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Souhrn

Nedavné udalosti po celémewvpoukazuji na vstajici nebezp# riiznych forem terorismugetre radio-
logického nebo nuklearniho terorismu. Metody fylnikdozimetrie jsou mnohdy nespolehliiénejsou vy-
uzivany ibec. Proto jsou zap#&tbi metody, které bygsre urcily absorbovanou davku a pomohly pri-
deni ozaenych pacierit Cytogenetické metody jsou dosud nejpouzj$ani metodami biologické dozimetrie.
Prace pojednava o cytogenetickych metodach — dickétanalyze a fedfasné chromozomové kondenzaci
(PCC). Hodnoti tyto metody a srovnava jejigiegnosti a nedostatky.

Kli éové slova:Biodozimetrie; Dicentricka analyza; PCC.

Biodosimetry: Dicentric Analysis and Premature Chranosome Condensation (PCC)

Summary

Current events throughout the world underscoregtmving threat of different forms of terrorism, ind-
ing a radiological or a nuclear attack. Physicalsdmetric methods have sometimes low validity orrave
used at all. Therefore, methods for accurate estism of absorbed doses to facilitate effectivage are
needed. Cytogenetic methods are the most widety ms¢hods in biological dozimetry. The work anadyse
cytogenetic methods — dicentric analysis and prareathromosome condensation (PCC). The work assesse
these methods and compares their advantages aadwdistages.

Key words: Biodosimetry; Dicentric analysis; PCC.

Cytogenetické metody, radiobiologie a &R

Konec 20. a zsatek 21. stoleti je pro Armadu

metrie, ktera v fipad nenadalych situaci, kdy neni
fyzikalni dozimetr k dispozici nebo za klimatickych
podminek, kdy vysledky fyzikalni dozimetrie nej-

Ceské republiky obdobim transformace a moderni- sou validni, je jedinou dostupnou metodou odhadu
zace. Ve snaze modernizovat vzdusneé sily byl rea- expozice a davky ionizujiciho ihi.

lizovan pronajem Svédskych vicalovych bojo-
vych letourit JAS-39 Gripen. V kor@ém disledku

vSak tento krok neznamenal pouze zisk nastroje na

obranu vzduSného prostoru, ale takégtek roz-
sahlé spoluprac€eské republiky a Svédského kra-
lovstvi v fadt dalSich oblasti, kdy v ramci ofseto-
vych prograni probiha transfer technologii pouZzi-
telnych v oblasti ochrany proti zbranim hromadné-
ho niceni.

V oblasti radiobiologie zaujala Armadieské re-
publiky moznost transferu technologie, dat a know-
-how biodozimetrickych cytogenetickych metod,
jimiz ACR nedisponuije, ale které 3védska strana pin
optimalizovala a Zadila do protokal slouZicich k
vyhodnoceni nasledkradionuklearnich nehod (68).

Cytogenetické metody dnes t@ateé biodozi-

Cytogenetické metody

Cytogenetické metody hodnotfiftpmnost chro-
mozomovych aberaci v hkdch. Chromozomoveé
aberace vznikaji absorpci ionizujicihdesdi v bu-
nécném jade, coz vede k poskozeni nukleoprotei-
nové struktury chromozoim Jak pimy efekt (fi-
ma interakce Zé&ni s hmotou chromozai)) tak
negimy efekt (radikaly zprogtdkovana interakce)
ionizujiciho z&eni vede k Siroké Skale poSkozeni.
Dochéazi k modifikacim bazi a deoxyrib6zy DNA,
vznikaji intra- a intermolekularni kovalentni vazby
molekul DNA a bilkovin, jednoduché a dvoijité zlo-
my DNA (2). Pro vznik chromozomovych aberaci
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je nutna pitomnost dvojitych zloria DNA vedou-
cich k poruSeni kontinuity genetického materialu.
Cast dvojitych zlom je reparovana. Pokud nedojde
k reparaci DNA nebo praébne reparace nespravn
vznikd chromozomové aberace.

Cytogenetické metody aberace kvalitativikvan-
titativné hodnoti. Vyhodnocena kvalita a kvantita
aberaci je naslednvztazena k absorbované refe-
renéni davce dané kalibtai kiivky, konstruované
na zaklad expozice lymfocyt periferni krvein vitro
dané kvali¢ ionizujiciho zéeni (26). Zralé perifer-
ni lymfocyty jsou z radiobiologického hlediska po-
vazovany za nejvhodjsi bioindikator celatlové
expozice ionizujicimu zéni (5, 26).

