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Ovaj  Zbornik je
zbirka radova saopstenih na XXII Simpozijumu Jugoslovenskog drustva
za zastitu od zracenja koji je odrzan od 29. septembra do 1. oktobra
2003. godine u Petrovcu na moru. Radovi su razvrstani po sekcijama.
Mada su svi radovi u Zborniku recenzirani od strane Redakcionog
odbora za sve iznesene tvrdnje i rezultate odgovorni su sami autori.

Organizacioni odbor
se zahvaljuje svim autorima radova na uloZenom trudu. Posebno se
zahvaljujemo sponzorima koji su pomogli odrzavanje Simpozijuma i
Stampanje Zbornika.

Organizacioni odbor



UCESTALOST MIKRONUKLEUSA
U LICA PROFESIONALNO IZLOZENIH JONIZUJUCEM ZRACENJU

B. PBurovi¢, S. Petrovi¢', D. Mirkovié, S. Tomanovi¢
Institut za medicinu rada ZPM VMA,
"Laboratorija za fizicku hemiju, INN Vinéa

SADRZAJ

Jedan od najpogodnijih testova za biodozimetriju u akcidentima, ispitivanje
genotoksicnosti i radiosenzitivnosti je cytochalazin-B mikronucleus test zbog svoje
Jednostavnosti, osetljivosti i relativno niske cene. Cilj rada je da utvdi da li profesionalna
izloZenost jonizujuc¢em zracenju indukuje povecanje broja mikronukleusa. IstraZivanjem je
obuhvaceno 77 medicinskih radnika, podeljenih na kontrolnu grupu (K) koju je cinilo 33
ispitanika koji nisu izloZeni JZ, I 44 ispitanika izloZenih JZ (E), podeljene na dve podgrupe:
eksponirane x-zracenju, (Ex) i eksponirane gama zracenju (En). Uzeti su podaci o nacinu
ishrane, navikama, zdravstvenom stanju. Grupe se nisu znacajno razlikovale po polnoj
distribuciji (p= 0.72), starosti (p= 0.76), navikama u ishrani, konzumiranju alkohola
(p=0.16), pusenju (p=0.73) i ekspozicionom radnom stazu (p=0.93). Ispitanici obe grupe
pregledani su u skladu sa Odlukom o strucnoj spremi i zdravstvenim uslovima ljudi koja
rade sa izvorima jonizujucih zracenja (SI. list SRJ 45/97). U laboratoriji za citogenetiku
INN »Vinca« uraden je mikronukleus test.po modifikovanoj metodi Fenech-a i Morley-a.
Doza zracenja procenjena je na osnovu rezultata licne dozimetrije sprovedene kalibrisanim
licnim termoluminiscentnim dozimetrima (TLD) tipa CaF,:Mn. Arterijska hipertenzija i
katarakta su oboljenja znacajno vece ucestalosti u eksponiranih. Spontana ucestalost MN
znacajno je veéa u profesionalno izlozenih lica (31£10/1000BN) u odnosu na kontrolnu
grupu (1728/1000BN)(p= 0.000). Ucestalost MN nesto je veca u zena, ali je razlika
znacajna samo izmedu muskaraca grupa K i E (p=0.0001), kao I Zena (p=0.0002).
Povisena ucestalost hromozomskih aberacija nije bila znacajno povezana sa brojem
mikronukleusa, iako je tvrdena j znacajnu zavisnost ucestalosti mikronukleusa od doza
(p=0.00022) i trajanjem ekspozicionog radnog staza (p=0.0000). Pretpostavili smo to
moze biti posledica razlika u DNK reparativnim procesima i/ili antioksidativnoj odbrani,
kao i apoptoznoj aktivnosti.

UVOD

Mikronukleusni test uveden je 1973 god. kao biomarker mutagenog potencijala
novih lekova i hemijskih sredstava. Za ispitivanje humanih limfocita prvi put su ga koristili
Countryman and Heddle 1976 god., a poboljsanje metode i uvodenje bloka citokineze uveli
su Fenech i Morley 1985 god. Test se dokazao kao dobar za monitoring hromozomskih
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oStecenja populacije pri ekspoziciji malim dozama razliitih genotoksi¢nih agenasa,
ukljucujuéi radiotoksi¢ne supstance ili ispitivanju radiosetljivosti. Jednostavnost izvodenja
testa u kombinaciji sa statistickom pouzdanos$cu, postignutom analiziranjem cak hiljadu
¢elija, uCinili su ga opste prihvacenim.[1] Ucestalost mikronukleusa (MN) u
neeksponiranih je razliita i zavisi od starosti, pola, Zivotnih navika (pusenje, ishrana) i
zdravstvenog stanja. Veéina autora nalazi da je broj MN veéi u Zena 1.2-1.6 puta. [2] I
pozitivno koreliran sa godinama. Porast broja MN sa godinama je znacajniji u Zena, ali je u
obe grupe uocljivo da su najvece varijacije u starosnim grupama od 40-59 godina. te je
MN indeks predlozen za biomarker hronoloske i bioloske starosti. [3]

ISPITANICII METODE

Istrazivanjem je obuhvaceno 25(32.47%) zena i 52(67.53%) muskarca.U
kontrolnoj grupi (K), koju su Cinili medicinski radnici koji nisu izlozeni JZ, bilo je 10
(30.30%) Zena i 23 (69.70%) muskarca, a u grupi ispitanika izlozenih JZ (E), bilo je 15
(34.10%) zena 1 29 (65.90%) muskarca. Ispitanici grupe E podeljene su na dve podgrupe:
eksponirane x-zracenju, (Ex) I eksponirane gama zracenju (En).

