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perimentalni praxi. Dale autoinformuji o dalSich moznych biodozimetrickyéfspupech zalozenych na vy-
sledcich recentnich vyzkumnych praci, které molibmavadny ve stedredobémcasovém horizontu.
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Biodosimetry Part Il: Summary of Current Methods and Perspective of Biodosimetry

Summary

The work analyzes biodosimetric methods used iarempntal and clinical practice. Furthermore, autho
inform about possible biodosimetric markers basedesults of recent research, which could be deeslo
within midle-term time.

Key words: Biodosimetry; Methods; Perspective.

Prehled v sodasnosti pouzivanych moziujici pouZziti této metody v polnich podmin-
biodozimetrickych metod kach vcasovém intervalu do konce prvniho dne po
ozaeni. Na druhé strarze pozitivie hodnotit ges-
Metody biologické dozimetrie jsou mnohai-p nost dosahovanych vysleilkpti stanoveni pétu
padech, zejména pak u zéwe&enych pi radia- chromozomalnich aberaci z lymfodyt davkach
nich nehodach a havéariich jedinym pouzitelnym kri- 0,2-6 Gy. Jak vyplyva z vysledkFedorenka a spol.
tériem, pomoci kterého Ize odhadnout absorbovanou (3), kteri métili pocet chromozomalnich aberaci na

eventual® efektivni davku pacienta. souboru 22 kosmonauytodchylky namsienych hod-
Podle doporteni International Atomic Energy  not negesahovaly 110 mGyipcelkovych hodno-
Agency (IAEA) - v ¢estirg ozna&ované jako Mezi- tach absorbované davky do 280 mGy. Obacma-

narodni agentura pro atomovou enetgge sidlem vany prah pouzitelnosti této metodyi pméreni

ve Vidni pati ke tzv. zlatému standardu biodozi- 1000 lymfocyfi v jednom vzorku je cca 0,25 Gy.
metrie metoda hodnoceni chromozomaélnich aberaci. DalSimi hledisky, které je nutné zvazii posuzo-
Podstatou této takka pil stoleti znamé metody je  vani vysledk hodnoceni chromozomalnich aberaci

odebrani lymfocyit z periferni krve oz&nych pa- jsou individualni rozdily a&k pacienta. Se zvysuiji-
cientl, navozeni mitézyéthto burgk fytohemaglu- cim se ¥kem se zvySujeifrozeny vyskyt translo-
tininemin vitro a nasledna blokada mitézy lymfo-  kaci v rozmezi 414 translokaci na 1000 btkn(14).
cytid v metafazi kolchicinem. Takto ogehé lym- ModerrgjSi modifikaci gedchozi metody je &
focyty jsou obarveny klasickym chromatinovym bar- feni chromozomalnich aberaci lymfoiyt oz&e-
venim podle Giemsy a je stanovovartetodicen- nych pacient. Podstatou je obarveni jednotiané-

trickych a prsténkovych chromozomalnich aberaci kolika chromozom metodou fluoresceni in situ
(12). A¢koli je metoda stanoveni chromozémalnich hybridizace (FISH), kdy je jeden nebéknlik chro-
aberaci z oz&nych lymfocyll povazovana za jed- mozomi obarveno specifickou fluorescani bar-
nu z nejspolehligjSich, ma sva vyznamna omezeni. vou a nésledhjsou neéfeny pozorovatelné aberace

Jednou z limitaci je nutnost dané labotatpipra- charakteru dicentrickych a prsténkovych chromozo-
vit kalibraéni kiivku z ex vivooz&enych lymfocyd. ma a navic tato metoda umoge stanoveni piu
DalSim omezenim jsou biologickd variabilita, kva- translokaci a inzerci. Jak vyplyva z prace Durante-
lifika¢ni pozadavky na odéajiciho a relativnta- ho a spol. (2) u ozanych onkologickych pacieint

