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Uvod

Se vzrustajicim vyuZivanim zdroji ionizujiciho zd-
feni (1Z) se zvySuje pocet lidi podilejicich se na pro-
fesiondlni i neprofesiondlni expozici. Pro stanoveni
somatickych i genetickych nasledkii expozice 1Z, pro
terapeutické postupy a v neposledni fad¢ pro sledo-
vani trovné radia¢ni ochrany jsou vhodné nejen para-
lelni znalosti o obdrzené ddvce pomoci dozimetric-
kého stanoveni ¢i fyzikalnich vypocta, ale i o stupni
ovlivnéni organismu ve vztahu davka — G¢inek na za-
kladé nékterého citlivého biologického systému.

Na biologickou dozimetrii a indikaci expozice orga-
nismu je kladena fada pozadavki (4, 9, 12, 13, 16),
které se zatim nedafi zcela splnit. PrestoZe existuje
vice pfistupt k feseni této problematiky, nejvétsiho
praktického uplatnéni dosdhla analyza chromozomo-
vych aberaci, a i ta md fadu obtizi v interpretaci vy-
sledku a je technicky ndro¢na (4).

Jednim z pfistupil k feSeni biologické dozimetrie je
sledovani ovlivnéni proliferaénich charakteristik lym-
focyti (3). Lymfocyty jsou elementy radiosenzitivni,
lehce dostupné, cirkuluji v celém organismu, a jsou
tak reprezentantem primérné celotélové davky. Po-
kud nedojde ke stimulaci vnéj$§im podnétem, neproli-
feruji, pfezivaji zna¢nou dobu a téchto vice nez 99 %
lymfocytové populace se nachdzi v Go fazi. Testy pro-
liferace mitogeny stimulovanych lymfocyti jsou
v praxi Siroce vyuzivany. V prevdzné vétsiné se pra-
cuje se separovanymi buinkami. Tyto metody se
uplatiiovaly i v fadé pokust pfi studiu radiosenzitivity
a odezvy lymfocyta (1, 2, 5, 6, 7, 10, 14, 15).
V experimentech byly testovany pomérné vysoké
davky ionizujiciho zafeni vétSinou ve fixnim kultivac-
nim Case.

V nasi prici jsme pfi optimalizaci metodiky pouZili
proliferaci stimulovanych lymfocytt z plné krve, oza-
feni bylo provedeno fadou nizkych davek rychlych
neutronu. Byly pouZity tfi rizné dostupné mitogeny
a pét rozdilnych ¢ast kultivace. Vzorky byly ozadreny
in vitro ve snaze eliminovat eventudlni evlivnéni ce-
1ého organismu stresem, subklinickou infekci labora-
tornich zvitat apod. Cilem bylo tedy poznat ovlivnéni
rychlosti a intenzity odpovédi ozafenim rychlymi 1e-
utrony v oblasti nizkych davek pfi pouziti riiznych
koncentraci dostupnych mitogeni a stanovit opti-
malni kultivaéni éasy (¢asova rozmezi) pro jednotlivé
davky zdfeni.

Material a metoda

Mikrometodu lymfoblastické transformace z plné
krve, véetné stanoveni optimdlnich koncentraci mito-
gend pro stimulaci bunék a hodnoceni vysledk, jsme
podrobné popsali jiz dfive (18).

Principem uvedené metody je méfeni tritiované¢ho
prekurzoru nukleovych kyselin (*H-thymidinu),
ktery je inkorporovan do mitogenem stimulovanych
lymfocytli. Mnozstvi vestavéného radionuklidu je
umérné kvantu vyprodukované DNK a méfi se kapa-
linovym scintilaénim pocitaéem beta aktivity. tj. poc-
tem impulsti za minutu (CPM).

Kultivacni médium

RPMI-1640 (USOL, Praha) bylo obohaceno piida-
nim 0,3 g glutaminu (USOL, Praha) na 1 litr. Déle
byla pfidana antibiotika, a to penicilin dras. sal 100 j/
/1ml a streptomycin 100 pg/Iml; pH bylo upraveno
7.5% roztokem kyselého uhli¢itanu sodného (USOL,
Praha) do rozmezi 7,2—7 4.

