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ANOTACE

Ionizujici zafeni méni strukturu, funkci a syntézu nukleovych kyselin, zejména dochazi
ke zménam molekuly DNA. Velmi zavazny je vznik dvojitych zloml v jaderné DNA. Pocet
dvojitych zlomi je pfimo imérny obdrzené absorbované dévce. Kvantifikace téchto zlomu se
vyuziva v biodozimetrickych metodach. Mezi hlavni biodozimetrické metody patii analyza
dicentrickych chromozomii a analyza mikrojader. ZlepSeni, urychleni a automatické

vyhodnocovani téchto metod piedstavuje budoucnost biologické dozimetrie.

KLiCOVA SLOVA

Ionizujici zafeni, DNA, lymfocyty, dicentricky chromozom, mikrojadra, mikrojaderny test
TITLE

Radiation-induced chromosomal damage in human peripheral lymphocytes irradiated in vitro

ANNOTATION

lonizing radiation changes the structure, functions and synthesis of nucleic acids, especially the
DNA molecule. The formation of double breaks in DNA in the nucleus is very serious. The
number of birefringences is directly proportional to the absorbed dose received. Quantification
of these breaks is used by biodosimetric methods. The main biodosimetric methods include the
analysis of dicentric chromosomes and the analysis of micronuclei. Improving, speeding up and

automatically evaluating these methods is the future of biological dosimetry.
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UvVOD

V souvislosti s rostoucim vyuzivanim ionizujiciho zafeni v diagnostice, 1é¢bé nemoci a
riziku jeho zneuziti se stdva nezbytné nutné porozumét dopadiim ionizujiciho zafeni na
lidsky organismus, zvlast¢ na genetickou stabilitu bunék. V oblasti radiobiologie a
radiodiagnostiky zaujima vyzkum radia¢né¢ indukovanych chromozomalnich poskozeni
lidskych perifernich lymfocytii vyznamné misto. Jednim z hlavnich pfedmétt védeckého
zkoumani je zkoumani chromozomalnich poskozeni, ktera mohou ptimo ovlivnit geneticky

material a mit dusledky na stabilitu bunék.

Tato diplomova prace je zaméfena na radia¢né indukované chromozomalni poskozeni lidskych
perifernich lymfocyt ozatenych in vitro. Periferni lymfocyty jsou kli¢ové slozky imunitniho
systému, které hraji vyznamnou roli pfi odpovédi organismu na rizné druhy stresi, a to véetné
ionizujictho zafeni. Porozuméni zménam V chromozomadlni struktufe zménénych
I nezménénych bunék po ozareni mize poskytnout dilezité informace o biologickych ucincich
na organismus. Tato prace je zaméfena na systematickou cytogenetickou analyzu, pficemz
hlavnim zamé&fenim jsou dicentrické chromozomy a vznik mikrojader, které jsou indukovany
Vv perifernich lymfocytech po ozéfeni ionizujicim zafenim in vitro. Cytogenetickd analyza

podrobné zkouma vznik dicentrickych chromozomt a mikrojader v zavislosti na davce ozafeni.

V ramci praktické c¢asti diplomové prace bude sestrojena kalibracni kiivka, kterd bude
vyjadfovat vztah mezi absorbovanou davkou ionizujiciho zéafeni a cCetnosti vybraného
cytogenetického markeru (napf. dicentrickych chromozomii nebo mikrojader) v hodnocenych
bunkach. Tato kiivka nasledné¢ umozni retrospektivni odhad absorbované davky u neznamych
vzorkll na zaklad¢ zjisténého vyskytu biologického poSkozeni. Kalibra¢ni kiivka tak slouZzi jako
kli¢ovy nastroj kvantitativni biodozimetrie. Tato metodologie poskytne uzite¢ny nastroj pro

pfesnéjsi vyhodnoceni expozice ozateni a méteni biologické odezvy na danou davku.

Cilem této diplomové prace bylo analyzovat rozsah a charakter radiatné indukovanych
chromozomalnich poskozeni perifernich lymfocytl, s diirazem na vliv davky a Casu expozice.
Védecké poznatky ziskané touto reSersi mohou pfispét k hlubsimu porozumeéni biologickych

mechanism, které stoji za radia¢nimi u¢inky na geneticky material bunék.
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1 TONIZUJICI ZARENI A JEHO ZDROJE

Ionizujici zafeni je oznaceni pro druh zafeni, ktery ma dostatek energie k ionizaci atomt nebo
molekul, tedy Kk vytrzeni elektronu [1]. Excitovany stav nastava tehdy, kdyz atom nebo
molekula absorbuje energii, ktera nestaci na ionizaci, ale postacuje ke zvySeni energetické
hladiny elektronu. Pfi navratu z excitovaného stavu mtize byt energie uvolnéna naptiklad ve
formé zateni. Podle zptisobu, jakym je energie uvoliiovana, lze zafeni rozdélit do dvou hlavnich
kategorii: ¢asticové a elektromagnetické [2]. Césticovy typ, téZ nazyvany korpuskularni zafen,
zahrnuje Castice alfa, protony, deuterony, elektrony, pozitrony a neutrony [3]. Do
elektromagnetického typu zafeni, jinak nazyvaného fotonové zafeni, patii gama zafeni,

rentgenové zafeni a do jisté miry i ultrafialové zateni [1].

Formy ionizujiciho zafeni je mozné rozdélit do ¢tyt hlavnich kategorii. Mezi Césticovy typ
zatreni spadaji Castice alfa (a), beta () a neutrony. Vyzatfeni dvou protonti a dvou neutroni
tvoii podstatu alfa zafeni, zatimco vyzareni elektronti je podstatou beta zareni. Alfa ¢astice jsou
kladn€ nabité a skladaji se ze dvou protoni a dvou neutrontl, coZ tvoii jadro helia. Jedna se
0 zafeni tvofené Casticemi S vysokou hmotnosti a malym dosahem. Beta €astice jsou elektron
(B-) nebo pozitron (B+) emitovany pii pfechodu neutronu na proton nebo opacné. Beta Castice
jsou leh¢i nez alfa Castice, maji tak vétsi dosah, ale niz$i ioniza¢ni schopnost [1, 4]. Do
elektromagnetického zafeni fadime gama zareni (y) a rentgenové zafeni (RTG). Gama zafeni
je elektromagneticka vina — foton s nulovou klidovou hmotnosti a bez naboje. Je velmi
pronikavé a ma velky dosah, |ze ho zastavit pouze nékolika centimetry olova nebo betonu [3,
4]. Rentgenové zafeni je elektromagnetické vinéni s velmi kratkymi vinovymi délkami
a vysokymi frekvencemi. VInové délky RTG zéteni odpovidaji hodnotam od 10 nanometrti do
100 pikometra [5]. RTG zafeni vznika pii pfeméné energie rychle se pohybujicich elektrond,
které¢ dopadaji na povrch kovové elektrody, na energii elektromagnetického zafeni. Ve
zdravotnictvi se rentgenové zafeni vyuziva k 1ékaifskému zobrazovani [3, 4]. Gama zafeni je
vysokoenergetické elektromagnetické zareni, které vznika deexcitaci vybuzenych hladin
atomového jadra. Jednd se o proud fotonli s vysokou rychlosti a velkou energii.
Elektromagnetické vinéni u gama zareni ma krat$i vinovou délku nez RTG zafeni [6, 1]. Je
ovSem mnohem pronikav¢jsi a v magnetickém ani elektrickém poli nedochazi k jeho vychyleni.
Nejvhodnégjsi stinici materialy pro RTG jsou latky s vysokou hustotou a vysokym protonovym
Cislem. Nejcastéji se pouziva olovo, wolfram nebo uran. Rentgenové zafeni ma podobné

fyzikalni vlastnosti jako gama zafeni — jedna se také o elektromagnetické vinéni s velmi kratkou
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vlnovou délkou. Na rozdil od gama zafeni vSak nevznika pfi jadernych preménach, ale uméle,
typicky v rentgenovych trubicich. Vznika pti zpomalovani rychlych elektronti dopadajicich na
kovovy ter¢, kdy se jejich kineticka energie méni na elektromagnetické zaieni. Rentgenové
zafeni ma obvykle niz$i energii nez gama zafeni, ale stale dostatecné vysokou na to, aby

ionizovalo latky [5].

Gama zafeni ma silné ioniza¢ni ucinky. Ne vzdy existuje samostatné — jak je patrné z obrazku,
je doprovazeno alfa a beta zafenim [3]. Nejvhodnégjsi stinici materialy pro gama zafeni jsou
latky s vysokou hustotou a vysokym protonovym cislem. V praxi se uplatiiuji olovéné
kontejnery, zastény z olovéného plechu &i tvarované olovéné cihly. Cim vysii je energie fotoni

gama zafeni, tim silnéj§i musi byt vrstva stiniciho materialu pro G¢innou ochranu [5].

Nékteré atomy jsou piirozené stabilni, zatimco jiné, s nestabilnim jddrem, podléhaji spontanni
pfeméné a uvoliuji energii ve formé zafeni. Takové atomy nazyvame radionuklidy [2]. Tato
energie pusobi na okolni atomy a ionizuje je. Ionizujici zafeni ma takovou energii, ze miize
odtrhnout elektrony z jejich obézné drahy kolem jadra atomu, ¢imz vznikaji nabité atomy, tedy
ionty [3]. V soucasnosti je znamo vice nez 2000 radionuklidt [1]. Doba, za kterou se mnozstvi
urcitého nestabilniho radionuklidu pfeméni na polovinu, se nazyva polocas pfemény, nebo také

polocas rozpadu [1, 4, 3].

wewvr

ucinkem na tkané€. Davka obdrzeného zareni mize byt zpisobena fadou radionuklidi, které se
nachazeji bud’ mimo t€lo (zevni expozice), nebo ozafuji zevniti (vnitini kontaminace), kdy se
radionuklidy dostanou do téla vdechnutim, pozitim nebo ptes poranénou kizi [3, 6]. Veli¢iny
se vyjadiuji riiznymi zplsoby v zavislosti na tom, jaky objem téla a které ¢asti byly ozafeny,
a také na tom, jaky typ zafeni se na expozici organismu podilel [3]. Zakladni fyzikalni veli¢inou
je absorbovana davka, ktera udava mnozstvi energie pohlcené jednim kilogramem tkané. Tato
davka se vyjadiuje v jednotkach gray (Gy) [3, 7, 8]. Absorbovana davka vSak nezohlediuje
biologicky ucinek riznych druhti zafeni. Naptiklad stejnad davka alfa zareni vyvola vétsi
poskozeni nez stejna davka beta ¢astic nebo fotonového zateni [3, 1, 4]. Proto se v radiobiologii
pouzivaji dalsi veliCiny, jako je naptiklad ekvivalentni davka a efektivni davka. Ekvivalentni
davka zohlednuje typ zafeni pomoci tzv. radiacnich vahovych faktor, a vyjadiuje se

Vv jednotkach sievert (Sv). Efektivni davka vyjadiuje celkové riziko pro organismus tim, Ze
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zohledniuje jak typ zafeni, tak rozdilnou citlivost jednotlivych tkani pomoci tkanovych

vahovych faktort, a udava se v jednotkach sievertech (Sv) [9, 10]

Dulezitou veli¢inou je také aktivita radionuklidu, ktera udava pocet radioaktivnich premén
daného radionuklidu za jednotku ¢asu. Jednotka aktivity zafeni je bercequrel (BQ), pficemz

1 Bq odpovida jedné jaderné pieméné za sekundu [3].

Prestoze vSechny druhy ionizujiciho zéafeni zptsobuji v buiilkéch ionizaci a excitaci molekul,
kazdy z nich se liS§i mirou priniku a predavanim energie v zavislosti na své energii a fyzikalni
povaze. U kazdého druhu ionizujiciho zafeni dochazi k odliSnému mechanizmu interakce
s hmotou [4]. Gama a RTG zafeni, protony, alfa i beta Castice reaguji nejdiive s elektrony
ionizovan¢ho prostoru. Neutrony a neutralni, nenabité castice ionizuji nejdiive s jadry molekul.
Distribuce absorbované davky je u jednotlivych druhti ionizujiciho zatfeni charakterizovana
linearnim pienosem energie (LET, Linear Energy Transfer) [11, 8, 12]. LET je definovan jako
mnozstvi energie, kterou ionizujici Castice preda tkani na draze jednoho mikrometru. Jeho
hodnota je pfimo imérna ioniza¢ni hustoté neboli poétu iontovych pari vzniklych na draze
ionizujici ¢astice [11, 13]. Velikost LET je neptimo ovlivnéna rychlosti ¢astice a piimo jejim
nabojem. Z tohoto ditvodu maji alfa ¢astice, protony a neutrony vysoké hodnoty LET, zatimco
elektrony, RTG a gama zafeni jsou charakterizovany nizkymi hodnotami LET [12, 13, 14].
Biologicky ucinek ionizujiciho zateni tedy zavisi na hustoté a rozloZeni ionizaci podél drahy
zafeni — zafeni s vysokym LET zplsobuje koncentrovangjsi a vaznéjsi poskozeni tkani nez

Castice s nizkym LET, které ma difiznéjsi ucinek [8, 11, 15].

Relativni biologicka ucinnost (RBU) vyjadiuje pomér potiebnych davek dvou druht
ionizujiciho zafeni, které vyvolaji stejny biologicky efekt. Jinak fe¢eno, RBU je definovana
jako pomér davky referencniho zafeni k ddvce studovaného druhu ionizujiciho zatfeni, ktera
vyvola stejny ucinek [4, 11, 14]. Jako referenéniho ionizujici zafeni se obvykle pouziva
rentgenové zafeni s Emax 200—300 keV nebo gama zafeni °Co nebo ¥’Cs. Slabé zafeni ma
hodnotu RBU rovno jedné, husté ionizujici zafeni ma hodnoty RBU vétsi nez 1. Relativni
biologicka ucinnost Ize vypocitat dle vzorce nize (Rovnice 1), kde Dref znamena referencni

davku a Dyest testovanou davku [11, 14].

D
RBU = —r°L

Dtest

Rovnice 1:Vypocet relativni biologické ucinnosti

17



2 BIOLOGICKE UCINKY IONIZUJICIHO ZARENI

Ionizujici zéateni negativné ovlivituje buniky v organismu, a to na molekularni tak i na bunécné
urovni. Poskozeni je vicestupiiovy proces [1, 4, 16]. Podstatou biologického ucinku zafeni je
absorpce energie fotonu neboli ¢astice v Zivém organismu. Tato energie se pfeméni v jinou
formu energie zejména v Kinetickou formu energie. Tento proces je fyzikalni a na né¢j navazuji
dalsi, které jsou s nim spjaté. Na proces fyzikalni povahy navazuje fyzikalné¢ — chemicky
proces. Dusledek fyzikalné-chemického procesu jsou chemické a poté i biologické zmény
dilezitych makromolekul v bunce [1, 16, 4]. Ve fyzikalni fazi dochazi k absorpci ionizujiciho
zafeni atomy nebo molekulami, coz vede ke vzniku excitovanych nebo ionizovanych ¢astic.
Nasleduje fyzikalné-chemicka faze, pfi niz vznikaji mezimolekularni interakce spojené s
pfenosem absorbované energie. V této fazi vznikaji reaktivni ¢astice, pfedevsim volné radikaly.
Chemickéa a biochemickéa faze ptedstavuje proces, béhem néhoZ volné radikdly reaguji s
biologicky vyznamnymi makromolekulami, zejména s nukleovymi kyselinami a bilkovinami,
¢imz dochazi k naruseni jejich struktury a funkce. Biologickd faze je pak souhrnem
komplexnich dé&jti a interakci produktl ptedchozich fazi na riiznych trovnich organizace
organismu — od molekularni aZ po systémovou. Uginky ionizujiciho zafeni na organismus maji
charakter lavinovitého vyvoje poskozeni, kde primarni zasah mtize vyvolat fetézec navazujicich

biologickych reakci a zmén [4, 6, 16].

Atomy a molekuly organismu absorbuji energii ve form¢ zatfeni a nasledkem této absorpce
vznikaji volné radikaly a reaktivni agens. S ohledem na podstatu ionizacniho procesu se ucinek
ionizujiciho zafeni déli na pfimo a nepifimo ionizujici [16, 4]. Pfimo ionizujici G¢inky jsou
zplisobeny nabitymi ¢asticemi, které disponuji dostatecnou kinetickou energii k tomu, aby pfi
prichodu materidlem vyvolaly ionizaci atomu ¢i molekul. Mezi tyto Castice patii elektrony,
protony, pozitrony, alfa a beta Castice. Naproti tomu nepiimo ionizujici zafeni (y-zafeni, RTG)
tvofi nenabité Castice, které samy o sob¢ ionizaci nezpiisobuji, avSak pfi interakci s prostfedim

vedou k uvolnéni sekundarnich nabitych castic, které nasledné zplisobuji ionizaci [6, 1].

Piijetim davky ionizujiciho zafeni dochdzi k chemickym zméndm a k ovlivnéni biologické
aktivity biomolekul. Vzhledem k tomu, ze biologické systémy jsou z velké ¢asti tvoreny vodou,
je praveé voda hlavnim absorbentem zafeni. Radiolyza vody vede ke vzniku reaktivnich castic,
jako je hydroxylovy radikal (OHe), vodikovy radikal (He) a v pfitomnosti kysliku také peroxid
vodiku (H20:2) [1, 16, 3]. Vzniklé reaktivni produkty vyvolavaji sekundarni chemické reakce,
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coz ptredstavuje nepiimy ucinek ionizujiciho zareni. Kyslik se vaze na poskozené oblasti, které
byly zasazeny radikaly, ¢imz zvySuje rozsah poskozeni. Tento mechanismus ma zasadni
vyznam v radioterapii. Poskozeni biomolekul volnymi radikaly lze do uréité miry omezit
pomoci latek obsahujicich thiolové skupiny — napiiklad aminokyselina cystein je schopna
radikaly vazat a snizovat jejich ucinek az na polovinu [3, 4]. Na zaklad¢ miry poskozeni

a zpusobu poskozeni Ize u¢inky d¢€lit na deterministické a stochastické [1, 3].

Deterministické 0¢inky

Tyto ucinky se objevuji az po prekroceni urcité davkové prahové hodnoty. V oblasti nizkych
davek se obvykle nevyskytuji. Pravdépodobnost jejich vyskytu zavisi na intenzit¢ a velikosti
davky zafeni [1, 6, 4, 3]Aby se projevily deterministické u¢inky, musi dojit k nenavratnému
poskozeni velkého mnozstvi bunék. Mezi tyto ucinky patii akutni radia¢ni syndrom, poskozeni
plodu, lokalni poskozeni a pozdni nenadorové zmény. Prahovou davkou pro rozvoj Davka

akutni nemoci z ozafeni je 1 Gy [4, 6, 3].

