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TECHNIKA MALOWANIA CHROMOSOMOW
I JEJ ZASTOSOWANIE W RADIOBIOLOGII

WSTEP

Analiza aberracji chromosomowych jest od dawna jedng z najwazniejszych
metod badania wpltywu promieniowania jonizujgcego na zywe komorki (Evans
1962). Stosowana najczesciej technika jednolitego barwienia chromosomoéw
barwnikiem giemsy umozliwia jednak wylgcznie analize niestabilnych aberracji
chromosomowych, widocznych jako znaczne strukturalne zmiany chromoso-
mow (rys. 1). Opracowanie techniki prazkowania (wybarwiania chromosomu
w charakterystyczne paski) w latach siedemdziesigtych umozliwito analize sta-
bilnych aberracji, co pozwolito na uzyskanie wielu istotnych informacji o me-
chanizmach powstawania aberracji (Sumner 1991). Niestety, analiza tego typu
aberracji jest bardzo pracochtonna i wymaga duzej wprawy. Ponadto maksymal-
na rozdzielczos¢ prazkowaniajest w duzym stopniu zalezna od jako$ci prepara-
tow, i w najlepszym przypadku, réwna sie okoto 40 megazasad DNA (Gray
i Pinkel 1992).

W roku 1969 Pardue i Gall opisali technike zwang hybrydyzacjg in situ
(ISH). Polega ona na denaturacji radioaktywnie wyznakowanego, krotkiego
fragmentu DNA o znanej sekwencji (sondy) i DNA chromosoméw utrwalonych
na szkietku. Po natozeniu sondy na szkietko, nastepuje powolna renaturacja obu
DNA, podczas ktorej sonda hybrydyzuje z homologicznymi, docelowymi fragmen-
tami DNA chromosomowego. Poniewaz sonda byta znakowana trytem, wykrycie
jej jest mozliwe autoradiografig. Hybrydyzacja in situ umozliwita doktadng
lokalizacje swoistych sekwencji DNA na chromosomach i ich ewentualnych
zmian popromiennych. Wadg jej jednak byt wysoki poziom szumow wynikajag-
cych z autoradiografii i konieczno$¢ pracy z izotopami. Rozdzielczos¢ i prostote
techniki znacznie poprawiono przez wprowadzone na poczatku lat 80-tych
nieradioaktywne wyznakowanie sond biotyna, ktéra mogta by¢ wykrywana
awidyng zwigzang z dowolnym fluorochromem, na przykfad izotiocyjanianem
fluoresceiny. Metoda ta zostata nazwana FISH (fluorescence in situ hybridiza-
tion). Poniewaz okoto 90% chromosomowego DNA skiada sie z powtarzajgcych
sie sekwecji rozrzuconych po catym genomie (interspersed repetitive sequencies),
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Rys. 1. Stabilne | niestabilne aberracje chromosomowe. s((U suppresslve hybridl.

zation CISS), pozwolita na bardzo szybkie i dokladne dostrzeganie wszelkich

popromiennych miedzychromosomowych przemieszczen, ktore do tej pory albo

pozostawatly niewidoczne, albo ich wykrycie wymagato ogromnego nakiadu

pracy.

W niniejszym artykule zostanie omowiona technika malowania chromoso-

mow oraz mozliwosci jej stosowania w radiobiologii.

METODA MALOWANIA CHROMOSOMOW

OTRZYMYWANIE DNA POSZCZEGOLNYCH CHROMOSOMOW

Do malowania chromosomow jest konieczne wyizolowanie DNA poszczegél-
nych chromosomow. Obecnie istniejg dwie metody uzyskiwania DNA chromoso-
mowego. Historycznie starsza metoda wykorzystuje mozliwosci sortowania
chromosomoéw w cytometrze przeptywowym (Gray i Langlois 1986). Zawiesine
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Rys. 2. Zasada malowania chromosoméw. Objasnienie MOW mysich sortowanie
poszczegdlnych krokéw w tekscie. nie jest mozliwe. Problem
ten rozwigzano ostatnio
dzieki metodzie mikrosekcji chromosomoéw. Polega ona na zeskrobywaniu ze
szkietka poszczegdlnych, utrwalonych chromosomoéw za pomoca mikromani-
pulatora. Chromosomy rozréznia sie wedtug ich charakterystycznych prazkow.
DNA pochodzace z okoto dwudziestu chromosomoéw wystarcza, aby poddac je
zwielokrotnieniu przez taricuchowa reakcje polimerazy (PCR). DNA catego chro-
mosomu jest za dtugie, aby mozna go amplifikowaé¢ w jednym kawatku. Dlatego
stosuje sie linker — adapter (facznik — adaptor) PCR lub inter-Alu PCR. Metoda
tacznik — adaptor polega na trawieniu DNA enzymem restrykcyjnym rozpozna-
jacym sekwencje czesto wystepujace, ligacji uzyskanych fragmentow DNA
z oligonukleotydami o znanej sekwencji (adaptorami) i amplifikacji fragmentow
za pomocg primeréw komplementarnych do adapteréw. Przy inter-Alu PCR
wykorzystuje sie fakt, ze sekwencje Alu wystepujg z duzg czestotliwoscig na
wszystkich chromosomach. Stosujac primery homologiczne do koncéwek se-
kwencji Alu, uzyskuje sie amplifikacje DNA lezagcego pomiedzy sekwencjami Alu.
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Za pomocag PCR mozna oczywiscie rowniez amplifikowa¢ DNA sortowany
przez cytometr przeptywowy.