Mitogeny

Roztoky s ruznou pracovni koncentraci mitogeni
byly pfipraveny ze zdsobnich roztokd pfidavkem
0,9% chloridu sodného, skladoviny byly pfi teploté
—20 °C, coz zarucuje reprodukovatelnost vysledki.
Do testu byly pouzity:
fytohemaglutinin (PHA, Phytohaemaglutinin, HA-
-15, Wellcome, Velk4 Britanie) v koncentraci 120 pg/
/1ml média;
konkanavalin-A (CON-A, Concanavalin-A, Pharma-
cia, Upssala, Svédsko) v koncentraci 15 ug/lml mé-
dia;
pokeweed mitogen (PWM, Pokeweed mitogen, Se-
rva, Feinbiochemica, Heidelberg /New York/) téz
v koncentraci 15 pg/Iml.

Provedeni
Heparinizovana venézni krev od sedmi darci byla

rozdélena po 2 ml do stfikacek pro jednordzové po-
uziti. St¥ikacky s plnou krvi darcd pak byly ozdfeny
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davkami 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; a 3,0 Gy. Krev ur-
¢end jako kontrolni nebyla ozidfena. Ozafeni bylo
provedeno na izochronnim cyklotronu U 120 M UJF
CSAV, Rez rychlymi neutrony vznikajicimi pii reakci
Be (d. n) '""B. Vzorky byly umistény 50 cm od terée
v ose svazku, 5 cm od usti kolimdtoru o priméru
160 mm. Energie deuteronti byla 20 MeV, proud
1.2—1.5 pA . s, stiedni energie rychlych neutroni
7.6 MeV. Prikon tkanové kermy od neutrond cinil
105 mGy . min', kontaminace svazku zafenim gama
byla mensi nez 3,5 % . Bliz$i idaje o dozimetrickych
charakteristikach jsou v praci Podzimek aj. (17).

S krvi darct (kontrolni i ozdfenou stoupajicimi
davkami) byl proveden test lymfoblastické transfor-
mace a kultivovan v péti ¢asovych variantédch 48, 72,
90, 96 a 120 hodin takto: trojice jamek mikrotitrac¢-
nich desek byly naplnény médiem bez mitogenu (po-
zadi) a médiem s mitogeny pfislusnych koncentraci
o objemu 100 pl. Krev darci zfedénd médiem 1 : 10
byla pfiddana a 100 pl. (Davkovani krve se déje za per-
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Obr. 1. Prubéh proliferace PHA mitogenem stimulovanych lvimfo-
eyt v zavislosti na kultivacnim case a ozdrent.
Prumérné hodnoty 7 ddrcit testovanych v tripletech (=21 kultivacr)
osa x — prumérné hodnoty CPM; osa v — kultivacni cas
Grafické svmboly zndzoriui ozdfeni vzorku rychlymi neutrony
vGYO (@);0,1(+):025(a); 0,5 (M); 1,0(@);2,0(x);3,0(Q.

manentniho michdni na elektromagnetické michacce,
aby nedochdzelo k sedimentaci bunéc¢né suspenze);
naplnéné desky byly inkubovany po pfislusnou dobu
v termostatu +37 °C s 5% CO-, a 90% vlhkosti (Hae-
reus, Hanau). Nasledovalo pfiddani 40 kBq tritiem
znaceného thymidinu o mérné aktivité 980 GBg/mM
v mnozstvi 5 ul. (UVVVR, Praha) a inkubace pokra-
covala jesté 18 hodin za stejnych podminek. Ukon-
¢ena byla zchlazenim desek na —20 °C. Kultury byly
déle zpracovany pomoci automatického sklize¢e bu-
nék a kapalinového scintilaéniho pocitace beta ¢astic
LKB 1217-Rackbeta (18).

Statistické hodnoceni bylo provedeno vypocitanim
aritmetického priméru a smérodatné odchylky pro
kazdy triplet darce, testovanou davku mitogenu a
kultivaéni ¢as. Vypocet byl proveden pro celou testo-
vanou skupinu. Pro kazdy mitogen, kultivacni cas
a davku byl ddle zjist€n procentudlni podil odezvy
ozafenych vzorkd k pfisluSnym kontroldm s nulo-
vou davkou. Pro vypocty odezvovych (preZivacich)
kfivek, hodnoty D;; a smérnic byl pouZit vztah
f=e ™", kde f pfedstavuje frakci odezvy, b je hodnota
smérnice preZivaci kfivky v semilogaritmickém mé-
titku a D je hodnota davky.
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Obr. 2. CON-A mitogen; sledovaneé parametry stejne jalo v texiu
pro obr. |
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Obr. 3. PWM mitogen; sledované parametry stejné jako v textu pro
obr. 1

Vysledky

Pribéh odezvy proliferace lymfocyti stimulova-
nych mitogeny (PHA, CON-A a PWM) bunék ozéfe-
nych i neozafenych testovanych v zavislosti na dobé
kultivace uvadi obr. 1, 2, 3.