Z hlediska pesnosti detekce je nutné znat sta-
bilitu métenych parameir Cytogenetika &li abera-
ce na nestabilni, které jsou postup&msu organis-
mem eliminovany (dicentrick& vicecentrické chro-
mozomy, acentrické fragmenty, prstéé chromo-
zomy), a stabilni, které odsii@vany nejsou, nebo
je rychlost jejich eliminace velmi nizka (translo-
kace) (26, 74, 75).

Specificita cytogenetickych metod je ovlima
moznosti geneze dvojitych zIGnNDNA pisobenim
i jinych genotoxickych nox, nez je ionizujiciieai.
Dvojité zlomy jsou generovany vlivem chemic-
kych agens — yperitem (59), cytostatiky jako jsou
inhibitory topoizomeraz (camtothecin, etoposid))(66
nebo nap hydroxyurea (inhibitor ribonukleotido-
vé reduktazy) (33), vznikaji vlivem biologickych
agens — HIV-1 infekce (71), HTLV-1 infekce (37).
Také endogennigk jako V(D)J rekombinace (49)
nebo apoptdza (51) vedou k tvérivojitych zlom.
V(D)J rekombinace je procesfifkterém khem
vyvoje lymfoidnich busk dochéazi k tvor® Siroké
palety antigen vazajicich mist protilatek a recepto
ra T-lymfocyta (49). V(D)J rekombinace neni za-
lezitosti zralych cirkulujicich glymfocyta, které
tvoii vice nez 99 % této populace (26), apoptéza
vSak vytznost a pesnost této metody oviiovat
muze.

Tridéni cytogenetickych metod

Podle zgisobu hodnoceni chromozomovych abe-
raci clime cytogenetické metody ndimé a nefi-
mé. Rimé metody detekuji vlastnfippmnost chro-
mozomové aberace. Niémé metody sleduji para-
metry, které s fitomnosti chromozomovych abera-
ci pouze souvisi.

Ptimé metody:

» Konvereni cytogenetické analyza

» Predtasna chromozomova kondenzace
(Premature chromosome condensation, PCC)

Neprimé metody:
e Analyza mikrojader

Analyza mikrojader detekujerpomnost mikro-
jader. Jedn& se o mala #icé jadra vyskytujici se
v buice spoléné s pivodnim velkym jadrem. Jsou
nasledkem fitomnosti acentrickych fragmenne-
bo poruch interakce chromozéms dlicim vietén-
kem. V telofazi tyto fragmenty, pokud se objevi mi-
mo dosah zbytku obsahu kiného jadra, kolem
sebe formuji samostatny jaderny obal a generuji
mikrojadro (7). Fimé metody jsou k detekci abe-
raci vhodujsi.

Konvenéni cytogeneticka analyza
(dicentricka analyza — DA)

Vzhledem k ce&ia efektivnosti dicentrické ana-
lyzy proti ostatnim cytogenetickym postup je
tato metoda zlatym standardem biodozimetrie. Fre-
kvence dicentrickych chromozdnje Siroce akcep-
tovana jako nejspolehksi indikator absorbované
davky. Akoli vyskyt vdech druin chromozomovych
aberaci je davkavzavisly, dicentricka analyza hod-
noti pouze fHtomnost dicentrickych chromozdm
Vyskyt prsteditych chromozon je mére ¢asgjsi,
coz by ginaSelo nutnost hodnoceni podstatrys-
Siho p@tu burgk a analyzu byaso¢ a finaréné
protzovalo. Vyskyt chromozomovych fragmérje
srovnatelny s vyskytem dicentrickych chromozigm
jejich hodnoceni vSak nese vysoké riziko faleSného
hodnoceni fitomného bu&ného detritu (26).

Metoda je zaloZena na 48hodinové kultivaci lym-
focyti odebranych exponovanym jedime a stimu-
lovanych fytohemaglutininem. Posledni 1 h 45 min
jsou buiky kultivovany s mitotickymi jedy — kolchi-
cinem ¢i kolcemidem, které zastavi kulturu v mi-
téze, ve které jsou chromozomy nejlépe hodnoti-
telné mikroskopem (50).

