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Souhrn 
Práce pojednává o nejdůležitějších dostupných biodozimetrických metodách používaných v klinické a ex-

perimentální praxi. Dále autoři informují o dalších možných biodozimetrických přístupech založených na vý-
sledcích recentních výzkumných prací, které mohou být zaváděny ve střednědobém časovém horizontu. 
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Biodosimetry Part II: Summary of Current Methods and Perspective of Biodosimetry 
 

Summary 
The work analyzes biodosimetric methods used in experimental and clinical practice. Furthermore, authors 

inform about possible biodosimetric markers based on results of recent research, which could be developed 
within midle-term time. 
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Přehled v současnosti používaných 
biodozimetrických metod 

 
Metody biologické dozimetrie jsou mnoha pří-

padech, zejména pak u zevně ozářených při radiač-
ních nehodách a haváriích jediným použitelným kri-
tériem, pomocí kterého lze odhadnout absorbovanou 
eventuálně efektivní dávku pacienta. 

Podle doporučení International Atomic Energy 
Agency (IAEA) − v češtině označované jako Mezi-
národní agentura pro atomovou energii − se sídlem 
ve Vídni patří ke tzv. zlatému standardu biodozi-
metrie metoda hodnocení chromozomálních aberací. 
Podstatou této takřka půl století známé metody je 
odebrání lymfocytů z periferní krve ozářených pa-
cientů, navození mitózy těchto buněk fytohemaglu-
tininem in vitro a následná blokáda mitózy lymfo-
cytů v metafázi kolchicinem. Takto ošetřené lym-
focyty jsou obarveny klasickým chromatinovým bar-
vením podle Giemsy a je stanovován počet dicen-
trických a prsténkových chromozomálních aberací 
(12). Ačkoli je metoda stanovení chromozómálních 
aberací z ozářených lymfocytů považována za jed-
nu z nejspolehlivějších, má svá významná omezení. 
Jednou z limitací je nutnost dané laboratoře připra-
vit kalibrační křivku z ex vivo ozářených lymfocytů. 
Dalším omezením jsou biologická variabilita, kva-
lifikační požadavky na odečítajícího a relativní ča-
sová a materiální náročnost přípravy vzorků zne-

možňující použití této metody v polních podmín-
kách v časovém intervalu do konce prvního dne po 
ozáření. Na druhé straně lze pozitivně hodnotit přes-
nost dosahovaných výsledků při stanovení počtu 
chromozomálních aberací z lymfocytů v dávkách 
0,2−6 Gy. Jak vyplývá z výsledků Fedorenka a spol. 
(3), kteří měřili počet chromozomálních aberací na 
souboru 22 kosmonautů, odchylky naměřených hod-
not nepřesahovaly 110 mGy při celkových hodno-
tách absorbované dávky do 280 mGy. Obecně uzná-
vaný práh použitelnosti této metody při měření 
1000 lymfocytů v jednom vzorku je cca 0,25 Gy. 
Dalšími hledisky, které je nutné zvážit při posuzo-
vání výsledků hodnocení chromozomálních aberací 
jsou individuální rozdíly a věk pacienta. Se zvyšují-
cím se věkem se zvyšuje přirozený výskyt translo-
kací v rozmezí 1−14 translokací na 1000 buněk (14).  

