to radiation.

KEY WORDS: ionising radiation, structural chromosomal aberrations,
cytogenetic analysis

DJELOVANJE IONIZIRAJUCEG ZRACENJA

Zracenje koje ima dovoljno energije da razbije neutralne
molekule u elektricki nabijene Cestice, odnosno da iza-
zove ionizaciju kroz neku materijalnu sredinu, naziva se
ionizirajuce zracenje. Djelovanjem toga zraenja na Zziva
bica, nastaju razlicita ostecenja koja mogu biti geneticka
i somatska. Geneticka oStecenja nastaju zbog djelovanja
zracenja na spolne stanice i ucinci su vidljivi u nasljed-
nika, dok se somatska ostecenja javljaju na tijelu
ozraCene osobe. Neposredni somatski ucinci akutnog
zraenja organizma zapaZzeni su u individua koje su se
zatekle u blizini sredista atomske eksplozije u Japanu
1945. godine. Somatski udinci visoke doze zraCenja na
odredenom tkivu uocavaju se u pacijenata koji se lijece
od malignih bolesti i u osoba stradalih u nesrecama pri
radu, uzrokovanim radioaktivnim materijalom. Geneticki
ucinak zracenja ocituje se na razini kromosoma i gena,
mijenjajuci najcesce strukturu kromosoma ili ucestalost
genskih mutacija.

Bududi da stanice i tkiva sadrze oko 85% vode, veli-
ka je vjerojatnost interakcije zraCenja s molekulama
vode (indirektno djelovanje). Jedan manji dio unijete
energije djelovat ¢e i na organske makromolekule koje
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imaju ulogu u regulaciji slozenih biokemijskih reakcija
(direktno djelovanje).? Promjene na molekulama vode i
organskim molekulama temeljni su uzroci oStecenja
stanice zracenjem.

Od svih ostecenja organskih makromolekula izaz-
vanih zradenjem, najznacajnija su ostecenja nukleinskih
kiselina, kako DNK tako i ribonukleinske kiseline —
RNK. Osim indirektnih ostecenja, apsorbirana energija
zracenja moze ih ostetiti i direktno. Procesi sinteze DNK
i RNK te stvaranje proteina mogu biti poremeceni
zracenjem na viSe nacina, a zajednicko im je da remete
raspored baza u DNK i RNK ili pak prekidaju prijenos
informacija o redoslijedu tih baza. Neka od osnovnih
ostecenja DNK-molekule koja remete njezinu replikaci-
ju ili prijenos Sifre na RNK, a izazvana su radijacijom,
jesu: hidriranje baze, pri ¢emu jedna baza prelazi u
drugu (tranzicija i transverzija), depurinacija, dimerizaci-
ja, odnosno proces spajanja baza istog lanca, unakrsno
povezivanje DNK i proteina te dvostruki ili jednostruki
prekid lanca izmedu Secera i fosfata ili Secera i baza

Energija ionizirajuce Cestice moze istodobno uzroko-
vati lom oba lanca iste molekule na susjednim mjestima.
Lomovi mogu biti i posljedica djelovanja dvije neovisne
Cestice, pri ¢emu dolazi do prekida lanaca molekula
DNK na razli¢itim mjestima.

IZVORI I ZASTITA OD IONIZIRAJUCEG ZRACENJA

Ionizirajuce zraCenje ne osjeca se pri radu, niti se moze
sa sigurnoscu tvrditi postoji li, 1 koji je prag izloZzenosti
radijaciji bez Stetnih posljedica za profesionalno osoblje.
S porastom spoznaja i novih mogucnosti na podrucju
znanosti i tehnike, raste i udio ionizirajudeg zracenja iz
umjetnih izvora (tablica 1.).

Primjenu radijacije u medicini, danas je gotovo
nemoguce izbjedi. Sve je ¢edca i sve je vise ljudi izlozeno
zracenju. Zradenja su nuzna za ranu i to¢nu dijagnozu
bolesti, a upotrebljavaju se i pri lijecenju nekih bolesti.
Za nase je prilike ustanovljeno da je izloZenost
stanovnistva umjetnim izvorima radijacije gotovo jedna-
ka izlozenosti iz prirodnih izvora, a medicinska rend-
genska dijagnostika daje oko 85% od ukupne doze koju
pucanstvo prima iz svih umjetnih izvora.> Medicinski
izvori radijacije za stanovnistvo jesu radiografija, rend-
gen prosvjetljavanja (dijaskopije), stomatoloske snimke,
scintigrafija i radioterapija.®