ZNAKOWANIE | DETEKCJA SONDY

Historycznie najstarsza i do dzis nadal najpopularniejsza metoda nieradio-
aktywnego znakowania sondy jest zamiana tymidyny w DNA na uiydyne kowa-
lentnie zwigzang z biotyna. Uzywa sie do tego najczesciej techniki przemieszcza-
nia naciecia (nick-translation), w ktérej wykorzystuje sie fakt, ze polimeraza DNA
rozpoczyna synteze nowego tancucha w miejscu, gdzie napotka pekniecie DNA,
wbudowywujgc do nowego tancucha nukleotydy znajdujgce sie w otoczeniu.
Pekniecia DNA wprowadza sie trawigc go DNazag, za$ podajgc polimerazie
mieszanke nukleotydéw zawierajaca uiydyne zwiazang z biotyng, uzyskuje sie
znakowany DNA sondy.

Inng mozliwoscig znakowania sondy jest podanie biotynylowanej uiydyny
podczas PCR, o ile ta metoda jest uzywana do amplifikacji sondy. Optymalne
malowanie chromosomow wymaga uzywania sondy nie dtuzszej niz okoto 500
par zasad, gdyz zbyt dtugie taricuchy sondy nie sgw stanie dotrze¢ do docelowego
DNA, utrwalonego na szkietku w postaci chromatyny. Przez wybér odpowiednie-
go stezenia DNazy i polimerazy podczas przemieszczania naciecia uzyskuje sie
sondy odpowiedniej dtugosci, natomiast po znakowaniu sondy przez PCR trzeba
DNA poddac rozbiciu ultradZzwiekami lub trawieniu przez DNaze w celu nadania
jej odpowiedniej dtugosci.

Do wykrywania biotyny wykorzystuje sie awidyne (biatko z jaja kurzego)
zwigzang z dowolnym fluorochromem, na przyktad izotiocyjanianem fluorescei-
ny. Awidyna wigze sie wysoce swoiscie z biotyng. Jesli uzyskany sygnatjest zbyt
staby, mozna go wzmocni¢ za pomoca przeciwciata monoklonalnego, skierowa-
nego przeciw awidynie i znakowanego tym samym fluorochromem. Zamiast
awidyny mozna rowniez zastosowaé przeciwciata mono- tub poliklonalne, skie-
rowane przeciw biotynie.

Pod koniec lat 80-tych firma Boehringer opatentowata technike znakowania
DNA uiydyna zwigzanag z digoksygening, sterydem uzyskiwanym z lisci i kwiatéw
naparstnicy purpurowej [Digitalis purpurea). Poniewaz digoksygening nie wyste-
puje w zadnym innym organizmie poza lisémi i kwiatami naparstnicy, mozliwe
jestjej wysoce swoiste wykrycie za pomoca przeciwciat monoklonalnych.

Ostatnio wiele firm oferuje réwniez urydyne znakowang bezposrednio
réznymi fluorochromami. Jesli sygnat uzyskany po hybrydyzacjijest dos¢ silny,
zbyteczne jest wykrywanie przeciwciatem. W przypadku stabego sygnatu mozna
go wzmocni¢ przeciwciatem skierowanym przeciw uzywanemu fluorochromowi.

PREPARATYKA | DENATURACJA CHROMOSOMOW NA SZKIELKU

Hybrydyzacja in situ praktyczniejest mozliwa do przeprowadzenia z dowolnie
utrwalonym DNA. Do malowania chromosomow najczesciej utrwala sie komorki
w mieszaninie metanolu i kwasu octowego i nastepnie nanosi na szkietka.
Wysuszone preparaty trawi sie najpierw RNazg w celu zmniejszenia mozliwego
tta spowodowanego hybrydyzacjg sondy z czasteczkami RNA, a nastepnie pepsy-
ng, by usuna¢ resztki cytoplazmy utrudniajacej dostep sondy do utrwalonego
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DNA. Trawienie pepsyna zapobiega rowniez ewentualnemu nieswoistemu pota-
czeniu przeciwciat z biatkami znajdujgcymi sie w cytoplazmie.

Denaturacje DNA prowadzi sie albo w warunkach ekstremalnego pH albo
w wysokiej temperaturze. Zbyt ostre warunki denaturacji powodujg jednak
utrate cech morfologicznych chromosomoéw, w praktyce zatem jest konieczny
kompromis miedzy stopniem denaturacji a jakoscig preparatu chromosomow.
Najczesciej denaturuje sie chromosomy w temperaturze 70°C w 50% roztworze
formamidu, ktéry obniza termiczng stabilno$¢ wigzan wodorowych pomiedzy
dwiema niciami DNA tak, ze czas denaturacji wynosi okoto 10 minut.

DENATURACJA SONDY | HYBRYDYZACJA

Podobnie jak DNA utrwalony na szkietku, sonde denaturuje sie w roztworze
formamidu przy 70°C. Do DNA sondy dodaje sie nastepnie DNA Cot-1, zawie-
rajgcy wylacznie sekwencje powtarzajgce sie z ludzkiego DNA, ktéremu pozwala
sie hybrydyzowaé¢ z homologicznymi sekwencjami DNA sondy (pre-hybrydyza-
cja). Krok tenjest niezwykle wazny, poniewaz zapobiega nieswoistej hybrydyzacji
sondy z sekwencjami powtarzajgcymi sie, znajdujacymi sie na wszystkich
chromosomach. Tak izolowane sekwencje DNA sg oferowane przez wiele firm.