sova a materialni n&fnost Fipravy vzorki zne- s obarvenim 2. a 4. chromozomu se velikost odchyl-
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ky meéteni pohybuje do cca 1 Gy. Reciproké trans-
lokace zachovavaji v iae prakticky vSechny geny
ve funkénim stavu, a tak se hky mohou dale élit.
Takovéto aberace Ize nalézt v lidskych lymfocytech
ozaenych osob jeStdlouho po ozéni (6). Trans-
lokaéni analyza je metoda pro moznou retrospek-
tivni biologickou dozimetrii, kdy jeiezité stano-
vit obdrzenou davku #éni mnoho let po expozici.
Citlivost této metody je vSak limitovana moznosti
detekce expozic #éni ve vztahu k pozadi, nebb
jiné faktory zvySuji frekvenci translokaci. Idealni
je stanoveni translokactgd expozici a po expozici
ionizujicimu z#&eni. Je iteba si u¢domit, Ze nap

vék jedince 50 let vede ke zdvojnasobeni translo-
kaci. Moore a spol. (11) sledovali frekvenci trans-
lokaci 6-10 let po expozici likvidatdr havarie v
Cernobylu, k& byli podle dozimetrickych Gdéj
oz&eni davkou 0,25 Gy, a na zakéacytogenetické

focyti (TCR) lymfocyti separovanych ze vzark
piné krve. CD 4 pozitivni T-lymfocyty s negativni
expresi CD 3 znaku vyplyvajici z mutace TCR
Ackoli byl zaznamenan nizky spodni limit pro de-
tekci mutace TCR, odchylky &eni byly natolik
veliké, Ze nelze zatim uvazovat o Sirokém praktic-
kém pouZiti této metody.

Celkow Ize shrnout, Ze stanoveni intenzity post-
radiainich znén v expresi proteiin (ale i ger) je
relativré perspektivni cestou biologické dozimetrie.
Ackoli tyto ionizujicim zdéenim indukované z#a
ny zejména na proteinové drovni nejsou perma-
nentni, petrvavaji nejdéle 1 az 3 dny, ma tento typ
stanoveni &kolik vyhod. Jsou vyhodijsi oproti né-
feni ¢etnosti neperzistentnich poskozeni genomu,
maji nizSi prah detekce dosahujici az 0,1 Gy, az
nékolikanasobny rozdil expreseidi neoz&enym
vzorkim a v neposlednfad® i niZSi technickou a

analyzy byla davka stanovena 0,09 Gy. Frekvence finanéni nar@nost ve srovnani s testy stanoveni

translokaci se u likvidatarv Cernobylu zvysila na
1,12 % (K- 0,66 %, nekiaci a neozé&ni, wk 38
let). U kurdka cigaret se po deseti letechepbtrans-
lokaci zvySil na 0,89 % a u kaki papiros na 1,4
procent. Ze studie vyplyva, ze d¢eai davkou 0,09
Gy nxlo z hlediska vzestupu translokaétsi efekt
nez koueni cigaret a mensi efekt nez kewi pa-
piros.
DalSi biodozimetrickou metodou stanovujici ve-

likost absorbované davky z gga chromozomalnich

¢etnosti chromozomalnich aberaci (10).

Nevelkého praktického vyznamu dosahl odhad
efektivni davky pomoci tzv. comet assay (kometo-
vého testu) detekujicitpdevsim jednoduché zlomy
DNA. Pri¢inou neproniknuti kometového testu do
biodozimetrické praxe je zejména sama podstata
jednoduchych zloiin DNA, které se z 90 % celko-
vého pdtu reparuji v piibéhu prvnich 4 hodin po
oz&eni. DalSi vyznamnym omezenim pouZzitelnosti
metody je jeji technologickd namwost. Na druhé

aberaci je premature chromosome condensation (kon-straré vyhodou kometového testu je jeho relativni

denzace chromozému)PCC, ktera se od FISH bar-
veni lisi typem bu&ného bloku. U vyhodnocova-
nych lymfocyti se navodi duplikace genetického
materidlu s naslednou kondenzaci chromazom
prvni ung€le navozené mitdze. Vyhodnocované lym-
focyty se nachazeji wiznych fazich butného cyk-
lu. Fresnost metody se pohybuje mezi 1 a 2 Gy (15).
DalSi pouzivanou cestou biodozimetrie jé-pr
kaz specifické mutace géma proteinové Grovni.
Na retrospektivni studii likvidatér Cernobyl-

ské havarie (1) byla pouZita metoda detekce muto-

vaného genu glykoforinu A na proteinové drovni,
respektive neffma imunocytochemicka detekce mu-
tovaného proteinu glykoforinu A lymfoaytsepa-
rovanych ze vzork plné krve ozéenych paciert
Vyhodou metody je nizky spodni limit detekce po-
Skozeni na Urovni 10 mGy s relatévnizkou ges-
nosti néreni.