Nekteré problémy spjaté s DA:

Laboratorni zazemi a rychlost analyzy
Nestabilita dicentrickych chromozdm
Mitoticky index

Expozice vysokym davkam ionizujicihoteai
Kalibragni kiivky na podklad in vitro expozice
Parcialni a nehomogenni deai
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1. Nutnost laboratorniho zazemi, nutnost vhod-
nych laboratornich podminek &sova prodleva
mezi ziskanim vzorku a vysledky analyagi z DA
metodu mé# vhodnou pro polni podminky.ckoli
je dnes mozné tésm vSechny jednotlivé kroky
analyzy zautomatizovat a laboratorni praci zjedno-
dusit, neni mozné tyto kroky urychlit. Prvni vy-
sledky mohou byt ziskany ke konci 3. dne od zis-
kani vzorki laboratdi. K 48hodinové kultivaci je
nutno gipogist 24 hodin na dalSi zpracovani vzor-
ku, véetrg finalniho kroku od&itani prepardi, kdy
i nejzkusenjSi pracovnici jsou schopni analyzovat
maximalré 500 burk/den (13). Fitom presnost od-
hadu této metody je dana mnozstvim vyhodnoce-
nych burk. Hodnocenim 500 bghk je mozné pro-
vést odhad sipsnosti 0,1 Gy, hodnocenim 1000
burék s pesnosti 0,05 Gy (13, 26, 42). DalSi na-
vySeni hodnocenych bék odhad sice vice #psni,
ale neanirné casow zatizi.

2. Dicentrické chromozomy jsou nestabilni chro-
mozomové aberace vykazujici exponencialni po-
kles vc¢ase zfisobeny bu&nym obratem (39, 41,
56, 73). Pokud je odb krve proveden v fib¢hu
prvnich rékolika tydni po expozici, neni nutné vy-
sledky DA podle eliminénich kinetik dicentric-
kych chromozoma korigovat. S delSintasovym
odstupem musime ke korekdigtoupit. Problémem
vSak Zistavaji znané odliSnosti hodnot potasu
eliminace v fiznych studiich. Ramalho a spol. na
podklad cytogenetickych analyz jedificpostize-
nych @i radiaini nehod v brazilském st Goia-
na ugili polo¢as eliminace dicentrickych chromo-
zomi 110 drii pro vysoké davky (> 1Gy) a 1601dn
pro nizké davky (< 1Gy) (56). Z analyz provedenych
na 18 postizenych, kteobdrzeli davku 1-3 Gy v
Estonsku v roce 1994, vychazi p&ds eliminace
na 1 rok (39), coZ je v souladu s vysledy Thierense
a spol., kté hodnotili pol@&as eliminace dicentric-
kych chromozom u 4lletého technika nahagin
exponovanéhoip udrzke rentgenky (73). A v ne-
poslednifads Lloyd a spol. na podkladanalyz
nahodi® exponovanych za#stnané determinovali
hodnotu poléasu eliminace dicentrickych chromo-
zom 3 roky (41).

Zda se tedy, ze samo ionizujiciegdi ovliviiuje
eliminani kinetiku lymfocyfi, pravdtpodobr vli-
vem rozsahlé apoptdzy lymfoéytryskytujici se po
oz&eni (38). Proto nejlepSim postupem pro korekci
nestability &chto aberaci by mohlo byt stanoveni
individualnich eliminanich kinetik na zaklatopa-
kovaného odéru krve u daného jedince a srovnani

dat s vysledky analyzy stabilnich chromozomovych
aberaci (74, 75).

3. Metoda hodnoti pouze malgast bugk, jez
jsou ve fazi zpracovani vzarkv mitéze. Procento
bungk zastavenych v mit6ze k celkovémuipobu-
neék je definovano jako mitoticky index (Ml) (25).
MI dicentrické analyzy se pohybuje kolem 3-8 %
(11, 55). Jsou zde vSak dalsi faktory, které Ml a
tim vytéZznost DA ovliviuji. Bud’ ji zvySuji, nap.
mikrogravitace fi hodnoceni expozice kosmonéaut
(70), nebo snizuji, na&pvek (11) nebo expozice vy-
sokym davkam (viz dale).

4. Fi absorpci vysokych davek ionizujiciho za-
feni dochazi k masivni lymfopeiii vivo. Jedna se
0 nasledek fyziologické odpedi organismu, kdy
buriky prestupuji z krevniho @bu do tkani a lym-
fatického systému (1). Masivni lymfopenie sniZuje
mnozstvi dostupnych analyzovatelnych #&unJe
vSak moZzné vyuzit metodu ,high-yield chromosome
preparation” k ziskani dostéteho mnozstvi lym-
focyti (viz chemicky indukovana PCC). Stéle ale
zistavaji dva problémy. Za prvé, prudce klesa vy-
t¢Znost DA. Mitoticky index lymfocytt exponova-
nych 10 Gyin vitro je 1 % a déle klesa (29). K po-
klesu mitotického indexu dochéazi vlivem interfa-
zické apoptdzy lymfocyit nebo mitotickym zdrze-
nim zpisobenym zastavenim biimého cyklu v
G; a Gkontrolnim bod (52, 65). Plati ugra mezi
mnozstvim a zavaznosti chromozomovych aberaci
a mirou opozéhi burééného cyklu (44, 57, 58).
Pokud exponované hky zastavi bu&ny cyklus
nebo vstoupi do interfazické apoptdzy, odhad dav-
ky ionizujiciho zé&eni prostednictvim DA bude pod-
hodnocen z @ivodu selekce bugk, které jsou ana-
lyzovény (15, 52). Za druhé tipfrakcionovaném
podani ionizujiciho zéni, které nema tak velky efekt
na burcny cyklus z dvodu reparace po3kozeni
mezi jednotlivymi frakcemi, byla v rozsahu 5-10 Gy
pozorovana ztrata lineattkvadratického charakte-
ru kalibrani kiivky (34, 45). Nastava saturace ka-
libra¢ni kiivky dicentrickych chromozoi protoze
neni mozné vyti@t neomezené mnozstvi dicen-
trickych chromozorm z omezeného mnozstvi hmo-
ty v burééném jade. Davky vySSi nez 10 Gy nemo-
hou byt hodnoceny vzhledem k vysoké Urovni sa-
turace (45).