Ispitanici obe grupe pregledani su u skladu sa Odlukom o stru¢noj spremi i
zdravstvenim uslovima ljudi koja rade sa izvorima jonizuju¢ih zracenja (SI. list SRJ 45/97).
U laboratoriji za citogenetiku INN »Vin¢a« uzorak periferne krvi (0.5 ml) zasejan je na Sml
podloge RPMI-1640, obogacene sa 15 % fetalnog bovinog seruma. Limfociti su inkubirani
na 37°C, a prethodno stimulisani na deobu dodavanjem 2.4pg/ml fitohemaglutinina-
PHA(Wellcome). Da bi se obezbedila analiza mikronukleusa u prvoj deobi, modifikovana
je klasi¢na metoda citokinetskog bloka Fenech i Morley-a, tako Sto je 44h kasnije dodat
citohalazin B u koncentraciji 6pg/ml. Sedamdeset dva sata posle postavljanja kulture,
centrifugiranjem su odvojene Celije su dva puta isprane Heksovim rastvorom, a zatim
tretirane Smin. u hipotonom rastvoru (0.56%KCl i 0.9% NaCl u jednakim zapreminama) i
fiksirane u meta-nolu:siréetnoj kiselini (3:1). Ploéice su bojene po Giemsa-i i suSene na
vazduhu. Ucestalost mikronukleusa analizirana je na 1000 binuklearnih celija prema
vazec¢im kriterijumima Countrymann-a i Henddle-a i Fenech-a i Morley-a. Svi preparati su
postavljani u dva primerka. Za analizu je kori§¢en mikroskop firme Zeiss pri uveli¢anju od
400 ili 1000 puta kada je to bilo potrebno. [4] Sva merenja sprovedena su kalibrisanim
liénim termoluminiscentnim dozimetrima (TLD) tipa CaF,:Mn.

REZULTATI I DISKUSIJA

Starost ispitanika bila je 43.35£6.017 god.( 32-55 god) bez znacajne razlike
(p=0.76). Ispitanici obe grupe rade u istim uslovima kondicioniranog vazduha. Prema
dobijenim anamnestickim podacima nije bilo naslednih bolesti koje bi mogle znacajno da
utiCu na rezultate istraZivanja. Nisu registrovani ispitanici koje se po nacinu ishrane
znacajno razlikuju. Supstitucija vitamina i minerala je u nekih ispitanika bila kratkotrajna i
sporadi¢na, tako da po dozama i trajanju nije od znacaja Ispitanici nisu bili izlagani JZ u
dijagnosticke svrhe, niti su uzimali medikamente koji bi, mogli znacajno da uticu na
rezultate citogenetskih ili biohemijskih testova. Nije bilo znacajnih razlika u broju
konzumenata alkohola (p=0.16) I duvana, kako po broju (p=0.73), tako i po broju dnevno
konzumiranih cigareta (p=0.52) i trajanju pusackog staza (p=0.98).
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Arterijska hipertenzija i katarakta su oboljenja znafajno vece ucestalosti u
eksponiranih. Vrednosti parametara standardnih laboratorijskih analiza znacajno se
razlikuju samo za: broj limfocita (p=0.02*), albumine (p=0.00*) i ukupni bilirubin (p=
0.00%). Iako su razlike srednjih vrednosti navedenih parametara statisticki znacajne, one su
u okviru fizioloskih za sve ispitivane grupe. Razlika srednjih vrednosti doza Ex i En je
statisti¢ki visoko znacajna u svim posmatranim godinama (p=0.00 do 0.02), ali su obe
grupe znatno ispod maksimalno dopustivih. Srednja vrednost ekspozicionog radnog staza
iznosi 15.00 £ 5.96 god za Ex i 14.914£5.21 god za En, §to nije znacajna razlika (p=0.93).U
ispitivanom uzorku je registrovana srednja vrednost od 25+11MN/1000BN. Registrovani
rezultati su se kretali od 5-50 MN/1000BN. (Slika 1)

Distribucija frekvencija za varijablu MN
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Slika 1. Broj MN

U grupama K, E, Ex i En registrovane su srednje vrednosti od 1748, 31+10,
32410 i 29+11 MN/1000BN respektivno. Razlika srednjih vrednosti broja mikronukleusa
izmedju grupa K i E bila je statisti¢ki visoko znac¢ajna (p= 0.000%%*), kao i izmedu grupe K i
podgrupa Ex i En (p=0.000*%*). (S1. 2.)

