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Souhrn  
Nedávné události po celém světě poukazují na vzrůstající nebezpečí různých forem terorismu, včetně radio-

logického nebo nukleárního terorismu. Metody fyzikální dozimetrie jsou mnohdy nespolehlivé či nejsou vy-
užívány vůbec. Proto jsou zapotřebí metody, které by přesně určily absorbovanou dávku a pomohly při tří-
dění ozářených pacientů. Cytogenetické metody jsou dosud nejpoužívanějšími metodami biologické dozimetrie. 
Práce pojednává o cytogenetických metodách – dicentrické analýze a předčasné chromozomové kondenzaci 
(PCC). Hodnotí tyto metody a srovnává jejich přednosti a nedostatky. 
 
Klí čová slova: Biodozimetrie; Dicentrická analýza; PCC. 

 
 

Biodosimetry: Dicentric Analysis and Premature Chromosome Condensation (PCC) 
 

Summary 
Current events throughout the world underscore the growing threat of different forms of terrorism, includ-

ing a radiological or a nuclear attack. Physical dosimetric methods have sometimes low validity or are not 
used at all. Therefore, methods for accurate estismation of absorbed doses to facilitate effective triage are 
needed. Cytogenetic methods are the most widely used methods in biological dozimetry. The work analyses 
cytogenetic methods – dicentric analysis and premature chromosome condensation (PCC). The work assesses 
these methods and compares their advantages and disadvantages. 
 
Key words: Biodosimetry; Dicentric analysis; PCC. 

 
 
 

Cytogenetické metody, radiobiologie a AČR 
 
Konec 20. a začátek 21. století je pro Armádu 

České republiky obdobím transformace a moderni-
zace. Ve snaze modernizovat vzdušné síly byl rea-
lizován pronájem švédských víceúčelových bojo-
vých letounů JAS-39 Gripen. V konečném důsledku 
však tento krok neznamenal pouze zisk nástroje na 
obranu vzdušného prostoru, ale také počátek roz-
sáhlé spolupráce České republiky a Švédského krá-
lovství v řadě dalších oblastí, kdy v rámci ofseto-
vých programů probíhá transfer technologií použi-
telných v oblasti ochrany proti zbraním hromadné-
ho ničení.  

V oblasti radiobiologie zaujala Armádu České re-
publiky možnost transferu technologie, dat a know- 
-how biodozimetrických cytogenetických metod, 
jimiž AČR nedisponuje, ale které švédská strana plně 
optimalizovala a zařadila do protokolů sloužících k 
vyhodnocení následků radionukleárních nehod (68). 

Cytogenetické metody dnes tvoří páteř biodozi-

metrie, která v případě nenadálých situací, kdy není 
fyzikální dozimetr k dispozici nebo za klimatických 
podmínek, kdy výsledky fyzikální dozimetrie nej-
sou validní, je jedinou dostupnou metodou odhadu 
expozice a dávky ionizujícího záření. 

 
 

Cytogenetické metody 
 
Cytogenetické metody hodnotí přítomnost chro-

mozomových aberací v buňkách. Chromozomové 
aberace vznikají absorpcí ionizujícího záření v bu-
něčném jádře, což vede k poškození nukleoprotei-
nové struktury chromozomů. Jak přímý efekt (pří-
má interakce záření s hmotou chromozomů), tak 
nepřímý efekt (radikály zprostředkovaná interakce) 
ionizujícího záření vede k široké škále poškození. 
Dochází k modifikacím bází a deoxyribózy DNA, 
vznikají intra- a intermolekulární kovalentní vazby 
molekul DNA a bílkovin, jednoduché a dvojité zlo-
my DNA (2). Pro vznik chromozomových aberací 
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je nutná přítomnost dvojitých zlomů DNA vedou-
cích k porušení kontinuity genetického materiálu. 
Část dvojitých zlomů je reparována. Pokud nedojde 
k reparaci DNA nebo proběhne reparace nesprávně 
vzniká chromozomová aberace. 

Cytogenetické metody aberace kvalitativně i kvan-
titativně hodnotí. Vyhodnocená kvalita a kvantita 
aberací je následně vztažena k absorbované refe-
renční dávce dané kalibrační křivky, konstruované 
na základě expozice lymfocytů periferní krve in vitro 
dané kvalitě ionizujícího záření (26). Zralé perifer-
ní lymfocyty jsou z radiobiologického hlediska po-
važovány za nejvhodnější bioindikátor celotělové 
expozice ionizujícímu záření (5, 26). 