Po okoto 15 minutowej pre-hybrydyzacji sonde naktada sie na szkietko
z denaturowanymi chromosomami i pozwala hybrydyzowaé w temperaturze
37°C przez okoto 12 godzin, po czym nastepuje wykrycie awidyng lub przeciw-
ciatem, jak opisano wyzej.

POMIAR CZESTOSCI ABERRACJI CHROMOSOMOWYCH
W POMALOWANYCH CHROMOSOMACH

O ile pekniecia chromosomowe sa widoczne jako strukturalne nieciagtosci
chromosomow i nie wymagaja malowania do ich wykrycia, wykrycie przemiesz-
czen (translokacji) chromosomowych jest mozliwe tylko miedzy chromosomami
pomalowanymi na rozne kolory. Teoretycznie jest mozliwe pomalowanie kazdej
homologicznej pary chromosoméw na inny kolor. W praktyce jednak nie jest to
stosowane, poniewaz wymagatoby zastosowania wielu réznych fluorochromaéw.
Oznaczatoby to ogromny wzrost kosztéw eksperymentu. Ponadto, dostepne
obecnie filtry fluorescencyjne nie pozwalajg na rownoczesne oglagdanie wiecej niz
dwoéch koloréw znacznie réznigcych sie od siebie dtugoscia fal. Trzeba by wiec
wielokrotnie fotografowac lub zapisywa¢ komputerowo obraz tego samego pre-
paratu oglgdanego przez rozne filtry, co bardzo komplikowatoby uzyskiwanie
wynikéw. NajczesSciej stosuje sie wiec jeden fluorochrom, na przyktad izotiocy-
janian fluoresceiny, ktéry emituje Swiatto z6tte. Niemalowane chromosomy sg
barwione jodkiem propidyny swiecgcym czerwono, dzieki czemu preparat mozna
oglada¢ przez jeden filtr, a przegrupowania chromosomowe sg widoczne jako
niejednolicie zabarwione chromosomy zétte lub czerwone.

Przy zastosowaniu jednego fluorochromu, najskuteczniejsze wykrycie
translokacji osiggatoby sie barwigc potowe zestawu chromosomowego. W pra-
ktyce barwi sie tylko dwie lub trzy pary chromosoméw, za$ uzyskana liczba
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translokacji jest przeliczana na oczekiwang wartosé, ktéra uzyskatoby sie,
gdyby wszystkie translokacje w komérce byty widoczne. Poprawny wzor:

F=t/2f(1—

gdzie: F oznacza liczbe aberracji we wszystkich chromosomach komorki, t —
uzyskang liczbe aberracji, f — pomalowany utamek genomu. Wz6r ten wywod-
zi sie z kombinatorycznego obliczenia maksymalnej — mozliwej liczby translo-
kacji wystepujacej w zestawie chromosomoéw, ktorego utamek fjest
pomalowany. Maksymalng liczbe aberracji mozna opisa¢ wzorem:

1=f2+ 2f(l -f) + (1 - f)2

Translokacje i @ - f)o nie sg widoczne poniewaz zachodzg pomiedzy
identycznie zabarwionymi chromosomami. Dlatego do przeliczania czestosci
aberracji na caty genom uzywa sie wartosci 2f(l - f). Ta metoda przeliczania, po
raz pierwszy opisana przez iucasa i WspoOtautorow (1989b), zakitada, ze pra-
wdopodobienstwo wystgpienia aberracji popromiennych jest wprost proporcjo-
nalne do zawartosci DNA w poszczegdlnych chromosomach. Niestety, wyniki
eksperymentéw nie potwierdzajg tego zatozenia. Wiekszos¢ autoréw zgodnie
stwierdza, ze rozktad aberracji niejest przypadkowy. Nie ma zgody natomiast co
do tego, w kérych chromosomach aberracje wystepujg najczesciej. Chcac wiec
przelicza¢ liczbe aberracji, uzyskanych w pomalowanych chromosomach na
caly genom, dobrze jest malowac¢ kilka chromosomoéw réznej wielkosci, aby
otrzymac jak najbardziej reprezentatywng czestos¢ aberracji.

Wyniki analiz aberracji w pomalowanych chromosomach wykazatly, ze
przemieszczenia chromosomowe potrafig przybiera¢ bardzo skomplikowane
formy, dla ktérych zabrakio odpowiedniego nazewnictwa. Nowa terminologia
aberracji, ustalona specjalnie dla malowania chromosoméw, zostata niedawno
zaproponowana przez grupe czotowych naukowcéw z tej dziedziny (rucker
i wspotaut. 1995).