Pravilno provodenje mijera zastite na radu moZe
smanjiti nezeljene posljedice ionizirajuceg zracenja.
Danasnji propisi o zastiti od ionizirajudeg zracenja u
skladu su s preporukama Medunarodne komisije za
zastitu od zracCenja. Vazedi Zakon o zastiti od ionizira-
jucih zrac¢enja u Republici Hrvatskoj donijet je 19. ozujka
1999. (Narodne novine broj 27/99), a kao jednu od
mjera zastite od ionizirajucih zradenja navodi mjere za
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Tablica 1. 1zvori ionizirajucih zraCenja

Table 1 Sources of ionising radiation

a) prirodni izvori 49%
kozmicko zracenje 12%
radioizotopi izvan tijela 27%
radioizotopi u tijelu 10%

b) umjetni izvori 51%
rtg dijagnostika 40%
radioterapija 5%
radioaktivni otpad 5%
ostali umjetni izvori 1%

utvrdivanje i pracenje zdravlja djelatnika koji su na rad-
nomu mjestu izloZzeni ioniziraju¢im zracenjima. Na
temelju ovog zakona, ministar zdravstva donosi Pravil-
nik o zdravstvenim uvjetima za rad s izvorima ionizira-
jucih zracenja te mjerilima, sadrzaju, nacinu i rokovima
Cuvanja podataka o zdravstvenim pregledima osoba
koje rade s izvorima ioniziraju¢ih zracenja (NN 76/00).
Prema tom pravilniku, analiza kromosomskih aberacija
izvodi se pri zdravstvenom pregledu prije pocetka rada
na novom radnome mjestu (tzv. prethodni pregled),
zatim pri prosirenom nadzornom zdravstvenom pregle-
du (svakih 60 mjeseci) i pri izvanrednom nadzornom
zdravstvenom pregledu djelatnika koji su primili
prekomjernu dozu zracenja. Analiza kromosomskih
aberacija nije uklju¢ena u redovit zdravstveni pregled
(svakih 12 mjeseci) djelatnika koji rade s izvorima ioni-
zirajucih zracenja.
CITOGENETICKA  ANALIZA
ABERACIJA

KROMOSOMSKIH

Najpouzdaniji bioloski pokazatelji izlozenosti ionizira-
jucem zracenju jesu kromosomske aberacije, i to poseb-
no promjene strukture kromosoma. Aberacije koje nas-
taju, mogu biti vidljive na kromatidama ili kromosomi-
ma, ovisno o fazi stani¢nog ciklusa u kojoj je doslo do
odtecenja.”

Analiza kromosomskih aberacija izvodi se na kromo-
somskim preparatima limfocita periferne krvi. Kultivaci-
ja limfocita periferne krvi traje 48 sati u sterilnim uvjeti-
ma na 37°C. Kromosomski preparati boje se 20%-tnom
otopinom Giemse, nakon ¢ega se analizira 200 mitoza
po osobi. Pri uzimanju krvi za analizu, prikupljaju se
podaci o kroni¢nim, preboljelim i nasljednim bolestima,
primljenoj terapiji i rendgenskim pretragama, prethod-
nim zaposlenjima i izloZenosti mutagenima te zastitnim
sredstvima i apsorbiranim dozama na radnomu mjestu,
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kao i podaci o konzumaciji potencijalnih genotoksi¢nih
supstancija.

Detaljno prikupljanje anamnestickih podataka vazno
je zato Sto postoji Citav niz ¢imbenika o kojima ovisi
ucestalost kromosomskih aberacija, kao sto su: doza
ionizirajuceg zraCenja, nacin primanja doze — akutna
doza (odredena doza primljena jednokratno) ili
kronic¢na doza (izloZenost radijaciji traje duze vrijeme),
vrsta ionizirajuceg zracenja (rendgensko zracenje,
y-zraCenje, PB-zracenje itd.), vremenski razmak od
izlozenosti zracenju do izvodenja analize (s vremenom,
stanice s tipi¢nim aberacijama nestaju iz cirkulacije i
zamjenjuju ih nove neostecene stanice), istodobna pro-
fesionalna izlozenost razlicitim fizickim i kemijskim
agensima ili pak istodobna profesionalna i dijagno-
sticka/terapijska izlozenost, geneticka predispozicija te
unutarnji unos radionukleida (u slucaju terapijskog ili
slu¢ajnog unosa radioaktivnih elemenata u organizam,
ova analiza ima ogranicenu vrijednost).??