Z hlediska přesnosti detekce je nutné znát sta-
bilitu měřených parametrů. Cytogenetika dělí abera-
ce na nestabilní, které jsou postupem času organis-
mem eliminovány (dicentrické či vícecentrické chro-
mozomy, acentrické fragmenty, prstenčité chromo-
zomy), a stabilní, které odstraňovány nejsou, nebo 
je rychlost jejich eliminace velmi nízká (translo-
kace) (26, 74, 75). 

Specificita cytogenetických metod je ovlivněna 
možností geneze dvojitých zlomů DNA působením 
i jiných genotoxických nox, než je ionizující záření. 
Dvojité zlomy jsou generovány vlivem chemic-
kých agens – yperitem (59), cytostatiky jako jsou 
inhibitory topoizomeráz (camtothecin, etoposid) (66) 
nebo např. hydroxyurea (inhibitor ribonukleotido-
vé reduktázy) (33), vznikají vlivem biologických 
agens – HIV-1 infekce (71), HTLV-1 infekce (37). 
Také endogenní děje jako V(D)J rekombinace (49) 
nebo apoptóza (51) vedou k tvorbě dvojitých zlomů. 
V(D)J rekombinace je proces, při kterém během 
vývoje lymfoidních buněk dochází k tvorbě široké 
palety antigen vázajících míst protilátek a recepto-
rů T-lymfocytů (49). V(D)J rekombinace není zá-
ležitostí zralých cirkulujících G0-lymfocytů, které 
tvoří více než 99 % této populace (26), apoptóza 
však výtěžnost a přesnost této metody ovlivňovat 
může. 

 
 

Třídění cytogenetických metod 
 
Podle způsobu hodnocení chromozomových abe-

rací dělíme cytogenetické metody na přímé a nepří-
mé. Přímé metody detekují vlastní přítomnost chro-
mozomové aberace. Nepřímé metody sledují para-
metry, které s přítomností chromozomových abera-
cí pouze souvisí. 

Přímé metody:  
• Konvenční cytogenetická analýza 
• Předčasná chromozomová kondenzace 

(Premature chromosome condensation, PCC) 

Nepřímé metody: 
• Analýza mikrojader  

Analýza mikrojader detekuje přítomnost mikro-
jader. Jedná se o malá dceřiná jádra vyskytující se 
v buňce společně s původním velkým jádrem. Jsou 
následkem přítomnosti acentrických fragmentů ne-
bo poruch interakce chromozomů s dělicím vřetén-
kem. V telofázi tyto fragmenty, pokud se objeví mi-
mo dosah zbytku obsahu buněčného jádra, kolem 
sebe formují samostatný jaderný obal a generují 
mikrojádro (7). Přímé metody jsou k detekci abe-
rací vhodnější. 

 
 

Konvenční cytogenetická analýza 
(dicentrická analýza – DA) 

 
Vzhledem k ceně a efektivnosti dicentrické ana-

lýzy proti ostatním cytogenetickým postupům je 
tato metoda zlatým standardem biodozimetrie. Fre-
kvence dicentrických chromozomů je široce akcep-
tována jako nejspolehlivější indikátor absorbované 
dávky. Ačkoli výskyt všech druhů chromozomových 
aberací je dávkově závislý, dicentrická analýza hod-
notí pouze přítomnost dicentrických chromozomů. 
Výskyt prstenčitých chromozomů je méně častější, 
což by přinášelo nutnost hodnocení podstatně vyš-
šího počtu buněk a analýzu by časově a finančně 
protěžovalo. Výskyt chromozomových fragmentů je 
srovnatelný s výskytem dicentrických chromozomů, 
jejich hodnocení však nese vysoké riziko falešného 
hodnocení přítomného buněčného detritu (26).  

Metoda je založena na 48hodinové kultivaci lym-
focytů odebraných exponovaným jedincům a stimu-
lovaných fytohemaglutininem. Poslední 1 h 45 min 
jsou buňky kultivovány s mitotickými jedy – kolchi-
cinem či kolcemidem, které zastaví kulturu v mi-
tóze, ve které jsou chromozomy nejlépe hodnoti-
telné mikroskopem (50).  

