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Abstrakt: V soucasné dobé je biodozimetrie rychle se rozvijejicim oborem radiobiologie.
Biodozimetrie se pii radia¢nich udalostech ¢i rozsahlych uziti jadernych zbrani stava
dulezitym prostfedkem hodnotici rozsah udalosti a umoznuje tak optimalizaci intervence
integrovaného zéachranného systému a predikci nésledki udélosti. Ionizujici zafeni méni
strukturu, funkci a syntézu nukleovych kyselin, ¢imZ zpisobuje nevratné zmény a poSkozeni.
Ke kvantifikaci téchto poskozeni slouzi zakladni biodozimetrické metody jako ukazatelé
zpétného odedtu obdrzené davky. Clanek podava piehled nejbézngjsich aplikaci pouzivanych
Vv klinickém vyzkumu i praxi. Je zaméfen jak na standardni cytogenetické testy, tak na nové
trendy a moznosti biodozimetrie se zaméfenim na oblast vojenské mediciny. Pritokova
cytometrie se stala nenahraditelnou v klinické mediciné a v soucasné dobé se zvazuje jeji
vyuziti i v oblasti polniho zdravotnického systému. Dal$i metodou, ktera se jevi jako velmi
perspektivni pro detekci poskozeni zplsobené ionizujicim zéafenim a tim stanoveni zpétného
odeCtu obdrzené davky, je elektrochemickd analyza nukleovych kyselin. Ta ptedstavuje
novou, dosud méné pouzivanou alternativu k dosavadnim metoddm a hlavnim o¢ekdvanim je

zptesnéni vysledkl a zkraceni doby analyzy.
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elektrochemicka detekce
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UvVoD

Rostouci pocet rizikovych rezimu vlastnicich nuklearni zbran¢ a moznost teroristickych
utokd Spinavymi bombami vytvaii nova rizika pro vSechny staty tak, jak dochazi ke zméné
bezpec¢nostniho prostiedi celého svéta. Na rozdil od situaci, pii kterych lze expozici osob
ionizujicimu zareni ptredpokladat a tedy i cilen¢ méfit davku ozareni napiiklad osobnimi
dozimetry, iroven nahodného a neptedvidatelného ozaieni, ke kterému dochazi pti nehodach
a utoku zbranémi emitujicimi ionizujici zafeni, 1ze urovat pouze ex post a to na zakladé
méfeni poskozeni tkdni a bunck ozédfené¢ho organismu. Protoze ionizujici zafeni vyvolava
poskozeni zakladnich stavebnich kamenti bunék, jejich genetické informace a v konecném
dusledku i bun¢k samotnych, je predpoklad, Zze absorbovana davka je umérna rozsahu
poskozeni organizmu. Z tohoto ptedpokladu vychdzeji soucasné radiobiologické metody
zaméfené na kvalifikovany, zpétny odhad obdrzené davky zéfeni, kterému byl suspektné
ozatreny jedinec vystaven. Z praktického hlediska jsou na metodu radiobiologického uréeni
davky kromé& co nejvétsi presnosti kladeny i dal$i pozadavky jako jsou dostupnost

analyzovaného materialu a hlavné rychlost stanoveni.

1.  Klasické biodozimetrické postupy

Biodozimetrie zahrnuje cytologické metody, slouzici piedev§im k monitorovani
krevniho obrazu a cytogenetické metody, které jsou zaméfeny na piitomnost
chromozomovych aberaci v lymfocytech [1]. V disledku pusobeni ionizujiciho zafeni na
organizmus nastavaji také zmény ve struktufe DNA a tim dochazi ke vzniku
chromozomovych aberaci [2]. V soucasné dobé je za zlaty standard biodozimetrickych metod
povazovan test dicentrickych chromozomi. Dicentrické chromozomy jsou nestabilni
chromozomové aberace vznikajici fuzi dvou fragmenti chromozomu, pticemz vznika
chromozom se dvéma centromerami. B&zné uzivanou cytogenetickou metodou je také
stanoveni poctu mikrojader, ktery je z hlediska naro¢nosti jednodussi nez test dicentrickych
chromozomt. Mikrojadra jsou fragmenty chromozomi, které zlstavaji voln€ v cytoplazmé,
misto pirechodu do dcefinych jader [3, 4]. Sledovani zastoupeni dicentrickych chromozomut
v jadrech perifernich lymfocytu je tak jednou z hlavnich metod klasické biodozimetrie, podle
které je moZné zpétné stanovit obdrZzenou davku ionizujiciho zafeni. Odebrana periferni krev

je stimulovana fytohemaglutinem, ktery zpiisobi replikaci DNA a nastartuje bunééné déleni,
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pii kterém jsou pozorovany chromozomadlni abnormality. Piipadné zmeény jsou pak

pozorované v optickém mikroskopu [2].