Stochastické uéinky

Stochastické ucinky vznikaji v disledku poskozeni malého poctu bunék, typicky na Grovni
DNA. Narozdil od deterministickych ucinkl zde neexistuje davkovy prah —1 velmi nizké davky
mohou vést k biologickym nasledktim. Cim vy3§i je davka zafeni, tim vétsi je pravdépodobnost
vzniku téchto G€inkl. Mezi hlavni stochastické G€inky patii vznik nadorovych onemocnéni
a genetické mutace. Obecné se piedpokladd linearni vztah mezi velikosti davky
a pravdépodobnosti vzniku G¢inku [1, 16, 4]. Existuji dva typy mutaci zpisobenych ionizujicim
zafenim. Prvnim typem jsou genové mutace, které se projevuji zménami v sekvenci kodujicich
aminokyselin. Druhym typem jsou mutace vznikajici v dsledku poSkozeni chromozomil. Mezi
chromozomova poskozeni patti zlomy, chromozomové aberace, morfologické zmény a zmény
v po¢tu chromozomu [4, 16]. Do chromozomovych aberaci patii zmény velikosti, zména
morfologie nebo poctu. Do této skupiny spadaji dicentrické, acentrické nebo prstencové
chromozomy. Ke vzniku aberaci dochazi jak u somatickych, tak zarode¢nych bunék [1, 3].
Frekvence vyskytu je tumérna obdrzené davce ionizujiciho zéafeni. Vznik acentrickych
a dicentrickych chromozomt je letalni pro buiiku. Jejich pocet v ozatfenych buinikach lymfocyt

se pouziva ke zpétnému zjisténi obdrzené davky [1, 4].
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2.1 Interakce ionizujiciho zafeni s organismem

Interakce ionizujiciho zafeni s bunikami probiha stejnym fyzikélnim mechanismem a podle
stejnych fyzikalnich zdkond jako u nezivé hmoty. Proces zacCina predanim energie zaieni
atomim a molekuldm v zivém organismu. Z biofyzikalniho hlediska je tfeba zdlraznit, ze ve
srovnani s jinymi formami energie staci ke vzniku poskozeni nebo i smrti velmi malé mnozstvi
energie z ionizujiciho zafeni. [6]. Vznik teréové teorie pocita s existenci citlivého terée uvnitt
bunky. Podstatu déji probihajicich v buiice po ozafeni lze rozd¢lit do nékolika fazi. Prvni
inicidlni fazi je fyzikalni stadium. Fyzikalni faze je obdobi kdy atomy a molekuly biologického
systému absorbuji zafeni. Dalsi procesy jsou fyzikaln¢-chemické, chemické a biochemické.
Béhem fyzikalné-chemického procesu dochazi ke vzniku radikalt a reaktivnich agens [16, 4,
6]. V chemické a biochemické fazi reaguji mezi sebou pritomné radikaly, které poskozuji okolni
biomolekuly. Na biochemickou fazi navazuje biologické stadium. PoSkozené biomolekuly
vyvolavaji patologické zmény ve fungovani bunky. Pokud buiika ihned nezemie aktivuje se jeji
komplexni bunéénd odpoveéd na ozareni. V zdvislosti na rozsahu poskozeni a GspésSnosti opravy
DNA je pak vysledek odpovédi buitky bud’ zotaveni buiiky, nadorova transformace nebo smrt

buiiky [16, 4].

Ionizujici zateni poskozuje témét vSechny organely v burice. KliCovou strukturou urcujici osud
buiiky je jadernd DNA. Zafeni ptsobi zlomy dvouSroubovice, a to jak jednoduché, tak dvojité
[16, 4, 13]. Jednoduché zlomy jednoho vlakna DNA (SSB, single strand breaks) dokaze buiika
obvykle snadno opravit. Oprava dvojitych zlomt (DSB, double strand breaks) je vsak mnohem
nebude schopna opravu zvladnout a dojde k jejimu zniceni [6, 13]. Kromé SSB a DSB vznika
po ozafeni také poskozeni bazi, kiizové vazby DNA (DNA cross-link), lokalni denaturace
a dalsi typy zmén. Dochazi rovnéz k poskozeni proteint a lipidi. Tyto molekuly se vSak v
bunice vyskytuji ve vice kopiich nez DNA, a proto jejich poSkozeni obvykle neptedstavuje Zivot
ohrozujici stav pro burku [4, 16, 13]. Prokazatelny t¢inek na tyto molekuly Ize o¢ekavat az pti
vy$$im poSkozeni velkého procenta kopii. Zménénd funkce DNA se nasledné odrazi ve

vvvvvv

vystaveného ionizujicimu zatfeni [16, 13].
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2.2 Struktura DNA a chromozomu

Molekula DNA je piirozené nestabilni, a proto je obklopena fadou proteint, které zajist'uji jeji
usporadani v jadre a zaroven ji chrani pted skodlivymi vlivy. V somatickych bunkach ¢lovéka
dosahuje délka DNA v nekondenzovaném stavu piiblizné dvou metrti [17]. Uspofadani a

struktura DNA a nasledna tvorba typického tvaru chromozomu je zndzornéna v nasledujicim

obrazku (Obrazek 1).

"Koralky na

Diieiisiilioiice Niiklasiai provzku" 30 nmvlakno Aktivni chromozom Metafazicky chromozom
[ ] [ | [ | [ [ |
Izolovana DNA Velmi aktivni geny Méné aktivni geny Negenoveé oblasti (v interfazi) Béhem bunécného déleni
[ | [ ] [ [ 1 [ ]

Obrazek 1: Tvorba chromozomu do tvaru X pfi bunééném déleni
Obrazek znazornuje postupnou kondenzaci DNA od dvouSroubovice az po metafazicky chromozom
b&hem bunécného déleni. DNA se nejprve naviji kolem histonti do nukleozomt (,,koralky na
provazku®), dale se zahustuje do 30nm vlakna a vysSich struktur. V prubehu interfaze je chromatin
castecné kondenzovany, zatimco pfi déleni se zformuje do maximaln€ kondenzovaného metafazického
chromozomu, viditelného pod mikroskopem. Tento proces umoznuje efektivni uspotradani a tizeni
genetické informace [17, 18].

U eukaryotickych organismi je vétSina jaderné genetické informace uloZzena v chromozomech
v bunéném jadie, zatimco mens$i ¢ast genomu se nachdzi v mitochondriich (a u rostlin
I v chloroplastech). Na zaklad¢ velikosti se chromozomy rozdéluji do sedmi skupin oznacenych
pismeny A az G [17, 19]. Chromozom ve fazi metafaze bunécného déleni se sklada ze dvou
chromatid, které jsou spojeny centromerou. Podle polohy centromery se chromozomy rozdéluji
na metacentrické (centromera je uprostfed, ob¢ ramena jsou pfiblizn¢ stejné dlouhd),
submetacentrické¢ (centromera je mirné posunuta od stfedu, ramena maji raznou délku)
a akrocentrické chromozomy (centromera je blizko jednoho konce a ramena jsou vyrazné
nestejné dlouhd) [4, 17]. Charakteristickym znakem chromozomi je pravidelné stfidani oblasti
heterochromatinu a euchromatinu podél jejich délky. Tyto rozdily se po aplikaci

cytogenetickych barvicich metod projevi jako pruhovani. V praxi se tento jev vyuziva ke
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zkoumani strukturnich i numerickych aberaci chromozomil. Nejmodernéji se s timto piistupem

pracuje napiiklad v molekularni metod¢ FISH (fluorescencni in situ hybridizace) [19].

Lidské bunky obsahuji dvé sady chromozomi — jednu sadu od matky a druhou od otce. Celkem
se v bufice nachdzi 23 part chromozomu, z nichz 22 para tvoii autozomy (Cislované 1 az 22)
ajeden par jsou chromozomy pohlavni (XX u zen, XY u muzi) (Obrazek 2). Kazdy
chromozom nese velké mnozstvi gent, které predstavuji zékladni funk¢ni jednotky dédi¢nosti

[17].
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Obrazek 2: Karyotyp muze XY (vlevo) a ideogram lidského karyotypu Zeny (vpravo)
Obrazek zobrazuje lidsky karyotyp — uspotfadéni chromozomi podle velikosti, tvaru a pruhovani.
Vlevo jsou chromozomy ve standardni metafazické podob¢, vpravo s G-pruhovanim, které umoznuje
jejich presnou identifikaci a detekci genetickych zmén, jako jsou delece, duplikace ¢i translokace.
Spravné sparovani chromozomi je zasadni pro diagnostiku genetickych poruch [17, 10, 20].

2.3 Chromozomové aberace

Chromozomové aberace vznikaji v disledku plisobeni ionizujicitho zafeni, které zpiisobuje
poskozeni molekuly DNA, pficemZ vyznamnou roli hraji produkty radiolyzy vody. Ionizujici
zafeni vyvola poruchy chromozomti, a to jak strukturni aberace, tak i zména jejich poctu neboli
numerické aberace [1, 16, 17]. Strukturni aberace mohou postihnout jeden chromozom, jedna
se o takzvané intrachromozomalni aberace, nebo dva a vice chromozomi, poté hovotime
0 interchromozomalnich aberacich, tyto aberace jsou znazornény v obrazku nize (Obrazek 3).
U numerickych aberaci u jednotlivych chromozomi se jednd o aneuploidie, pokud se
numerické aberace tykaji celych chromozomalnich sad, hovotfime o polyploidiich. Numerické
aberace vedou ke kvantitativnim odchylkam od normalniho karyotypu, a jejich vznik zptisobuje

zavazné syndromy [17, 19]. Syndromy jsou velmi zavazné a vétSina z nich je neslucitelna
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s zivotem. Dopad strukturnich aberaci neni tak drasticky jako u numerickych, pokud ovsem
dojde k zachovani genetické informace, tedy pokud se jedna o balancované strukturni aberace.
Zéavaznéjsi jsou nebalancované strukturni aberace, kdy dojde ke ztrat¢ nebo ziskani genetického

materialu. OvSem i balancované aberace mohou mit negativni vliv na zdravi ¢lovéka, dojde-li

ke zmén¢ exprese gentl v oblasti zlomu a nasledného znovu spojeni DNA [4, 17, 19].

Interchromozomalni Intrachromozomalni Intrachromozomalni Zlomy chromozomu
vymény aberace zahmujici aberace v ramci (termindIni delatace)
raménkapaq ramének p nebo g
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=
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2] dicentricky kruhovy (ring) intersticidlni
chromozom chromozom delece
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-
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(W)
= reciprokd pericentricka paracentricka
translokace inverze inverze

Obrazek 3: Chromozomové aberace
Aberace jsou rozdéleny na asymetrické a symetrické podle ztraty nebo zachovani genetického
materialu. Mezi asymetrické aberace patii dicentrické chromozomy, kruhové chromozomy,
intersticialni delece a terminalni zlomy chromozomu. Symetrické aberace zahrnuji reciproké
translokace a pericentrické a paracentrické inverze. Tyto strukturalni zmény jsou kli€ové pii
hodnoceni u¢inki ionizujiciho zafeni, zejména v biodozimetrii [6].

VétsSinu 1ézi DNA dokéze bunika snadno a rychle opravit, pokud je poskozen pouze jeden
fetézec DNA. Tento fetézec mize byt opraven pomoci druhého neposSkozeného fetézce, ktery
slouzi jako templat pro rekonstrukci DNA. Nové dosyntetizovana DNA je tvofena na principu
komplementarity bazi [1, 4]. Pti pferuSeni obou vlaken DNA, coz vede k vytvoieni DSB,
vznikaji dvé hlavni rizika. Prvnim je ztrata genetické informace nasledkem poSkozeni konct
DNA [13]. Druhym rizikem je nespravné spojeni chromozomalnich fragmentu, které pochazeji
z jednoho nebo vice chromozomii. Pokusy o opravu DSB tedy mohou vést nejen k bodovym
mutacim a mikrodelecim, ale i K intrachromozomalnim inverzim a dal§im chromozomalnim
aberacim, jako jsou translokace, dicentrické chromozomy, prstencové chromozomy a rtizné

velikosti deleci. Vzhledem k zavaznosti DSB a vySe uvedenym komplikacim pfi jejich oprave
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ptredstavuji DSB zéasadni typ radiacniho poskozeni [13]. Na rozdil od chemickych latek
ionizujici zafeni zpusobuje chromozomalni aberace nezavisle na replikaci a fazi buné¢ného
cyklu. Zareni vyvolava piestavbu chromatinu, a to jak chromozomového, tak chromatidového
typu [17]. Chromozomové aberace postihuji ob&é chromatidy mitotického chromozomu. Tyto
aberace se formuji v G1 fazi na jedné chromatid¢, a v S fazi se ptenesou na druhou chromatidu.
Aberace chromatidového typu maji sviij piivod az v S/G2 fazi, ptiCemz v prvni mitdéze zasahuji
jednu chromatidu. Pii dal§im cyklu bun€k se chromatidové aberace pfeméni na chromozomové
[6, 4]. Mezi nejvyznamngjsi strukturni aberace vzniklé pii kontaktu s ionizujicim zafenim patii

prstencové chromozomy, dicentrické chromozomy, fragmenty, delece a inzerce [16, 13].

2.3.1 Kruhové chromozomy

Kruhové neboli ring chromozomy vznikaji cirkulaci chromozomu a spojenim kratkého
a dlouhého raménka poté, co doslo k odlomeni terminélnich koncii nebo k telemetrickému
poskozeni vlivem ionizujiciho zéfeni. Pfitomnost kruhového chromozomu je spojena se ztratou
genetické informace, protoze vzniklé fragmenty se nepienaseji do dcetinych bunék, a to diky
absenci centromery, ktera je nezbytna pro spravnou segregaci chromozomu béhem bunééného

déleni [4, 17].

2.3.2 Dicentrické chromozomy

Jsou stézejni produkty v ozafenych buikach. Formuje se podobné jako kruhovy chromozom.
Rozdil pfi formovéani dicentrického chromozomu spoc¢iva vtom, Ze namisto jednoho
chromozomu se zde ucastni dva chromozomy [4]. Jedna se tedy o interchromozomalni aberaci.
Po deleci konci ramének p nebo q obou chromozomi prestavaji byt postizena raménka
chranéna telomerami, coZ vede k jejich vzdjemnym interakcim. Bez této ochrany muze
dochézet k nechténému spojovani chromozomalnich fragmentii, coZ zvySuje riziko vzniku
chromozomalnich aberaci [4, 11]. Chromozomy bez telomer vzajemné interaguji a dochazi ke
spojeni odhalenych ramének obou chromozomi. Vysledny chromozom pak obsahuje dvé
centromery. Vznik dicentrickych chromozom je detailné znazornén v obrazku nize (Obrazek
4) Stejnym zplusobem mohou vznikat i vicecentrické chromozomy. Tyto multicentrické
struktury jsou typicky vysledkem expozice bunky vys$i davce ionizujiciho zafeni, které
zpusobuje zavazné strukturdlni zmény chromozomu. Tato aberace muZze vést k naruSeni
normalniho rozdéleni chromozomli béhem bunécného déleni, coz ma vazné disledky pro

genetickou stabilitu bunky [4, 17, 11]. Tyto aberace, stejné jako vyskyt prstencovych (ring)
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chromozomt, vedou ke ztrat¢ genetické informace. Dicentrické chromozomy zplsobuji

zavazngjsi poruchy mitotického déleni a jejich pfitomnost je proto pro buiku letalni [1].

T
reparovany
--m chromozom

(::)——

e
“ dicentricky
chromozom
reparace obsahujicich centromeru,
zpravidia zanikaji)

Obrazek 4: Vznik dicentrického chromozomu (vlevo) a mikroskopické zobrazeni dicentrického
chromozomu (vpravo)

Schematické znazornéni opravy dvouretézcovych zlomt DNA. Pii spravné oprave vznika neporuseny
chromozom. Chybna oprava mize vést k reciproké translokaci (vymeéna ¢asti mezi chromozomy),
vzniku dicentrického chromozomu (s dvéma centromerami) a acentrickych fragmentd (bez
centromery), které jsou nestabilni a obvykle zanikaji [6, 10].

2.3.3 Delece chromozomu

Delece chromozomu je proces, pii kterém dochazi ke ztrat¢ genetického materidlu.
Chromozomové delece se objevuji jako nasledek ozareni, ale také diky procesu zaciSténi
chromozomu pfi reparacnich procesech DSB DNA. Diky reparacnim procesim DNA vznikaji
jen malé delece, rozsahlejsi delece vznikaji nasledkem zaloznich mechanismut reparace DNA
[17, 19].

2.3.4 Fragmenty chromozomi

Pti pusobeni ionizujiciho zafeni nebo chemickych ¢i mechanickych vlivii se mohou z
chromozomli odlomit kratké fragmenty chromatinu. Tyto fragmenty, které postradaji
centromeru, nemohou byt soucasti bunééného cyklu. Vznikem téchto fragmenti dochdzi ke

ztraté genetické informace, coz vede k letalnim porucham ve funk¢nosti genomu [4].
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2.4 Interakce zareni na molekularni arovni

Ionizujici zateni mize posSkodit vSechny typy biomolekul. Z hlediska funkce bunky je vSak
klicové poskozeni proteind, lipid,, RNA a zejména DNA. lonizujici zéfeni méni strukturu,
funkci a syntézu nukleovych kyselin a proteinti. Ukazuje se, Ze existuje davkova zavislost, kdy
vy$$i davky zafeni vedou k poklesu replika¢ni a transkripéni aktivity DNA [16, 4].
Radiosenzitivita replikace je pfiblizn€ o fad vys$si nez u transkripce, coz je dusledkem vétsiho
odhaleni DNA béhem replikace nez pii transkripci [16]. Poskozeni DNA mize vést k jeji
neschopnosti se replika¢né obnovit, coz nasledné zpuisobuje smrt buriky [6]. DNA je obklopena
histony, bazickymi nukleoproteiny, které se spojuji do nukleozomi, tvoticich zédkladni jednotky
chromatinu v chromozomech. Tyto proteiny poskytuji uréitou ochranu DNA pted poskozenim.
I pfesto existuje v buiice fada dalSich repara¢nich mechanismi, které se aktivuji v pifipadé

poskozeni DNA [16, 4].

2.4.1 PoSkozeni proteint

Proteiny jsou stavebni a vykonnou slozkou bunky. Jejich poskozeni miize mit pro buiiku fatalni
nasledky. K fatalnimu poskozeni v8ak dochazi az pti vysokych davkach zafeni [3]. Jak jiz bylo
zminéno vyse, proteiny se v buiice vyskytuji v mnoha kopiich a na rozdil od molekuly DNA u
nich nedochazi k odhaleni ¢i rozbaleni struktur [16, 4]. Pti neletalnich davkach zafeni zdstane
v buiice dostatek neposkozenych kopii proteinil, které umozni pteziti buiiky v krizové situaci.
Buiika néasledné odstrani nefunkéni a poskozené proteiny pomoci hydrolyzy proteolytickymi
enzymy v proteazomech a nahradi je syntézou novych. Timto se poskozeni proteinii 1i8i od
poskozeni DNA, které se pienasi do nasledujici generace, pokud neni spravné opraveno [6].
Proteiny narusuje jak samotné zafeni, tak 1 ionty z radiolyzy vody. Nésledkem interakci s ionty
mohou proteiny zménit svou konformaci, coz vede ke zmén¢€ nebo uplné ztraté jejich funkce
[1] Nebezpecné jsou i proteinové adukty na molekule DNA, které brani replikaci, transkripci a
reparaci. Radia¢ni poSkozeni proteinii ovliviiuje bunécéné procesy, které zprosttedkovavaji

proteiny, ale i dal$i biomolekuly, jako je DNA [1, 6].

2.4.2 PoSkozeni DNA

Deoxyribonukleovd kyselina (DNA) ma v bunice 1 v radiobiologii unikatni postaveni. U
eukaryotnich organismli se DNA vyskytuje nejen v jadre, ale i mimo né&j v jiné formé nez v
jaderné DNA. Jadernd DNA je nositelkou genetické informace, na rozdil od ostatnich typl

DNA v bunice. Jadernd DNA se, na rozdil od pocetnych mimojadernych DNA, nachazi pouze
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ve dvou kopiich, pficemz v haploidnich gametach je pfitomna jen v jedné kopii [4, 17]. Dojde-
li k posSkozeni jaderné DNA bez v€asné opravy, muze to vést ke ztraté genetické informace.
DNA vykazuje citlivost k nizkym davkam ionizujiciho zafeni. K naruseni funkce genu nebo
regulacniho useku totiz nékdy postacuje i pouhd zména jedné baze v sekvenci. Mezi vSemi
muZe mit pro buiiku i cely organismus trvalé a nebezpecné nésledky, a to 1 v ptfipad¢, ze buika
prezije akutni fazi po ozareni [13]. Defekty genetické informace mohou vést k expresi proteint
s pozménénou funkci nebo zcela nefunkénich proteint. Tyto poruchy se vSak projevi az po
nakumulovani znaéného mnozstvi poskozené DNA, coz muze trvat i desitky let [1, 16]. Z
tohoto diivodu neopravené 1éze DNA ptedstavuji pro buitku ¢asovanou bombu. Na druhou
stranu bunka disponuje reparacnimi mechanismy, které¢ jsou schopné tyto léze DNA vcas

opravit [13].