Některé problémy spjaté s DA:  
• Laboratorní zázemí a rychlost analýzy 
• Nestabilita dicentrických chromozomů 
• Mitotický index 
• Expozice vysokým dávkám ionizujícího záření 
• Kalibrační křivky na podkladě in vitro expozice 
• Parciální a nehomogenní ozáření 



 
 
 
 
 
ROČNÍK LXXVI, 2007, č. 3                                            VOJENSKÉ ZDRAVOTNICKÉ LISTY 
 
 

97

1. Nutnost laboratorního zázemí, nutnost vhod-
ných laboratorních podmínek a časová prodleva 
mezi získáním vzorku a výsledky analýzy činí z DA 
metodu méně vhodnou pro polní podmínky. Ačkoli 
je dnes možné téměř všechny jednotlivé kroky 
analýzy zautomatizovat a laboratorní práci zjedno-
dušit, není možné tyto kroky urychlit. První vý-
sledky mohou být získány ke konci 3. dne od zís-
kání vzorků laboratoří. K 48hodinové kultivaci je 
nutno připočíst 24 hodin na další zpracování vzor-
ků, včetně finálního kroku odečítání preparátů, kdy 
i nejzkušenější pracovníci jsou schopni analyzovat 
maximálně 500 buněk/den (13). Přitom přesnost od-
hadu této metody je dána množstvím vyhodnoce-
ných buněk. Hodnocením 500 buněk je možné pro-
vést odhad s přesností 0,1 Gy, hodnocením 1000 
buněk s přesností 0,05 Gy (13, 26, 42). Další na-
výšení hodnocených buněk odhad sice více zpřesní, 
ale neúměrně časově zatíží. 

2. Dicentrické chromozomy jsou nestabilní chro-
mozomové aberace vykazující exponenciální po-
kles v čase způsobený buněčným obratem (39, 41, 
56, 73). Pokud je odběr krve proveden v průběhu 
prvních několika týdnů po expozici, není nutné vý-
sledky DA podle eliminačních kinetik dicentric-
kých chromozomů korigovat. S delším časovým 
odstupem musíme ke korekci přistoupit. Problémem 
však zůstávají značné odlišnosti hodnot poločasu 
eliminace v různých studiích. Ramalho a spol. na 
podkladě cytogenetických analýz jedinců postiže-
ných při radiační nehodě v brazilském městě Goia-
na určili poločas eliminace dicentrických chromo-
zomů 110 dnů pro vysoké dávky (> 1Gy) a 160 dnů 
pro nízké dávky (< 1Gy) (56). Z analýz provedených 
na 18 postižených, kteří obdrželi dávku 1–3 Gy v 
Estonsku v roce 1994, vychází poločas eliminace 
na 1 rok (39), což je v souladu s výsledy Thierense 
a spol., kteří hodnotili poločas eliminace dicentric-
kých chromozomů u 41letého technika náhodně 
exponovaného při údržbě rentgenky (73). A v ne-
poslední řadě Lloyd a spol. na podkladě analýz 
náhodně exponovaných zaměstnanců determinovali 
hodnotu poločasu eliminace dicentrických chromo-
zomů 3 roky (41).  

Zdá se tedy, že samo ionizující záření ovlivňuje 
eliminační kinetiku lymfocytů, pravděpodobně vli-
vem rozsáhlé apoptózy lymfocytů vyskytující se po 
ozáření (38). Proto nejlepším postupem pro korekci 
nestability těchto aberací by mohlo být stanovení 
individuálních eliminačních kinetik na základě opa-
kovaného odběru krve u daného jedince a srovnání 

dat s výsledky analýzy stabilních chromozomových 
aberací (74, 75).  

3. Metoda hodnotí pouze malou část buněk, jež 
jsou ve fázi zpracování vzorků v mitóze. Procento 
buněk zastavených v mitóze k celkovému počtu bu-
něk je definováno jako mitotický index (MI) (25). 
MI dicentrické analýzy se pohybuje kolem 3–8 % 
(11, 55). Jsou zde však další faktory, které MI a 
tím výtěžnost DA ovlivňují. Buď ji zvyšují, např. 
mikrogravitace při hodnocení expozice kosmonautů 
(70), nebo snižují, např. věk (11) nebo expozice vy-
sokým dávkám (viz dále).  