Vysledky jsou prezentovany jako primérné hod-
noty celé skupiny dércu.

Primérné hodnoty skupiny darci v relativnich uka-
zatelich prezentuje obrazek 4 a 5.

Jako 1 (100 %) byla vzata primérna hodnota CPM
u neozafenych bunék; k ni jsou vztazeny hodnoty
ozafenych vzorkid v testovanych davkach zafeni pro
PHA, CON-A a PWM. Pro PHA jsou uvedeny vy-
sledky pro kultivacni ¢as 90 hodin, pro CON-A a
PWM ¢as 120 hodin. Obdobné vysledky v semi-
logaritmickém vyneseni kfivek uvadgji obrazky 6, 7, 8.
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Obr. 4. Relativni odezva ozdfenych lymfocytii v zdvislosti na ddvce.
Hodnoty CPM pFi nulové davce uvedené jako 1 (100 %).
Mitogen PHA; kultivaéni éas 90 h. Vysledky hodnocené z para-
metriz 7 ddrcii testovanych v tripletech (=21 kultivaci).
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Obr. 5. Relativni odezva ozdFenych lymfocyti v zdvislosti na ddvce.
Hodnoty CPM pFi nulové ddvce uvedené jako 1 (100 %).
Mitogeny: CON-A (+); PWM (®); kultivacni éas 120 h. Vysledky
hodnocené z parametris 7 ddrci testovanych v tripletu (=21 kultivaci).
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Obr. 6. Semilogaritmické vyneseni krivky z obr. 4. Linedrni
regresni analyza provedena metodou nejmensich ¢tvercii.
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Lo 4 Tabulka 1
08 | - o
Mitogen kult. ¢as Dy b
05
PHA 48 3.89 2,573.10°*
i 72 1.95 5.122.107*
90 1.22 8.224.107*
96 1.24 8.050.107*
120 1.45 6.890.107
CON-A 48 442 2.264.107
% 72 3.24 3.089.10°
90 2,28 4.394.107°
96 2,13 4,702.107*
T r r — Gy 120 1,56 6,400.107
1025 05 10 20 3.0
PWM 3.64 2.748.107
Obr. 7. Semilogaritmické vyneseni kfivky z obr. 5 pro CON-A 72 3.16 3.162.107*
mitogen 90 223 4.492.10°
96 2,01 4,973.10°*
10 120 1,10 8.363.107
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Obr. 8. Semilogaritmické vyneseni kFivky z obr. 5 pro PWM mitoger

Spole¢né hodnoty skupiny darct Ds; a smérnic pro
viechny mitogeny, testované davky a kultivaéni ¢asy
jsou v tab. 1.

Z tabulky lze vydist, Ze nejvyssi citlivost pro stano-
veni ddvky zafeni pfi pouziti PHA jako mitogenu je
pfi kultivaénim ¢ase 90 hodin a pro CON-A a PWM
120 hodin.

Diskuse

Vysledky prokazaly vysokou citlivost testu v systé-
mu z plné krve, ktery odstrariuje nepfiznivy vliv sepa-
racnich technik (8, 11). Vyhodou je i pomé&rné maly
objem odebirané krve (2 ml) a moZnost rychlého
zpracovéni velkého mnoZstvi vzork pfi zabezpeceni
vhodné pfistrojové techniky.