Pro prevenci hromadéni genotoxickych poSkozeni a odvraceni dysfunkce buiky si bunky
vyvinuly komplexy odpovédi, které se pii detekci poSkozeni okamzité aktivuji [16, 13].
Poskozené nukleotidy a SSB DNA jsou velmi rychle reparovany za pomoci systému excizni
reparace (BER — base excision repair, NER — nucleotide excision repair) [16, 4, 21] DSB patii
mezi letalni poskozeni buriky a jejich oprava je komplikovana. V piipad€ nedokonalé opravy

dojde ke vzniku mutaci a k nestabilité¢ genomu [16].

2.4.3 Reparace DNA

Reparacni systémy buiiky se nezaméiuji pouze na posSkozeni vyvolané ionizujicim zafenim. Ve
skuteCnosti dochazi k neustalému poskozovani DNA vlivem environmentalnich faktort i
vnitrobunéénych procesii (metabolismus, replikace a transkripce) [16, 17]. Béhem jednoho
reparacniho cyklu se v DNA diky piisobeni radikalt objevi az 5000 jednoduchych zlomi. Pouze
z 1 % téchto zlomi vznikaji DSB. Teoreticky miiZe i jediny DSB vést ke smrti buiiky, pokud

zustane neopraven [4].

Efektivita reparacnich systéml buiikky mé zdsadni vliv na osud ozéafené bunky. Netc¢inna
reparace miiZze vést ke smrti mnoha bun¢k a ke vzniku akutniho poskozeni, coz spadd mezi
deterministické ucinky zafeni. Nepiesna reparace zpusobuje problémy ve stochastické oblasti
[16, 3, 4].
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2.4.4 Reparace jednoduchych zlomi
2.4.4.1 EXxcize bazi

Poskozené baze a nespravné sparované nukleotidy patii mezi snaze opravitelné 1éze DNA,
protoze postihuji jen jeden fetézec [16]. Na chemicky modifikované baze (oxidované,
alkylované atd.) se zaméfuje bazova excizni reparace. Ta neodstraiiuje pouze abnormalni baze,
ale celé nukleotidy. Vzniklé mezery jsou nasledné zaplnény novymi nukleotidy podle pravidel

komplementarity bazi v protilehlém neposkozeném fetézci [16, 4, 21].

Reparace téchto zlomi probiha za pomoci kratké nebo dlouhé BER (Base excision repair) cesty.
BER opravuje poskozeni DNA zpuisobené deaminaci, alkylaci a oxidaci [4, 22]. Toto poskozeni
zpusobuje malou deformaci dvousroubovice. BER je iniciovano DNA glykosyldzou, ktera
rozpozna a odstrani poskozenou bazi, ¢imz zanecha volné abazické misto, které je nasledné
zpracovano bud’ kratkou, nebo dlouhou cestou opravy [16]. Dnes je znamo nejméné 11 rtiznych
savéich DNA glykosylaz [21]. BER chrani ptfed rakovinou, stirnutim a neurodegeneraci.
Opravy pomoci BER probihaji jak v jadrech, tak i v mitochondriich [4]. Dulezitym regulatorem
je poly(ADP-ribosa) polymeraza 1 a poly(ADP-ribosa) polymeraza 2 (PARP-1 a PARP-2) [23,
24]. Tyto enzymy se podileji na rozpoznani SSD v DNA. Poly(ADP-ribosyl)ace je okamzita
posttranslacni modifikace histonii a jadernych proteini zavisla na poskozeni DNA. Tato
posttransla¢ni modifikace ptispiva k pteziti poSkozenych proliferujicich bun¢k. Znazornéni
PARP cesty je ukazano na obrazku (Obrazek 5). PARP tvoii rodinu 18 proteint, kddovanych

riznymi geny, které vykazuji spole¢nou katalytickou doménu [4, 21, 23].

PARP-1 (113kDa) a PARP-2 (62kDa) jsou oba zapojeny do snimani a signalizace zlomu DNA
(SSBR) nebo opravy vyfiznuti bazi (BER) (Obrazek 5) [21, 23, 24, 25]. Po vazbé PARP-1 na
poskozenou DNA tento enzym katalyzuje ptenos ADP-rib6z ziskanych pfi Stépnych reakci
NAD (nikotinamind adenin dinukleotid). Pfedpoklada se, Ze kovalentni automodifikace PARP-
1 slouzi k ptivolani ostatnich reparac¢nich proteini do poSkozeného mista a tim k urychleni

celého d¢je [21, 24].

PARP-2 (62 kDa) je jaderny protein, ktery se vdze na zpracovanou DNA enzymem
DNazou — 1. Jeho doména vazajici se na DNA se 1i§$i od PARP-1. PARP-2 se zamé&fuje na
mezery v DNA ne na zafezy [16, 21, 25]. PARP-2 je protein, ktery zodpovida az za 15%
celkove aktivity PARP stimulované DNA poSkozenim. Od PARP-1 se li§i zejména

modifikacemi domény rozpoznavajici zlomy. PARP-2 se podili na modifikaci struktury
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chromatinu, jeho hlavnim cilem je histon H2B. PARP-2 spolupracuje s endonukleazou FEN1
pii dlouh¢ varianté¢ BER [21, 23, 24].

V prvni fazi je poskozena baze odstiizena v katalyzované reakci pomoci specifickych DNA-
glykosyldz, tato reakce vytvoii abazické misto v ietézci. Nasleduje Stépeni 5°AP
endonukledzou (APE1) dojde k odstépeni terminalniho deoxyriboza-fosfaitu a doplnéni
nukleotidu pomoci DNA polymerazy B (Pol B) [16, 23, 24]. Krom APEI se zapojuji i dalsi
enzymy, které se mohou podilet na Gprave a stithani abazického mista. Mezi tyto enzymy patii
tieba endonukleazy NEIL1 a NEIL 2 ve spolupraci s polynukleotidkinasou (PKN). Na konci
cesty je fetézec zacelen komplexem proteint XRCC1 a DNA ligdzou III. Takto probihé kratka
varianta BER, pfi které dojde k odstranéni a nahrazeni pouze jednoho nukleotidu [16, 21, 22].
Krom kratké BER cesty opravy je i dlouhd cesta, pfi které po rozstépeni fetézce dojde
k odstranéni nékolika nukleotid, a to pomoci komplexu zahrnujici replika¢ni faktor C (RF-C),
prolifera¢ni bunéény antigen PCNA (proliferating cell nuclear antigen), polymerazy 3 (Pol )
a FEN-1 [26]. Replikaéni faktor C slouzi k pfipojeni PNCA na poskozenou ¢ast DNA. PNCA
K tomuto komplexu je pfipojena polymeraza f a FEN-1 odstépi polynukleotidovy usek, ktery
je ur¢eny k nahrazeni. Zaveérecné spojeni dlouhé varianty BER je katalyzovano DNA ligazou I

[16, 21, 24].
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Obrazek 5: Znazornéni PARP do procesu opravy

29



Oprava jednoduchych zlomi DNA (SSB) indukovanych y-zafenim: PARP-1 detekuje zlom a rekrutuje
XRCC1-Lig3 komplex. Nasleduje zpracovani koncti enzymem PNK, doplnéni chybéjicich bazi
polymerazou Polf za asistence PARP-2 a FEN1, a nakonec ligace DNA Lig3 [24].

2.4.4.2 Excize nukleotidu

Nukleotidova excizni reparace probiha podobné jako BER reparace DNA s tim rozdilem, Ze pfi
nukleotidové excizni reparaci (NER) dojde k vystépeni vétsiho useku poskozeného fetézce [4,
27]. Nukleotidova excizni oprava neboli NER je hlavni cestou pouzivanou savci k odstranéni
velkého mnozstvi 1ézi DNA [28, 22]. Tyto 1éze jsou vytvoiené UV svétlem, mutageny
z enviromentalniho prosttedi a urcitymi chemoterapeutickymi ¢inidly. Nedostatek
v nukleotidové excizni reparaci mize vést k dédi¢né poruse xeroderma pigmentosum [4, 22].
NER je velmi komplexni d¢j, jehoZ jednotlivé kroky zahrnuji az 20 rGznych proteinti, mezi
kli¢ové produkty gent patii produkty gent XP [27, 28]. Dosud bylo rozpoznano sedm
odlisnych skupin genti XP, které se podileji na opravé poskozenych tsektit DNA. Tyto geny se
oznacuji XPA az XPG [29]. Ve spolupraci riznych rodin proteint NER dojde nejprve
K rozeznani a oznaceni poSkozeného useku DNA. Nasledné dojde k vystiizeni az 30 nukleotidt
Z poskozeného mista. Po vysttihnuti poskozeného tseku DNA dojde k syntéze nového tiseku
[16, 27]. Exprese gend dulezité pro syntézu proteint Gcastnicich se se NER je pod kontrolou

proteinu p53. V odpovédi na poskozeni DNA jejich koncentrace v buiice stoupa [27, 28, 29].

2.4.5 Reparace dvojitych zlomi

Zatimco SSD DNA dokaze bunka snadno a rychle opravit, DSB jsou kviili sou¢asnému zlomu
obou fetézcli na jednom misté molekuly DNA velmi slozité reparovany [16, 4, 22]. P#i
reparaénim procesu molekuly DNA po poskozeni DSB pievladaji dva hlavni mechanismy.
Prvnim mechanismem opravy DSB je homologni rekombinace (HR), druhym je nehomologni
spojovani konctt (NHEJ — non-homologous end joining) [16, 4, 28]. Tyto mechanismy se 1isi
v tom, jak vyuzivaji homologni templat k rekonstrukci ptivodni genetické informace (Obrazek
6). Nehomologni spojovani koncti je zodpovédné za opravu ve vsech fazich bunééného cyklu,
zatimco homologni rekombinace probihd pfedevSim v pozdni S fazi a v G2/M fézi bunécného
zatimco jednoduché organismy, jako jsou napf. kvasinky, vyuzivaji systém homologni

reparacni opravy [16, 4, 30].
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Obrazek 6: Cesty reparace zlomt v DNA
Schéma oprav dvojvldknovych zlomi DNA (DSB) pomoci homologni rekombinace (HR) a
nehomologniho spojovani koncti (NHEJ). HR vyuziva sesterskou chromatidu jako $ablonu pro
pfesnou opravu, zatimco NHEJ spojuje konce piimo, rychleji, ale s vy$§im rizikem chyb [16, 31].

Pfi nehomolognim mechanismu spojovani koncti dochazi k jednoduché ligaci volnych koncii
DNA pomoci komplexu DNA ligazy IV. V ptipadé radia¢né€ indukovanych DSB dojde vétSinou
ke spojeni koncti az po jejich pfedchozim zacisténi (zacisténi = na 3' konci fetézce DNA musi
byt OH skupina a na 5' konci fosfatovy zbytek) [32]. Pii mechanismu reparace cestou NHE] je
presnost opravy niz8i nez u HR. Ionizujici zafeni indukuje problemati¢téjsi DSB, jejichZ konce
nelze spojit bez zacisténi [4]. Casto dochazi k vzniku vyrazné komplexnich 1ézi a
mnohocetnych zlomii DNA, které pfedstavuji vyzvu pro reparacni mechanismy. U ozatfenych
bunék se neptesnost NHEJ mechanismu vyrazné zvysuje a v podstaté¢ vzdy dojde k drobnym
zméndm genetického materialu. NHEJ G¢inné€ chrani buniky (s velkymi genomy) pted vznikem

chromozomalnich aberaci, které vedou k bunééné smrti [28, 30, 32].

Odlisny mechanismus reparace DBS DNA je takzvana homologni reparace, kterda vyuziva
sekvence DNA neposkozené sekvence DNA sesterské chromatidy [4, 22]. Resek¢ni enzymy
nejprve odstrani z DNA dlouhy usek 5’ fetézce v obou smérech od mista DBS. Na uvolnénych
koncich DNA se poté vytvoii dlouhé SSD piesahy 3’ fetézcli. Jeden z téchto presahtli se za

pomoci reparacnich proteini vmezeii do homologni sekvence DNA sesterské chromatidy.
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Timto procesem je polymerazam zajistén templat pro syntézu chybéjiciho poskozeného fetézce
a tim i pro obnovu puvodni genetické informace [28]. Homologni rekombinace je mnohem
bunécného cyklu. Oproti nehomolognimu spojeni koncti (NHEJ) je, az na specifické vyjimky,
velmi presnym zptisobem reparace molekuly DNA. Vyvstava vSak otazka: jak si buiika vybira
mezi NHEJ a HR [22]? Burika si mezi NHEJ a HR vybira hlavné podle faze buné¢ného cyklu.
HR (homologni rekombinace) probiha jen tehdy, kdyZ mé builka k dispozici sesterskou
chromatidu, tedy v pozdni S a G2 fazi. Je velmi piesnd, ale pomalejsi. NHEJ (nehomologni
spojeni koncil) funguje v kterékoli fazi, hlavné v G1, kdy sesterskd chromatida chybi. Je
rychlejsi, ale méné presnd. Rozhodovani ovliviiuji rizné proteiny, které bud’ podpoii opravu

cestou homologni rekombinace jako je napt. BRCA1, nebo NHEJ (napt. 53BP1) [22, 32].

2.5 Interakce ionizujiciho zareni na bunééné trovni

Pozménéni funkci biomolekul, zvlaste zmény v DNA, se projevi jako zména ve fungovani
vyssich biologickych celkil, coz miize mit vliv i na stav celého organismu. Na bunééné trovni
se poruchy projevuji okamzZitou, mitotickou nebo opozdénou smrti bun¢k. Odpovéd’ buiiky na
ionizujici zéfeni a jeji osud zavisi na mnoha faktorech: absorbované davce zéafeni, charakteru
expozice, stavu buniky, mikroprostiedi a schopnosti buiiky opravit poskozenou DNA [16, 4,
17]. Pii velmi vysokych davkach zafeni, které poSkozuji cely bunéény obsah, dochazi
k okamzité smrti bunék nekrotického charakteru. K usmrceni bunky pii takto vysokych
davkach obvykle dochazi béhem interfaze. Nekroza zac¢ind nékolik minut po ozafeni a konci

rozpadem burnky, coz vede k rozvoji zanétu [1, 6].

V piezivsich buiikdch mlze pfitomnost i malého mnozstvi defektli v DNA iniciovat komplexni
buné&nou odpovéd’ na ozafeni, znamou jako reakce na poskozeni DNA (DDR, Damage
Response) [22]. Prvnim ukolem této odpovédi je zablokovani bunééného cyklu, ¢imz se buiice
poskytne Cas na opravu DNA. Ionizujici zafeni mize zastavit bunéény cyklus v G1, S nebo G2
fazi. Hlavni roli v procesu buné¢né odpovédi hraji kontrolni body bun&cného cyklu a protein
p53 [16, 4]. Zafeni indukuje DNA léze, jejichz vznikem je aktivovan protein p53, ktery
stimuluje expresi dalSiho proteinu p21 [16]. Tento proces vede k inhibici komplexd cyklint s
CDK kindzami (CDK2, CDK1 a CDK4/6). Vysledkem je docasné zablokovani bunécného
cyklu v pislusném kontrolnim bodé [16, 33]. Vyznamné&jsim typem bunééné apoptdzy je zanik

vazany na mitézu, tzv. mitotickd smrt buiky, kterd vznikd v disledku menSich davek
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ionizujiciho zafeni. Toto zafeni neni dostatecné k vyvolani smrti buniky v interfazi, a poskozeni
se neprojevuje okamzité. V dusledku ozaieni dochazi k inhibici bunééného déleni. I kdyz bunka
nezanikne, neni schopna pokracovat v mitdze [4, 28, 33]. Pokud je poskozeni mens$iho razu,
buika vstoupi do mitézy jednou ¢i dvakrat, nez kompletné ztrati schopnost dalsiho déleni.
Nejnizsi davka zptsobi vytvoreni bloku v urcité fazi mitotického cyklu, bunky se dale ned¢li a
je jim poskytnut ¢as na reparaci poskozeni. V ptipadé neopravitelného poskozeni je u bunky

vyvolana apoptoza [28].

2.6 Bunéény cyklus

Béhem zivota bunka prochazi cyklem déleni, dokud jeji kapacita déleni neni vycerpana, coz
vede k vyvolani apoptdzy neboli bunééné smrti. Produktem bunécného cyklu je vznik dcetinych
bunck z matef'ské buiiky. Tento cyklus se periodicky opakuje, pticemz kazda faze ma pro Zivot
bunky specificky vyznam [17, 19]. Bun&¢né déleni je ptisné regulovano a buika je pfi prichodu
cyklem kontrolovana v ur€itych fazich bunééného deleni. Tyto kontroly zajist'uji, ze k déleni
dochazi pouze tehdy, pokud bunka obdrzi prislusné signaly. Na konci fazi, a nékdy i béhem
nich, jsou kontrolni body, kde se kontroluje DNA, organely a spravny prubéh cyklu [4, 17, 19].
Prostfednictvim kontrolnich boda se buiika chréni pfed nadmérnou proliferaci, genomovou
nestabilitou a nddorovym bujenim. Délka cyklu se 1i8i podle typu bun¢k a podminek prostiedi.
Neékteré bunky, jako naptiklad nervové a svalové, témét neprochdzeji délenim, jiné projdou
bunéénym cyklem jednou ro¢né&, mezi které patii buiiky jaterni. Na rozdil od téchto bunék, které
proliferuji jen zfidka, existuji v téle bunky, které prochéazeji proliferaci kazdy den (naptiklad

vystelkové bunky stiev nebo bunky v kostni dieni) [17].

Proliferace bunék neboli cytokineze, je proces spojeny se zdvojenim jadra. Obdobi bunécného
cyklu, ve kterém se jadro bunky déli, se oznacuje jako M féze, kterd zahrnuje mité6zu nebo
meidzu, v zavislosti na typu bunck. Pauza mezi M fdzemi je nazyvana interfazi. Bunka
Vv interfazi se ned¢li, a tato faze trva vétsSinu bunééného cyklu [4, 19]. Builka, jenZ se nachazi
v interfazi prochazi n¢kolika etapami, aby se pfipravila na kone¢nou M fazi. Buiika se nejdiiv
nachazi v Go fazi, jedna se o klidovou féazi bunky (jen nékteré buiiky ji prochazi). Dale buiika
prochazi Gy fazi neboli presyntetickou fazi, v této fazi cyklu dojde ke zdvojeni bunécné hmoty
a probihé zde syntéza RNA a histont. Bunika je v ptipravné fazi a pfipravuje se na syntézu DNA
v navazujici S fazi. G1 faze je nejdelsi a nejvariabilnéjsi fazi celého bunééného cyklu. V S fazi

dochdzi ke zdvojndsobeni DNA v buiice, pficemz kazdy chromozom se v tomto stadiu
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vyskytuje dvakrat. Po dokonceni replikace DNA se bunka dostava do G2 faze [6, 31]. V G2 fazi
dochazi k syntéze proteini potiebnych pro vznik mitotického aparatu a ke zdvojeni organel
v bunice. Po ukonceni této faze je bunka piipravena vstoupit do mitdozy nebo meidzy. Po

dokonc¢eni M faze buiika mtze vstoupit do Go, klidové faze po déleni [4, 6, 17].