4. Při absorpci vysokých dávek ionizujícího zá-
ření dochází k masivní lymfopenii in vivo. Jedná se 
o následek fyziologické odpovědi organismu, kdy 
buňky přestupují z krevního oběhu do tkání a lym-
fatického systému (1). Masivní lymfopenie snižuje 
množství dostupných analyzovatelných buněk. Je 
však možné využít metodu „high-yield chromosome 
preparation“ k získání dostatečného množství lym-
focytů (viz chemicky indukovaná PCC). Stále ale 
zůstávají dva problémy. Za prvé, prudce klesá vý-
těžnost DA. Mitotický index lymfocytů exponova-
ných 10 Gy in vitro je 1 % a dále klesá (29). K po-
klesu mitotického indexu dochází vlivem interfa-
zické apoptózy lymfocytů nebo mitotickým zdrže-
ním způsobeným zastavením buněčného cyklu v 
G1 a G2 kontrolním bodě (52, 65). Platí úměra mezi 
množstvím a závažností chromozomových aberací 
a mírou opoždění buněčného cyklu (44, 57, 58). 
Pokud exponované buňky zastaví buněčný cyklus 
nebo vstoupí do interfazické apoptózy, odhad dáv-
ky ionizujícího záření prostřednictvím DA bude pod-
hodnocen z důvodu selekce buněk, které jsou ana-
lyzovány (15, 52). Za druhé, při frakcionovaném 
podání ionizujícího záření, které nemá tak velký efekt 
na buněčný cyklus z důvodu reparace poškození 
mezi jednotlivými frakcemi, byla v rozsahu 5–10 Gy 
pozorována ztráta lineárně-kvadratického charakte-
ru kalibrační křivky (34, 45). Nastává saturace ka-
librační křivky dicentrických chromozomů, protože 
není možné vytvářet neomezené množství dicen-
trických chromozomů z omezeného množství hmo-
ty v buněčném jádře. Dávky vyšší než 10 Gy nemo-
hou být hodnoceny vzhledem k vysoké úrovni sa-
turace (45). 

5. Kalibrační křiky jsou převážně generovány in 
vitro expozicí lidských lymfocytů. Porovnání vý-
sledků DA in vivo exponovaných lymfocytů malig-
ních pacientů podstupujících celotělové ozáření s vý-
sledky in vitro expozice prokázalo vyšší frekvenci 
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dicentrických chromozomů in vitro jak u nízkých 
dávek (57,5 cGy) (76), tak u dávek vysokých (až 
10 Gy) (34). Dávky odhadnuté na základě in vitro 
konstruované kalibrační křivky mohou být ve sku-
tečnosti podhodnocené (34). In vivo kalibrační křivky 
od pacientů s maligním onemocněním budou velmi 
důležité pro biodozimetrii a v budoucnosti pravdě-
podobně in vitro konstruované kalibrační křivky 
nahradí (34). 

6. Samostatnou kapitolu tvoří problematika ne-
homogeního a parciálního (necelotělového) ozáření. 
V případě vysoce homogeního celotělového ozáře-
ní jsou lymfocyty odebrané z periferního krevního 
oběhu dobrým reprezentativním vzorkem pro od-
had dávky ionizujícího záření (10). Z důvodu různé 
absorpce ionizujícího záření různými tkáněmi však 
ozáření lidského organismu nikdy nemůže mít plně 
homogenní charakter. Nehomogenní a parciální ex-
pozice dělí populaci lymfocytů na ozářené a neo-
zářené, které není možné od sebe odlišit použitím 
soudobých laboratorních metod. V případě expozi-
ce ionizujícímu záření s nízkou hodnotou lineární-
ho přenosu energie (gamma a rentgenové záření) je 
však možné homogenitu aproximovat. Proto je mož-
né cytogenetickou analýzu nejlépe využít pro odhad 
dávky gamma-záření a vysoce energetického rent-
genového záření při vnější expozici nebo pro odhad 
dávky při vnitřní kontaminaci rovnoměrně distri-
buovaných radionuklidů emitujících gamma záření 
(137Cs) (26). Hodnocením distribuce dicentrických 
chromozomů (9) nebo dicentrických a prstenčitých 
chromozomů (62) v jednotlivých buňkách je také 
možné provést přesnější odhad než pouhým zjed-
nodušením modelu na průměrné celotělové ozáření. 
Oba přístupy však potřebují aproximovat homoge-
nitu ozáření a vyžadují, aby odběr krve byl prove-
den co nejdříve po ozáření organismu k snížení přes-
nosti odhadu způsobeném eliminací nestabilních 
aberací z krevního oběhu (26). Přístupy je možné 
použít jen při expozici vyššími dávkami a z důvo-
dů efektu vyšších dávek při DA je možné provést 
pouze odhad pokrývající minimálně 20 % (62). 

 
 

Předčasná chromozomová kondenzace (PCC) 

Rozlišujeme tři základní metodické postupy PCC:  
• fuzní PCC 
• chemicky indikovanou PCC 
• rychlá analýza aberací interfazických 

chromozomů (RICA = rapid interphase 
chromosome aberration assay)  

Fuzní PCC 
Fuzní PCC je založena na fúzi G0-lymfocytů 

s buňkami v mitóze. Fuzním agens je nejčastěji UV- 
-zářením inaktivovaný Sendai Virus (28, 46) nebo 
polyethylen glykol (PEG) (46, 48) a indukčními 
buňkami ovariální buňky čínského křečka.  