5. Kalibrani kiiky jsou prevazré generovanyn
vitro expozici lidskych lymfocyt. Porovnani vy-
sledki DA in vivo exponovanych lymfocytmalig-
nich pacient podstupujicich celdiové ozdeni s vy-

N1

sledkyin vitro expozice prokazalo vyssi frekvenci
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dicentrickych chromozothin vitro jak u nizkych
davek (57,5 cGy) (76), tak u davek vysokych (az
10 Gy) (34). Davky odhadnuté na zaklad vitro
konstruované kalibemi kiivky mohou byt ve sku-
tecnosti podhodnocené (34 vivo kalibraini kiivky
od pacieni s malignim onemo&mim budou velmi
dilezité pro biodozimetrii a v budoucnosti pravd
podobré in vitro konstruované Kkalibtmi kiivky
nahradi (34).

6. Samostatnou kapitolu tkioproblematika ne-
homogeniho a parcialniho (neceélového) ozéeni.
V ptipadt vysoce homogeniho cettdvého ozée-
ni jsou lymfocyty odebrané z periferniho krevniho
ob¢hu dobrym reprezentativnim vzorkem pro od-
had davky ionizujiciho zéni (10). Z dvodu izné
absorpce ionizujiciho ¥éni tiznymi tkargmi vSak
oz&eni lidského organismu nikdy néie mit plrg
homogenni charakter. Nehomogenni a parcialni ex-
pozice @li populaci lymfocyli na ozéené a neo-
z&ené, které neni mozné od sebe odlisit pouzitim
soudobych laboratornich metod. Ygmc expozi-
ce ionizujicimu zéeni s nizkou hodnotou linearni-
ho prenosu energie (gamma a rentgenoveérza je
vS8ak mozné homogenitu aproximovat. Proto je moz-
né cytogenetickou analyzu nejlépe vyuzit pro odhad
davky gamma-Z&ni a vysoce energetického rent-
genového zg&ni @ vnéjsi expozici nebo pro odhad
davky @i vnitini kontaminaci rovnogrné distri-
buovanych radionuklid emitujicich gamma #éni
(**'Cs) (26). Hodnocenim distribuce dicentrickych
chromozoni (9) nebo dicentrickych a prstétych
chromozoni (62) v jednotlivych bitkach je také
mozné provéstiesrejsSi odhad nez pouhym zjed-
nodusenim modelu nagmérné celotlové ozdeni.
Oba pristupy vSak pdibuji aproximovat homoge-
nitu oz&eni a vyzaduji, aby odb krve byl prove-
den co nejtive po ozéeni organismu k snizenfgs-
nosti odhadu zZisobeném eliminaci nestabilnich
aberaci z krevniho &hu (26). Ristupy je mozné
pouZzit jen pi expozici vyS§Simi davkami a zido-
du efektu vySSich davekiipDA je mozné provést
pouze odhad pokryvajici minim&R0 % (62).

Pred¢asna chromozomova kondenzace (PCC)

RozliSujemeit zdkladni metodické postupy PCC:

e fuzni PCC

e chemicky indikovanou PCC

» rychld analyza aberaci interfazickych
chromozoni (RICA = rapid interphase
chromosome aberration assay)

Fuzni PCC

Fuzni PCC je zaloZena na fuzi-@mfocyti
s buikami v mitdze. Fuznim agens je tegjji UV-
-z&enim inaktivovany Sendai Virus (28, 46) nebo
polyethylen glykol (PEG) (46, 48) a indtikmi
burikami ovariélni biky ¢inského kecka.