O urychleni, zpomaleni nebo zastaveni cyklu rozhoduji tfi hlavni kontrolni body. Kli¢ovou
ulohu zde hraji cykliny, cyklin-dependentni kinazy (CDK) a inhibitory CDK [16]. Prvni
kontrolni bod bunééného déleni se nachazi na prelomu fazi G1 a S. V tomto bod¢ buiika ¢eka
na signaly, které ji umozni pokracovat do S faze. Priichod timto bodem zprostfedkovava hlavné
kindza CDK4/6, cyklin D1 a proteiny z rodin p21 a pl, které jsou inhibitory CDK kinaz.
Komplex CDK4/6 zvySuje expresi cyklinu E, ktery reaguje s CDK2 [28, 31, 34]. Touto
interakci se zprostiedkovava prechod buiiky do S faze. Druhy kontrolni bod se nachazi mezi
G2 a M fézi. Na tomto kontrolnim uzlu se kontroluje stav DNA po replikaci. Zde si buiika
ovéiuje, zda pii zdvojeni DNA nedoSlo ke vzniku chyb v DNA a zda duplikace probéhla
kompletné [16, 4, 28]. Na piechodu buiiky do M faze se podili defosforylace komplext cyklind
B a kinaza CDKI. Posledni bod je mezi M fazi do G1 fazi [34]. Na konci metafaze dojde
k ovéfeni spravného pfipojeni chromozomu k délicimu vieténku. Proces segregace

chromozomt zahrnuje sérii molekularnich d&ju, které zacinaji rozkladem cyklinu B [28, 31].

Pii ozareni dochazi v bunkach k poskozeni chromatinu a zastavé bunééného déleni. Béhem
zastavy bunécéného cyklu je buiice poskytnut ¢as na opravu DNA. Tato zéastava muize byt
docasna nebo trvala, pokud se oprava DNA neprovadi uspé$né (zejména pii vysSich davkach

zafeni). V ptipade¢ trvalé zastavy cyklu je u buniky vyvolana bunééna smrt [4, 6].

2.6.1 Mitoza

D¢leni eukaryotickych somatickych bungk, pfi kterém z matefské buniky vznikaji dvé dcefiné
bunky s diploidnim genomem a stejnou genetickou vybavou. Mitdza se déli na 4 faze (Obrazek
7). Prvni faze mitozy je profaze, béhem které dochazi ke kondenzaci a zkracovani chromozomd.
Soucasné se v buiice tvoii dvé deélici vieténka na opacnych pdlech bunky. V pribéhu tohoto
procesu dochazi k zaniku jadérka a jaderného obalu (prometafaze) [17, 19]. Po profazi
nasleduje metafaze, béhem které se zdvojené chromozomy srovnaji do sttedu buniky a vytvoii
takzvanou ekvatorialni rovinu. V anafazi se chromatidy oddé€luji a chromozomy zacinaji

putovat k opanym polim deliciho vieténka, k nimz dosdhnou v konecné fazi, telofazi.
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Chromozomy na opa¢nych pdlech se vraceji do piivodniho stavu, dekondenzuji a znovu se tvori

jadérko. Dochazi k postupné separaci polt buiiky pomoci kontraktilniho prstence [4, 17].

Interfaze Profaze Metafize Anafize Telofaze Cytokineze

Obrazek 7: Bunéény cyklus
Schéma mitozy zobrazujici jednotlivé faze bunééného d€leni: interfaze, profaze, metafaze, anafaze,
telofaze a cytokineze vedouci ke vzniku dvou dcetinych bunék [19].

2.6.2 Bunécny cyklus po ozareni

Bunécny cyklus u eukaryotnich bunék je regulovan fadou cyklind a cyklin-dependentnich kindz
(CDK). Specifické cykliny a CDK kontroluji prichod bunééného cyklu ptes kontrolni body.
Restrikéni bod bunééného cyklu v G1 fazi je fizen komplexem CDK4/6 a cykliny typu D, jako
je cyklin D1, D2 a D3 [35]. V pozdni fazi G; je exprimovan cyklin E a s Cdk2 tvoii komplex,
ktery fidi pfechod mezi G1 a S fazi [16, 31]. Poslednim kontrolnim bodem je pfechod mezi G
a M fazi, ktery je regulovan komplexem CDK1, cyklinu A a cyklinu B. Aktivita CDK je
u bunétného cyklu regulovana fadou mechanismi. Prvni stupeil regulace je vytvofreni
komplexu s parti¢énim cyklinem. Druhou trovni regulace CDK jsou posttransla¢ni modifikace
CDK, které bud’ zvysi, nebo snizi aktivitu. Tieti stupeii regulace je vazba inhibi¢nich proteint
na komplexy cyklini a cyklin-dependentnich kinaz [16, 28]. Kombinace vSech tii stupnd
regulace umoziuje adekvatni odpovéd’ na rizné podnéty, které ovliviiuji proliferaci bunék.
Zastavu bunééného cyklu jako reakci buniky na genotoxicky stres zprostfedkovavaji checkpoint

kinazy [4, 35].

2.6.3 Buné¢na smrt

Bunééna smrt neboli programovana smrt buiiky, je proces, pti kterém buika umira specifickym
a kontrolovanym zpiisobem, ptisobenim sloZit¢ kaskady proteolytickych enzymi, zvanych
kaspadzy, aniz by doSlo k poskozeni okolnich bunck. Apoptoza je aktivni proces, ktery
spottebovava ATP a je spojen s expresi specifickych gentl. Jedna se o postupny a vicestupiiovy
proces, ktery je také oznaCovan jako bunééna sebevrazda [17]. Signaly k vyvolani bunééné
smrti mohou pfichédzet jak od samotné buiky, tak z okoli, naptiklad od imunitniho systému.
U ozarenych bun¢k je apoptdza vyvolana pfitomnosti neopravitelnych chyb v DNA [4, 6].
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Ke spusténi programované smrti mize dojit skrz receptory smrti stimulované cytoplazmatické
membrang, jedna se o vnéjsi drahu apoptdzy nebo z mitochondrii, tady hovotfime o vnitini cesté
[35]. Na signalizaci apoptozy se podileji i dal$i organely — endoplazmatické retikulum,
lysozomy a bunécné jadro. Endoplazmatické retikulum uvoliiuje Ca** do cytosolu, lysozomy
uvolnuji lytické enzymy a bunééné jadro aktivuje protein p53, generuje reaktivni kyslikové
radikaly a spousti proteinkinazy [28]. V piipadé poSkozeni DNA hraje kli¢ovou roli protein
p53, fungujici jako bunécny ,,strazce genomu*. Pokud p53 vyhodnoti poSkozeni jako zavazné,
spousti transkripci proapoptotickych proteinti [33]. Tyto proapoptotické proteiny reaguji
S ostatnimi nitrobunécnymi signdly, jako jsou Ca?" a reaktivni kyslikové radikaly, a naruSuji
permeabilitu mitochondridlnich membran. Timto procesem dochazi k bobtnani wvnitini
mitochondridlni membrany, prasknuti mitochondrii a uvolnéni cytochromu c a dalSich proteint
do cytoplazmy, ¢imz je podpoiena apoptoza [4, 35]. Dale dochazi k aktivaci kaspaz, které
V buiice existuji jako neaktivni prokaspazy. Vnéjsi drahou apoptozy aktivuji prokaspazy,
receptory navazujici bunécnou smrt na povrchu buiiky, ¢imz ptechazeji do aktivni formy
kaspaz. Aktivované kaspazy iniciuji proteolytickou degradaci organel a dalSich bunécnych
struktur, ¢imz spoustéji kaskadu dalsich destrukénich enzymu [16, 28]. Tim ptechazi apoptdza
do nevratné neboli ireverzibilni faze. Fragmentaci podléha i jadernd DNA a cytoskelet, tim
dojde ke scvrkani buniky. Zaroven dojde i ke zméné cytoplazmatické membrany, pii kterém se
na povrch pfemisti fosfatidylserin. Fosfatidylserin na povrchu buiiky vysila tzv. eat-me signal,
ktery oznacuje buniku pro eliminaci imunitnim systémem. V konec¢né fazi se bunka rozpada na

téliska, ktera jsou pohlcena makrofagy a bunikami v okoli [16, 35].

Apoptodzu lze pozorovat jak pii fyziologickych, tak pii patologickych procesech organismu.
Behem apoptdzy se organismus zbavuje nepotiebnych bunék, infikovanych bunék i potencialné
Skodlivych nadorovych bunék, aniz by doslo k poSkozeni okolni tkdn€. Nadorové buiiky se vSak
apoptoze Casto vyhybaji a misto toho se nekontrolovatelné mnozi, coz vede k nadorovému

bujeni [17, 35].

Alternativni cestou bunécné smrti je nekroza, ke které dochdzi v disledku plsobeni vnéjSich
Skodlivych faktord, jako je infekce, mechanické ¢i chemické poskozeni [17]. Hlavni rozdil mezi
apoptézou a nekrézou je ze pii nekroze se objem buinky zvétSuje, dojde k prasknuti
cytoplazmatické membrany a vyliti obsahu buniky do okoli [4]. Vyliti obsahu bunky narusi
funkce okolnich bun¢k a mlze dojit ke vzniku zadnétu. Nekroze podléhaji bunky vystavené

vysokym davkam ionizujiciho zafeni, které kromé poskozeni DNA poskodi i proteiny, a to
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velmi zavaznym zplsobem, protoze proteiny se v bufice vyskytuji v mnoha kopiich a jejich

poskozeni je do jisté miry tolerovany [16, 4, 35].
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3 BIOLOGICKA DOZIMETRIE

I ptes negativni dopady, které ma ionizujici zafeni na lidsky organismus, ndm poskytuje mnoho
vyznamnych piinost. Jeho vyuziti je Siroké a ovliviiuje mnoho aspektt lidské ¢innosti, zejména
v oblastech zeméd¢lstvi, primyslu, mediciny a védeckého vyzkumu [16, 35]. Vyzkum v oblasti
radiobiologie a radia¢ni ochrany neustale posunuje hranice poznani o interakcich ionizujiciho
zateni v 1ékafstvi i v pramyslu [1, 7, 11]. Nicméné, s nartstajicim po¢tem rutinnich klinickych
procedur, které zahrnuji expozici ionizujicimu zafeni, je nezbytné peclive sledovat a omezovat
rizika spojena s touto expozici a zajistit bezpecnost a ochranu zdravi jednotlivch. Ptestoze
vétSina radiacnich poskozeni za poslednich 50 let byly klasifikovany jako nehody, mélo by
lidstvo byt pfipraveno na mozné teroristické zneuziti ionizujicitho zéafeni nebo na zneuziti

jaderné energie [1, 16, 8].

Dalsi organizace na mezinarodni urovni je Mezindrodni komise radiologické ochrany
(International Commission on Radiological Protection = ICRP) [36, 37]. Jeji zalozeni bylo
pfijato na druhém mezindrodnim radiologickém kongresu roku 1928. Tato organizace byla
zalozena z diivodu rostoucich obav obyvatelstva z u¢inkii ionizujiciho zéafeni pozorovanych
Vv 1ékarské komunité. ICRP z poc¢atku publikovalo doporuceni a rady ohledné radia¢ni ochrany
jako referaty ve védeckych cCasopisech v oblasti mediciny a fyziky. Mezinarodni komise
radiologické ochrany je nezavislou organizaci, kterd poskytuje vetejnosti prospéch z védy
0 ochrang proti ionizujicimu zafeni, a to jak poskytovani doporuceni, tak i pokynii pro i¢innou
radiacni ochranu. Jedna se o neziskovou organizaci. I[CRP je komunita svétové uznavanych
odbornikll v oboru radiaéni ochrany pochazejicich z vice nez 30 zemi svéta [37]. Struktura
ICRP je tvotfena hlavni komisi a védeckym sekretaridtem a Ctyfmi vybory zabyvajicimi se
davkami zafeni, efekty zareni, medicinou a aplikaci zafeni. Jak uZ bylo zminéno ICRP vydava
doporuceni v radiac¢ni ochrané ale odpovédnost za zpracovani a stanoveni konkrétnich opatieni
a pfedpist spada na jednotlivé organy radiacni ochrany v kazdém staté¢ samostatné. Za dobu
svého plsobeni vydala mezinarodni komise vice nez sto publikaci tykajicich se riznych aspekti
radiacni ochrany. Mimo publikace ICRP vydavé zakladni doporuceni, kterd popisuji systém

radiaéni ochrany jako celek [37, 38].

Systém radiaéni ochrany Ceské republiky zahrnuje provoz Radia¢ni monitorovaci sité (RMS),

kterou zfizuje Statni ufad pro jadernou bezpecnost (SUJB). Ministerstvo zdravotnictvi ve
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spolupraci se SUJB a Ceskou spoleénosti fyzikii v mediciné vydava Narodni radiologické
standardy, jez slouzi jako doporucené navody pro zavadéni radiologickych postupii na
jednotlivych pracovistich. SUJB je nezavislym ustfednim organem statni spravy a dozoru pro
mirové vyuziti jaderné energie a ionizujiciho zéafeni; jeho predsedu voli vliada Ceské republiky
[8, 10, 39].

Statni ustav radiaéni ochrany (SURO) je vyzkumna instituce zaméfena na radiaéni ochranu
v Ceské republice. Jejim hlavnim tkolem je zaji§téni ¢innosti radiaéni monitorovaci sit8, ktera
zahrnuje pfiblizné 50 kontinudlné méficich mist a dalSich 184 méficich bodu, provadé¢jicich
méfeni v &tvrtletnich intervalech. SURO rovnéz odpovida za odbornou &innost, véetné analyzy
mimotadnych udalosti a radia¢nich nehod. Kromé toho vede centrdlni databazi budov
s vysokou koncentraci radonu v ovzdusi a vyhledava tato rizikova mista. V oblasti 1¢kaiskych
ozéfeni ustav zajistuje nezavislé oveéteni zdroji ionizujiciho zafeni v ramci statniho dozoru a
vytvati metodiky a doporuéeni pro pracovniky. SURO také poiada kurzy a zkousky zaméfené

na radia¢ni ochranu [40].

Dalsi organizace, jejichz cilem je vyzkum a ochrana pted ionizujicim zafenim a také vzdélani

Vv oboru radiologie funguji i v nadnarodnim, a i celosvétovém méftitku.

Mezi takové organizace patii Mezinarodni agentury pro atomovou energii (IAEA, International
Atomic Energy Agency,). Statut IJAEA byl jednomyslné ptijat zastupci 81 statd roku 1956
béhem konference o statutu IAEA. Zfizeni této organizace navrhl americky prezident Dwight
D. Eisenhower roku 1953 na zacatku svého funkcniho obdobi [8, 35]. Podmét pro vznik této
instituce byly obavy a o¢ekavani celého svéta z vyuzivani atomové energie. Ceské republika se
stala ¢lenem organizace IAEA roku 1993. IAEA organizace sidli ve Vidni v Rakousku. Ma také
dvé regionalni kancelai€, jednu v Torontu v Kanad¢ a druhou v Tokiu v Japonsku. Také dvé
styéné kancelafe, jednu v New Yorku ve Spojenych statech americkych a druhou v Zenevé ve
Svycarsku [10, 37]. IAEA provozuje specializované laboratofe pro jadernou technologii ve
Vidni, Seiberdorfu a v Monaku. Portal IAEA NUCLEUS poskytuje pfistup k vice nez stim
védeckym, technickym a regula¢nim zdrojiim, v€etné databazi, aplikaci, publikaci a Skolicich

materiali. IAEA potada védecké konference a vzdélavaci akce [35, 10].

V pfipadech, kdy neni mozné pouzit fyzikdlni nebo chemické metody pro métfeni davky
ionizujiciho zafeni, naptiklad pfi podezieni na radiacni expozici nebo v situacich, kdy nejsou
k dispozici standardni dozimetrické nastroje, se stale Casto uchylujeme k biologickym
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metodam. Tyto metody vyuZzivaji reakce zivych organisml na radiacni poskozeni a mohou
poskytnout odhady o mife expozice na zakladé zmén v burnikach nebo tkanich [35]. Tyto
parametry zahrnuji zmény v krevnim obrazu, vyskyt chromozomovych aberaci, vznik
mikrojader a dalsi genetické indikatory poskozeni. Pii vyhodnocovéni téchto parametrt je
dilezité znat jejich vztah k davce zafeni, stejné jako k casovému intervalu od expozice [16, 11].
Jinymi slovy, abychom mohli odhadnout davku na zakladé téchto biologickych markert,
potifebujeme znat, jak se méni v reakci na riizné urovné expozice a jak dlouho po expozici jsou
tyto zmény pozorovatelné. Kalibrace téchto biologickych metod je klicova pro ptesné uréeni

davky ionizujiciho zafeni [11, 35].

Biologickd dozimetrie ptedstavuje kliCovy ndastroj pro posouzeni expozice jednotlivcl
ionizujicimu zafeni a potencidlnich biologickych ucinkl této expozice na jejich organismus.
Jednim z hlavnich cilu této discipliny je poskytnout spolehlivé informace o Grovni expozice,
které mohou slouzit k ur€eni dalSich krokti v 16¢b€, monitorovani a ochran¢ zdravi jednotlivcil

v rizikovych pracovnich prostiedich [16, 4].

Metody biologické dozimetrie zahrnuji analyzu biologickych materidli, jako jsou krevni
vzorky nebo bunky, za ucelem identifikace a kvantifikace poskozeni zplisobené¢ho zarenim.
Moderni technologie, jako jsou biodozimetrické metody zaloZené na analyze bunécného
genomu nebo biomarkert expozice, pfinaseji nové moznosti pro piesné a citlivé méteni ucinkt
ionizujiciho zafeni [7, 11]. Pomoci metod biologické dozimetrie mizeme lépe porozumét
ucinkiim zateni na lidské buiiky i organismus jako celek, coz napomaha pfi vytvafeni u¢innych
strategii pro minimalizaci rizik spojenych s expozici ionizujicimu zafeni a zlepSeni ochrany

lidského zdravi [4, 7].

Pii podezieni na vystaveni osob ionizujicimu zéafeni se vySetfeni provadi pomoci
biodozimetrickych metod. Zmény v chromozomech umoziuji detekci miry expozice. Byla
prokazana souvislost mezi zvySenou hladinou chromozomadlnich aberaci po expozici
genotoxickym faktorim a zvySenym rizikem vzniku rakoviny [35]. Existuje celd fada
biodozimetrickych metod, jejichz vybér zavisi na okolnostech dané situace — naptiklad na poctu
ozafenych osob, laboratornich podminkéch, senzitivnosti metody a ¢asovém intervalu od
expozice. Podle téchto podminek volime nejvhodné&jsi metodu z dostupnych biodozimetrickych

postupu [4, 7].
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3.1 Metody biologické dozimetrie

Biodozimetrické metody predstavuji kliCovy nastroj v oblasti biologické dozimetrie, ktery
umoziiuje méfit a hodnotit expozici jednotlivell ionizujicimu zafeni na zéklad¢ biologickych
ukazateli [7]. Tyto metody se lisi v zavislosti na zptisobu odbéru vzorku a typu analyzy pouzité
k detekci a kvantifikaci poSkozeni zplsobeného zafenim. Mezi nejCastéji pouzivané
biodozimetrické metody patii cytogenetickd analyza, analyza biomarkeri expozice
a biofyzikalni metody [35]. Kazda z téchto metod ma své vlastni vyhody a omezeni, a spole¢né
poskytuji komplexni obraz expozice ionizujicimu zafeni a jeho moznych biologickych téinkt

na organismus [41].