Ačkoli se jedná o metodu objevenou na počátku 
70. let minulého století (28), není její přesný me-
chanismus doposud znám. Předpokladem je, že in-
dukční buňky jsou zdrojem tzv. kondenzačních fak-
torů, které ovlivňují strukturu chromozomů. Za je-
den z těchto faktorů je považován tzv. maturaci pod-
porujících faktor (MPF). MPF je komplex tvořený 
cyklinem B a p34cdc2 kinázou (43). Nachází se v bu-
něčném jádře během mitózy a meiózy ve vysoké 
koncentraci a podílí se na jejich regulaci (24). 
P34cdc2-cyklin B kináza je nezbytná k fosforylaci 
histonu H1 (35), tedy posttranslační modifikaci nu-
kleoproteinové hmoty DNA, ke které dochází bě-
hem kondenzace chromozomů v mitóze (31). Před-
chozí studie potvrdili, že vzestupu H1 fosforylace 
nastává v mitóze u řady eukaryot (60). Je však nutné 
dodat, že Shen a spol. pozorováním buněčné linie 
δH1, tedy buněčné linie s vyřazenou expresí histo-
nu H1, prokázali, že ke kondenzaci chromozomů 
dochází i v nepřítomnosti tohoto histonu (63), a 
Guo a spol. použitím myší mamární nádorové linie 
(FT 210) a na teplotu citlivé analogické linie po-
strádající p34cdc2-cyklin B kinázovou aktivitu při 
vyšších teplotách, ukázali, že tento komplex není 
nezbytný pro navození PCC (22). Samotný význam 
p34cdc2-cyklin B kinázy a fosforylace histonu H1 
tedy nedokáže kondenzaci chromozomů vysvětlit. 

Dalšími faktory podílející se na kondenzaci chro-
mozomů jsou mitogenem aktivované protein kiná-
zy (MAPK). MAPK jsou obsaženy ve vysokých 
koncentracích v oocytech (36) a jejich aktivita je 
nejvyšší po fertilizaci oocytu (64). Tyto serinové/ 
/threoninové kinázy jsou společně s MPF důleži-
tým regulačním prvkem maturace oocytů projevu-
jící se mikroskopicky ztrátou jadérka, rozpadem ja-
derné membrány a požadovanou kondenzací chro-
mozomů, jež je prvním krokem progrese oocytu 
skrz první metafázi meiózy. Na molekulární úrovni 
je maturace spjata se změnou programu buňky, na 
které se pravděpodobně MAPK také podílí (36). 
MAPK jsou aktivovány buď po aktivaci MPF (69, 
80)- nebo současně (16) v závislosti na živočišném 
druhu. Ačkoliv aktivace MAPK není spjata s aktiva-
cí MPF (15, 40), bylo prokázáno, že nízká aktivita 
MAPK je spjata s předčasným poklesem aktivity 
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MPF (17). Gordo a spol. inaktivovali MAPK injekcí 
MKP-1 mRNA, která kóduje MAPK fosfatázu, do 
hovězího oocytu. Pokles aktivity MAPK u těchto 
oocytů byl spjat s poruchou kondenzace chromatinu 
(17). Vlastní molekulární mechanismus vlivu MAPK 
na strukturu chromozomů může být vysvětlen akti-
vací MAPK aktivovaných protein kináz MSK-1 a 
MSK-2, které následně fosforylují histon H3 (61). 
Inhibice jedné z MAPK kaskád (ERK 1/2) zabra-
ňuje fosforylaci histonu H3 (72), která je nezbyt-
ným požadavkem pro kondenzaci chromozomů bě-
hem mitózy (77) a je tím spjata s PCC (28). 

 

 
Obr. 1: Schematický mechanismus fuzní PCC 

 
 
Výstupem fuzní PCC jsou vzorky se 46 až 47 

jednochromatidovými strukturami lymfocytů G0 fá-
ze a 46 dvouchromatidovými strukturami induk-
čních buněk v případě buněk neexponovaných io-
nizujícímu záření. Prasanna a spol. přičítají zvýše-
nou úroveň pozadí (47 = 46 chromozomů + 1 odlo-
mený fragment) přítomnosti makrofágů, které jsou 
zdrojem oxidových a peroxidových radikálů (53). 
S expozicí počet chromozomů lymfocytů G0 fáze 

narůstá o přibývající fragmenty (chromozomové zlo-
my), jejichž nárůst v rozsahu 0–9 Gy pro rentge-

nové záření (nízký LET) nebo 0–4 Gy pro neutro-
nové záření (vysoký LET) vykazuje lineární dáv-
kovou závislost (4, 53). S využitím proužkovacích 
technik nebo fluorescenční in situ hybridizace (FISH) 
je navíc možné hodnotit dicentrické a prstenčité 
chromozomy (47, 74, 75). 