Modernější modifikací předchozí metody je mě-
ření chromozomálních aberací lymfocytů z ozáře-
ných pacientů. Podstatou je obarvení jednoho či ně-
kolika chromozomů metodou fluorescenční in situ 
hybridizace (FISH), kdy je jeden nebo několik chro-
mozomů obarveno specifickou fluorescenční bar-
vou a následně jsou měřeny pozorovatelné aberace 
charakteru dicentrických a prsténkových chromozo-
mů a navíc tato metoda umožňuje stanovení počtu 
translokací a inzercí. Jak vyplývá z práce Durante-
ho a spol. (2) u ozářených onkologických pacientů 
s obarvením 2. a 4. chromozomu se velikost odchyl-
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ky měření pohybuje do cca 1 Gy. Reciproké trans-
lokace zachovávají v buňce prakticky všechny geny 
ve funkčním stavu, a tak se buňky mohou dále dělit. 
Takovéto aberace lze nalézt v lidských lymfocytech 
ozářených osob ještě dlouho po ozáření (6). Trans-
lokační analýza je metoda pro možnou retrospek-
tivní biologickou dozimetrii, kdy je důležité stano-
vit obdrženou dávku záření mnoho let po expozici. 
Citlivost této metody je však limitována možností 
detekce expozic záření ve vztahu k pozadí, neboť i 
jiné faktory zvyšují frekvenci translokací. Ideální 
je stanovení translokací před expozicí a po expozici 
ionizujícímu záření. Je třeba si uvědomit, že např. 
věk jedince 50 let vede ke zdvojnásobení translo-
kací. Moore a spol. (11) sledovali frekvenci trans-
lokací 6−10 let po expozici likvidátorů havárie v 
Černobylu, kteří byli podle dozimetrických údajů 
ozářeni dávkou 0,25 Gy, a na základě cytogenetické 
analýzy byla dávka stanovena 0,09 Gy. Frekvence 
translokací se u likvidátorů v Černobylu zvýšila na 
1,12 % (K − 0,66 %, nekuřáci a neozáření, věk 38 
let). U kuřáků cigaret se po deseti letech počet trans-
lokací zvýšil na 0,89 % a u kuřáků papiros na 1,4 
procent. Ze studie vyplývá, že ozáření dávkou 0,09 
Gy mělo z hlediska vzestupu translokací větší efekt 
než kouření cigaret a menší efekt než kouření pa-
piros.  

Další biodozimetrickou metodou stanovující ve-
likost absorbované dávky z počtu chromozomálních 
aberací je premature chromosome condensation (kon-
denzace chromozómu) − PCC, která se od FISH bar-
vení liší typem buněčného bloku. U vyhodnocova-
ných lymfocytů se navodí duplikace genetického 
materiálu s následnou kondenzací chromozomů po 
první uměle navozené mitóze. Vyhodnocované lym-
focyty se nacházejí v různých fázích buněčného cyk-
lu. Přesnost metody se pohybuje mezi 1 a 2 Gy (15).  

Další používanou cestou biodozimetrie je prů-
kaz specifické mutace genů na proteinové úrovni.  

Na retrospektivní studii likvidátorů Černobyl-
ské havárie (1) byla použita metoda detekce muto-
vaného genu glykoforinu A na proteinové úrovni, 
respektive nepřímá imunocytochemická detekce mu-
tovaného proteinu glykoforinu A lymfocytů sepa-
rovaných ze vzorků plné krve ozářených pacientů. 
Výhodou metody je nízký spodní limit detekce po-
škození na úrovni 10 mGy s relativně nízkou přes-
ností měření.  

Jako biodozimetrický ukazatel u retrospektivní 
studie u pracovníků v rizikových provozech byla 
použita proteinová detekce mutace receptoru T-lym-

focytů (TCR) lymfocytů separovaných ze vzorků 
plné krve. CD 4 pozitivní T-lymfocyty s negativní 
expresí CD 3 znaku vyplývající z mutace TCR. 
Ačkoli byl zaznamenán nízký spodní limit pro de-
tekci mutace TCR, odchylky měření byly natolik 
veliké, že nelze zatím uvažovat o širokém praktic-
kém použití této metody. 

Celkově lze shrnout, že stanovení intenzity post-
radiačních změn v expresi proteinů (ale i genů) je 
relativně perspektivní cestou biologické dozimetrie. 
Ačkoli tyto ionizujícím zářením indukované změ-
ny zejména na proteinové úrovni nejsou perma-
nentní, přetrvávají nejdéle 1 až 3 dny, má tento typ 
stanovení několik výhod. Jsou výhodnější oproti mě-
ření četnosti neperzistentních poškození genomu, 
mají nižší práh detekce dosahující až 0,1 Gy, až 
několikanásobný rozdíl exprese vůči neozářeným 
vzorkům a v neposlední řadě i nižší technickou a 
finanční náročnost ve srovnání s testy stanovení 
četnosti chromozomálních aberací (10). 