Jako biodozimetricky ukazatel u retrospektivni
studie u pracovnik v rizikovych provozech byla
pouzita proteinova detekce mutace receptoru F-lym

piesnost dosahujici asi 5 %, tj. odchylka se pohybu-
je kolem 0,2 Sv $ oz&eni efektivni davky 1 Sv.

V ramcicéasného odhadu absorbované davky io-
nizujiciho zéeni pouZili Van der Schans a spol. (19)
ELISA vySeteni pouzivajici specifickou monoklo-
nélni protilatku (anti-ssDNA) k detekci jednodu-
chych zlonti DNA. Ackoli jejich kalibraini kiivka
ma linearni charakter, tento typ poSkozeni DNA
byl stanoven pouze u 6 %ipzaeni davkou 5 Gy.
Citlivost metody na 95% intervalu spolehlivosti se
blizi hodnot 2 Gy, tj. citlivost metody je na hra-
nici dostaténosti. Z hlediska vojenského se vsak
jedna o obtiz&é pouzitelnou metodu, jelikoZ opti-
malni vysledky jsou poskytovany u vzdérgerifer-
ni krve odebrané do jedné hodiny po ierd, coz
ve WtSing pripadi neni mozné provést.

Nelze nezminit také Ulohu stanoveni frekvence
mikrojader u ozéenych lymfocyt. Mikrojadra jsou
fragmenty DNA, ktera seipmitdéze buiky v¢leni
do cytoplazmy jedné z diianych burk. U oz&e-
nych pacient se separovanym lymfodyh untle



ROCNIK LXXIV, 2005, ¢&. 3-4

VOJENSEBRAVOTNICKE LISTY

navodi bug¢né dleni s blokddou cytoskeletu, takze
vysledkem je dvoujaderny lymfocyt, ktery v pozi-
tivnim pfipac obsahuje cytoplazmatické lokalizo-
vané mikrojadro 0 -50% velikosti normalniho jadra
bunky. Vyznamnymi nedostatky praktické pouzitel-
nosti této metody jsou velka biologicka variabilita
poétu mikrojader u pacietpred ozéenim, z vo-
jenského hlediska zdlouhavy postup stanovetiiupo
mikrojader dosahujici azkolik dni a zejména niz-
k& presnost mifeni. JelikoZ odchylky dosahuji hod-
not az 3 Gy (7), istava stanoveni ptu mikro-
jader pouzitelnou pouze pin vitro experimenty.
Dokonce ani modifikace #&ieni ¢cetnosti mikroja-
der neobsahujicich cenromeru figpslain vivo na
vzorcich pracovnik v riziku ionizujiciho zéeni vy-
znamné zfesreéni metody stanoveni ptu mikro-
jader (18).

S rozvojem studia fenoménu apoptézy byla sle-
dovana moznost vyuziti stanoveni odhadu absorbo-
vané davky v zavislosti na o apoptotickych
burgk. Vral a spol. (21) w¥ili frekvenci apoptotic-
kych burgk u ex vivolymfocyti 24 hodin po oza-
feni davkami 66 Gy. Autdi stanovovali apopto-
tické buiky pomoci elektronmikroskopického vy-
Seteni. Ackoli frekvence apoptotickych bek je
relativré vysoka a dosahovala Urava5 % z cel-
kového pdétu vySetenych lymfocyid, vysledna
kiivka m& charakterifrozeného logaritmu a nizka
citlivost znemo#uje odliSeni vzork oz&enych
davkami nad 1 Gy. U davek pod 1 Gy je citlivost
na arovni 0,5 Gy.