2. Priitokova cytometrie

Pritokova cytometrie patii mezi laboratorni metody umoziujici rychlou analyzu bunék
na zaklad¢ jejich optickych a fluorescenc¢nich vlastnosti. Je vyuzivana zejména na stanoveni
povrchovych i vnitinich antigenii bunék periferni krve, télnich tekutin a tkani. Specifické
antigeny jsou detekovany monoklondlnimi protilatkami s fluorochromy [5]. MnozZstvi
a intenzita fluorescence poskytuje informaci o slozeni populaci bunék, které se méni
v zavislosti na obdrzené dévce ionizujiciho zafeni. Tento fakt, Ze jsou krevni bunky vysoce
senzitivni k expozici ionizujicimu zéfeni, vedl k pomérné¢ cetnym pokusim o vyuziti
cirkulujicich leukocytti jako biodozimetrickych indikatori obdrzené davky, kterd je
rozhodujicim parametrem pro indikaci 1é¢by zamétfené bud’ na podporu krvetvorby, nebo
pokus o zachranu krvetvorby transplantaci kmenovych a progenitorovych bunék. Sledovani
zmén zastoupeni leukocytdrnich populaci a subpopulaci lymfoidnich fad v krevnim ob¢hu
a funkéni testy imunitniho systému Ize tak s aspéchem pouzit pti sledovani zdravotniho stavu
vojakl a jeho zmén po vystaveni poskozujicim vliviim, které zpiisobuje v zavislosti na davce

stiedni az tézké poruchy krvetvorby patfici k nejvaznéj$§im projeviim nemoci z ozafeni [2].

2.1 Zmény proteinového profilu jako indikator bunééného poskozeni (H2AX)

genomu. Jako reakce na poskozeni DNA, zejména na indukci dvojitych zlomu ionizujicim
zatenim, je H2AX pomoci kinaz fosforylovan na ser139 na svém c-konci [6]. Vzhledem
k tomu, ze fosforylace histonu H2AX je jeden z prvnich d&ji zahajenych v reakci na dvojité
zlomy, reflektuje jeji mira mnoZstvi poSkozeni DNA. Proto Ize fosforylovany histon YH2AX
povazovat za dobry biodozimetricky marker ke zpétnému odectu absorbované davky zéareni
[7]. K detekci fosforylace H2AX se vyuziva specifickych protilatek a pritokové cytometrie.
Tento imunocytochemicky pfistup umoziuje mensi naro€nost a vyssi citlivost oproti jinym

metodam [8].
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3.  Elektrochemicka detekce nukleovych Kkyselin

Zcela novy nastroj pro biodozimetrii by mohla piedstavovat elektrochemicka detekce
poskozené DNA. Elektrochemickd analyza nukleovych kyselin piedstavuje novou, dosud
méné¢ pouzivanou alternativu k dosavadnim optickym metoddm [9]. Predmétem studia
elektrochemie je pfenos elektroni mezi analyzovanou latkou ve vodnim prostiedi
a elektrodou do tohoto prostfedi ponoienou, pfiCemz se tento pienos elektroni projevi
zménou sledovaného signalu. Na zéklad¢ toho lze zjistit piitomnost dané latky, studovat jeji
strukturu ¢i interakci s jinymi molekulami. Ukazalo se, ze nukleové kyseliny jsou
elektrochemicky aktivni. Za elektrochemické signaly DNA jsou odpovédny redukéni
a oxidacni elektrodové déje jednotlivych bazi fetézce DNA a tyto signaly reflektuji zmény ve
struktufe DNA [10]. Pomoci této metody lze detekovat jak ptimé poskozeni fetézce molekuly
DNA, tak zmény vnitinich redoxnich déji nukleovych kyselin nebo detekovat latky, které

nukleové kyseliny poskozuji, jako naptiklad volné radikaly[11].