Ackoli se jedna o metodu objevenou na&dualu
70. let minulého stoleti (28), neni jejfegny me-
chanismus doposud znanteBpokladem je, Ze in-
dukeéni buiky jsou zdrojem tzv. kondensgich fak-
tora, které ovlivauji strukturu chromozof Za je-
den z ¥&chto faktofi je povazovan tzv. maturaci pod-
porujicich faktor (MPF). MPF je komplex tteny
cyklinem B a p3#?kinazou (43). Nachazi se v bu-
néném jade bthem mitézy a meidzy ve vysoké
koncentraci a podili se na jejich regulaci (24).
P34%Zcyklin B kindza je nezbytna k fosforylaci
histonu H1 (35), tedy posttranstd modifikaci nu-
kleoproteinové hmoty DNA, ke které dochazf b
hem kondenzace chromozém mitéze (31). Red-
chozi studie potvrdili, Zze vzestupu H1 fosforylace
nastava v mitdze tady eukaryot (60). Je vSak nutné
dodat, Ze Shen a spol. pozorovanimdsng linie
dH1, tedy bug¢né linie s vyazenou expresi histo-
nu H1, prokazali, Ze ke kondenzaci chromo#om
dochéazi i v nefitomnosti tohoto histonu (63), a
Guo a spol. pouzitim mysi mamarni nadorové linie
(FT 210) a na teplotu citlivé analogické linie po-
stradajici p34°2cyklin B kindzovou aktivitu f
vySSich teplotach, ukazali, Ze tento komplex neni
nezbytny pro navozeni PCC (22). Samotny vyznam
p34%%cyklin B kindzy a fosforylace histonu H1
tedy nedokaze kondenzaci chromoZovgswtlit.

DalSimi faktory podilejici se na kondenzaci chro-
mozomi jsou mitogenem aktivované protein kina-
zy (MAPK). MAPK jsou obsaZzeny ve vysokych
koncentracich v oocytech (36) a jejich aktivita je
nejvyssi po fertilizaci oocytu (64). Tyto serinové/
/threoninové kinazy jsou spdéies s MPF dilezi-
tym regul&nim prvkem maturace oodyprojevu-
jici se mikroskopicky ztratou jadérka, rozpadem ja-
derné membrany a pozadovanou kondenzaci chro-
mozom, jeZ je prvnim krokem progrese oocytu
skrz prvni metafazi meidézy. Na molekularni Grovni
je maturace spjata se &nou programu hiky, na
které se pravpodobrk MAPK také podili (36).
MAPK jsou aktivovany bd' po aktivaci MPF (69,
80)- nebo sotasre (16) v zavislosti na zivaSném
druhu. Akoliv aktivace MAPK neni spjata s aktiva-
ci MPF (15, 40), bylo prokazano, Ze nizka aktivita
MAPK je spjata s fediasnym poklesem aktivity
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MPF (17). Gordo a spol. inaktivovali MAPK injekci
MKP-1 mRNA, ktera kéduje MAPK fosfatazu, do
howziho oocytu. Pokles aktivity MAPK wthto
oocyftl byl spjat s poruchou kondenzace chromatinu
(17). Vlastni molekularni mechanismus vlivu MAPK
na strukturu chromozoimmuze byt vys¥tlen akti-
vaci MAPK aktivovanych protein kinaz MSK-1 a
MSK-2, které naslednfosforyluji histon H3 (61).
Inhibice jedné z MAPK kaskad (ERK 1/2) zabra-
nuje fosforylaci histonu H3 (72), ktera je nezbyt-
nym pozZadavkem pro kondenzaci chromoad
hem mitézy (77) a je tim spjata s PCC (28).

Nekendenzevana chromozomy

45 kondenzovanych
chromozomd

| aktivita p3dede? — cyklin
B kinazy

I aktivita MAPK

Burika v mitdze
indukujici PCC
(CHO)

Lymfocyt
(G faze)

PEG
UV-inaktivovany Sendai virus

46 jednochromatidovych

chromozomu 48 dvouchromatidovych

chromaozomnd

Obr. 1: Schematicky mechanismus fuzni PCC

Vystupem fuzni PCC jsou vzorky se 46 az 47
jednochromatidovymi strukturami lymfody(, fa-
ze a 46 dvouchromatidovymi strukturami induk-
¢nich burk v piipact burgk neexponovanych io-
nizujicimu z&eni. Prasanna a spokitaji zvyse-
nou Urové pozadi (47 = 46 chromozdmt 1 odlo-
meny fragment) fitomnosti makroféady, které jsou
zdrojem oxidovych a peroxidovych radiké(53).