Z4avéry této prace potvrzuji nas pfedpoklad, Ze pfi
posuzovéni odezvy u rozdilné ozdfenych lymfocyti
stimulovanych riznymi mitogeny neni vhodné pouZit
pouze jeden, shodny kultivaéni ¢as. To viak ani ne-

Hodnoty Dj3; a b ve vztahu k pouZitym mitogeniim (PHA, CON-A,
PWM), kultiva¢nim ¢astim a testovanym davkdm. Vysledky podi-
tané z parametrti 7 darct testovanych v tripletech (= 21 kultivaci)
pro kazdj mitogen a kultivadni as. Pouzit vztah f = e, kde
f = relativni odezva lymfocytii, e = zaklad ptirozeného logaritmu,
b = smérnice pieZivaci kfivky v semilog. méfitku, D = davka (Gy)

piekvapuje, ponévadz jednotlivé mitogeny stimuluji
rizné subpopulace lymfocytl s rozdilnym néastupem
a prubéhem proliferace (4). Z obrazki vyplyvaji malé
rozdily v hodnotdch CPM ozafenych bunék proti ne-
ozafenym, v kultiva¢nich dobéch 48, resp. 72 hodin
u v§ech pouZzitych mitogent. Vyraznéjsi rozdily se ob-
jevuji u PHA 90 a 96 hodin pro CON-A a PWM pfi
120hodinové kultivaci. Ve vysledkové ¢asti uvadime
jen nejoptimalnéjsi prib&hy jednotlivych kfivek pro
PHA mitogen, a to pii 90hodinové, u CON-A
a PWM 120hodinové kultivaéni dobé. U téchto
vztahil jsme zjistili hodnoty D3; a smérnice vyjadfujici
nejvétsi senzitivitu testu pro stanoveni davky ozéifeni.
Uvedené vysledky jsou ve shodé s piedpokladem, Ze
ovlivnéni proliferace lymfocytl ionizujicim zafenim
neovliviiuje ani tak pocet vstupujicich buné€k do proli-
feracniho cyklu jako zpozdéni a ovlivnéni dalSich
cyklil po expozici zadfenim (1, 10). Literarni udaje (1)
uvadeji zachovani nékterych biochemickych funkci
lymfocyti i po vysokych ddvkach gama zéafeni pfi za-
staveni prolifera¢ni schopnosti. Na pfeZivacich kfiv-
ké4ch jsme nenalezli prahovou oblast. Sledované sni-
Zeni odezvy se projevovalo jiZ v nejniZsi testované
davce, tj. u 0,1 Gy, a to u viech mitogenii, bylo-li po-
uZito optimdlnich ¢ast kultivace.

Hodnoty Dy; a smérnice potvrzuji pfedpoklady
o vyssi radiosenzitivité B-lymfocytl (buiiky stimulo-
vané PWM). V pfipadé vypoctu individudlnich pfeZi-
vacich kfivek jsme nachazeli nékteré odchylky v hod-
notdch Ds;, napf. u PHA (90 h) - 1,7 Gy, CON-A
(120 h) - 2,0 Gy, PWM (120 h) - 0,5 Gy zptisobené
bud rozdilnou radiosenzitivitou, nebo individudlni
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odezvou na stimulaci lymfocytd mitogeny. K blizSimu
zhodnoceni individudlnich rozdild bude tfeba zpraco-
vat vétsi soubor vysetfeni.

Prezentované vysledky jsme nemohli porovnat ob-
dobnou praci, nebot v dostupné literature jsme tako-
vou nenalezli. Pfiblizné podobné uspotadani testu
bylo pouzito v praci Horkého (8) — pro PHA jako mi-
togen a expozici rtg zafenim. Hodnoty D3, se pohybo-
valy kolem 2.5 Gy.

Zavérem konstatujeme, Ze uspofdddni testu s po-
uzitim pIné krve. pii vhodné volbé kultivacnich pod-
minek — jak byly nami ovéieny — poskytuje jednodu-
ché a velmi citlivé hodnoceni odezvy perifernich lym-
focytd i pti expozici nizkymi davkami ionizujiciho z4-
feni. Umoziuje vySetfeni vétsiho mnozstvi vzorki
s vyuZzitim automatického zpracovani z malych ob-
jemi krve.

Souhrn

Autofi testovali odezvu proliferace perifernich
lymfocytii ozdfenych nizkymi davkami rychlych ne-
utronti za pouZiti nékolika mitogend a kultiva¢nich
¢ast. Jsou uvedeny vysledky odezvovych ktivek
a parametru radiosenzitivity lymfocyti. V optimalnim
uspoiadani testu se prokdzala jeho znacnd citlivost.
O prezentovanych vysledcich je diskutovano.
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