3.1 Biosenzory

V poslednich letech se k detekci nukleovych kyselin vyuZzivaji biosenzory, coz jsou
zafizeni, slozend zcitlivé vrstvy, kterd specificky interaguje s molekulami analytu,
a z prevodniku signalu, ktery interakci pfevadi na méfitelny signal [12]. Konstrukce
funkéniho elektrochemického biosenzoru zahrnuje vybér vhodnych pracovnich elektrod,
modifikaci povrchu elektrody a blokovéani neobsazeného povrchu elektrody proti nespecifické
adsorpci nespecifické DNA a dalSich latek [10]. Druh pracovni elektrody se voli v zavislosti
na druhu analytu, uspotfadani experimentu a rezimu méteni [11]. Pro sestrojeni senzord se
uzivaji nejCastéji elektrody na bazi uhliku (naptf. sklenénd uhlikova elektroda (GCE),
elektroda z pyrolytického grafitu (PGrE), uhlikova pastova elektrody (CPE), uhlikové filmové
elektrody (CFEs), tistené elektrody (SPCEs) a elektrody modifikované uhlikovymi
nanoCasticemi) nebo modifikované rtutové elektrody (visi rtutova kapkova elektroda
(HMDE) nebo rtutova filmova elektroda (MFE)) [12].

Biosenzor pro detekci poskozené DNA obsahuje elektrodu s DNA piimo na jejim
povrchu, coZ umoznuje studium interakci molekuly DNA imobilizované na povrchu elektrody
v roztoku s analytem, ktery piisobi jako promotor mezi elektrodou a biologickou molekulou.
Interakce mezi nimi jsou poté prevedeny na elektrické signaly. Pro navrzeni takového DNA
modifikovaného senzoru je nezbytné pochopit strukturu a elektroaktivni vlastnosti

nukleovych kyselin [13]. DvousSroubovici DNA tvoii dva antiparalelné¢ spojené
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polynukleotidové tetézce slozené z nukleotidi. Nukleotidy obsahuji cukr deoxyribozu,
fosfatové skupiny a jednu ze Ctyt nukleovych bazi. Informacni funkci maji pravé baze, jimiz
muze byt adenin (A), guanin (G), cytosin (C) nebo thymin (T). VSechny béaze vykazuji
elektroaktivitu a z hlediska orientace se nachazeji na vnitini strané Sroubovice, coz ovliviiuje
jejich vzdalenost a dostupnost pro elektrody [14]. Je tieba brat v avahu fakt, Ze na obou
elektrodach dochézi k riiznym redoxnim déjiim. Adenin a cytosinové zbytky se na rtutovych
elektrodach redukuji [11], kdezto na uhlikovych elektrodach dochéazi k oxidaci vSech bazi
[12]. Také zalezi na struktuie sledované DNA. Signaly jednovlaknové DNA na elektrodach se
vyrazné 1i8i od signald dvoutetézové DNA. Nukleové kyseliny vykazuji také vysokou afinitu
k samotnym elektrodam a dochazi na jejich povrchu k absorbci, ¢ehoz lze vyuzit pfimo ke
sledovani molekuldrnich interakci nebo analyze nebezpecnych latek poSkozujici nukleové

kyseliny [11].

ZAVER

Kvalifikované zpétné stanoveni miry poSkozeni organizmu ionizujicim zéafenim a urceni
absorbované davky je dulezité pro véasné zahajeni 1é¢by akutni nemoci z ozafeni. Z tohoto
divodu vyvstava prakticka potfeba validnich biodozimetrickych ukazateld do 24 hodin po
ozéafeni. Na zakladé tohoto pozadavku jsou rozsifovany techniky urychlujici a zkvalitiiujici
analyzu obdrzené¢ davky. Jde zejména o metody, které jsou oproti klasickym
biodozimetrickym metodam (stanoveni dicentrickych chromozémt a mikrojader) méné
Casoveé 1 technicky ndrocné, ale stejné citlivé. Je zvaZovéano vyuziti pratokové cytometrie
K rychlé analyze zmén lymfocytarnich populaci v periferni krvi, které koreluji s obdrzenou
davkou, nebo napt. vyuziti elektrochemickych biosenzor k okamzité a velmi citlivé detekci
poskozeni struktury na molekularni Grovni nukleovych kyselin. Tato metoda v provedeni

biosenzoril nabizi zpétné stanovit absorbovanou davku i neSkolenym personalem.
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