ZASTOSOWANIE MALOWANIA CHROMOSOMOW
W CYTOGENETYCE POPROMIENNEJ

DOZYMETRIA BIOLOGICZNA

Celem dozymetrii biologicznej jest oszacowanie, na podstawie badania usz-
kodzen tkanek lub komoérek, wysokosci dawki pochtonietej. Znajac aktywnos¢
zrodia promieniowania czesto mozna wprawdzie obliczeniowo zrekonstruowac
wysokos$¢ dawki, jednak takie obliczenia zawsze zawierajg pewien margines
niepewnosci. Istnieje szereg metod, za pomocg ktérych przeprowadzenie dozy-
metrii biologicznej jest mozliwe (Muertier | strerrer 1991). Zdecydowanie
najszerzej stosowang technika jest analiza aberracji chromosomowych w limfo-
cytach krwi. Pobrane limfocyty pobudza sie do podziatu w hodowli, zas dawke
pochionieta szacuje, poréwnujac otrzymang czestos¢ aberracji z wynikami
oznaczen czestosci aberracji w limfocytach napromienionych réznymi dawkami
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in vitro. Taka krzywa kalibracyjng ustala sie poprzednio na podstawie wynikéw
z limfocytami wielu dawcow, w ten sposéb wyréwnujac istniejace, indywidualne
roznice promienioczutosci limfocytéw. Doswiadczalnie ustalono, ze najdoktad-
niej jest obliczy¢ ilos¢ chromosomow dicentrycznych, poniewaz sg one wzglednie
tatwo rozpoznawalne, zas ich czestos¢ spontanicznajest bardzo niska. Chromo-
somy dicentryczne nalezg do kategorii chromosomow niestabilnych, poniewaz,
majac dwa centromery (rys. 1), z reguly nie przezywaja podziatu mitotycznego
komorki i sg oddzielane podczas nastepnej interfazy w postaci mikrojader. W ten
sposOb nastepuje strata czesci materiatu genetycznego, co prowadzi wczesniej
czy poOzniej do tak zwanej $mierci mitotycznej komérki. Dla dozymetrii biologi-
cznej oznacza to, ze ustalenie dawki pochionietej jest mozliwe tylko na podstawie
oznaczania czestosci chromosomoéw dicentrycznych w komdrkach, ktére nie
podzielity sie od czasu ekspozycji. W przeciwnym wypadku oszacowana dawka
bedzie nizsza od rzeczywistej. Dojrzate limfocyty krwi spetniajg ten warunek,
poniewaz dzielg sie bardzo rzadko. Sg one jednak, z wyjgtkiem komorek dtugo-
letnich, po pewnym czasie usuwane z organizmu i zastepowane przez miode
komoérki ze szpiku kostnego. Powoduje to z biegiem czasu spadek czestosci
chromosomow dicentrycznych. Potowiczny okres zycia limfocytéw zostat osza-
cowany naokoto 3,5 roku (Bender i wspétaut. 1988); to znaczy, ze po tym czasie
Srednio potowa limfocytéw zostanie zastgpiona przez nowe komérki. Wartos¢ ta
zostata ustalona na podstawie okresowej analizy aberracji w limfocytach oséb,
ktore otrzymaty znang dawke promieniowania, na przyktad w wyniku radiote-
rapii. Wyniki kilku takich badan dosy¢ zgodnie wykazujag spadek liczby dicen-
tiykow do okoto 50 procent po uptywie dwoch do trzech lat (rys. 3). Po tym okresie
spadek staje sie duzo mniejszy i wreszcie osigga swego rodzaju staly poziom.
Podwyzszone czestosci chromosomow dicentrycznych nadal sg zauwazalne
u ofiar z Hiroszimy i Nagasaki, co wskazuje na ogromna dtugowiecznos¢ pewnej
populacji limfocytéw. W oparciu o wartos¢ potowicznego okresu zycia limfocytow
jest mozliwa matematyczna korekta oznaczonej czestosci chromosoméw dicen-
trycznych, pozwalajgca na oszacowanie wysokosci dawki nawet wiele lat po
ekspozycji. Tego typu analiza wymaga jednak zbadania bardzo duzej liczby
komorek i jest obarczona sporym marginesem niepewnosci, spowodowanym
istniejacymi indywidualnymi réznicami potowicznego okresu zycia limfocytow.
Obok aberracji niestabilnych, promieniowanie jonizujgce wywotuje réwniez
aberracje stabilne (rys. 1). Poniewaz nie zaburzajg one podziatlu komorkowego,
aberracje tego typu moga przetrwa¢ w komérce przez wiele pokolen. Czestosé
ich wystepowania w populacji komérek dzielacych sie nie powinna wiec,
w przeciwienstwie do aberracji niestabilnych, ulega¢ zmianie. Wyniki badan
aberracji powstatych na skutek radioterapii w limfocytach pacjentéw chorych
na artropatie wigdowa wykazaty, ze tak jest istotnie (rys. 3). Teoretycznie wiec,
badanie aberracji tego typu umozliwitoby bardziej precyzyjne ustalenie dawki
pochtonietej, zwlaszcza w przypadku, kiedy od ekspozycji uptyneto kilka lat.
W praktyce, doktadne oznaczanie czestosci aberracji stabilnych byto przez diugie
lata mozliwe tylko za pomoca techniki pragzkowania chromosoméw. Duzy naktad
pracy, zwigzany z tego typu badaniami powodowat, ze oznaczanie aberracji
stabilnych w zastosowaniu do dozymetrii biologicznej nie byto nigdy powaznie
brane pod uwage. Zmienito sie to dopiero po opracowaniu techniki malowania



122

Andrzej W éjcik

chromosomoéw. Réznego rodzaju przemieszczenia chromosomowe sg widoczne
jako kolorowe wzory, co pozwala na bardzo szybkie ich liczenie, nawet wtedy,
kiedy jakos¢ preparatéw nie jest najlepsza.