S expozici ptet chromozom lymfocyti G, faze
narista o pibyvajici fragmenty (chromozomové zlo-
my), jejichZ néiist v rozsahu 0-9 Gy pro rentge-

nové zdéeni (nizky LET) nebo 0—4 Gy pro neutro-
nové zéeni (vysoky LET) vykazuje linearni dav-
kovou zavislost (4, 53). S vyuzitim prouzkovacich
technik nebo fluorescéni in situ hybridizace (FISH)
je navic mozné hodnotit dicentrické a prsten
chromozomy (47, 74, 75).

Protoze fuzni PCC nevyZaduje stimulaci lym-
focyti a naslednou 48hodinovou kultivaciibe byt
odhad davky ionizujiciho #dni vysloven Bhem
24 hodin poté, co laborataiska vzorky krve (53).
Ze stejného @vodu je tato metoda doposud nej-
vhodrgjsi k odhadu neceléibvého (PB) ozeni,
protoZze nizeme hodnotit i bitky, které by nedoSly
do mitézy. Touto metodou je mozné provést spo-
lehlivy odhad PB oz&ni i davkach 3 Gy a vys-
Sich (4). Darroudi a spol. provedli @p¢ odhad
6 % PB expoziceipdavce 5 Gy, kdy dicentricka
analyza a analyza mikrojader selhavaly (8).

S fuzni PCC jsou spjaty dva problémy — nizk&
efektivita vyEznosti a technicka natnost metody.
Nizka vygznost je spjata s velmi nizkou frekvenci
fuzi 0,05-0,06 % (11), protoze PCC se objevuje
pouze v malé frakci (< 10 %) s indtrdmi bui-
kami, navic nekonzistentn(48) a moznosti inter-
ference obrazu indgkich burk s PCC biikami
(4, 48). PCC index (% PCC lymfodytkke vSem
lymfocytim vzorku) je signifikanté nizSi nez mito-
ticky index konvenni cytogenetické analyzy, proto
musi byt hodnoceno vice vzdrkaby byla ziskana
dostaténa statisticka data (11). Technicka raamst
tkvi v manipulaci s induknimi buikami. Z gchto
divodi je fuzni PCC postugnopous¥na a nahra-
Zzovana jinymi postupy PCC.

Chemicky indukovana PCC

Chemicky indukovana PCC je navozena pro-
strednictvim calyculinu A (CalA), okadické kyse-
liny (OA) (6, 11, 18, 29, 30, 32). Jedné se o altiv
inhibitory eukaryontnich proteinovych serinovych/
/threoninovych fosfataz (27). OA je silny inhibitor
pievazr fosfatazy typu 2A (3). CalA inhibuje pro-
teinové fosfatazy typu 1 a 2A ve stejném rozsahu
pii nizSich inhibénich koncentracich nez OA (27).
Tento rozdil je #ejm¢ divodem 20nasobné efek-
tivnosti CalA @i indukci PCC v porovnani s OA
(6, 30). Inhibice proteinovych serinovych/threoni-
novych fosfataz vede k dysbalanci funkce mezi pro-
teinovymi kindzami (MPF a MAPK) a fosfatazami
ve prosgch kinaz a navodiipdtasnou kondenzaci
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chromozoni in vitro (6, 11 a dalsi) in vivo (12).
Chemicky indukovana PCC vSak vyzaduje stimu-
laci Go-lymfocyti fytohemaglutininem a 48hodino-
vou kultivaci. Neproliferujicich hiky obsahuji niz-
ké koncentrace cyklinu B (67), jenz je sasti
MPF a pravdpodobrt dalSich faktak, které se na
kondenzaci chromozaoirpodileji, a PCC tak selha-
va (viz fuzni PCC). U nestimulovanych lymfotyt
je vSak mozné dosahnout parcialnich &ab pri
uzitich extréms vysokych koncentraci fosfatézo-
vych inhibitoti (500-5000 nM CalA, 2-5hodinova
inkubace) B sowasném pouZiti vapnikového ionto-
meéni¢e A23187. Chromozomy jsou ale morfolo-
gicky nehodnotitelné (30). Tento efekt X éonti

je vyswtlovan fosforylaci histonu H3 prdstdnic-
tvim C&* denpendentnich kinaz (78, 79).

Podobg jak fuzni PCC dokéze i chemicky in-
dukovana PCC obchéazet problémy spjaté s blokem
burg¢ného cyklu, protoZze kondenzace nukleovych
kyselin je navozena ve vSech fazich &ingého cy-
klu (11, 18, 30, 32). Chromozomy;&ze maji jen
1 chromatidu bezietelné centromery a jsou po-
dobné chromozofim G, faze fuzni PCC, chro-
mozomy S faze vykazugasténé kondenzovany
hrudkovity charakter, pro jakoukoli analyzu nevyu-
Zitelny, chromozomy &a M-faze maji 2 chroma-
tidy a chromozomy obou fazi neni mozné od sebe
odlisit. Tato metoda byla proto aplikovana k hod-
noceni bd’ chromozoni G,aM-faze (18, 29), nebo
G,, G, aM-faze (11, 30).