Bazi¢na ucestalost MN iznosila je 15.56+4.43 za muskarce grupe K i 19.80£9.34
za zene grupe K, §to nije imalo statisticki znacaj (p=0.34). Ni u grupi E nije bilo znacajnih
razlika, jer je ucestalost MN za muskarce iznosila 33.39130 = 7.744436 i 33.2000 +
9.271222 za zene (p=0.64). Istovremeno postoji veoma znac¢ajna razlika izmedu muskaraca
ispitivanih grupa (p=0.0001), i izmedu zena E i K grupe (p=0.0002) (SI. 3.) NasSim
istrazivanjem nije potvrden znacajan uticaj pusenja na spontanu ucestalost mikronukleusa
(p=0.20), iako neka istrazivanja na to ukazuju [5].

Poredenje srednjih vrednosti u varijabli MN
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Slika 2. Razlike srednjih vrednosti broja MN
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Slika 3. Ucestalost MN-distribucija po polu

Uocljiva je povisena spontana uéestalost mikronukleusa ispitanika grupe K za
nase uslove. Naime, pre 1999 godine spontana ucestalost MN odraslih stanovnika naSe
teritorije iznosila je 9 = 3 za Zene i 7 £ 2 za muskarce. U periodu 1999-2000 godine iznosila
je 2843 za Zene i 24 £ 3 za muskarce. Procenjuje se da bi ova razlika mogla biti posledica
hemijskih zagadenja zivotne sredine uzrokovanih ratnim dejstvima. [6] Utvrdena je
znacajnu zavisnost ucestalosti mikronukleusa od doza (p=0.00022), i trajanjem
ekspozicionog radnog staza (p=0.0000). U naSem istrazivanju poviSena ucestalost
hromozomskih aberacija nije bila znacajno povezana sa brojem mikronukleusa.
Pretpostavili smo to moze biti posledica razlika u DNK reparativnim procesimi i/ili
antioksidativnoj odbrani i apoptoznoj aktivnosti.
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ABSTRACT

MICRONUCLEI FREQUENCY IN MEDICAL WORKERS OCCUPATIONALY
EXPOSED TO IONIZING RADIATION

B. Purovi¢, S. Petrovi¢', D. Mirkovié, S. Tomanovié
Occupational Medicine Institute, Military Medical Academy,
! Vinca Institute for Nuclear Sciences

One of the most suitable tests for accidental biodosimetry, examining
genotoxicity and radio sensitivity is cytochalazin-B micronucleus test because of its
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simplicity, sensitivity and low price comparing with other cytogenetic tests. The aim of this
study is to investigate if occupational radiation exposures induce higher micronuclei score.

Investigation comprised 77 medical workers on their routine yearly medical
exam, 44 occupationally exposed to ionizing radiation (E), divided in two subgroups-
exposed to x-rays (Ex) or gamma rays (En) and 33 controls (K). Informed consent and
questionnaire containing dietary, habits, medical factors and exposure history were taken.
Groups were matched in gender (p= 0.72538), age (p= 0.76839), habits - dietary, alcohol
consumption (p=0.1653), smoking (p=0.738) and specific exposure time (p=0.9367).

Radiation dose accumulated by occupationally exposed over years was
calculated on the basis of individual TL-dose records and multiplied with exposure time.

Micronuclei analysis was carried out on cultures of phytohaemaglutinin-
stimulated blood lymphocytes (Wellcome, 2.4 pg/ml). Peripheral blood samples (0.5 ml)
were cultured in Sml RPMI-1640 medium suplemented with 15% calf serum at 37°C. At t=
44 h Cytohalazin B was added at a final concentracion of 6 pg/ml to induce binuclear cell
formation. At t=72 h, cells were spun down, the medium removed and the cells were
washed using Henk' s basic salt solution. The cells were fixed in methanol: acetic acid
(3:1) after Smin of mild hypotonic treatement ( 0.56% KCI + 0.9% NaCl in equal volumes).
Slides were air-dried and stained in akaline Giemsa (2%). Slides for each donor were coded
and duplicates of 1000 binucleated cells were examined for micronuclei by same
experienced cytogenetics. Criteria set by Countyman and Heddle (LIT) and Fenech and
Morley (LIT) were applied for micronuclei identification.

The average frequency of micronuclei was significantly increased in
occupationally exposed 31£10/1000BN versus controls 17+8/1000BN (p= 0.000). There
was statistically significantly higher micronuclei incidence increased in men (p=0.0001)
and women (p=0.0002) of exposed versus the same gender controls.

Micronuclei score was not highly correlated with chromosomal aberration score,
even it was highly correlated with doses (p=0.00022) and specific exposure time
(p=0.0000). We supposed it could be the consequence of DNA-repair, antioxidative
defense and apoptotic activity.
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