Rys. 3. Spadek ilosci limfocytow z aberracjami stabilnymi i niestabilnymi w krwi pa-
cjentéw napromienionych w trakcie terapii artropatii wigdowej. Wedtug Buckton,
1983.

Lucas | wspé6tautorzy (1992) jako jedni z pierwszych zbadali przydatnosé
malowania chromosomoéw dla analizy translokacji chromosomowych w limfocy-
tach dwudziestu 0s6b eksponowanych na rézne dawki promieniowania jonizu-
jacego podczas wybuchu bomb atomowych w Hiroszimie i Nagasaki w 1945
roku. Czestos¢ translokacji ustalong na podstawie malowania chromosomow 1,
2 i 4, ktérych DNA stanowi razem 23,8 procent genomu, zostata poréwnana
z czestoscig translokacji ustalong za pomocg prazkowania chromosoméw. Wy-
niki obu technik daly bardzo zblizone do siebie wyniki. Z wyjatkiem kilku
osobnikéw, zostata uzyskana tez niezta zbieznos¢ z krzywa kalibracyjng, usta-
long na podstawie translokacji w komérkach napromienionych in vitro.

ROwniez sarassidais | wspotautorzy (1994) uzyskali dobra korelacje miedzy
dawkami oszacowanymi na podstawie czestosci dicentrykéw i translokacji
w limfocytach pietnastu ofiar Czarnobyla. Czestosci translokacji, obliczone na
podstawie pomalowanych chromosomoéw 1, 2i 12, byty od 2,8 do 21 razy wyzsze
niz czestosci dicentrykdow. Analize wykonano szes¢ lat po katastrofie.

Pomimo ciekawych wynikéw opublikowanych przez obie wspomniane grupy
badaczy, sg konieczne dalsze badania, zanim analiza translokacji bedzie mogta
rutynowo by¢ uzywana w dozymetrii biologicznej. Otwartym nadal pozostaje
pytanie, jak wyznaczy¢ znaczacg krzywa kalibracyjng. Czy czestos¢ translokaciji,
ustalong w limfocytach w jakis czas po ekspozycji, rzeczywiscie mozna porow-
nywac z czestoscig translokacji uzyskang w limfocytach in vitro? Problem lezy
w kinetyce podziatu limfocytow i tak zwanej regule Bergonie i Tribondeaux,
wedtug ktérej komarki szybko dzielgce sie sg bardziej promienioczute niz komoér-
ki nie dzielace sie. W prsypadku analizy dicentrykéw po ekspozycji mozna
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zalozy¢, ze zdecydowana wiekszos¢ limfocytéw zawierajgcych dicentryki nie
podzielita sie od czasu napromienienia. W przeciwnym wypadku, jak to zostato
wyzej powiedziane, istnieje duze prawdopodobienstwo, ze dicentryk ,zaginie”
podczas mitozy. Dlatego poréwnujac czestosci tego typu aberracji w limfocytach
napromienionych in vivo z krzywg kalibracyjng mozna zatozy¢, ze zostaty ozna-
czone w porownywalnych populacjach komoérek. Inaczej sprawa wyglada
z ustalaniem krzywej kalibracyjnej dla translokacji. Fakt, ze translokacje nie
ging podczas podziatu komérkowego z jednej strony powoduje, ze ich ilos¢
w populacji komérek dzielacych sie jest wzglednie stala, co jest z punktu
widzenia dozymetrii biologicznej korzystne. Z drugiej jednak strony oznacza to,
ze z powodu repopulacji limfocytéw, po uptywie pewnego czasu od ekspozycji,
jakas czes¢ dojrzatych limfocytow krwi, zawierajgca translokacje, faktycznie
zostata napromieniona w stadium niedojrzatych, szybko dzielacych sie komérek
szpiku kostnego, ktore wedtug wyzej wymienionej reguty Bergonie i Tribondeaux
sa bardziej promienioczute niz dojrzate limfocyty. Dodatkowo, proliferujace
komorki szpiku kostnego stanowia niezsynchronizowang populacje, tak wiec
napromienienie ,trafia” komérki w réznych fazach cyklu komoérkowego. Wiado-
mo, ze promienioczuto$¢ komorki, a zatem rowniez liczba wywotywanych aber-
racji, zmienia sie podczas przechodzenia komorki przez cykl komérkowy. Prze-
ciwnie, dojrzate limfocyty krwi znajduja sie w ponad dziewiecdziesieciu procen-
tach w tej samej fazie cyklu komérkowego, Go. Poniekad wiec fakty te stawiajg
pod znakiem zapytania poréwnywalnos$¢ czestosci translokacji powstatych na
skutek ekspozycji in vivo z krzywa kalibracyjng uzyskang w limfocytach napro-
mienionych in vitro, jezeli po ekspozycji uptynat dtuzszy czas. Dalsze ekspery-
menty mogg wykazaé, czy watpliwosci te sg uzasadnione.