Cytogenetické metody jsou vV soucasnosti stavebnim kamenem biodozimetrie, které se uplatiuji
zejména V piipad¢, kdy neni fyzikalni dozimetr k dispozici nebo kdy se neda pouzit [7].
Cytogenetické metody se tedy stavaji jedinou dostupnou metodou k odhadu expozice davky
ionizujiciho zafeni [35]. Cytogenetické metody hodnoti chromozomové aberace, jak
kvalitativng, tak kvantitativné. Hodnoty z kvantitativni analyzy jsou vztaZzeny K absorbované
referencni davce dané kalibraéni kiivky. Tato kalibra¢ni kiivka je zkonstruovana na zakladé
expozice lymfocytd periferni krve in vitro dané kvalité ionizujiciho zafeni [7, 11]. Zralé
lymfocyty jsou z pohledu radiobiologie povazovany za nejvhodngjsi indikator celotélové
expozice zafenim [11]. Z hlediska piesnosti detekce je dulezité znat miru stability métenych
parametrl. Cytogenetické aberace se proto déli na nestabilni a stabilni. Nestabilni aberace jsou
postupem ¢asu z organismu eliminovany. Mezi tyto aberace patii dicentrické a vicecentrické

chromozomy. Stabilni aberace nejsou postupem c¢asu eliminovany, nebo je jejich eliminace

velmi pomala. Typickym pfikladem stabilnich aberaci jsou translokace [7, 41].

3.1.1 Analyza dicentrickych chromozomii (DCA)

Dicentricky chromozom vznikd spojenim dvou chromozomalnich fragmentl, z nichz kazdy
obsahuje jednu centromeru, ¢imz vznika chromozom se dvéma centromerami. Zbylé Casti
chromozom lze detekovat v bunééném jadru. Pfi vysSich davkach zafeni mohou podobnym
mechanismem vznikat také tricentrické nebo kvadricentrické chromozomy. V ptipad¢ velmi

vysoké expozice muze dojit ke vzniku kruhového (ring) chromozomu [17, 35].

Dicentrické chromozomy ptedstavuji hlavni typ chromozomovych aberaci sledovanych

Vv biodozimetrii. Analyza dicentrickych chromozomu (DCA) je povazovana za zlaty standard
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v radiobiologii [11]. Jeji vyhodou je vysoka specificita a schopnost spolehlivé odhadnout davku
obdrzené¢ho zareni i nékolik mésicli po ozéareni. Tato metoda je vhodnd pro zpétny odhad
nizkych davek v fadu kolem 100 mGy, které mohou vést ke stochastickym onemocnénim, jako
je leukémie. Zaroven umoziuje presné stanoveni vyssich davek nad 1 Gy, které mohou zptisobit
deterministické ucinky, jenz se mohou projevit az po tydnech ¢i mésicich od expozice

ionizujicimu zafeni [7, 42].

Spolehlivost a presnost metody byla dolozena dobrou korelaci s absorbovanou davkou méfenou
pomoci fyzikalnich metod. Pocet dicentrickych chromozomu v buiikach s casem klesa; byly
zaznamenany rozdily mezi daty ziskanymi ihned po ozafeni a daty ziskanymi s ro¢nim
odstupem [4, 11, 35]. Pro tyto pfipady existuji matematické modely a kalibra¢ni k¥ivky
umoziujici odhad davky i v delSim casovém horizontu. Mikroskopické vyhodnocovani
dicentrickych chromozomt je vSak Casové narocné — analyza ptiblizn¢ 500 lymfocyt zabere
jednomu ¢loveéku zhruba 8 hodin. V pfipadé hromadnych radia¢nich nehod by proto tato metoda

byla bez automatizace analyzy prakticky nepouzitelna. [8, 43].

Tato metoda je zlatym standardem biodozimetrie. Patii mezi nejvhodnéjsi a nejpouzivangjsi
metody diky své specifité, citlivosti a spolehlivosti. Frekvence dicentrickych chromozom je
uznavana jako spolehlivy indikator absorbované davky [44, 45]. Vyskyt vSech typt
chromozomalnich aberaci je davkové zavisly, pficemz DCA hodnoti pouze ptitomnost
dicentrickych chromozomu. Vyskyt ring chromozomu je méné Casty, coz pfi vyhodnocovani
Vyskyt fragmentii chromozom je srovnatelny s vyskytem dicentrickych chromozomil, jejich

hodnoceni je vsak zatizeno rizikem fale$né interpretace bunécnych struktur [46].
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Metodu DCA provazi fada omezeni. K hlavnim limitacim metody patfi:

e Laboratorni zazemi a rychlost analyzy: Pro spolehlivé provedeni analyzy je nezbytné
adekvatni laboratorni vybaveni, vyskoleny personal a dodrzeni standardnich postupt,

coz muze ovlivnit Casovou naro¢nost a presnost vysledku [11, 19] .

o Nestabilita dicentrickych chromozomii: Dicentrické chromozomy jsou nestabilni
strukturou, coz znamena, ze mohou byt postupné eliminovany z populace bunék, coz

komplikuje analyzu v dlouhodobém horizontu [16].

e Mitoticky index: Mitoticky index, tedy podil bunék vstupujicich do mitozy, ovliviiuje
schopnost detekovat dicentrické chromozomy. V bunkach s nizkym mitotickym
indexem muze byt obtiznéjsi identifikovat dostateCny pocet mitotickych bunék pro

spolehlivou analyzu [1, 4].

o Expozice vysokym davkam ionizujiciho zafeni: Pfi expozici vysokym davkam
ionizujiciho zafeni muize byt vyskyt dicentrickych chromozoml napadné vyssi, ale
rovnéz muze vést k zastavé bunééného déleni nebo bunééné smrti, coz komplikuje

kultivaci lymfocytli a omezi vytéznost poctu mitotickych bunék pro vyhodnoceni [1].

e Parciilni a nehomogenni ozareni: Pfi parcidlnim nebo nehomogennim ozéfeni neni
kazda buiika vystavena stejné davce zareni, coz mize vést k vyssi variabilité vysledkt
a znesnadiiuje interpretaci frekvence aberaci. Tato variabilita mize maskovat vztah

mezi davkou a odpovédi [11].

Pozadavky na laboratorni zazemi a nutnost vhodnych podminek, spolu s ¢asovou prodlevou
mezi ziskanim vzorku a ziskanim vysledka analyzy, ¢ini z metody DCA méné vhodnou pro
polni vyuziti a pro situace, kdy je tfeba analyzovat velky objem vzorkt. Prvni vysledky analyzy
jsou obvykle dostupné az po tretim dni od ziskéni vzorkd, coz zpozd'uje rychlé rozhodovéni
v krizovych situacich, jako jsou naptiklad hromadné nehodové udalosti nebo akutni
radiologické incidenty. Tento ¢asovy faktor je jednim z divodi, pro¢ je DCA spiSe metodou

pro podrobné nasledné vyhodnoceni nez pro okamzité monitorovani v terénu [46].

V soucasné dobé je moZnad automatizace téméf vSech krokl, ¢imz dojde k zrychleni
jednotlivych metodickych kroki, ale urychleni kultivaci a inkubaci zatim neni mozné.

K 48hodinové kultivaci je pfi¢teno minimalné 24 hodin na zpracovani vzorkt, véetné findlniho
43



kroku odecitani vysledkd [46, 43]. Dicentrické chromozomy patii mezi nestabilni
chromozomové aberace. Dicentrické chromozomy vykazuji exponencialni pokles V Case
zpusobeny buné¢nym obratem. Pokud dojde k odbéru po né€kolika tydnech po expozici je nutna
korelace [11]. Optimalni ¢asové okno pro odbér vzorku k analyze dicentrickych chromozomu
je co nejdiive po expozici, idealné béhem prvnich 24 az 48 hodin, nejpozdéji vsak do 6 tydnd.
Po piekroceni této doby miize byt frekvence dicentrickych chromozomi podhodnocena v
dasledku jejich nestability a postupné ztraty pii bunéénych délenich. Presto 1ze vysledky upravit

pomoci korekénich faktort, které zohlednuji ¢asovy odstup od expozice [47].

Pii metodé DCA se hodnoti pouze mala ¢ast bunék, které jsou pii zpracovani vzorkil v mitoze.
Procento bun¢k zastavenych v mitoze k celkovému poctu bungk je definovano jako mitoticky
index (MI) [11, 45]. Tento index se béhem DCA pohybuje kolem 3-8 %. Kalibra¢ni kiivky
jsou vytvafeny in vitro expozici lidskych lymfocyta [6, 41, 44]. Davky odhadnuté pomoci
in vitro konstruované kalibra¢ni kiivky mohou byt ve skute¢nosti podhodnocené. In vivo kiivky
od pacientli s malignimi nadory se postupem casu stavaji velmi dilezité pro biodozimetrii a
vV budoucnu muize pravdépodobné dojit k nahrazeni in vitro konstruovanych ktivek pravé
kalibra¢nimi kiivky [11, 44].

3.1.2 Mikrojaderny test (CBMN)

Tato metoda byla vyvinuta Fenechem a Morleym v roce 1985. Principem testu je detekce
malych acentrickych chromozomalnich fragmentt, které ziistanou béhem bunééného déleni
mimo jadro [4]. Mikrojaderny test spo¢iva v pozorovani fragmentovaného jaderného materialu,

tzv. mikrojader, které vznikaji ptisobenim genotoxickych faktoru [4, 35].

Mikrojéadra jsou morfologicky stejna, ale mnohem mensi nez hlavni bunéénd jadra. Mikrojadra
se objevuji u stimulovanych lymfocyt k mitoze. Jejich pocitani je jednodussi a rychlejsi nez
vyhodnocovani jinych testi [7, 11]. Vysledky tohoto testu se vyjadiuji jako procento BN
s mikrojadry nebo jako primérny pocet mikrojader na BN. Byla navrzena fada modifikaci, z
nichZ jednou je automatizace pomoci analyzy obrazu, ktera umoziuje pocitani mikrojader v
fadu tisict bun€k namisto stovek, ¢imz se zajisti vyssi statistickd spolehlivost namétenych dat
[46, 48]. Dalsi modifikaci je pocitani mikrojader pomoci pratokového cytometru namisto
vyhodnocovani pod fluorescenénim mikroskopem, coz podstatné zvysi mnozstvi pocitanych

bunék [49].
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U metody mikrojader se vétSinou pouzivaji barviva, jako 4',6-diamidino-2-fenylindol (DAPI),
akridinova oranz nebo Giemsovo barveni. Mikrojadra mohou slouzit jako nepiimé indikatory
chromozomalniho poskozeni. Detekce mikrojader na rozdil od jinych metod nevyzaduje

vyskoleny personal a je mnohem rychlejsi [7, 11].

Pti vyhodnocovani mikrojader se postupuje podle nékolika kritérii. Hodnoti se velikost
mikrojader, které jsou v rozmezi od 1/16 do 1/3 velikosti jadra buiiky [4]. Césti pod spodnim
rozmezim jsou obvykle artefakty, zatimco u vétSich objekti se mlize jednat o druhé dcefiné
jadro. Dalsim kritériem je pas cytoplazmy mezi mikrojadrem a bunéénym jadrem. Pokud neni
mozné rozlisit cytoplazmaticky pas mezi jddrem a moznym mikrojadrem, muizZe se jednat pouze
o vychlipku jaderné membrany [4, 7, 45]. Dal§im kritériem je barvitelnost mikrojadra. Pfi

odlisné barvitelnosti mtize dojit k zamén¢ mikrojadra za fagosom [35, 45].

Mechanismus vzniku mikrojader

Jak bylo zminéno vyse, mikrojadra jsou mimojaderna téliska, kterd vznikaji v délicich bunkach
z acentrickych fragmentti anebo celych chromozomit nebo chromatid, které zaostavaji v anafazi
buné¢ného déleni a nejsou soucasti dcefinych jader v telofazi [35, 45]. Mikrojadra, ktera
obsahuji fragmenty chromozomi, mohou vznikat z pfimého zlomu DSB DNA, konverze SSB
DNA na DSB DNA po replikaci buiiky nebo po inhibici syntézy DNA. Spatna oprava DSB
muze vést k asymetrickému uspofadani chromozomi za vzniku dicentrického chromozomu a
acentrického fragmentu [4, 45]. Centromery dicentrickych chromozomi jsou piitahovany ¢asto
k opa¢nym pdlim bun¢k v anafazi bunééného deleni. Tento jev tak vytvaii nukleoplazmaticky
mustek (NPB) mezi dvéma dcefinymi jadry délici buiikky a ze zaostavajiciho acentrického

fragmentu tak vznika mikrojadro (MN) [8, 11, 45].

Mikrojadra obsahujici celé chromozomy primarn€ vznikaji v disledku defektd v mechanismu
segregace chromozomu. Tyto defekty mohou byt zplisobeny nedostatky gent fidicich bunécny
cyklus, selhanim déliciho vieténka, poruchami proteint kinetochoru, selhanim jinych casti
déliciho se aparatu, poskozenim chromozomovych substruktur, mechanickym narusenim nebo

hypomethylaci centromerické DNA [6, 17].

Osud mikrojader po jejich vytvofeni v pribéhu mitotického déleni mize byt rlizny. Buika

s mikrojadrem miZe byt eliminovéana prostiednictvim apoptézy. Dal§i moZnosti je vypuzeni
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mikrojadra z buiiky, pokud je jeho DNA vyhodnocena jako nefunkéni nebo neschopna
replikace [7, 35, 45].

Standardni in vitro mikrojaderny test (CBMN, Cytokinesis-block micronucleus cytome assay)
se obvykle provadi na lidskych lymfocytech za pomoci cytochalasinu B, avSak tento test je
mozné prizpusobit i riznym bunécnym liniim rizného ptivodu. V bézném postupu se k lidskym
lymfocytim ptidava fytohemaglutinin jako kultivaéni médium, které stimuluje bunky k mitéze
[8, 44, 45]. Po 44 hodinach kultivace se do kultur pfidava cytochalasin B, coz je inhibitor
polymerace aktinu. Ten zablokuje cytokinezi, coz umozni rozliSeni mezi dvoujadernymi
bunikami (ty, které¢ se béhem kultivace rozdé€lily) a mononuklearnimi buiikami [50]. Po 72

hodinach jsou buiky obarveny a pfeneseny na mikroskopicka sklicka [11, 44].

Klicovou vyhodou CBMN testu je jeho schopnost detekovat jak klastogenni, tak aneugenni
jevy, které vedou ke strukturnim a numerickym aberacim chromozomu. RozliSeni mezi témito
dvéma typy poskozeni je mozné i pii nizkych davkach expozice mutagenum [11, 51]. Citlivost
CBMN testu po expozici ionizujicimu zafeni €ini pfiblizné 0,2 Gy pro detekci mikrojader
(zahrnujicich klastogenni 1 aneugenni jevy) a 0,1 Gy pii pouZiti pancentromerické FISH

metody, ktera detekuje vyhradné klastogenni poskozeni [7, 44].

CBMN test slouzi jako citlivy indikdtor chromozomalniho poSkozeni a svou citlivosti se
minimalné vyrovna klasické chromozomové analyze metafazi. Ve srovnani s metodou DCA je
vyhodnocovani mikrojader jednodussi, méné ¢asove narocné a nevyzaduje rozsahlé zaskoleni
personalu. Vyznamnou vyhodou CBMN testu je jeho vysoka statisticka sila, kterd vychazi
z moznosti hodnotit vétsi pocet bunék [44]. Dosazeni vysokého poctu téchto bun¢k umoziuje
blokace buné¢ného cyklu ve fazi cytokineze pomoci cytochalasinu B po dobu pfiblizné 48
hodin. Automatizace skoérovani mikrojader dale zvySuje objektivitu a reprodukovatelnost
testuspolehlivost testu a prispiva k minimalizaci interindividualnich rozdilt pfi hodnoceni

chromozomalniho poskozeni [46, 48].

3.1.3 Analyza YH2AX

Dalsim piistupem biologické dozimetrie je identifikace a sledovani biomarkerti, predev§im
proteint, které se aktivuji v rané fazi bunééné odpovédi na expozici ionizujicimu zateni. Jednou
z nejrychlejSich reakci na vznik DSB DNA je fosforylace histonového proteinu H2AX [35, 42,
52]. Jiz n€kolik sekund po expozici dochazi k fosforylaci H2AX na serinovém zbytku v jeho
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C-terminalnim konci, ¢imz vznika aktivovana forma oznafovana jako YH2AX [8]. Za tuto
fosforylaci jsou zodpovédné piedevsim tfi kinazy: Ataxia telangiectasia mutated (ATM), DNA-
dependentni protein kinaza (DNA-PK) a Ataxia telangiectasia and Rad3-related (ATR) [35,
53]. ATM kinaza je povazovana za hlavniho iniciatora fosforylace H2AX pti vzniku DSB
DNA. ATR kinaza reaguje primarn¢ na SSB, zatimco DNA-PK se uplatiiuje pii reparacnich
procesech DSB, zejména Vv procesu nehomologniho spojeni konci DNA (NHEJ). Na odpovédi

bunky na poskozeni DNA ionizujicim zafenim se v8ak podili vSechny tii kinazy [8, 53].

Pocet molekul, které projdou fosforylaci, linedrné roste se zdvaznosti poskozeni DNA. K
nejvyssi tvorbé fosforylovanych molekul dochazi ptiblizné 30 minut po expozici, poté jejich
mnozstvi postupné klesa v diisledku aktivace bunécnych repara¢nich mechanismi, které se
snazi opravit vzniklé dvojité zlomy a obnovit ptivodni strukturu DNA [13]. Diky této dynamice
je analyza fosforylovaného proteinu YH2AX povazovana za velmi uzite¢nou biodozimetrickou
metodu. UmoZiluje rychlou kategorizaci radia¢ni davky, zejména v mimotadnych situacich.
Tvorba YH2AX piedstavuje citlivou a rychlou odpovéd’ na pfitomnost DSB DNA. Je vSak
dilezité poznamenat, ze vznik YH2AX neni vyluéné spojen s poskozenim zptisobenym
ionizujicim zéfenim — dochéazi k nému také béhem bunécéného déleni nebo v priubéhu apoptdzy
[8, 42]. Loziska YH2AX lze vizualizovat pomoci imunofluorescenéniho barveni s vysoce
specifickou protilatkou, kterd rozliSuje mezi nefosforylovanou H2AX a jeji fosforylovanou
formou YH2AX. Ke kvantitativnimu vyhodnoceni se vyuzivaji metody jako fluorescencni
mikroskopie kombinovana s digitalni obrazovou analyzou, pritokova cytometrie nebo western

blot [53].

Mikroskopicka metoda stanoveni YH2AX je stile povazovana za citlivou metodu, ale je velmi
casove narocna a muze byt snadno ovlivnéna subjektivni interpretaci hodnoticiho pracovnika
[8, 7]. Tento problém, ktery ztéZuje reprodukovatelnost vysledkd, vedl k vyvoji fady programi
pro automatickou nebo poloautomatickou kvantifikaci. Mezi tyto programy patii FindFoci,
AutoFoci, CellProfiler a FociCounter, pfi¢emz posledni zminéné programy jsou vicetcelové,
na rozdil od ptedchozich dvou [52, 53]. Automatické odecitani lozisek YH2AX muze byt

obtizné vzhledem k nepravidelnosti a morfologii lozisek, ktera se pii vysokych davkach mohou
prekryvat [8, 53].

Analyza pomoci pritokové cytometrie nestanovuje pocty lozisek YH2AX, ale méfi intenzitu

fluorescence. Prutokova cytometrie (FC — yH2AX) je jednoduchd a rychla analyza, ktera
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umoziuje stanoveni vzorku, které neni tieba dal upravovat po obarveni [13, 53]. Intenzita
fluorescence je linearné zavisla na davce obdrzeného zateni. FC — yH2AX ma nevyhodu oproti
fluorescenéni mikroskopii a tou je citlivost této metody. V oblasti nizkych davek mohou do
pozadi vyhodnoceni vstoupit nepoSkozené bunky. Publikace uvadi Ze analyza pomoci

FC — yH2AXje mozna az od davek 0,3 Gy jiné publikace uvadéji ze dokonce az od 0,5 Gy [53].