Protoze neni mozné odlisit,& M-chromozo-
my, je mitoticky index u chemicky indukované
PCC oznéovan jako G/M index (32). Tento index
je signifikantré vy3Si nez mitoticky index konven-
¢ni cytogenetické analyzy nebo fuzni PCC index.
Kowalska a spol. prokazali 4—10krat vySSiazyt
nost tohoto indexu (32) a Durante a spol. 4,5—6krat
vySSi u mladSich jedifica az 700krat vySSi wi-
nost u jedint starSich v porovnani s konwr cy-
togenetickou analyzou (11). V absolutnigklech
G./M index ¢ini 10-50 % lymfocyi (29, 32). U so-
matickych bugénych linii dosahuji CalA a OA
12-99 % G/M indexu (19). Coco-Martin a spol.
hodnotili efekt CalA a OA na nadorovych liniich a
dosahli 10-70 % &M indexu v zavislosti na inku-
batnich podminkach a typu nadorové linie v po-
rovnani s mitotickym indexem konwvém analyzy
(0,9-7,6 %) (6). PCC vSak nebyla indukovana u
v8ech nadorovych linii (6).

Hodnoceni dicentrickych chromozérye obtiz-
néjSi nez u dicentrické analyzy. S chemicky indu-

kovanou PCC je spjat pokles kvality chromoZom
P uziti Giemsova barveni lze zaznamenat zkra-
ceni a rozvlakeni struktur chromozof Je obtiz-
n¢jSi rozpoznat kontury a centromery a tim odliSit
fragmenty a dicentrické chromozomy od neposko-
zenych chromozoin NejlepSi kvality chromozotn
je dosazeno ip 0,5-1hodinové inkubaci v médiu
s 500-1000 nM OA nebo 50 nM CalA. S dalSim
naristem koncentrace inhibitbrproteinovych fos-
fatdz a/nebo délkou inkubace je idrkvantity kon-
denzace dekompenzovan poklesem kvality (29, 30).
Vliv fosfatdzovych inhibitolt na mnoZzstvi a struk-
turu chromozomovych aberaci byl hodnocen pouze
u CalA. Bylo prokazano, Zze CalA nema vliv na po-
¢et, neovliviuje prouzkovani chromozama tedy
nema vliv na fitomnost strukturnich aberaci (32).

Vzhledem k vysoké vg¢#nosti chemicky indu-
kované PCC a moznosti moznosti indukovat PCC
ve vSech fazich b#iného cyklu je tato metoda
vhodna pro sledovani chromozomalnichémnyi
ozaeni vysokymi davkami ionizujiciho fni. Che-
micka indukce PCC fize byt navozena itpakutni
expozici davkami vysSsimi nez 10 Gy, kdy dicen-
tricka analyza selhava (29). OA efektivgeneruje
PCC i gi davkach pesahuijicich 40 Gin vitro (18).
K ziskani dostatmého mnozstvi lymfocytin vivo
exponovanych vysokym davkam je mozné pouZzit
»high-yield chromosome preparation method” (23).
Tato metoda umozni separaci a kultivaci dogtate
ného mnozstvi butk nezbytnych k cytogenetické
analyze. Benefit této metody proti klasické kulti-
vaci a separaci byl é¥en @i nehod v japonské
Tokai-mue, kdy dva zeft exponovanych pracov-
nika meli tak nizké hodnoty lymfocyt Ze nebylo
mozné provést odhad davky ionizujicihgerd kla-
sickou separaci a kultivaci (23).