Protože fuzní PCC nevyžaduje stimulaci lym-
focytů a následnou 48hodinovou kultivaci, může být 
odhad dávky ionizujícího záření vysloven během 
24 hodin poté, co laboratoř získá vzorky krve (53). 
Ze stejného důvodu je tato metoda doposud nej-
vhodnější k odhadu necelotělového (PB) ozáření, 
protože můžeme hodnotit i buňky, které by nedošly 
do mitózy. Touto metodou je možné provést spo-
lehlivý odhad PB ozáření při dávkách 3 Gy a vyš-
ších (4). Darroudi a spol. provedli úspěšně odhad 
6 % PB expozice při dávce 5 Gy, kdy dicentrická 
analýza a analýza mikrojader selhávaly (8). 

S fuzní PCC jsou spjaty dva problémy – nízká 
efektivita výtěžnosti a technická náročnost metody. 
Nízká výtěžnost je spjata s velmi nízkou frekvencí 
fúzí 0,05–0,06 % (11), protože PCC se objevuje 
pouze v malé frakci (< 10 %) s indukčními buň-
kami, navíc nekonzistentně (48) a možností inter-
ference obrazu indukčních buněk s PCC buňkami 
(4, 48). PCC index (% PCC lymfocytů ke všem 
lymfocytům vzorku) je signifikantně nižší než mito-
tický index konvenční cytogenetické analýzy, proto 
musí být hodnoceno více vzorků, aby byla získána 
dostatečná statistická data (11). Technická náročnost 
tkví v manipulaci s indukčními buňkami. Z těchto 
důvodů je fuzní PCC postupně opouštěna a nahra-
zována jinými postupy PCC. 

 
 

Chemicky indukovaná PCC 
 
Chemicky indukovaná PCC je navozena pro-

střednictvím calyculinu A (CalA), okadické kyse-
liny (OA) (6, 11, 18, 29, 30, 32). Jedná se o aktivní 
inhibitory eukaryontních proteinových serinových/ 
/threoninových fosfatáz (27). OA je silný inhibitor 
převážně fosfatázy typu 2A (3). CalA inhibuje pro-
teinové fosfatázy typu 1 a 2A ve stejném rozsahu 
při nižších inhibičních koncentracích než OA (27). 
Tento rozdíl je zřejmě důvodem 20násobné efek-
tivnosti CalA při indukci PCC v porovnání s OA 
(6, 30). Inhibice proteinových serinových/threoni-
nových fosfatáz vede k dysbalanci funkce mezi pro-
teinovými kinázami (MPF a MAPK) a fosfatázami 
ve prospěch kináz a navodí předčasnou kondenzaci 
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chromozomů in vitro (6, 11 a další) i in vivo (12). 
Chemicky indukovaná PCC však vyžaduje stimu-
laci G0-lymfocytů fytohemaglutininem a 48hodino-
vou kultivaci. Neproliferujících buňky obsahují níz-
ké koncentrace cyklinu B (67), jenž je součástí 
MPF a pravděpodobně dalších faktorů, které se na 
kondenzaci chromozomů podílejí, a PCC tak selhá-
vá (viz fuzní PCC). U nestimulovaných lymfocytů 
je však možné dosáhnout parciálních úspěchů při 
užitích extrémně vysokých koncentrací fosfatázo-
vých inhibitorů (500–5000 nM CalA, 2–5hodinová 
inkubace) při současném použití vápníkového ionto-
měniče A23187. Chromozomy jsou ale morfolo-
gicky nehodnotitelné (30). Tento efekt Ca2+ iontů 
je vysvětlován fosforylací histonu H3 prostřednic-
tvím Ca2+ denpendentních kináz (78, 79). 

Podobně jak fuzní PCC dokáže i chemicky in-
dukovaná PCC obcházet problémy spjaté s blokem 
buněčného cyklu, protože kondenzace nukleových 
kyselin je navozena ve všech fázích buněčného cy-
klu (11, 18, 30, 32). Chromozomy G1-fáze mají jen 
1 chromatidu bez zřetelné centromery a jsou po-
dobné chromozomům G0 fáze fuzní PCC, chro-
mozomy S fáze vykazují částečně kondenzovaný 
hrudkovitý charakter, pro jakoukoli analýzu nevyu-
žitelný, chromozomy G2 a M-fáze mají 2 chroma-
tidy a chromozomy obou fází není možné od sebe 
odlišit. Tato metoda byla proto aplikována k hod-
nocení buď chromozomů G2 a M-fáze (18, 29), nebo 
G1, G2 a M-fáze (11, 30). 