Perspektivni biodozimetrické ukazatele

V posledni dek&tlbyla biodozimetrie obohacena
novymi perspektivnimi ukazateli z oblasti proto-
onkogeri a transkrignich faktofi. Vedoucim pra-
coviS€m v celos¥tovém n&itku hledajicim nové
biodozimetrické ukazatele je Armed Forces Radio-
biology Research Institute (AFRRI) v Bethésd

V biologické dozimetrii mohou byt vyuzityén
které dalSi metody, jako nagetzova polymera-
zova reakce (PCR). Touto metodou mohou byt ana-
lyzovany mutace DNA na lidskych lymfocytech.
PCR technologie umdije detekovat fitomnost
mutaci v relativd malych mnoZstvich. Prasanna a
spol. (13) popsali metodin situ PCR ke kvanti-
fikaci mutaci mitochondrialni DNA na interfazo-
vych lymfocytech. Popsali specifickou deleci aku-
mulujici se v DNA mitochondrii, ktera byla davko-

vé zavisla v rozmezi 0;2 Gy. Vzestup této delece
s wkem znamena, Ze se jedna o trvalogram kte-
rd by mohla byt vyuzita jako bioindikator v retro-
spektivnich studiich.

lonizujici z&eni vede ke zémam genové a pro-
teinové exprese, které by mohly byt vyuZity jako
biologické indikatory obdrzené davkyiguevsim
pii oz&eni nizkymi davkami zéni (10). Jedna se
piedevsim o expresi gérspojenych s indukci apo-
ptézy @ipadré onkogerfi ¢i tumor-supresorovych
geni. Prokazali davkovou zavislost exprese c-Haras
MRNA 17 hodin pan vitro RTG ozdeni lidskych
lymfocyta izolovanych z periferni krve zdravych
dardi, davkami do 1 Gy. Na stejném experimental-
nim modelu provedli Grace a spol. (5§ieni mMRNA
exprese genu GADD45 pomoci metody RT-PCR.
Autori zjistili linearni zavislost exprese mRNA 48
hodin po oz#eni davkami 1, 2 a 3 Gyi€snost me-
tody Ize podle publikovanych vysledllodhadnout
na asi 1 Gy.

lonizujici z&eni pisobi genotoxicky stres a v té-
to souvislosti se #ni expreseéady geri i protein.
Rada zmén v3ak je pechodna a jako vhodny in-
dikator davky je nutné hledat 2my, které petr-
vavaji delSicasové obdobi. Fornace (4) na modelu
lidské myeloidni leukemické linie ML-1 prokazal
linearni vzestup exprese mRNAkterych streso-
vych gerii (CIP1/WAE1 a GADDA45) s maximem
4 hodiny po ozé&ni davkami 0,020,5 Gy.

V naSi praci (8) jsme pro studium molekular-
nich mechaniskindukce apoptézy a hledani vhod-
ného biodozimetru zvolili jako model bky lidské
T-lymfocytarni leukémie, které se v mnoha ohledech
chovaji v reakci na ionizujici #éni jako T-lymfo-
cyty. Jsou velmi citlivé k &inkim z&eni a je u nich
indukovana apopt6za, brzy po &=di. Jak jsme ne-
piimo prokazali, maji p53 wild formu a naigek io-
nizujiciho zéeni odpovidaji fedevSim poSkozenim
DNA, po kterém je navozena apoptdza tzv. ivrit
cestou pré¥ pres indukci a fosforylaci p53 (17).