Posledni otazkoudstava, co hodnotit vzhledem
k saturaci davkovérk/ky dicentrickych chromo-
zomi u vysokych davek. Kanda a spol. a Hayata a
spol. vyuZili hodnoceni prstéitych chromozon
(23, 29). Akoli k saturaci kivky centricky prsten-
¢itych chromozom dochéazi podohinjako u dicen-
trickych chromozom u davek vyssich 5 Gy, jev je
vyswétlen kompetici &chto aberaci (45), acentrické
prstence vykazuji dalSi na davce zavisly linearni
rast do davky 20 Gy. U davek vysSich 20 Gy je po-
zorovana plné saturacéiwy, neba’ pti expozici
vzorkuin vitro davkou 20 Gy neni signifikantni roz-
dil vytézku prsteng proti 40 Gy (29). Vzhledem
k jejich charakteristickému tvaru, &ini obtize ten-
to druh aberaci rozliSit vienych fazich bu&ného
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cyklu i pii velmi Spatné kvalit chromozonm dané
pusobenim fosfatdzovych inhibitbspol&né s vy-
sokymi davkami ionizujiciho #ani. Hodnoceni
prstergitych chromozom tak umoauje ziskani vy-
sledki analyzy hem 51 hodin vzhledem k snad-
nému odliSeni jejich tvaru. Padesat hodin jéipo
tano na kultivaci aifpravu preparét Pouze 1 hodi-
na stéi k odeteni vysledk jednoho vzorku (29).
DalSi moznosti je hodnoceni celkovéhdétpachro-
mozoni v kombinaci s @M indexem (20). Mnoz-
stvi chromozor jejich S&penim vzista az k 30 Gy.
Pri piekraseni této davky nastava pokles, ktery je
vyswtlovan ogtovnym spojovanim nestabilnich fra-
gmenfi. G/M index Aistava 10 % do davky 15 Gy,
coz je nasledovano jeho snizenim na 2 % u 40 Gy.
Posledni alternativou je vyhodnoceni gomdélky
nejdelSiho a nejkratSiho chromozomu, ktera vyka-
zuje davkovy vzestup az ke 40 Gy (21).

Rychla analyza aberaci interfazickych
chromozomi (RICA)

Tato metoda vychazi ze znalosti molekularnich
mechanismi kondenzace chromozd@mDiferenco-
vané neproliferujici biky jako jsou periferni lymfo-
cyty selhavaji v indukci PCCrppouziti fosfatazo-
vych inhibitota (30). U neproliferujicich, diferenco-
vanych bugk je koncentrace cyklin dependentnich
kindz nizka, coz je pra¥dodobny dvod selhani
PCC u G-bursk. Fidanim p34“%cyklin B kindzy
do inkub&niho média obsahujiciho OA a ATP sub-
stituuje tento nedostatek kindz a nastava PCC (54,
55). Z praktického hlediska to znamena ziskani vy-
sledki béhem prvniho dne od dodéani vzorku do la-
boratde.

Kondenzace vSak neni Uplna. ity vykazuji

pouze parcialni separaci a kondenzaci chromozo- 4

mi, proto je nutné pouzit fluorescem in situ hy-
bridizaci, a chromozomy tak odliSit a ohr&hi Pri
barveni 1 chromozomu celochromozomovou fluo-
rescefini sondou jsou neposkozenéiky charak-
terizovany pitomnosti 2 fluoresce&mich bod. Tri
a vice bod ukazuji chromozomovou aberaci — frag-
ment¢i translokaci (55).

Metoda je vhodna pro odhad absorpce davky
akutniho z#&eni v rozsahu 0-7,5 Gy. M&nhodna
je pro protrahovanou expozici trvajici dny az tyd-
ny. Metoda nebyla dosud hodnocena z hlediska pro-
blematiky chronického zéni, necelatové a neuni-
formni expozice a nebyla testovarfanadia:ni ne-
hodk (54, 55).

Vyuziti cytogenetickych metod v ACR

ACR v sowastné dob usiluje o aplikaci cyto-
genetickych metod. Tento Ukol byigilen RN sku-
pin¢ Centra pokrsilych studii Fakulty vojenského
zdravotnictvi Univerzity obrany v Hradci Kralové.
RN skupina ma k dispozici veSkery material nutny
k provedeni DA a PCC a kalildra kiivku DA Svéd-
ského vyzkumného institutu (FOI), kterouihe
vyuzit k biodozimetrickému odhadu davky. Vzhle-
dem k mezilaboratornim rozdfh bude vSak nutné
vytvorit vliastni kalibr&ni kiivky v laboratornich
podminkach AR k maximalizaci spolehlivosti vy-
sledki téchto metod. V tomto sénu bude RN sku-
pina usilovat o sestaveni kalibra kiivky dicen-
trické analyzy v rozsahu 0-5 Gy a kalimaksiv-
ky PCC v rozsahu 0-40 Gyipsledovani vice pa-
rameti.

Ackoli k provadni cytogenetické analyzy je za-
potrebi vysoce erudovanych specialist samotné
vySeteni trva v polnich podminkach déle nez vyza-
duji operéni velitelé, [de o dosud jediné znadmé spo-
lehlivé metody biologické dozimetrie. V budoucnosti
vSak bude nutné nalézt vhagii bioindikatory io-
nizujiciho zéeni, které umozni rychly a efektivni
odhad absorbované davky odpovidajici polnim pod-
minkam.
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