Protože není možné odlišit G2 a M-chromozo-
my, je mitotický index u chemicky indukované 
PCC označován jako G2/M index (32). Tento index 
je signifikantně vyšší než mitotický index konven-
ční cytogenetické analýzy nebo fuzní PCC index. 
Kowalska a spol. prokázali 4–10krát vyšší výtěž-
nost tohoto indexu (32) a Durante a spol. 4,5–6krát 
vyšší u mladších jedinců a až 700krát vyšší výtěž-
nost u jedinců starších v porovnání s konvenční cy-
togenetickou analýzou (11). V absolutních číslech 
G2/M index činí 10–50 % lymfocytů (29, 32). U so-
matických buněčných linií dosahují CalA a OA 
12–99 % G2/M indexu (19). Coco-Martin a spol. 
hodnotili efekt CalA a OA na nádorových liniích a 
dosáhli 10–70 % G2/M indexu v závislosti na inku-
bačních podmínkách a typu nádorové linie v po-
rovnání s mitotickým indexem konvenční analýzy 
(0,9–7,6 %) (6). PCC však nebyla indukována u 
všech nádorových linií (6).  

Hodnocení dicentrických chromozomů je obtíž-
nější než u dicentrické analýzy. S chemicky indu-

kovanou PCC je spjat pokles kvality chromozomů. 
Při užití Giemsova barvení lze zaznamenat zkrá-
cení a rozvláknění struktur chromozomů. Je obtíž-
nější rozpoznat kontury a centromery a tím odlišit 
fragmenty a dicentrické chromozomy od nepoško-
zených chromozomů. Nejlepší kvality chromozomů 
je dosaženo při 0,5–1hodinové inkubaci v médiu 
s 500–1000 nM OA nebo 50 nM CalA. S dalším 
nárůstem koncentrace inhibitorů proteinových fos-
fatáz a/nebo délkou inkubace je nárůst kvantity kon-
denzace dekompenzován poklesem kvality (29, 30). 
Vliv fosfatázových inhibitorů na množství a struk-
turu chromozomových aberací byl hodnocen pouze 
u CalA. Bylo prokázáno, že CalA nemá vliv na po-
čet, neovlivňuje proužkování chromozomů a tedy 
nemá vliv na přítomnost strukturních aberací (32). 

Vzhledem k vysoké výtěžnosti chemicky indu-
kované PCC a možnosti možnosti indukovat PCC 
ve všech fázích buněčného cyklu je tato metoda 
vhodná pro sledování chromozomálních změn při 
ozáření vysokými dávkámi ionizujícího záření. Che-
mická indukce PCC může být navozena i při akutní 
expozici dávkami vyššími než 10 Gy, kdy dicen-
trická analýza selhává (29). OA efektivně generuje 
PCC i při dávkách přesahujících 40 Gy in vitro (18). 
K získání dostatečného množství lymfocytů in vivo 
exponovaných vysokým dávkám je možné použít 
„high-yield chromosome preparation method“ (23). 
Tato metoda umožní separaci a kultivaci dostateč-
ného množství buněk nezbytných k cytogenetické 
analýze. Benefit této metody proti klasické kulti-
vaci a separaci byl ověřen při nehodě v japonské 
Tokai-muře, kdy dva ze tří exponovaných pracov-
níků měli tak nízké hodnoty lymfocytů, že nebylo 
možné provést odhad dávky ionizujícího záření kla-
sickou separací a kultivací (23).  