Nevelkého praktického významu dosáhl odhad 
efektivní dávky pomocí tzv. comet assay (kometo-
vého testu) detekující především jednoduché zlomy 
DNA. Příčinou neproniknutí kometového testu do 
biodozimetrické praxe je zejména sama podstata 
jednoduchých zlomů DNA, které se z 90 % celko-
vého počtu reparují v průběhu prvních 4 hodin po 
ozáření. Další významným omezením použitelnosti 
metody je její technologická náročnost. Na druhé 
straně výhodou kometového testu je jeho relativní 
přesnost dosahující asi 5 %, tj. odchylka se pohybu-
je kolem 0,2 Sv při ozáření efektivní dávky 1 Sv.  

V rámci časného odhadu absorbované dávky io-
nizujícího záření použili Van der Schans a spol. (19) 
ELISA vyšetření používající specifickou monoklo-
nální protilátku (anti-ssDNA) k detekci jednodu-
chých zlomů DNA. Ačkoli jejich kalibrační křivka 
má lineární charakter, tento typ poškození DNA 
byl stanoven pouze u 6 % při ozáření dávkou 5 Gy. 
Citlivost metody na 95% intervalu spolehlivosti se 
blíží hodnotě 2 Gy, tj. citlivost metody je na hra-
nici dostatečnosti. Z hlediska vojenského se však 
jedná o obtížně použitelnou metodu, jelikož opti-
mální výsledky jsou poskytovány u vzorků perifer-
ní krve odebrané do jedné hodiny po ozáření, což 
ve většině případů není možné provést.  

Nelze nezmínit také úlohu stanovení frekvence 
mikrojader u ozářených lymfocytů. Mikrojádra jsou 
fragmenty DNA, která se při mitóze buňky včlení 
do cytoplazmy jedné z dceřinných buněk. U ozáře-
ných pacientů se separovaným lymfocytům uměle 
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navodí buněčné dělení s blokádou cytoskeletu, takže 
výsledkem je dvoujaderný lymfocyt, který v pozi-
tivním případě obsahuje cytoplazmatické lokalizo-
vané mikrojádro o 5−20% velikosti normálního jádra 
buňky. Významnými nedostatky praktické použitel-
nosti této metody jsou velká biologická variabilita 
počtu mikrojader u pacientů před ozářením, z vo-
jenského hlediska zdlouhavý postup stanovení počtu 
mikrojader dosahující až několik dní a zejména níz-
ká přesnost měření. Jelikož odchylky dosahují hod-
not až 3 Gy (7), zůstává stanovení počtu mikro-
jader použitelnou pouze pro in vitro experimenty. 
Dokonce ani modifikace měření četnosti mikroja-
der neobsahujících cenromeru nepřinesla in vivo na 
vzorcích pracovníků v riziku ionizujícího záření vý-
znamné zpřesnění metody stanovení počtu mikro-
jader (18).  

S rozvojem studia fenoménu apoptózy byla sle-
dována možnost využití stanovení odhadu absorbo-
vané dávky v závislosti na počtu apoptotických 
buněk. Vral a spol. (21) měřili frekvenci apoptotic-
kých buněk u ex vivo lymfocytů 24 hodin po ozá-
ření dávkami 0−6 Gy. Autoři stanovovali apopto-
tické buňky pomocí elektronmikroskopického vy-
šetření. Ačkoli frekvence apoptotických buněk je 
relativně vysoká a dosahovala úrovně 25 % z cel-
kového počtu vyšetřených lymfocytů, výsledná 
křivka má charakter přirozeného logaritmu a nízká 
citlivost znemožňuje odlišení vzorků ozářených 
dávkami nad 1 Gy. U dávek pod 1 Gy je citlivost 
na úrovni 0,5 Gy.  

 
 

Perspektivní biodozimetrické ukazatele 
 
V poslední dekádě byla biodozimetrie obohacena 

novými perspektivními ukazateli z oblasti proto-
onkogenů a transkripčních faktorů. Vedoucím pra-
covištěm v celosvětovém měřítku hledajícím nové 
biodozimetrické ukazatele je Armed Forces Radio-
biology Research Institute (AFRRI) v Bethesdě.  