Innym czynnikiem wymagajacym zbadania jest mozliwy wptyw na oszaco-
wanie dawki klonowo rozmnazajacych sie komorek z translokacjg. Powstanie
klonu z jednego limfocytu jest przynajmniej teoretycznie mozliwe na skutek
odpowiedzi immunologicznej organizmu na dowolny alergen. W takiej sytuacji
oszacowana dawka promieniowania mogtaby by¢ duzo wyzsza niz rzeczywista.
Wyniki analiz przeprowadzonych do tej pory wskazujg jednak, ze klonowy
rozrost limfocytéw nie jest zjawiskiem czestym. Wsrdd dwudziestu zbadanych
ofiar z Hiroszimy i Nagasaki Lucas i wspotautorzy (1992) wykryli klony komorek
z takg sama translokacja tylko w limfocytach dwoéch dawcéw. U zadnego z nich
liczba tego typu komoérek nie przekraczata pieciu procent. Z drugiej strony,
Salassidis 1 Wspotautorzy (1994) wykryli klonowe aberracje w limfocytach wszy-
stkich pietnastu zbadanych ofiar Czarnobyla. Wedtug wskazowek Miedzynaro-
dowej Komisji Nazewnictwa Chromosomoéw (ISCN), identyczna aberracja wykry-
ta w co najmniej dwoch komérkach byta klasyfikowana jako klonowa. Jednak,
podobnie jak w limfocytach ofiar z Hiroszimy i Nagasaki, liczba komodrek
klonowych u zadnego dawcy nie byta wyzsza niz cztery procent.

Rozwazajgc uzytecznos¢ malowania chromosoméw dla dozymetrii biologicz-
nej nie nalezy zapominaé takze o tym, ze translokacje powstajg nie tylko na
skutek napromienienia komorek, lecz réwniez w wyniku dziatania wielu sub-
stancji chemicznych. Teoretycznie oznacza to, ze nie sposéb stwierdzié, czy
ewentualnie podwyzszona czesto$¢ translokacji jest skutkiem napromienienia,
czy tez, na prykiad, chronicznego dziatania chemicznych mutagenéw zatruwa-
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jacych Srodowisko. Problem ten moze by¢ szczegoélnie istotny przy oszacowaniu
niskiej dawki ekspozycji. W odréznieniu od translokacji, chromosomy dicentry-
czne sg indukowane tylko przez czynniki, ktére bezposrednio wywotujg peknie-
cia obu nici DNA. Do takich, oprécz promieniowania jonizujacego, nalezy tylko
garstka substancji chemicznych, tak zwanych radiomimetykoéw, jak na przykiad
bleomycyna, wiec mozliwos¢ kontaminacji dicentrykéw popromiennych dicen-
tiykami wywolanymi przez mutageny chemiczne jest znikoma. W praktyce
oznacza to, ze sa potrzebne doktadne analizy czestosci translokacji u dawcéw
nie eksponowanych. Jak dotad, najwiekszg liczbe danych na ten temat zebrata
grupa prof. Bauchingeraz Monachium. W ponadjedenastu tysigcach limfocytow
pochodzacych od jedenastu dawcow, ktérych chromosomy numer 1, 4 i 12
zostaly pomalowane, znaleziono 18 translokacji zas tylko jeden dicentryk (Bau-
CHINGER | wspotaut. 1993).

badania mechanizmoéw powstawania aberracjichromosomowych

Pomimo ze aberracje chromosomowe sg badane od bardzo dawna, mecha-
nizmy ich powstawania nadal nie sg znane. Wiekszo$¢ badaczy jest zgodna co
do tego, ze aby jakiekolwiek zaburzenie DNA doprowadzito do powstania aber-
racji chromosomowej, musi ono zostac przetworzone w podwoéjne pekniecie DNA.
Nie jest natomiast jasne, czy kazde nienaprawione podwdjne pekniecie DNA
moze byéjako takie widoczne na poziomie chromosomu, czy tez musi uprzednio
by¢ w jakis spos6b enzymatycznie przetworzone. Niejest réwniez jasne czy, jak
to glosita pierwsza ,klasyczna” teoria powstawania aberracji chromosomowych
wedtug Kari1a saxa (1940), przegrupowania chromosomowe powstaja wskutek
taczenia sie peknie¢ chromosomowych, czy tez oba typy aberracji sa odzwier-
ciedleniem ,utrwalonych” zaburzert DNA, ktére nie sg juz w stanie ze sobg
reagowac. Inng otwartg kwestig pozostaje, czy dicentryki i translokacje powstajag
z taka samag frekwencjg. Wyniki badan przeprowadzonych na chromosomach
prazkowanych wskazywaty, ze tak jest istotnie (Savage | Papwortnh 1982).
Oznaczatoby to, ze oba typy aberracji powstajg z tych samych uszkodzern DNA,
ktore z rownym prawdopodobieristwem moga zosta¢ przemienione w dicentryki,
jak tez w translokacje. Stosujgc technike malowania chromosoméw Lucas
i wspoétautorzy (1989a) jako jedni z pierwszych stwierdzili, ze w limfocytych
ludzkich translokacje popromienne wystepuja kilkakrotnie czesciej niz dicen-
tryki. Podobne wyniki zostaty opublikowane réwniez przez innych. Oznaczatoby
to, ze oba typy aberracji majg rézna geneze. Niestety, wysoka temperatura, na
jaka wystawiane sg chromosomy podczas denaturacji poprzedzajacej hybrydy-
zacje, nie pozostaje bez wptywu na morfologie chromosomow, dlatego rozréznie-
nie translokacji i dicentrykéw w pomalowanych chromosomach jest czesto
trudne. Aby sytuacje te poprawié, straume i Lucas (1993) jako pierwsi zastoso-
wali sondy pancentromeryczne, czyli specyficznie naznaczajgce centromery
wszystkich chromosomow. Teraz translokacje byty widoczne jako dwukolorowe
chromosomy z jednym centromerem a dicentryki jako dwukolorowe chromoso-
my z dwoma dicentrykami (poréwnaj rys. 1). W tak pomalowanych preparatach
frekwencja translokacji okazata sie rowna frekwecji dicentrykow. Autorzy wy-
wnioskowali, ze dotychczasowe doniesieniawskazujgce nawyzszy poziom trans-
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lokacji byty spowodowane mylnym rozpoznaniem niektorych dicentrykéw jako
translokacji. Wynik ten zostat potwierdzony przez Nakano iwspotautoréw (1993).
Z drugiej strony, Bauchinger i wspoOtautorzy (1993), pomimo zastosowania sond
pancentromerycznych, nadal uzyskali okoto p6torakrotng przewage transloka-
cji nad dicentrykami. Natarajan iwspotautorzy (1994) zbadali wptyw arabinianu
cytozyny (ara-C), inhibitora naprawy DNA, na czestos¢ popromiennych aberra-
cji. Okazalo sie, ze ara-C nie mawptywu na czestos$¢ translokacji, za to powoduje
okoto dwukrotny wzrost ilosci dicentrykéw. Oznaczatoby to, ze mechanizmy
powstawania obu typu aberracji sg r6zne. Na razie nie wiadomo, dlaczego wyniki
badan z réznych laboratoriéw sg sprzeczne.