Kromosomske aberacije koje nastaju kao posljedica
ionizirajuceg zraCenja jesu kromatidni i kromosomski
prekidi (engl. — gap) te lomovi, minute, acentri¢ni frag-
menti, dicentri¢ni i prstenasti (engl. — ring) kromosomi
(slika 1.—4.). Kromatidne lomove imaju i osobe koje nisu
profesionalno izlozene radijaciji, ali u manjem postotku
(1-2%). Gapovi nisu pravi lomovi kromatida vec privid-
no odvojeni dijelovi zbog neobojenosti manjega kro-
matidnog dijela, a misljenja o njihovu znacenju razlikuju
se. Minute su acentri¢ni fragmenti manji od Sirine kro-
matide. Acentri¢ni fragmenti su odlomljeni dijelovi kro-
mosoma koji nemaju centromeru. Dicentri¢ni kromo-
som podrazumijeva kromosom s dvije centromere, a
nastaje kao posljedica loma na dva razli¢ita kromosoma
i spajanjem tih dvaju kromosoma. Uz dicentri¢ne kro-
mosome obvezno su prisutni i pripadajuci acentri¢ni
fragmenti, Sto pomaze pri identifikaciji dicentri¢nih kro-
mosoma. Ring-kromosom nastaje kao posljedica loma
na oba kraka jednog kromosoma, nakon ¢ega nastaju
acentri¢ni fragmenti, a preostali terminalni dijelovi kro-
mosoma koji sadrzi centromeru, spajaju se u “prstenas-
ti” kromosom. Dicentri¢ni kromosomi javljaju se u
neozracenih osoba u svega 1 na 1000 slucajeva, dok je
ucestalost ring-kromosoma oko 5% ucestalosti dicen-
tricnog kromosoma.!? Stoga nalaz s dicentri¢nim ili 7ing-
-kromosomima popradenim acentri¢nim fragmentima
upucuje na prekomjernu izloZzenost ioniziraju¢em
zraCenju. !t

Pri procjeni ostecenja kromosoma radijacijom vazna
je ne samo vrsta nego i ucestalost pojedinih aberacija.
Tako, npr., ako se citogenetickom analizom ustanovi
pet ili viSe acentri¢nih fragmenata, dva ili vise dicen-
tricnih kromosoma ili jedan prstenasti kromosom, ili pak
ako je ukupan zbroj acentri¢nih fragmenata i dicentric-
nih kromosoma jednak ili veci od 5, ucestalost i tip kro-
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Slika 1. Parcijalna metafaza s ring-kromosomom (r)

Figure 1 Partial metaphase with ring chromosome (r)
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Slika 2. Parcijalna metafaza s dicentri¢nim kromosomom (dic)

i pratecim acentri¢nim fragmentom (ace)

Figure 2 Partial metaphase with dicentric chromosome (dic)
and accompanying acentric fragment (ace)
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Slika 3. Parcijalna metafaza s kromatidnim lomom (chtb)

Figure 3 Partial metaphase with chromatide break (chtb)

307



N. Starcevic Cizmarevic, A. Buretic-Tomljanovic, S. Ostojic, M. Kapovic CITOGENETICKA ANALIZA KROMOSOMSKIH ABERACTJA...

Slika 4. Parcijalna metafaza s kromosomskim lomom (chrb)

Figure 4 Partial metaphase with chromosome break (chrb)

mosomskih aberacija odstupaju od kontrolnih vrijed-
nosti za opcu populaciju Republike Hrvatske. Takav
nalaz pokazuje pretjeranu izloZzenost ioniziraju¢em
zraenju pa se ispitanik smatra nesposobnim za rad u
podrucju nadzora oko izvora ionizirajudeg zraCenja i
upucuje se na kontrolni pregled za 180 dana.

Ako pak ucestalost i tip kromosomskih aberacija
odgovara gornjoj kontrolnoj vrijednosti za opcu popu-
laciju Republike Hrvatske, odnosno ako je tijekom anali-
ze ustanovljeno da je ukupan zbroj acentri¢nih fragme-
nata i dicentri¢nih kromosoma jednak 4, ispitanik nije
nesposoban za rad u podrucju nadzora oko izvora ioni-
zirajudeg zracenja, ali se valjanost lije¢nicke sviedodzbe
izdaje na vrijeme od 180 dana i pretraga se ponavlja u
tom vremenu.

Za pisanje nalaza upotrebljava se internacionalna
nomenklatura An International System for Human Cyto-
genetic Nomenclature (1995) — ISCN 1995 (tablica 2.).

Medicina 2004;42(40):305-309

ZAVOD ZA BIOLOGLJU I MEDICINSKU GENETIKU
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AMNALIZA KROMOSOMSKIH ABERACIJA

Broj analiziranih limfocita: 200
Kromosomske aberacije:

dmin - (2) 1,0%
ace -(1) 0,5%
dic -(1) 05%

Kromatidne aberacije:

chtg - (1) 0.5%

Utestalost i tip kromosomskih aberacija odgovara gornjoj kontrolnoj vrijednosti
za opcu populaciju RH, te se predlaze ponoviti pretragu u roku 180 dana.