V biologické dozimetrii mohou být využity ně-
které další metody, jako např. řetězová polymerá-
zová reakce (PCR). Touto metodou mohou být ana-
lyzovány mutace DNA na lidských lymfocytech. 
PCR technologie umožňuje detekovat přítomnost 
mutací v relativně malých množstvích. Prasanna a 
spol. (13) popsali metodu in situ PCR ke kvanti-
fikaci mutací mitochondriální DNA na interfázo-
vých lymfocytech. Popsali specifickou deleci aku-
mulující se v DNA mitochondrií, která byla dávko-

vě závislá v rozmezí 0,5−2 Gy. Vzestup této delece 
s věkem znamená, že se jedná o trvalou změnu, kte-
rá by mohla být využita jako bioindikátor v retro-
spektivních studiích. 

Ionizující záření vede ke změnám genové a pro-
teinové exprese, které by mohly být využity jako 
biologické indikátory obdržené dávky, především 
při ozáření nízkými dávkami záření (10). Jedná se 
především o expresi genů spojených s indukcí apo-
ptózy případně onkogenů či tumor-supresorových 
genů. Prokázali dávkovou závislost exprese c-Haras 
mRNA 17 hodin po in vitro RTG ozáření lidských 
lymfocytů izolovaných z periferní krve zdravých 
dárců, dávkami do 1 Gy. Na stejném experimentál-
ním modelu provedli Grace a spol. (5) měření mRNA 
exprese genu GADD45 pomocí metody RT-PCR. 
Autoři zjistili lineární závislost exprese mRNA 48 
hodin po ozáření dávkami 1, 2 a 3 Gy. Přesnost me-
tody lze podle publikovaných výsledků odhadnout 
na asi 1 Gy.  

 Ionizující záření působí genotoxický stres a v té-
to souvislosti se mění exprese řady genů i proteinů. 
Řada změn však je přechodná a jako vhodný in-
dikátor dávky je nutné hledat změny, které přetr-
vávají delší časové období. Fornace (4) na modelu 
lidské myeloidní leukemické linie ML-1 prokázal 
lineární vzestup exprese mRNA některých streso-
vých genů (CIP1/WAE1 a GADD45) s maximem 
4 hodiny po ozáření dávkami 0,02−0,5 Gy.  

V naší práci (8) jsme pro studium molekulár-
ních mechanismů indukce apoptózy a hledání vhod-
ného biodozimetru zvolili jako model buňky lidské 
T-lymfocytární leukémie, které se v mnoha ohledech 
chovají v reakci na ionizující záření jako T-lymfo-
cyty. Jsou velmi citlivé k účinkům záření a je u nich 
indukována apoptóza, brzy po ozáření. Jak jsme ne-
přímo prokázali, mají p53 wild formu a na účinek io-
nizujícího záření odpovídají především poškozením 
DNA, po kterém je navozena apoptóza tzv. vnitřní 
cestou právě přes indukci a fosforylaci p53 (17).  

Z námi sledovaných ukazatelů indukce apoptó-
zy (sub-G1 vrchol, morfologie, štěpení laminu B a 
APO2.7) jsme jako nejvhodnější ukazatel vybrali 
mitochondriální membránový antigen APO2.7 sta-
novený na nepermeabilizovaných buňkách, který 
vykazoval lineární dávkovou závislost 16 hodin po 
ozáření v rozmezí 0−5 Gy. Představuje ukazatel sta-
novený rychle po ozáření (dávkově závislé změny 
je možno stanovit ještě 24 hodin po ozáření). Nález 
lineární dávkové závislosti fosforylované formy p53 
na serinu 392 v oblasti malých dávek záření je zcela 
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Tabulka 1a 
Používané a zkoušené metody v biodozimetrii (část I.) 

 

Ukazatel 
Typ exp.  
použitý v 

praxi 
Typ buněk 

Spodní 
práh 

Horní 
práh 

Citlivost 
Časový 
interval 

Náročnost provedení v 
polních podmínkách 

(LEVEL) 

Chromozomální 
aberace (Giemsa) 

in vivo 
doporučeno 

IAEA 
lymfocyty 0,25 Gy _ 0,11-0,5 Gy Do 24 h 

LEVEL 3, 
náročná na erudici 
vyšetřujícího 

Chromozomální 
aberace (FISH) 

in vivo lymfocyty 0,25 Gy _ Do 1 Gy Do 24 h 

LEVEL 4,  
náročná na erudici a 
technologické vybavení 
vyšetřujícího 

PCC in vivo lymfocyty 0,25 Gy _ 1 – 2 Gy Do 24 h 

LEVEL 4,  
náročná na erudici a 
technologcké vybavení 
vyšetřujícího 

Mutovaný 
glykophorin A 

ex vivo lymfocyty 0,01 Gy _ ? Gy léta 
LEVEL 3, 
náročná na vybavení a erudici 
vyšetřujícího 