Technika malowania chromosoméw moze rowniez okazac sie przydatna
w szukaniu odpowiedzi na pytanie, czy pekniecia chromosomowe sa pierwot-
nym uszkodzeniem popromiennym DNA. Wedtug klasycznej teorii powstawania
aberracji chromosomowych (sax 1940), pekniecia mogg zosta¢ naprawione
(restytucja), pozosta¢ otwarte (brak naprawy) lub ztgczy¢ sie btednie powodujac
powstanie przegrupowan (misrepair — btedna reperacja). Niektére nowsze wy-
niki badan wskazujg jednak, ze sprawa nie wyglada tak prosto. Do analizy tej
kwestii stosuje sie technike przedwczesnej kondensacji chromosomoéw (PCC —
premature chromosome condensation). Polega ona na fuzji komérek znajduja-
cych sie w mitozie z komoérkami, ktorych aberracje chce sie analizowaé¢. Czynniki
komoérek mitotycznych wyzwalajg kondensacje chromosomoéw w komdrkach
sdocelowych”, znajdujacych sie w réznych fazach cyklu komérkowego. Przepro-
wadzajgc taka fuzje komdrkek w réznych odstepach czasu po napromienieniu
mozna analizowaé kinetyke powstawania i zanikania aberracji bez koniecznosci
czekania az komodrka dotrze do mitozy. Niestety, morfologia chromosoméw PCC
jest z reguty niezbyt dobra, tak ze rozpoznanie dicentrykéw jest trudne. Dobrze
widoczne sg tylko pekniecia chromosomowe. Tutaj wikasnie ogromnie pomocnym
okazato sie malowanie chromosomoéw. Wedtug klasycznej teorii powstawania
aberracji chromosomowych nalezatoby sie spodziewaé, ze w miare uptywu czasu
po napromienieniu liczba peknie¢ bedzie malata a liczba przegrupowan, ktore
powstaja wskutek blednego taczenia sie peknieé, rosta. Taki wynik uzyskali
B rown I Wspoétautorzy (1992). Natomiast Hittieman | WSpOtautorzy (1994) oraz
Natarajan | WspOtautorzy (1994) uzyskali wyniki zgota inne. Wprawdzie liczba
peknie¢ chromosomowych w ich eksperymentach réwniez malata z uptywem
czasu po napromienieniu, ale czesto$¢ przegrupowan nie ulegata zadnej zmianie.
Oznaczatoby to, ze wbrew klasycznej teorii, pekniecia i przegrupowania powstajg
zupetnie niezaleznie od siebie. Jest jasne, ze dalsze badania sg konieczne, aby
te kwestie rozwigzac.

Kolejng dziedzing, w ktorej malowanie chromosomoéw okazaé sie moze
bardzo przydatne, jest analiza promienioczutosci komdrek rakowych w celu
przepowiedzenia rokowania radioterapii i ewentualnego, indywidualnego dosto-
sowania planu napromieniowan. Wiadomo, ze guzy nalezace nawet do tej samej
kategorii, bardzo potrafig roznic¢ sie promienioczutoscig. Stosowanie jednolitego
schematu radioterapii moze w niektorych przypadkach okaza¢ sie niewystarcza-
jaco skuteczne, zas w innych przypadkach ,nadskuteczne”, prowadzgac do
niepotrzebnej ekspozycji zdrowej tkanki. ldeg tak zwang ,predictive assay” jest,
aby przed rozpoczeciem radioterapii pobra¢ probke guza, napromienié in vitro,