3.1.4 Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH)

Tato metoda detekuje stabilni translokace. Pouziva se k analyze chromozomalnich odchylek
v mitotickych burikach, a i v nedé€licich se i v nedélicich se bunkach v interfazi za pouziti DNA
sond pro specifické chromozomové struktury [7, 44]. Podstatou této metody je hybridizace
neradioaktivné zna¢enych DNA sond ke komplementarnim tsekiim cilové DNA chromozomu
nebo bunéénych jader v interfazi fixovanych na mikroskopickém preparatu [35]. Nasledna
vizualizace a analyza se provadi pomoci fluorescenénich signdlii pod fluorescencnim
mikroskopem. Sondy jsou znaceny bud’ pfimo fluorochromy nebo nepiimo biotinem nebo

digoxigeninem. V soucasné dob¢ se pouzivaji spise ptimo znacené sondy [4, 44].

Identifikace fluorescen¢niho signdlu je mozna pfimo pomoci fluorescenéniho mikroskopu,
citlivgj$i je vSak analyza z mikroskopu vybaveného kamerou napojenou na pocitac se
specialnim programem pouzivanou pro FISH metodu [8, 44]. Citlivost metody se timto
pristupem zvysi i o nékolik fadd. Obraz ziskany na monitoru je kvalitnéjsi nez pii sledovani
pouhym okem, navic pocitacovy program dovoluje dalsi upravy obrazu [11, 35]. Pocitacova
analyza obrazli navic umoZnuje kvantitativni zpracovani ziskanych dat, méteni vzdalenosti

jednotlivych signalii a vytvareni jednoho obrazu z vice zaznamu [11, 53].

Riizné varianty FISH metody vyuzivaji moZnost barevného rozliSeni jednotlivych part
chromozomil. U multiplexové FISH metody jde o hybridizaci rozdiln¢ znacenych sond
S konkrétnimi chromozomy. Pfi multiplex metodé se pouzivad smés DNA sond sloZenych
z velkého poctu fluorescencné znacenych fragmenti chromozomu [4, 44]. Po hybridizaci
fluoreskuje cely chromozom. Pfi znaceni specifickymi sondami vice nez jednim
fluoroforem je mozné definovat cely karyotyp. Metoda je vhodna pro urceni pivodu
markerovych ~ chromozomt.  Nevyhodou metody je nemoznost detekce

intrachromozomovych aberaci [8, 45].
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3.1.5 Predéasna kondenzace chromozomu (PCC)

PtedCasna kondenzace chromozomu (Premature Chromosome Condensation, PCC) je metoda,
ktera umoznuje pozorovani chromozomu bez vyvolani kompletniho procesu déleni bunky [17,
35]. Nedochazi zde k inkubaci lymfocytt a vysledek je k dispozici béhem 3 az 4 hodin. Poté co
burika vstoupi do mitézy, dojde ke kondenzaci chromatinu do chromozomu. PCC je metoda,
ktera zpusobuje kondenzaci chromatinu je$té pred vstupem buriky do mitozy, proto ten nazev
predcasnd nebo pred¢asna kondenzace chromozomu [54]. Tato metoda se voli z divodd, ze
ozéfené buniky mohou byt poSkozeny az do té miry, Ze se ani pfi pouziti mitotickych stimulantt
do mitdzy uz nemiiZze dostat. PCC metoda se vyuziva pro detekci vysokych davek ionizujiciho
zafeni. RozliSujeme tfi metodické postupy PCC: fizni PCC, chemicky indikovana PCC a rychla

analyzy aberaci interfaznich chromozomi [35, 54].

3.1.6 Nové trendy v biodozimetrii

Nebezpec¢i havarii a zneuziti jadernych zbrani v soucasnosti klade diraz na biologickou
dozimetrii. V ptipadé hromadné expozici velké Casti populace I1Z ptipadné dulezita tloha
selekce ozafenych a neozafenych jedinci biologickym testim [55]. Tyto testy vSak doposud
stihaji urcité problémy. Mezi tyto komplikace patii Casova naro¢nost, nizka senzitivita, vyrazny
pokles signdlu s ¢asem po ozafeni nebo neschopnost zpracovani vysokého kvanta vzorki
Vv ptipadé¢ hromadnych expozic. Pro tyto problémy jsou nezbytné Uc¢innéjs$i a pokrocilejsi
testovaci metody zaloZené na biomarkerech, jejichZ kvalitativni zmény umozni stanovit
¢asovou intenzitu a interval od ozafeni [42, 55]. Velké Gsili je vénovano k nalezeni optimalnich
biomarkert, Které mohou poskytovat informace o efektivni davce. Idealni radia¢ni biomarker
by mél poskytovat informace o obdrzené¢ davce a mél by byt nezévisly na enviromentalni
faktorech a dalSich faktorech jako je koufeni, Iéky, vék a podobné. Takovy biomarker doposud
neni znam, ale jiZ existuji zpisoby zpétného odhadu davky spojenim nékolika genetickych a
metabolickych biomarkert [35]. K témto biomarkerim lze pfidat i proteomické biomarkery
krevni plazmy, které 1ze pozorovat po obdrzeni vysokych davek v relativné kratkém cCase po

expozici [55].

Metabolomika v biologické dozimetrii

Metabolomika je rozvijejici se obor, jehoz cilem je charakteristika zmén koncentraci vSech

malych molekul ve vzorku. Mezi vzorky ideéalni pro analyzu metabolitl patii moc, krev, sliny,
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plazma a podkozni tuk [42]. Aplikace novych metabolickych technologii umoziuje hlubsi
pochopeni v oblasti jako je toxikologie, fyziologie, a i proces vzniku onemocnéni [42, 55].
Metabolomika navrhuje v soucasnosti relativni kvantitativni analyzu tisicti riznych metabolitt
ve vzorku pomoci citlivych a specifickych metod jako je LC (kapalna chromatografie) nebo
GC (plynova chromatografie) ve spojeni MS (hmotnostnim spektrometrem) [42]. 1Z spousti
slozitou sit’ molekularnich a bunécnych reakci, které ovliviiuji metabolické procesy. Tyto

metabolity jsou potencialni biomarkery idealni pro radia¢ni biologickou dozimetrii [35].

Biomarkery jsou biologické charakteristiky, které Ize objektivné méfit a vyhodnocovat jako
indikatory biologické odpovédi na expozici zafeni. Biomarkery, které mohou pomoci
identifikovat exponované jednice, jsou kriticky dulezité v pfipad€ hromadnych expozicich [35].
Mezi biomarkery patii polyamidy jako je putrescin, spermidin a spermin. Jsou to alifatické
polykationty pfitomné ve vSech buiikach, kde se vazi na DNA, RNA a proteiny. Jsou organické
polykationty s nizkou molekulovou hmotnosti, které zprosttedkovavaji dilezité biologické
procesy [55]. Polykationtova povaha polyamint je dilezita pro jejich biologickou aktivitu
ainvivo interakci s ostatnimi druhy molekul, jako jsou polyaniontové nukleové kyseliny
a proteiny. Funkce polyamind je jejich role v bunééném metabolismu, bunécné proliferaci

a buné¢né diferenciaci [35, 55].

Dozimetrie elektronovou paramagnetickou rezonanci (EPR)

Zubni dozimetrie za pomoci elektronové paramagnetické rezonance je velmi slibna metoda pro
stanoveni radiacni davky. V prvnich pocatcich této metody byla méfeni provadéna na
1zolovanych zubech, které se obvykle ziskaly pfirozenou cestou (vypadnuti zubu) ale je zndm
i piipad kdy byly zuby aktivné extrahovany [42, 49]. Moznost provést méfeni in vivo pfimo
Vv ustech pacienta je velmi atraktivni a ndrocny ukol. Je zde mnoho faktorii, které mohou
ovlivnit méfeni. Také je zde nutné pouzit méné citlivé nizkofrekvencni EPR spektrometry nez

u in vitro metody [49, 56].

EPR méfi radia¢né indukované signaly (RIS) ve vzorktl nehtti nebo zubl po expozici zareni.
Tyto signaly jsou velmi stabilni a lze je povazovat za optimalni kandidaty pro vyuziti
Vv biologické dozimetrii. Vyuziti zubni tkané in vivo zvySuje piesnost odhadu absorbované
davky zasazeného organismu. Tento fakt by mohl vést k vyuziti této metody k tiidéni velkého

poctu obéti pii velkych radia¢nich expozicich [42, 49].
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3.1.7 Zobrazovaci systémy

Klasicka mikroskopie

Klasick4 mikroskopie je védeckd disciplina, ktera se zabyva pozorovanim a méfenim malych
predméti pomoci zvétSovaci techniky. Optické schéma bézného mikroskopu se sklada ze dvou
optickych prvkli z objektivu a okularu umisténych ve vzijemné konstantni vzdalenosti
Vv takzvaném optickém intervalu. Mechanické konstrukce uspotadani mikroskopu je ovlivnéna
predevSim typem vzorku, pro ktery je mikroskop urcen a zptisobem jeho osvétleni. Krom
klasickych mikroskopti, kdy je vzorek upevnén klasicky dole tak se vyrabi i invertované

mikroskopy kdy je vzorek pfikladan shora [4, 6].

V biologické dozimetrii se stale v laboratofi pro rutinni testovani pouziva svételny mikroskop,
ktery byva nékdy spojeny s CCD kamerou. Pii mikroskopické analyze je cytogeneticka
biodozimetrie velmi pfesna metoda pro poskytnuti informace o obdrzené davce pii malém
poctu obéti. Vzhledem k naro¢nosti téchto testd v jejich zakladni formé, kdyz jsou zaloZené na

mikroskopické analyze, se nehodi pro hromadnou expozici [35].

Zobrazovaci prutokovy cytometr

Zobrazovaci prutokovy cytometr (IFC) je nova technologie, ktera automaticky zobrazuje
a analyzuje zpracované vzorky krve na markery radia¢niho poskozeni [8]. Pouzivané
biodozimetrické techniky zaloZené na mikroskopu lze modifikovat pro pouziti [IFC a zménit tak
klasickou ¢asové naro¢nou biodozimetrii na vysoce vykonnou biologickou dozimetrii.
V minulosti probéhlo nékolik pokusti 0 to, jak pfizpusobit klasické biodozimetrické testy
tradi¢ni pritokové cytometrii. Pro pfizpiisobeni DCA byly vyvinuty nové metody pro piipravy
vzorkt, ve kterych byly chromozomy a centromery chromozomt fluorescen¢né znaceny [52,

49].

S novou technologie jako je zobrazovaci pritokovy cytometr je nyni mozné fesit nevyhody
tradi¢ni pratokové cytometrie. Citlivost tradi¢ni prutokové cytometrie nebyla dostatecna ke
spolehlivé detekei K rozpoznani mezi mono a dicentrickych chromozomu nebo Kk odliSeni
dicentrickych chromozomt od chromozomovych zbytkd [8, 35]. Naproti tomu tradi¢ni
prutokova cytometrie zvysuje propustnost mikronuklearniho testu ve srovnani s klasickou
mikroskopickou vyhodnocovaci metodou. Jednou z hlavnich nevyhod je Ze bunky vyzaduji

lyzu pied samotnou analyzou, aby doslo k uvolnéni jader a mikrojader. Timto postupem se
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eliminuje moznost analyzy binukledrnich bunék, jak je pozadovano pro CBMN test pro
kontrolu proliferace [53]. Dalsi nevyhodou klasické pratokové cytometrie U mikrojaderného
testu je stejn¢ jako u analyzy DCA neschopnost odlisit MN od trosek a apoptotickych tél od
mrtvych nebo odumirajicich buné¢k [35, 53].

Ze tii nejpouzivanéjsich testii v biodozimetrické analyze (analyza dicentrickych chromozomti,
CBMN a analyza YH2AX) je nejsndze adaptibilni test pro priutokovou cytometrii test YH2AX.
Zatimco se fluorescencné znacend loziska YH2AX hodnoti mikroskopicky, za pomoci
prutokové cytometrie se méii relativni intenzita fluorescence signalu YH2AX namisto poctu
skorovanych lozisek [53]. Existuje fada omezeni metody pritokové cytometrie YH2AX jako je
sniZzend citlivost, kdy malé zmény signdlu jsou hiife rozpoznatelné. Relativni exprese YH2AX

se ukazala jako uzite¢ny a spolehlivy indikator radia¢niho poskozeni DNA [35].

Metafer

Automaticka analyza obrazu v bunikdch mtize usnadnit objektivni a rychlé méfeni genetického
poskozeni v savéich a lidskych buiikdch. Tento postup byl opakované vyvijen a testovan
v prib¢hu poslednich desetileti, ale zZddny ze systému pro analyzu nebyl dostate¢né robustni
pro rutinni analyzu. Mezi nové pozivané piistupy patfi automatizovany systém pro analyzu
bunéénych preparatti Metafer, vyvinuty spole¢nosti MetaSystems [58]. Tento nastroj je Siroce
vyuzivan v oblasti biodozimetrie, pro detekci genetického poskozeni, jako jsou dicentrické
chromozomy, mikrojadra loziska yYH2AX, fluorescen¢ni mikroskopie, karyotypizace a mnoho
dalsich analyz. Metafer vyuziva pokroc¢ilou analyzu obrazi k automatickému skenovani
a detekci relevantnich bunécnych objekti, coz umoznuje rychlou a objektivni kvantifikaci.
Systém je schopny pracovat s riznymi typy vzork a preparatd a je oblibeny pro svou vysokou
pfesnost a efektivitu, coZ usnadiiuje rutinni analyzu Vv laboratofi zabyvajici se biodozimetrii
a genetickym poskozenim. Pomoci systému Metafer probiha automatické skenovani snimkt
tak, Ze se snimek pohybuje vzhledem k pevnému objektivu mikroskopu ve vzorci pravidelného
meandrovitém vzoru, aniz by doslo k vzniku mezer mezi skenovanymi objekty [11, 43].
umoznuje rozliSit pozadované parametry pro hodnotici bunky. Kazdé pole je zachyceno
a analyzovano na ptitomnost analyzovaného objektu. Pokud jsou v zorném poli analyzovany
pozadované objekty, buniky nebo jadra, jsou dale analyzovany a uloZeny v obrazkové galerii

spolu s jejich pozici a daty. Po naskenovani mize byt obrazova galerie pouzita k prohlizeni

52



detekovanych bunék, k vylouceni nespravné¢ identifikovanych a provadéni piipadnych oprav

[11, 46, 43].

Analyza metafazi a piitomnosti dicentrickych chromozomul s pouzitim systému Metafer
zahrnuje tfi po sob¢ jdouci kroky. Prvni krokem je automatizované detekovani metafadzi pomoci
softwarového modulu MSearch [59]. Dalsi krok je automatizované zachyceni obrazu metafazi
ve vysSim zvétSeni pro analyzu dicentrickych chromozomt (63x nebo 100x zvétSeni) za pomoci
modulu AutoCapt. Poslednim krokem je detekce dicentrickych chromozomu na zachycenych
obrazech pomoci modulu DCScore [46, 48].

Stejné jako skorovani metafazi se da Metafer pouzit na hodnoceni binuklearnich bunék
a mikrojader. Klasifikator MSearch/Micronuclei automaticky identifikuje binuklearni bunky.
Skenovani pro MN se provadi pomoci mikroskopu se zvétSenim 10x. Algoritmus prahu objektu

bere v iivahu piitomnost diskontinuit v pozadi obrazu [46, 59].

3.1.8 Teorie kalibraénich k¥ivek v biodozimetrii

Kalibraéni kiivka je v kontextu biologické dozimetrie pifedem stanoveny vztah mezi
absorbovanou davkou ionizujicitho zafeni a vynosem specifického biologického markeru
expozice [60, 61]. Pouziva se k pievodu pozorovaného vynosu aberaci (napf. frekvence
dicentrickych chromozomi v perifernich krevnich lymfocytech) na odhad absorbované davky
ujedince, u kterého je podezieni na expozici ionizujicimu zafeni [11, 62].K vytvoteni kalibra¢ni
ktivky se vzorky krve in vitro ozafuji riznymi znamymi davkami zateni a nasledné se analyzuje
vynos piislusnych biologickych markerd [61]. Ziskana data se pak pouziji k vytvofeni

matematického modelu popisujiciho vztah mezi davkou a u¢inkem [11].
Pro zateni s nizkym LET se pouziva linearné-kvadraticky (LQ) model [11, 60].
Y=C + aD + BD?

Rovnice 2:Linearné kvadraticka rovnice

Pro zateni s vysokym LET se naopak pouziva linearni (L) [11, 60].
Y =C + aD

Rovnice 3: Linearni model rovnice

Kde:
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e Y predstavuje vynos aberaci (primérny pocet aberaci na bunku)

e D predstavuje absorbovanou davku.

e C je konstantni ¢len a interpretuje se jako uroven pozadi vyskytu daného biologického
ukazatele u neozafenych jedincu.

e o (alfa) je koeficient linearni slozky davkové odezvy. Popisuje ptispévek k vynosu
aberaci, ktery je pfimo umérny davce.

o [ (beta) je koeficient kvadratické slozky davkové odezvy (pouze u LQ modelu).
Popisuje ptispevek k vynosu aberaci, ktery je umérny druhé mocniné davky, coz souvisi

s interakci dvou nebo vice stop zafeni v burice.

Cilem sestaveni kalibracni kiivky je vypocitat hodnoty koeficientli C, a a ptipadné B, které
nejlépe odpovidaji experimentalnim datim ziskanym z ozatfenych vzorkl. K odhadu téchto

koeficientl se bézné pouziva metoda maximalni vérohodnosti [60, 61].

Hodnoty koeficientti kalibracni kiivky tedy kvantifikuji vztah mezi déavkou zafeni
a indukovanym biologickym poskozenim. Po zméfeni vynosu aberaci u neznamé expozice se
pomoci téchto koeficientll a inverzni regrese z kalibracni kiivky odhadne absorbované davka

[11, 60].

V kontextu kalibra¢ni kiivky v biologické dozimetrii, p-hodnota se objevuje pii testovani
statistické vyznamnosti koeficientli (C, a, B) odvozenych z modelu davkové odezvy. Jinymi
slovy, testuje se nulova hypotéza, ze koeficient je roven nule. Mala p-hodnota (obvykle mensi
nez 0,05) poskytuje silny dikaz proti nulové hypotéze. V kontextu kalibracni kfivky to
znamena, ze piislusny koeficient (C, a nebo ) je statisticky vyznamny a ma skute¢ny vliv na
modelovany vztah mezi davkou zafeni a vynosem aberaci. Naopak, vysoka p-hodnota by
naznacovala, Ze nemame dostatek statistickych diikazli k zamitnuti nulové hypotézy, a tedy ze

dany koeficient nemusi byt statisticky vyznamny [10, 63].

Index disperze, ktery piedstavuje pomér rozptylu (6?) a praméru (X) slouzi ke kontrole, zda
vysledna data odpovidaji Poissonovu rozdé€leni, které se predpoklada u nahodného vyskytu
vzacnych udalosti, jakymi jsou mikrojadra nebo chromozomalni aberace. Pro Poissovo
rozdeleni je typické, ze rozptyl a primér jsou pfiblizné stejné, to znamenad, ze index disperze
by mél byt blizky 1. Pokud je index vyrazné vyss$i, hovoii se o nadmérné variabilité, ktera

naznaCuje ve&tsi variabilitu, jedna se napfiklad o smési vzorkd s riznou expozici nebo
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s biologickou odli$nosti mezi buiikami. Pokud je hodnota mensi nez 1 jedna se o nizkou

variabilitu tedy o neobvykle rovhomérné rozdéleni [64, 9]
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4 CILE PRACE

1. Vypracovat podle zadaného tématu literarni piehled, ve kterém budou zhodnoceny poznatky

publikované v odborné literature.