Slika 5. Primjer grani¢nog nalaza

Figure 5 Example of a borderline result

KRATKI PRIKAZ I KOMENTAR NASIH REZULTATA

Analiza kromosomskih aberacija osoba profesionalno
izlozenih ionizirajudem zracenju izvodi se na Zavodu za
Biologiju i medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta u
Rijeci od 1989. godine. Ukupno je ispitano 800 osoba
(tablica 3.), od toga 76,5% (n=612) do srpnja 2000., kada je
objavljen novi i danas vazeci Pravilnik o zdravstvenim pre-
gledima osoba koje rade s izvorima ionizirajucih zracenja.

U razdoblju do 2000. godine obraden je vedi broj
ispitanika i zabiljeZeno je pet grani¢nih nalaza te pet
nalaza koji odstupaju od grani¢nih vrijednosti. Medutim,
prema tada vazecim propisima, granic¢ni nalaz podrazu-
mijevao je 4%-8% kromosomskih lomova, dok je prisut-
nost svega jednog dicentricnog kromosoma upucivala
na prekomjernu izlozenost zracenju.

Od 2000. godine analizirano je 188 osoba. Njih 126
su zdravstveni djelatnici, od c¢ega je 45 obavljalo
prethodni pregled prije pocetka rada u zoni ionizira-
juceg zracenja, a 81 djelatnik vec je radio s izvorima ion-

Tablica 2. Naj¢esce rabljene kratice kromatidnih i kromosomskih aberacija

Table 2 Most frequently used abbreviations of chromatide and chromosomal aberrations

Kromatidne aberacije

Kromosomske aberacije

chtg - od engl. chromatid gap (kromatidni gap)
chtb - od engl. chromatid break (kromatidni lom)

smin - od engl. single minute (jednostruka minuta)

chrg - od engl.chromosome gap (kromosomski gap)

chrb - od engl. chromosome break (kromosomski lom)
dmin - od engl. double minutes (dvostruka minuta)

ace - od engl. acentric fragment (acentri¢ni fragment

dic - od engl. dicentric chromosome (dicentri¢ni kromosom)
r - od engl. ring chromosome (prstenasti kromosom)

mar - od engl. marker chromosome (biljeg kromosom)
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Tablica 3. Ucestalost dicentri¢nog i prstenastog kromosoma
u ispitanika i u opcoj populaciji'®12

Table 3 Incidence of dicentric and ring chromosome in tes-
tees and in general population

Viste kromosomskih Ispitanici Opca populacija
aberacija n (%) (%)
dic 15 (1,2) 0,1
r 1(0,1) 0,005

izirajuceg zraCenja. Niti jedan nalaz nije odstupao od
kontrolnih vrijednosti za opcu populaciju Republike
Hrvatske, dok su u jedne osobe vrijednosti dobivene
citogenetickom analizom bile grani¢ne (slika 5.).

Iz tablice 3. vidljivo je da se strukturne aberacije kro-
mosoma nadu u osoba profesionalno izlozenih ionizira-
jucem zracenju puno cCeSce nego u opcoj populaciji.
Tako je ucestalost dicentri¢nih kromosoma u skupini
nasih ispitanika 19 puta veca, a marker-kromosoma i
prstenastog kromosoma ¢ak 25 puta veca nego u opcoj
populaciji. Nalaz prstenastog kromosoma vrlo je rijedak
pa smo i u naSem uzorku od 800 ispitanika pronasli
samo jedan takav kromosom. Ve¢ smo naveli da je nalaz
jednoga prstenastog kromosoma pokazatelj prekom-
jerne izloZenosti zracenju i ¢ini osobu privremeno nes-
posobnom za rad u zoni radijacije.

ZAKLJUCAK

Citogeneticka analiza poradi procjene doze Stetnog
djelovanja ionizirajudeg zracenja, dobar je pokazatelj
izloZenosti ionizirajucem zracenju, §to potvrduju i znat-
no vise ucestalosti kromosomskih aberacija u nasih ispi-
tanika u odnosu prema vrijednostima u opcoj populaciji.
To je slozena pretraga koja obuhvaca analizu velikog
broja metafaza i odredeno iskustvo citogeneti¢ara. Za
korektnu procjenu i pracenje osoba profesionalno
izloZenih ionizirajudem zracenju, uz analizu kromosom-
skih aberacija potrebni su i podaci koji ukljucuju trajanje
izlozenosti ionizirajuem zracenju, primljene doze,
rabljene zastite i vrste agensa.

Medicina 2004;42(40):305-309
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