126 Andrzej Wéjcik

i oszacowac reakcje komdrek. Poniewaz celem radioterapii jest zabicie komérek
rakowych, najlepiej bytoby analizowa¢ ich przezywalnosé. Wiadomo, ze komérki
napromienione dawkami promieniowania stosowanymi w radioterapii moga
wielokrotnie sie podzieli¢, zanim zging na skutek utraty materiatu genetycznego
podczas kolejnych podziatow (tzw. Smier¢ mitotyczna). Dla analizy przezywalno-
Sci oznacza to konieczno$¢ diugotrwalej (z reguty okolo czternastodniowej)
hodowli. Szanse terapii guza sg tym lepsze, im wczesniej ona nastapi, taki okres
czekania na wyniki jest wiec ze wzgledéw humanitarnych, niedopuszczalny.
Konieczna jest analiza takich parametréw, ktére dadzag szybkie wyniki i beda
korelowaly z przezywalnoscig. Do takich nalezy badanie proliferacji komorek,
oznaczenie podwojnych peknie¢ DNA i analiza aberracji chromosomowych lub
mikrojader. Ze wzgledu na czestg aneuploidalnos¢ komoérek rakowych (majg one
nierzadko az sto chromosomow, obliczanie niestabilnych aberracji chromoso-
mowych jest bardzo pracochionne. Innym klopotem jest czesto zta morfologia
chromosoméw na preparatach komorek rakowych, co bardzo utrudnia rozpo-
znawanie aberracji. Problemy te mozna oming¢, stosujac technike malowania
chromosoméw, ktéra jest wzglednie niezalezna od jakosci preparatow (oblicza
sie ilos¢ kolorowych plam) i ktéra ogranicza sie do analizy kilku chromosomow.
Przynajmniej teoretycznie istnieje tez mozliwos¢ badania pomalowanych chro-
mosomow w jadrach komérek znajdujgcych sie w interfazie cyklu komorkowego
za pomocag mikroskopu skaningowo-laserowego. Mikroskopy tego typu umozli-
wiaja tréjwymiarowg analize obiektéw utrwalonych na szkietku. Badanie aber-
racji sprowadzatoby sie do ustalenia liczby kolorowych plam i miatoby te
ogromng zalete, ze praktycznie nie wymagatoby hodowli komoérek rakowych.
Na razie jednak ilos¢ opublikowanych wynikéw jest za mata, aby méc ocenié
rzeczywistg przydatnos¢ malowania chromosoméw w tej dziedzinie (Brown
i wspotaut. 1992, Coco-Martin i wspOtaut. 1994).

ZAKONCZENIE

Malowanie chromosoméw umozliwia szybkg i precyzyjng analize aberracji
chromosomowych, szczegdlnie przegrupowan, ktérych badanie do tej pory wy-
magato bardzo duzego naktadu pracy. W radiobiologii technika ta znajduje
szczegoblne zastosowanie w badaniu mechanizmow powstawania popromiennych
aberracji chromosomowych i dozymetrii biologicznej. Kombinacja malowania
chromosoméw z mikroskopig skaningowo-laserowg i komputerowg metoda
analizy obrazu umozliwia badanie aberracji w interfazie komérki. Otwiera to
mozliwos¢ obserwacji wydarzeri zachodzacych w krotkim czasie po ekspozycji
oraz obliczania aberracji bez koniecznosci czekania az komérka dotrze do mitozy.

Przy panujacej obecnie pewnego rodzaju modzie na malowanie chromoso-
mow nie nalezy jednak zapominac, ze technika ta nie jest pozbawiona pewnych
mankamentéw: mozliwa jest zawsze tylko analiza aberracji pewnej czesci geno-
mu, a do dzi$ nie jest jasne, czy czestosci aberracji ustalone w poszczegoélnych
chromosomach sa reprezentatywne dla catego genomu. Denaturacja chromoso-
mow czesto prowadzi do pogorszenia ich morfologii, co uniemozliwia precyzyjna
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analize aberracji niestabilnych. Pomimo to jest rzeczg pewna, ze technika ta
bedzie w przysztosci odgrywata coraz wiekszg role w cytogenetyce popromiennej.

Bardzo dziekuje Pani Profesor Irenie Szumiel za cenne uwagi podczas pisania
tekstu.

THE TECHNIQUE OF CHROMOSOME PAINTING AND ITS APPLICATION
IN RADIATION BIOLOGY

Summary

The analysis of chromosomal aberrations is one of the most important methods of investigating
the effects of ionizing radiation on living cells. For a long time only structural, unstable-type
aberrations, like dicentrics, could be identified in uniformly stained chromosomes. The introduction
ofchromosome banding in the seventies allowed for the first time to analyse stable-type aberrations,
such as translocations, however, the technical difficulties associated with this technique
prevented its wide application in radiation biology. At the end of the eighties, the technique of
chromosome painting was invented. With its help it is possible to hybridize in sUu fluorochrome-la-
belled DNA of individual chromosomes, so that any interchromosomal rearrangements are easily
detectable as color discontinuities. The analysis of radiation-induced translocations in painted
chromosomes is presently being introduced in biodosimetry of human peripheral lymphocytes. The
advantage of this system lies in the fact that, unlike unstable-type aberrations, the frequency of
translocations in a proliferating cell population remains constant with time. This could allow a
precise, retrospective estimation of the dose applied a long time after exposure to radiation.
Chromosome painting has also been used to investigate the mechanisms underlying the formation
ofradiation-induced chromosomal aberrations, and may play a role in estimation of radiosensitivity
of tumors prior to radiotherapy.
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