2. Kvantifikovat miru radia¢niho poskozeni v lymfocytech periferni krve ozatrenych in vitro
v rozmezi davek 0—5 Gy pomoci dvou cytogenetickych metod a vysledky vyuZit pro sestrojeni
kalibracnich kiivek pro retrospektivni odhad absorbované davky gama zareni. Dil¢im cilem
bylo vyuzit k sestrojeni kalibra¢nich kiivek naproti klasické mikroskopie také automatizovany
systém Metafer, pomoci n¢hoz byly sestrojeny zavislosti davka odezva v manudlnim,

semiautomatickém a automatickém ptistupu.

3. Verifikovat pouzitelnost vlastnich kalibracnich kiivek k odhadu absorbované davky

u slepych vzorkl ozafenych neznamou davkou.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Seznam chemikalii, pomiicek a pristroju

5.1.1 Chemikalie
Médium RPMI 1640 (Gibco, USA)

Fetalni bovinni sérum (FBS), (Gibco, USA)
Penicilin-Streptomycin (Sigma-Aldrich, USA)
Fytohemaglutinin forma M (Gibco, USA)

Kolcemid 10ug/ml v PBS (Gibco, USA)

Cytochalasin B (Sigma-Aldrich, USA)

0,075 M roztok chloridu sodného (Gibco, USA)
Giemsa-Romanowski roztok (Penta, CR)

Metanol, p. a. (Penta, CR)

Kyselina octova, ledova (Penta, CR)

Fyziologicky roztok, 0,9% roztok NaCl (B.Braun, Némecko)
Destilovana voda

5.1.2 Material a laboratorni potieby

Odbérové zkumavky Li-Heparin (Becton Dickinson, USA)
Kultiva¢ni nadoby T25 (P-LAB, CR)

Serologické pipety (P-LAB, CR)

Pasterovy pipety (P-LAB, CR)

Mikroskopicka skla podlozni (P-LAB, CR)

Zkumavky s vickem 15 ml (Eppendorf)

Laboratorni sklo (zasobni lahve, barvici nadobky, odmérny valec, kadinky)
5.1.3 Pristrojové vybaveni

Automaticky systém Metafer (MetaSystems; Némecko)
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COg2 inkubdtor pro bunécné kultury (Galaxy®170R, Némecko)
Laminarni box SafeFlow 1.2 (Biotech, USA)

Rotacni michadlo RM 5/200 (Glaswarenfabrik, Némecko)
Svételny mikroskop (Olympus BX51, Japonsko)

Vodni lazeti (Biotech, CR)

Vortex (Biotech, CR)

Lednice s mrazakem — 20 °C (Bosch, Némecko)

Z4ti¢ °Co Chisostat® (Chirana, CR)

5.1.4 Programové vybaveni

Microsoft® Excel® pro Microsoft 365 MSO (Version 2504 Build 16.0.18730.20122
(Microsoft Corporation, USA)

Neon verze 1.3 (MetaSystems; Némecko)

Biodose Tool verze 3.6.1 (Hernandez et al. 2023)
5.2 Biologicky material

Pro ucely experimentdlni ¢asti této diplomové prace byla pouzita periferni nesrazliva krev,
jakozto vhodny zdroj bunécného materidlu pro cytogenetické analyzy. Ziskana krev byla
pouzita pro analyzu dicentrickych chromozomii a mikrojaderny test. Krevni vzorky byly
ziskany z Transflzniho centra Fakultni nemocnice Hradec Kralové s povolenim etické komise
(202305 PO05). Krev byla odebrana od zdravych darct, muzt i zen mladSich 50 let, ktefi

pravidelné neuzivaji zaddné 1€ky a nepodstupuji Zzadnou 1écbu.

5.3 Ozareni krevnich vzorku

Jako zdroj zafeni byl pro v§echny experimenty pouzit kobaltovy zdroj (®°Co, Chirana) y-zafeni
s davkovym ptikonem 2,66 Gy.min™. Kontrola ddvkového ptikonu kobaltového zdroje je
provadéna jednou rocné pomoci dozimetru PTW-Unidos 1001 (sériové ¢. 11057, s ionizacni

komorou PTW TM 313, sériové ¢islo 0012; RPD Inc., Albertville, MN, USA).

Krevni vzorky (1ml) byly ozafovany gama zafenim 8Co v davkach 0,2; 0,4; 0,6: 0,8; 1: 2: 3: 4

a 5 Gy ze vzdalenosti 0,73 m na ozafovacim podstavci, ve vodorovné poloze do centra svazku
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a tak, aby byla maximdlni vzdéalenost do 5 cm od centralniho paprsku, kvili zachovani

homogenity pole. Neozaiené vzorky slouzily jako negativni kontrola.

Ihned po ozéfeni byly vzorky dikladné promichany a inkubovany 60 minut za podminek

odpovidajicich fyziologickému prosttedi pti 37 °C, 5 % CO..

5.4 Priprava kultiva¢niho média a roztoki

Pii ptipravé kultivacnich médii bylo nezbytné vzdy vypocitat pozadované koncentrace
jednotlivych slozek a celkové potfebné objemy v zavislosti na poctu vzorkl a objemu média na
jednu kulturu. Mnozstvi pridavanych reagenti (napf. sérum, mitogen, antibiotika) musi byt
presné odméieno tak, aby byla zachovana konzistence a spravné podminky pro rist bunék.

Ptiprava probihala za sterilnich podminek v laminarnim boxu, aby se zabranilo kontaminaci.

Jako zakladni médium vhodné pro kultivaci PBMC (peripheral blood mononuclear cells) bylo
pouzito médium RPMI 1640 s obsahem L-glutaminu a glukézy v koncentraci 2 g/l. Toto
médium zajistuje energetické potieby bunék a obsahuje aminokyseliny a vitaminy nezbytné
pro jejich rust. K zakladnimu médiu byla ptidana smés antibiotik (penicilin-streptomycin,
finalni koncentrace 1 %), ktera slouZzi k prevenci kontaminace bakteriemi a plisnémi béhem
kultivace. Pro zajisténi optimalnich podminek a rustu bun€k bylo do média ptidano fetalni
bovinni sérum (FBS) v koncentraci 10 %. Tésné pted zahajenim kultivace krevnich vzorki byl
do média pfidan lektin fytohemaglutinin (PHA-M), ktery stimuluje bunécnou proliferaci.
Finalni koncentrace PHA-M ¢inila 20 pg/ml média.

Kolcemid

Kolcemid (chemicky N-deacetyl-N-Methylkolchicin) je méné toxicky derivat kolchicinu.
Pisobi jako mitoticky bunéény jed — zastavuje d€leni bunék v metafézi tim, Ze zablokuje tvorbu
délictho vieténka. Doporucend vyslednd koncentrace kolcemidu v kultivaénim médiu je

74 ng/ml.
Cytochalasin B

Cytochalasin B je mykotoxin, ktery naruSuje polymeraci aktinu, ¢imz inhibuje cytokinezi
avede k tvorbé vicejadernych bunék. Doporucena vysledna koncentrace cytochalasinu B

Vv kultivaénim médiu ¢ini 6 pg/ml.
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Hypotonicky roztok

Jako hypotonicky roztok byl pouzit komeré¢né dostupny 0,075 M roztok KCI. Osetfenim
hypotonickym roztokem dochazi k 1yze bunéénych membran a umoznuje roztazeni bunéénych
jader, coz zlepSuje viditelnost chromozomu pii mikroskopickém pozorovani. Pro analyzu
dicentrickych chromozomi bylo potieba hypotonicky roztok predehiat na 37 °C ve vodni lazni.
Pro mikrojaderny test bylo naopak tieba roztok s dostate¢cnym piedstihem vychladit na 4 °C

v lednici.
Fixaéni roztok

Fixac¢ni roztok obsahujici kyselinu octovou a metanol slouZzi k rychlé fixaci bun¢k a zabraiuje
jejich rozpadu a degradaci chromozomu. To je dilezité pro zachovani chromozomalni struktury
a umoznuje naslednou analyzu s co nejvyssi presnosti. Fixaéni roztok A byl pfipraven
smichanim metanolu s ledovou kyselinou octovou v poméru 3:1. Fixacni roztok B byl
pripraven smichanim metanolu, ledové kyseliny octové a fyziologického roztoku v poméru

5:4:1.0ba fixacni roztoky byly do pouziti uchovavany v mrazaku pii -20 °C.

5.5 Analyza dicentrickych chromozomu

5.5.1 Kultivace bunék

Do sterilnich kultiva¢nich lahvi T25 bylo pfiddno 8 ml pfipraveného kultivacniho média a
800 ul ze vzorku ozatené krve. Celd suspenze byla dilkkladné promichana, nadobky byly
uzavieny vickem s filtrem a vzorky byly inkubovany 24 hodin pii 37 °C, 5 % CO.. Po 24
hodinéach byl do kultury ptfidan kolcemid tak, aby findlni koncentrace v médiu byla 74 ng/ml.
Kultury byly po pfidani kolcemidu inkubovéany dalSich 24 hodin pti 37 °C, 5 % CO.. Celkovy
¢as kultivace byl 48 hodin.

5.5.2 Fixace bunék

Po uplynuti inkuba¢ni doby byly kultury pieneseny do zkumavek o objemu 15 ml
a centrifugovany 3 min, 2000 ot./min. Poté byl opatrné odsan supernatant, peleta byla dikladné
resuspendovana na vortexu, piipadné pomoci pipety, a k bunééné suspenzi bylo pomalu po
¢astech pridano pasterovou pipetou 10 ml pfedem vytemperovaného hypotonického roztoku

KC1 (37 °C). Takto oSetfené vzorky byly inkubovany 20 minut pii pokojové teploté.
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Po uplynuti inkuba¢ni doby byly vzorky centrifugovany 3 min, 2000 ot./min, poté byl
supernatant odsan, peleta byla dikladné resuspendovana na vortexu, ptipadné¢ pomoci pipety,
K bunécné suspenzi bylo za stdlého michani na vortexu velmi pomalu po kapkach pfidano 8 ml
ledové vychlazeného fixacniho roztoku A a poté byly vzorky centrifugovany 3 min, 2000
ot./min. Tento krok byl za stejnych podminek opakovan jest¢ dvakrat. Po tfeti fixaci je odsan
supernatant tak, aby bylo ponechano 250-300 ul fixacniho roztoku nad peletou bunék. Peleta
byla diikkladné resuspendovana a takto fixované buiiky byly do piipravy preparati uchovavany

pfi 4 °C v lednici nebo na ledu.

5.5.3 Priprava preparatu a barveni

Pro pfipravu preparatu byla pouzita klasicka podlozni borosilikatova skla se zdbrusem. Skla
byla dikladné odmasténa ponofenim do metanolu na 15 minut, nasledné byla oplachnuta
studenou vodou a takto piipravena skla byla skladovana v destilované vodé s kapkou metanolu
v lednici pii 4 °C. Na pfedem pfipravena vychlazena skla bylo z vysky kapnuto 40 pl suspenze,
coz odpovida priblizné 3 kapkam, které byly soustfedény do stiedu skla. Od kazdého vzorku
byla kapnuta 2 skla pro zajisténi dostate¢ného mnozstvi pozorovatelnych metafazi. Nakapana
skla byla popséna a ponechéna na papirové podloZce volné schnout na vzduchu pfi laboratorni
teploté idealné do druhého dne. Po uschnuti byly preparaty obarveny ponoienim do 5% roztoku
Giemsa-Romanowski (95 ml deionizovana voda a 5 ml roztoku Giemsa) na 6—8 minut. Poté
byla skla oplachnuta pod studenou tekouci vodou a uloZena na podlozku do svislé polohy do

uplného uschnuti.

5.5.4 Hodnoceni preparati

Piipravené a usuSené preparaty byly hodnoceny pomoci klasického svételného mikroskopu za
pouziti imerzniho objektivu po zvétSenim 1000x a imerzniho oleje, ktery zajiStuje vySsi
rozliSovaci schopnost oproti objektiviim ur¢enym pro vodni imerzi. Pro spravné hodnoceni byly
vybirdny pouze buiniky nachazejici se v metafdzi, s jasné¢ rozpoznatelnou a kompletni
chromozomalni sadou obsahujici 46 chromozomt. Z hodnoceni byly vylouceny piekryvajici se
metafaze, nekompletni metafaze nebo metafaze obsahujici s prekryvajicimi se chromozomy,
jejichZ struktura nebyla dostatecné rozliSitelna. Za dicentrické chromozomy byly povaZzovany
pouze ty, které mély dvé zteteln€ identifikovatelné centromery propojené chromatinem v ramci

jednoho chromozomu a odpovidajici pocet telomer. Pro kalibra¢ni kiivku ddvkové odpovédi
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bylo analyzovano minimalné 1000 metafazi na davku, zatimco pro odhad obdrzené davky se

standardn€ hodnotilo 300 metafazi.

5.6 Mikrojaderny test (CBMN)

Do sterilnich kultiva¢nich lahvi T25 bylo ptfidano 8 ml piipraveného kultivaéniho média a 800
ul ze vzorku ozéarené krve. Cela suspenze byla diikkladné promichéna, nadobky byly uzavieny
vickem s filtrem a vzorky byly inkubovéany 24 hodin pti 37 °C, 5 % CO2. Po 24 hodinéch byl
do kultury pfidan Cytochalasin B tak, aby finalni koncentrace v médiu byla 6 ug/ml. Kultury
byly po pfidani Cytochalasinu B inkubovany dalSich 48 hodin pti 37 °C, 5 % COz. Celkovy cas
kultivace byl 72 hodin.

5.6.1 Fixace bunék

Po uplynuti doby inkubace byly kultury ptreneseny do zkumavek o objemu 15 ml a
centrifugovany po dobu 3 minut pfi 2000 ot./min. Poté byl opatrné odsan supernatant, peleta
byla dikladné resuspendovana na vortexu nebo pomoci pipety. K bunééné suspenzi bylo
pomalu pfidano po ¢astech 10 ml vychlazeného hypotonického roztoku KCI. Nasledné byly
vzorky ihned centrifugovany po dobu 3 minut pfi 2000 ot./min.Po odsati supernatantu byla
peleta opét dikladné resuspendovana. K bunééné suspenzi bylo za stalého michdni na vortexu
velmi pomalu, po kapkach, pfidano 8 ml ledov€ vychlazeného fixa¢niho roztoku B. Poté byly
vzorky opét centrifugovany po dobu 3 minut pfi 2000 ot./min.Supernatant byl opét odsan a
peleta byla dikladné resuspendovana. K bunééné suspenzi bylo pomalu, po kapkach, pridano
8 ml ledove vychlazeného fixa¢niho roztoku A. Poté byly vzorky opét centrifugovany po dobu
3 minut pii 2000 ot./min. Tento krok s fixaénim roztokem A byl opakovan jesté jednou. Po treti
fixaci byl supernatant odsan tak, aby nad peletou bun¢k ziistalo 250-300 pl fixaéniho roztoku.
Peleta byla diikkladn¢ resuspendovana a takto fixované bunky byly uchovavany pii 4 °C v

lednici nebo na ledu az do piipravy preparati.

5.6.2 Priprava preparatu a barveni

Pro ptipravu preparatu byla pouzita klasicka podloZni skla z borosilikatového skla se zdbrusem.
Skla byla dikladné odmasténa ponofenim do metanolu na 15 minut, nasledné oplachnuta
studenou vodou. Takto pfipravena skla byla uchovavana v destilované vod¢ s kapkou metanolu
v lednici pii 4 °C.Na pfedem pfipravena vychlazena skla bylo z vySky kapnuto 40 ul suspenze,

coz odpovida priblizn€ 3 kapkam, které byly soustiedény do stfedu skla. Pro kazdy vzorek byla
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pouzita dvé skla, aby bylo zajisténo dostatecné mnozstvi pozorovatelnych binuklearnich bunék.
Nakapana skla byla popséana a ponechana na papirové podlozce volné schnout na vzduchu pii
laboratorni teploté, idealné do druhého dne.Po uschnuti byly preparaty obarveny ponofenim do
5% roztoku Giemsa-Romanowski (95 ml deionizované vody a 5 ml roztoku Giemsa) po dobu
6—8 minut. Poté byla skla oplachnuta pod studenou tekouci vodou a ulozena na podlozku do

svislé polohy, dokud zcela neuschla.

5.6.3 Hodnoceni preparati

Preparaty urcené pro analyzu mikrojader byly po zaschnuti hodnoceny pomoci klasického
svételného mikroskopu za pouziti imerzniho objektivu (zvétSeni 1000x) a imerzniho oleje. Pro
spravné vyhodnoceni byly hodnoceny vyhradné dvoujaderné BN, vzniklé blokaci cytokineze
cytochalazinem B. Za mikrojadra byly povazovany pouze morfologicky dobie definované
struktury, které mély jasné ohrani¢eny obrys, nachazely se v cytoplazmé BN buiiky, byly mensi
nez hlavni jadra (v rozmezi 1/16 az 1/3 priméru hlavniho jadra), mély podobnou intenzitu
zbarveni a nebyly s hlavnimi jadry ve fyzickém kontaktu ¢i prekryvu. Mikrojadra musela byt
umisténa v dostate¢né vzdalenosti od hlavniho jadra, pficemz nebyly zapocitany pupeny nebo
vycénélky z hlavniho jadra. Pro Ucely konstrukce kalibracni kfivky bylo hodnoceno minimalné
1000 BN buné€k na davku. Pro odhad obdrZené davky postacilo vyhodnoceni 300-500 BN

bunék.

Vedle klasické mikroskopické analyzy byla mikrojddra hodnocena také pomoci
automatizovaného systému Metafer (MetaSystems) ve tfech rezimech hodnoceni: manualnim,
semiautomatickém a automatickém. Ptipravené preparaty byly umistény do uchycovaciho
rdmecku mechanického stolku. Po vybéru ptislusného klasifikatoru MSearch/MetaCyte, vybéru
spravného objektivu (objektiv s 10x zvétSenim) a nastaveni parametr pro skenovani (oblast
skla, pocet udalosti, nastaveni vyhodnocovaciho grafu, reZzim, atd) bylo spusténo automatické
skenovani. Systém, vyuzivajici pokrocily algoritmus, automaticky vyhleddval BN buiiky a
identifikoval pfitomnost mikrojader na zaklad¢ definovanych morfologickych a velikostnich
kritérii. Vystupem analyzy byla galerie snimkt BN buné€k s ozna¢enymi mikrojadry, které byly
nasledné hodnoceny hodnotitelkou. V manualnim reZzimu bylo hodnoceni snimki v galerii
provedeno rucné, kde hodnotitelka provadela veskerou analyzu a rozhodovala o zafazeni
mikrojader. V semiautomatickém rezimu systém automaticky vyhledaval BN bunky a
oznacoval struktury, které odpovidaly definovanym kritériim mikrojader. Kone¢né rozhodnuti
o zatrazeni mikrojader vSak bylo provedeno hodnotitelkou, kterd kontrolovala automaticky
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oznacené bunky. PIn¢ automaticky rezim umoznil kompletni vyhodnoceni bez zasahu obsluhy,
pricemz vysledky byly nasledné€ podrobeny validaci kvili riziku faleSné identifikace artefakti.
Tato metodika umoznila efektivni a standardizované zpracovani dat s vysokou piesnosti pii

hodnoceni mikrojader.