Poslední otázkou zůstává, co hodnotit vzhledem 
k saturaci dávkové křivky dicentrických chromo-
zomů u vysokých dávek. Kanda a spol. a Hayata a 
spol. využili hodnocení prstenčitých chromozomů 
(23, 29). Ačkoli k saturaci křivky centrický prsten-
čitých chromozomů dochází podobně jako u dicen-
trických chromozomů u dávek vyšších 5 Gy, jev je 
vysvětlen kompeticí těchto aberací (45), acentrické 
prstence vykazují další na dávce závislý lineární 
růst do dávky 20 Gy. U dávek vyšších 20 Gy je po-
zorována plná saturace křivky, neboť při expozici 
vzorku in vitro dávkou 20 Gy není signifikantní roz-
díl výtěžku prstenců proti 40 Gy (29). Vzhledem  
k jejich charakteristickému tvaru, nečiní obtíže ten-
to druh aberací rozlišit v různých fázích buněčného 
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cyklu i při velmi špatné kvalitě chromozomů dané 
působením fosfatázových inhibitorů společně s vy-
sokými dávkami ionizujícího záření. Hodnocení 
prstenčitých chromozomů tak umožňuje získání vý-
sledků analýzy během 51 hodin vzhledem k snad-
nému odlišení jejich tvaru. Padesát hodin je počí-
táno na kultivaci a přípravu preparátů. Pouze 1 hodi-
na stačí k odečtení výsledků jednoho vzorku (29). 
Další možností je hodnocení celkového počtu chro-
mozomů v kombinaci s G2/M indexem (20). Množ-
ství chromozomů jejich štěpením vzrůstá až k 30 Gy. 
Při překročení této dávky nastává pokles, který je 
vysvětlován opětovným spojováním nestabilních fra-
gmentů. G2/M index zůstává 10 % do dávky 15 Gy, 
což je následováno jeho snížením na 2 % u 40 Gy. 
Poslední alternativou je vyhodnocení poměru délky 
nejdelšího a nejkratšího chromozomu, která vyka-
zuje dávkový vzestup až ke 40 Gy (21). 

 
 

Rychlá analýza aberací interfazických 
chromozomů (RICA)  

 
Tato metoda vychází ze znalostí molekulárních 

mechanismů kondenzace chromozomů. Diferenco-
vané neproliferující buňky jako jsou periferní lymfo-
cyty selhávají v indukci PCC při použití fosfatázo-
vých inhibitorů (30). U neproliferujících, diferenco-
vaných buněk je koncentrace cyklin dependentních 
kináz nízká, což je pravděpodobný důvod selhání 
PCC u G0-buněk. Přidáním p34cdc2-cyklin B kinázy 
do inkubačního média obsahujícího OA a ATP sub-
stituuje tento nedostatek kináz a nastává PCC (54, 
55). Z praktického hlediska to znamená získání vý-
sledků během prvního dne od dodání vzorku do la-
boratoře. 

Kondenzace však není úplná. Buňky vykazují 
pouze parciální separaci a kondenzaci chromozo-
mů, proto je nutné použít fluorescenční in situ hy-
bridizaci, a chromozomy tak odlišit a ohraničit. Při 
barvení 1 chromozomu celochromozomovou fluo-
rescenční sondou jsou nepoškozené buňky charak-
terizovány přítomností 2 fluorescenčních bodů. Tři 
a více bodů ukazují chromozomovou aberaci – frag-
ment či translokaci (55).  

Metoda je vhodná pro odhad absorpce dávky 
akutního záření v rozsahu 0–7,5 Gy. Méně vhodná 
je pro protrahovanou expozici trvající dny až týd-
ny. Metoda nebyla dosud hodnocena z hlediska pro-
blematiky chronického záření, necelotělové a neuni-
formní expozice a nebyla testována při radiační ne-
hodě (54, 55).  

Využití cytogenetických metod v AČR 
 
AČR v součastné době usiluje o aplikaci cyto-

genetických metod. Tento úkol byl přidělen RN sku-
pině Centra pokročilých studií Fakulty vojenského 
zdravotnictví Univerzity obrany v Hradci Králové. 
RN skupina má k dispozici veškerý materiál nutný 
k provedení DA a PCC a kalibrační křivku DA švéd-
ského výzkumného institutu (FOI), kterou může 
využít k biodozimetrickému odhadu dávky. Vzhle-
dem k mezilaboratorním rozdílům bude však nutné 
vytvořit vlastní kalibrační křivky v laboratorních 
podmínkách AČR k maximalizaci spolehlivosti vý-
sledků těchto metod. V tomto směru bude RN sku-
pina usilovat o sestavení kalibrační křivky dicen-
trické analýzy v rozsahu 0–5 Gy a kalibrační křiv-
ky PCC v rozsahu 0–40 Gy při sledování více pa-
rametrů. 

Ačkoli k provádění cytogenetické analýzy je za-
potřebí vysoce erudovaných specialistů a samotné 
vyšetření trvá v polních podmínkách déle než vyža-
dují operační velitelé, jde o dosud jediné známé spo-
lehlivé metody biologické dozimetrie. V budoucnosti 
však bude nutné nalézt vhodnější bioindikátory io-
nizujícího záření, které umožní rychlý a efektivní 
odhad absorbované dávky odpovídající polním pod-
mínkám.  
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