CD4+/CD3+ 
(mutovaný TCR) 

ex vivo lymfocyty ? ? ? Gy léta 
LEVEL 3,  
náročná na vybaveni a erudici 
vyšetřujícího 

Comet assay in vivo lymfocyty 0,005 Gy _ 0,2 Sv Do 1 h 
LEVEL 4,  
nelze včas odebrat vzorek 

ELISA detekce 
jednotlivých 
zlomů DNA 

ex vivo leukocyty 0,2 Gy _ 2 Gy Do 1 h LEVEL 2 - 3 

 
Tabulka 1b 

Používané a zkoušené metody v biodozimetrii (část II.) 
 

Ukazatel 
Typ exp.  
použitý v 

praxi 
Typ buněk 

Spodní 
práh 

Horní 
práh 

Citlivost 
Časový 
interval 

Náročnost provedení v 
polních podmínkách 

(LEVEL) 

Četnost  
mikrojader 

Ex vivo Lymfocyty 0,5 Gy _ Do 3 Gy Do 24 h 
LEVEL 3,  
nízká citlivost, náročná na  
erudici vyšetřujícího 

Četnost apoptózy Ex vivo Lymfocyty 0,5 Gy _ 0,5 – 3 Gy Do 24 h 

LEVEL 4, 
 náročná na erudici 
vyšetřujícího a technologcké 
vybavení 

Exprese c-Haras 
mRNA 

In vitro Lymfocyty 0,2 Gy _ Do 0,5 Gy 1 – 17 h 

LEVEL 4,  
náročná na erudici 
vyšetřujícího a technologcké 
vybavení 

Exprese GADD45 
mRNA 

In vitro Lymfocyty 0,5 Gy _ 1 Gy 48 h 

LEVEL 4,  
náročná na erudici 
vyšetřujícího a technologcké 
vybavení 

Exprese APO 2.7 In vitro MOLT-4 0,2 Gy 5 Gy Do 1 Gy 16 – 24 h 
LEVEL 4 (stávající metoda),  
po optimalizaci možná  
LEVEL 2 - 3 

 
Exprese TP53Ser 
392 

 
In vitro 

 
MOLT-4 

 
0,25 Gy 

 
1 Gy 

 
Do 0,25 Gy 

 
24 h 

LEVEL 4, 
náročná na erudici 
vyšetřujícího a technologcké 
vybavení 
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prioritní. Závislost byla lineární 3 hodiny po ozáření 
dávkami do 1 Gy (20). 

Vypracovali jsme 2DE-mapy změn proteinů u 
buněk MOLT-4 po ozáření vysokou letální dávkou 
7,5 Gy v časovém intervalu 0, 2, 5 a 12 hodin po 
ozáření. Také vypracování 2DE-map pro buňky 
MOLT-4 jak neozářené, tak ozářené je nález zcela 
prioritní. Pomocí hmotnostního spektrometru MALDI- 
-MS jsme identifikovali 28 z výše nalezených pro-
teinů, které vykazovaly signifikantní změny po 
ozáření. Z těchto proteinů jsme vybrali 3 proteiny 
Rho-GDI 1, Ran-BP1 a gama PAK kinázu podílející 
se na buněčné signalizaci a mající vazbu k zástavě 
buněčného cyklu a indukci apoptózy vyvolané ioni-
zujícím zářením. Aktivace gama PAK kinázy 5 h 
po ozáření se zdá být zásadní pro určení, zda buňka 
přežije, či bude indukována apoptóza (Szkanderová 
a spol., dosud nepublikováno).  

Zda je možno indukci apoptózy a s ní spojené 
změny v proteinové expresi využít jako indikátory 
dávky záření u lymfocytů izolovaných z periferní 
krve ozářených, bude předmětem našeho dalšího vý-
zkumu. 

Souhrnné informace o jednotlivých metodách za-
chycuje tabulka 1a, 1b. 
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