Z nami sledovanych ukazaieindukce apopto6-
zy (sub-G1 vrchol, morfologie, &eni laminu B a
APO2.7) jsme jako nejvhodjsi ukazatel vybrali
mitochondrialni membranovy antigen APO2.7 sta-
noveny na nepermeabilizovanychiikach, ktery
vykazoval linearni davkovou zavislost 16 hodin po
oz&eni v rozmezi 65 Gy. Redstavuje ukazatel sta-
noveny rychle po ozani (davko¥ zavislé zniny
je mozno stanovit je¥§24 hodin po oz&ni). Nalez
linearni davkové zavislosti fosforylované formy p53
na serinu 392 v oblasti malych davekerd je zcela
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Tabulka la
Pouzivané a zkouSené metody v biodozimetri&gst I.)
Typ exp. . . > . Néaroénost provedeni v
Ukazatel pouzity v Typ bunék Spr(;(:]m H(:;?]I Citlivost iﬁsesrs\g polnich podminkach
praxi P P (LEVEL)
Chromozomalni in vivo LEVEL 3,
. doporweno | lymfocyty | 0,25 Gy _ 0,11-0,5 Gy Do 24 h | nara&n& na erudici
aberace (Giemsa oy e o
IAEA vySetujiciho
LEVEL 4,
Chromozomalni L nara:na na erudici a
aberace (FISH) n vivo lymfocyty | 0,25 Gy - Do1Gy Do 24 h]technologické vybaveni
vySetujiciho
LEVEL 4,
L nara:né na erudici a
PCC in vivo lymfocyty | 0,25 Gy _ 1-2Gy Do 24 1techno|ogcké vybaveni
vySetujiciho
Mutovany LEVEL 3,
y ex vivo lymfocyty | 0,01 Gy _ ? Gy Iéta | nara:na na vybaveni a erudic
glykophorin A oy e o
vySetujiciho
CD4+/CD3+ ex vivo lymfocyt ? ? ?G léta rlzgr\(/f:Enl:"éls;{a baveni a erudic
(mutovany TCR) y Yy ' ' et rahanavy
vySetujiciho
L LEVEL 4,
Comet assay in vivo lymfocyty | 0,005 Gy _ 0,2 Sv Do1h nelze vas odebrat vzorek
ELISA detekce
jednotlivych ex vivo leukocyty 0,2 Gy _ 2 Gy Dolh LEVEL2-3
zlomi DNA
Tabulka 1b
PouZzivané a zkouSené metody v biodozimetrigst 11.)
Typ exp. . . > . Né&roénost provedeni v
Ukazatel pouzity v Typ bunék Spr(;(:]nl H?;?}' Citlivost iﬁsesrs\g polnich podminkach
praxi P P (LEVEL)
. LEVEL 3,
Cetnost . ol e
oo Ex vivo Lymfocyty 0,5 Gy _ Do 3 Gy Do 24 h nizka citlivost, naréna na
mikrojader S
erudici vySetujiciho
LEVEL 4,
. . . narana na erudici
Cetnost apoptozy Ex vivo Lymfocyty 0,5 Gy _ 0,568 | Do24h vySetujiciho a technologeké
vybaveni
LEVEL 4,
Exprese c-Haras . narana na erudici
MRNA In vitro Lymfocyty 0,2 Gy _ Do05Gy 1-17 mvyéefujl’ciho a technologcké
vybaveni
LEVEL 4,
Exprese GADDA45 . narana na erudici
mRNA In vitro Lymfocyty | 0,5 Gy - 1 ey 48h vySetujiciho a technologcké
vybaveni
LEVEL 4 (stavajici metoda),
Exprese APO 2.7 In vitro MOLT-4 0,2 Gy 5 Gy Do 1 Gy 16 — 24 h| po optimalizaci moZna
LEVEL 2 - 3
LEVEL 4,
naraina na erudici
,Eggrese TPS3Sel 1 vitro MOLT-4 | 025Gy | 1Gy | D00,25Gy| 24h |vygetujiciho a technologcké
vybaveni
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prioritni. Zavislost byla linearni 3 hodiny po éeai
davkami do 1 Gy (20).
Vypracovali jsme 2DE-mapy zn proteini u

buntk MOLT-4 po ozdeni vysokou letalni davkou
7,5 Gy véasovém intervalu 0, 2, 5 a 12 hodin po

oz&eni. Také vypracovani 2DE-map pronky

MOLT-4 jak neozéené, tak ozi#né je nalez zcela
prioritni. Pomoci hmotnostniho spektrometru MALDI-
-MS jsme identifikovali 28 z vySe nalezenych pro-

teind, které vykazovaly signifikantni zimy po
oz&eni. Z tchto proteiri jsme vybrali 3 proteiny

Rho-GDI 1, Ran-BP1 a gama PAK kinazu podilejici
se na bu&né signalizaci a majici vazbu k zastav
burgéného cyklu a indukci apoptozy vyvolané ioni-
zujicim z&enim. Aktivace gama PAK kindzy 5 h

po oz&eni se zd& byt zdsadni pr@emi, zda biika

prezije, ¢i bude indukovana apopt6za (Szkanderova

a spol., dosud nepublikovano).

Zda je mozno indukci apoptdzy a s ni spojené
zmeny v proteinové expresi vyuzit jako indikatory

davky zd&eni u lymfocyti izolovanych z periferni

krve ozdenych, bude i@drmétem naseho dalSiho vy-

zkumu.

Souhrnné informace o jednotlivych metodéch za-

chycuje tabulka 1a, 1b.
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