5.7 Analyza dat

Pro analyzu experimentalnich dat byla vyuzita kombinace softwarovych néstroji vhodnych jak
pro zadkladni zpracovani, tak i pro specializovanou biodozimetrickou interpretaci. Zakladni
shromazd’ovani, tfidéni a vizualizace dat byly provadény v prostfedi Microsoft Excel, ktery
umoziuje efektivni manipulaci s datovymi sadami a tvorbu prehlednych tabulek a graf. Pro
biodozimetrické vyhodnoceni byl pouzit specializovany nastroj Biodose Tools, jenz poskytuje
pokroc€ilé funkce pro kvantitativni analyzu biologickych ucinki ionizujiciho zafeni. Tento
nastroj umoziuje generovani davkové-ucinkovych kiivek pro vybrané cytogenetické ukazatele,
vypocet odhadli absorbovanych davek vcetné 95 % intervalli spolehlivosti a také uréeni
klicovych statistickych parametrd, jako jsou smérodatné odchylky, rozptyl pozadi ¢i
koeficienty regrese. Pii vypoctech byl pouzit model Poissonovy regrese s kvadratickou slozkou
pro analyzu vztahu mezi cytogenetickymi zménami a absorbovanou davkou. Pro ucely
konstrukce kalibra¢ni kiivky bylo analyzovano 1000 metafazi na davku, coz zajist'uje vysokou
statistickou spolehlivost vysledkl. Pro odhady slepych davek bylo hodnoceno 300 metafazi na
vzorek, a to jak v ramci analyzy dicentrickych chromozomi, tak i v testu mikrojader. Tato
metodika umoznuje piesné a spolehlivé stanoveni rozsahu ozatfeni u jednotlivych biologickych

vzorku.
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6 VYSLEDKY

V experimentalni ¢asti této diplomové prace byla ziskana data ze vzorkd in vitro ozarené
periferni krve, zpracované v souladu s metodickym postupem uvedenymi kapitole 5.3. Na
zakladé téchto dat byly sestrojeny kalibracni kiivky zévislosti po¢tu mikrojader na davce
ionizujiciho zateni, pfi¢emz pro kazdy rezim hodnoceni — manualni, semiautomaticky a plné

automaticky — byla vytvofena samostatna kalibra¢ni fada.

Vedle klasického manuélniho mikroskopického hodnoceni byly preparaty analyzovéany také
pomoci automatizovaného systému Metafer, ktery oproti klasické mikroskopii pfinasi vyrazné
zrychleni a zefektivnéni celého procesu hodnoceni mikrojader. Mezi testovanymi piistupy byl
zvolen také semiautomaticky rezim, kombinujici vyhody automatického rozpoznavani
s korekci hodnotitelem. Porovnani téchto tii rezimd, jejich piesnosti, pouzitelnosti a vystupnich
kalibra¢nich kiivek bylo hlavnim cilem této studie. Vysledky ukdzaly odliSnosti mezi ptistupy
vyhodnocovani, pfi¢emz byly diskutovany vyhody a limity kazdého z nich. V druhé ¢&asti
experimentu byla vyhodnocena kalibracni kiivka pro vyskyt dicentrickych chromozomi
vV manualnim rezimu pomoci klasické mikroskopie, kterd slouzila jako referen¢ni cytogeneticka
metoda. Ovéfeni pouzitelnosti vech vytvorenych kalibra¢nich kfivek bylo provedeno zpétnym
odhadem davky u slepych vzorkd, jejichZ skute¢na expozice byla znamé pouze zpracovateli.
Uspésnost zpétného vypoctu potvrdila vhodnost navrzenych metod pro retrospektivni

biodozimetrii a jejich potencial pro praktické vyuziti v piipadé radiacnich udalosti.

6.1 Analyza mikrojader pomoci klasické mikroskopie

V ramci hodnoceni frekvence mikrojader byl prvnim krokem manuélni pfistup zaloZeny na
klasické mikroskopii. Mikrojadra byla kvantifikovana v BN lymfocytech periferni krve, ktera
byla ozaiena davkami 0; 0,6; 0,8 ;1; 2; 3; 4 a 5 Gy. Negativni kontrolu piedstavovaly neozafené
vzorky (0 Gy). Zacatek inkubac¢ni doby byl pro vSechny vzorky a experimenty stejny, tedy
Vv intervalu 60 minut po expozici ionizujicimu zafeni z diivodu zajiSténi potfebného Casu k
inicializaci bunéénych odpovédi na ionizujici zafeni. Pro kazdy davkovy bod bylo manudlné
vyhodnoceno 2000 BN bunék, s vyjimkou davky 0,6 Gy, kde zdavodu nedostatku
pozadovanych bunék bylo poéitano pouze 1000 BN (Tabulka 1).
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U kazdé BN bunky byl zaznamenan vyskyt mikrojader a dale byla sledovana distribuce podle
poctu mikrojader — tedy pocet bun€k s jednim, dvéma a vice mikrojadry. Z téchto dat byly
vypocteny celkové poCty mikrojader vztazené na 1000 BN bun¢k a soucasné byl zaznamenan
pocet bun¢k bez nalezu mikrojadra (MN-). Za pozitivni BN buitku (MN+) byla povazovana
kazda BN buiika, kterd obsahovala alespon jedno mikrojadro. Veskeré udaje byly systematicky

zaznamenavany do hodnotici tabulky pro dalsi analyzu.

Kalibra¢ni ktivka byla sestrojena z osmi bodd, tj. davek 0; 0,6; 0,8 :1: 2; 3: 4 a 5 Gy. Pro
vSechny davky bylo pocitano 2000 BN bungk, s vyjimkou davky 0,6 kde z divodu nedostatku
pozadovanych bunék bylo pocitano pouze 1000 BN bunék. Pti detekci mikrojader se standardné
hodnoti 1000 BN pro zajisténi dostate¢né reprezentativniho vzorku (doporuc¢eni IAEA). Tento
pocet umoziuje detekovat i nizké frekvence vyskytu mikrojader a zajist'uje potiebnou presnost
bez nadmérného prodluzovani analyzy. Data z tabulky ¢.1 byla nadale vlozena do programu
Biodose Tools [60]. Pomoci programu byla sestrojena kalibra¢ni kiivka linearné-kvadratické
zavislosti po¢tu mikrojader na ddvce zafeni a vypocitani ptislusnych parametrii pro kazdou

davku. Data z programu Biodose Tools jsou podrobné zpracovana v tabulce nize (Tabulka 2).

Pro kaZzdou analyzovanou davku zafeni (D v jednotkdch Gray—Gy) byly zaznamenany
nasledujici parametry: celkovy pocet hodnocenych bunék (BN celkem), pocet bunék
pozitivnich (BN MN+) a negativnich na pfitomnost mikrojader (BN MN-), distribuce vyskytu
mikrojader dle ¢etnosti (CO—C8), celkovy pocet mikrojader (MN celkem) a pocet mikrojader
pfepocteny na 1000 bun€k (MN/1000).
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Tabulka 1: Hodnoty pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky pro metodu CBMN
Tato tabulka uvadi data pouzita pro konstrukci kiivky davkové odezvy pro y-zafeni. Data pochézeji z
cytogenetickych vysledkl ziskanych z krevnich vzorkt ozatenych y-zatenim. Pro kazdou
analyzovanou davku (D v Gy) jsou uvedeny nasledujici udaje: pocet analyzovanych bunék (BN
celkem), pocet buné€k pozitivnich a negativnich na pfitomnost mikrojader (BN MN+, BN MN-),

distribuce
celkem

i Typ BN BN BN .. celkem MN MN/1000

DAVKA | odetit [ MN | /0 | celke distribuce MN BN
ani: + m
0 1 2 S 4 5 6 7 >8

0.0 Mikro. | 0 | 2000 | 2000 | 2000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0.6 16 | 984 | 1000 | 984 15 1 0 0 0 0 0 0 17 17

0.8 42 | 1958 | 2000 | 1958 | 40 2 0 0 0 0 0 0 44 22

1.0 57 | 1943 | 2000 | 1943 | 53 3 1 0 0 0 0 0 62 31

2.0 295 | 1705 | 2000 | 1705 | 266 | 29 0 0 0 0 0 0 324 162

3.0 465 | 1535 | 2000 | 1535 | 386 | 74 4 1 0 0 0 0 550 275

4.0 617 | 1383 | 2000 | 1383 | 481 | 123 | 13 0 0 0 0 0 766 383

5.0 878 | 1122 | 2000 | 1122 | 544 | 256 | 66 12 0 0 0 0 1302 651

Vysledky potvrdily trend davkové zavislosti — s rostouci davkou ionizujiciho zafeni nartsta
pocet bunék s mikrojadry a celkovy pocet mikrojader. Zatimco pii nulové davce nebyla
pozorovana zadnd mikrojadra, pti davce 5 Gy bylo zaznamenano 878 pozitivnich bunck a
celkem 1302 mikrojader, coz odpovida hodnoté 651 mikrojader na 1000 BN. Tento trend
potvrzuje piedpoklad o nelinearni biologické odezvé, kdy dochazi k prudkému nérlstu
genetického poskozeni ptfi vySSich davkach zafeni. Distribuce mikrojader mezi bunkami je
navic s rostouci davkou stale $ir§i — od jednotlivych pfipadl az po buiiky obsahujici 5 nebo vice
mikrojader, coZ je indikatorem tézkého poskozeni genomu [65]. Pii nulové davee (0 Gy) nebyly
detekovany zadné aberace a vSechny builky byly neposkozené, coZ neni bézné vzhledem

k tomu, ze pti 1000 BN je pfirozené pozadi ptiblizné 20 mikrojader. [10, 66].
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Tabulka 2: Biodose Tool tabulka pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky pro metodu CBMN
Tabulka zachycuje vysledky biodozimetrické analyzy, pfi niz byly hodnoceny mikrojadra v buiikach
po expozici riznym davkam ionizujiciho zafeni. Pro kazdou davku (D, vyjadienou v jednotkach Gray)
byl zaznamenan pocet analyzovanych bunék (N) a celkovy pocet detekovanych aberaci (X). Dale je
uvedena distribuce bunék podle poctu poskozeni (CO az CS5), tedy kolik bunék obsahovalo 0, 1, 2 atd.
mikrojader. Na zaklad¢ téchto dat byly vypocitany klicové statistické ukazatele: primérny pocet
aberaci na buiiku (mean), rozptyl (var), index disperze (DI = var/mean), ktery porovnava rozptyl s
pramérem a slouzi ke kontrole shody s Poissonovym rozdélenim.

Davka Pocet Pocet CO C1 C2 C3 C4 C5 Primér Rozptyl Index
(Gy) bunék mikrojader (mean) (var) disperze
™) X) (L))
0,0 2000 0,0 2000 O 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00
0,6 1000 17,0 984 15 | 0 0 0 0,02 0,02 1,10
0,8 2000 44.0 1958 @ 40 2 0 0 0 0,02 0,02 1,07
1,0 2000 62,0 1943 53 3 1 0 0 0,03 0,04 1,16
2,0 2000 3240 1705 266 29 0 0 0 0,16 0,16 1,02
3,0 2000 550,0 1535 386 74 4 0 0 0,28 0,29 1,06
4,0 2000 766,0 1383 481 123 13 0 0 0,38 0,40 1,04
5,0 2000 1302,0 1122 544 256 66 12 0 0,65 0,75 1,16

Pii nizkych davkach (0,6-1,0 Gy) byl pozorovan pouze velmi nizky pocet mikrojader,
pri¢emzhodnota indexu disperze se pohybovala kolem 1. Tento vysledek je v souladu s nulovou
hypotézou, Ze pocet poskozenych bunék sleduje Poissonovo rozdéleni [31, 60, 61]. Se zvySujici
se davkou (2-5 Gy) roste, jak primérny pocet mikrojader, tak i jejich rozptyl. Piesto vSak index
disperze zlistava relativné blizko hodnoty 1 (1,02—1,16), coZ naznacuje, Ze i pii vysSich davkach
odpovida rozdéleni poskozeni ptiblizn¢ Poissonovu rozdéleni. U vyssich davek mize dojit
k naddisperzi (>1). Tato analyza potvrzuje spolehlivost mikrojaderného testu pii stanovovani
absorbované davky a poskytuje pevny zaklad pro tvorbu tabulky regresni parametra a nasledné

kalibra¢ni kiivky (Obrazek 8) [67].
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Tabulka 3: Koeficienty kalibra¢ni kiivky pro metodu CBMN
Tabulka uvadi odhady parametra regresni rovnice (Rovnice 2), ktera popisuje vztah mezi
absorbovanou davkou ionizujiciho zatfeni (D) a frekvenci detekovanych aberaci (mikrojader) ve
vySetfovanych bunkach. Koeficient C predstavuje zakladni hladinu aberaci bez expozice zateni neboli
pozadi. Koeficient a odpovida linedrnimu nartistu aberaci s davkou. Koeficient  charakterizuje
kvadraticky (nelinearni) vztah mezi ddvkou a efektem. Hodnota p-value urcuje statistickou
vyznamnost kazdého parametru [67].

Parametr Odhad Smérodatna chyba Statigti_ka p-hodnota
(estimate) (std.error) (statistic) (p.value)
C 3,32 x 1077 7,30 x 1073 4,55 % 107° 2,00 x 10°
a 1,84 x 1072 9,36 x 1073 1,97 x 10° 2,12 x 101
B 2,21 x 1072 1,99 x 1073 1,11 x 10t 2,05 x 1074

Na zéklad¢ ziskanych dat z jednotlivych davkovych bodi byla pomoci nastroje sestavena
kalibracni kiivka vyjadiujici zavislost primérného poctu mikrojader na 1000 binukledrnich
bunck (MN/1000 BN) na absorbované davce zafeni. Hodnoty byly ziskény z analyzy 2000 BN
buné¢k pro kazdy davkovy bod, pfi¢emz kazda davka byla hodnocena samostatné a nezavisle.
Pro sestaveni kiivky byla pouzita metoda linearné-kvadratického (LQ) regresniho modelu

ve tvaru:
Y=332%x10"7+4+184%x10"2x D + 2,21 x 1072 x D?

Rovnice 4: Dosazené hodnoty z CBMN mikroskopického odectu

Hodnota koeficientu C je velmi nizka 3,32 x 107 coz odpovida oéekavani nulového nebo

minimalniho vyskytu aberaci v neozafenych bunkach [68].

Koeficient a je statisticky nevyznamny p=0,212 coz naznacuje, ze samotny linearni vztah
nemusi byt dostateCny k popsdni zmén. Obecné plati, ze hranice statistické vyznamnosti je
p<0,05. To znamend, Ze pokud je p-hodnota mensi nez 0,05, povaZzujeme vysledek za
statisticky vyznamny, tj. existuje mén¢ nez 5% pravdépodobnost, ze by dany vysledek vznikl
nahodou [10, 68].

Koeficient B je statisticky vysoce vyznamny p = 2,05 x 107*, coZ potvrzuje, Ze zavislost

frekvence aberaci na davce je vyrazné nelinearni, coz je v souladu s vysledky studie [69].

Hodnota p nizsi nez 0,05 znamena, Ze koeficient je statisticky vyznamny. Statisticky vyznamny

je teda na hladiné vyznamnosti 0,05 pouze kvadraticky koeficient B [68, 69].
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Vzhledem k tomu, Ze koeficient alfa je statisticky nevyznamny a koeficient beta je statisticky
vyznamny, mizeme usuzovat, ze vztah mezi poctem pifitomnosti mikrojader a davkou zareni je

spise kvadraticky nez linearni, jak je také vidét v grafu (Obrazek 8).
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Obrazek 8: Graf kalibra¢ni kiivky metody CBMN
Graf znazoriiuje davkovou odezvu v mikrojaderném testu, konkrétné zavislost poctu mikrojader na
buriku na absorbované davce ionizujiciho zafeni (v jednotkéch Gray — Gy). Na vodorovné ose je
uvedena davka (Dose, Gy), na svislé ose je znazornén prumérny pocet mikrojader na bunku
(Micronuclei/cells).

Kalibra¢ni kiivka znazornuje kvadraticky-linearni zavislost mezi absorbovanou davkou
ionizujiciho zafeni a Cetnosti mikrojader. V oblasti nizkych dévek (0—-1 Gy) je narst mirny
atémer linearni, coz odpovida pfimé biologické odezvé bez vyrazné kumulace poskozeni.
V oblasti stiednich davek (1-3 Gy) za€ina byt patrny nelinearni — kvadraticky nartst, ktery
odrazi zvySujici se biologickou odezvu organismu na narUstajici davky zéafeni. Vysoké davky
(3-5 Gy) se jiz projevuji prudkym narustem vyskytu aberaci, coz ukazuje na dominanci
kvadratické slozky rovnice a zvySenou miru poskozeni DNA. Vyvoj kiivky ma typicky
konvexni charakter, a proto je tento matematicky model Siroce pouzivan v oblasti biodozimetrie

pro odhad absorbované davky u osob, u nichz neni k dispozici fyzikalni dozimetr [67].

Interval spolehlivosti (Sedé pasmo) ukazuje relativné nizkou miru nejistoty v oblasti 1-4 Gy,

zatimco ve vys$i davkové oblasti (nad 4 Gy) je patrny nartst variability. To mlze souviset
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s biologickym nasycenim odezvy nebo vyssi chybovosti pti detekci mikrojader ve velmi
poskozenych bunkach. K pfesnému vyuziti v oblasti vysokych davek (>4 Gy) by bylo vhodné

provést dodate¢nou validaci nebo zvysit pocet analyzovanych bun¢k.

6.2 Analyza mikrojader pomoci Metaferu — automaticky rezim hodnoceni

Pro automaticky pfistup byly zvoleny stejné vzorky jako pro mikroskopicky rezim hodnoceni
mikrojader. Pro analyzu mikrojader byl vyuzit automaticky skenovaci systém Metafer. Tabulka
4 uvadi vysledky CBMN testu, ktery byl proveden s vyuzitim automatizované¢ho obrazu a
softwarového vyhodnoceni. V ramci kalibrac¢ni fady bylo vyhodnoceno deset davkovych bodl
v rozsahu od 0; 0,2; 0,4: 0,6: 0,8 ;1: 2; 3;: 4 a 5 Gy. Pro kazdou davku je uveden celkovy pocet
analyzovanych binuklearnich buné€k, z toho pocet bunék obsahujicich mikrojadra (BN MN+) a
pocet bun¢k bez mikrojader (BN MN-). Dale je uvedena distribuce vyskytu mikrojader — tedy
pocet bun€k obsahujicich presné 0, 1, 2 azZ >8 mikrojader. Soucet té€chto distribu¢nich hodnot
odpovida celkovému poctu hodnocenych BN bunék pro danou davku. Kromé toho tabulka
obsahuje absolutni pocet detekovanych mikrojader (MN celkem) a jejich relativni vyskyt
vztazeny na 1000 BN buné¢k (MN/1000 BN). Uvedené¢ tdaje slouZi jako zéklad pro konstrukei
kalibra¢ni kiivky, kterd popisuje vztah mezi velikosti absorbované davky a mirou
cytogenetického poSkozeni. Data z automatického skorovani bunék jsou podrobné zpracovana

v nasledujici tabulce (Tabulka 5).
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Tabulka 4: Hodnoty pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky pro metodu CBMN v rezimu automatického
odectu
Tabulka zobrazuje vysledky automatizovaného screeningu mikrojader pomoci CBMN testu
Vv z4vislosti na absorbované davce ionizujiciho zafeni (v jednotkach Gy). Pro kazdou dévku je uveden
pocet analyzovanych binuklearnich bun¢k (BN), z toho pocet bun¢k obsahujicich mikrojadra (MN+)
a bez mikrojader (MN-), dale celkovy pocet BN bunék (BN celkem). Sloupce oznacené jako
»distribuce MN* udavaji pocet binuklearnich bun¢k obsahujicich ptesné 0, 1, 2, ..., >8 mikrojader.
Soucet téchto hodnot odpovida celkovému poctu BN bun¢k pro danou davku. Sloupec ,,celkem MN*
udava absolutni poc¢et detekovanych mikrojader napti¢ v§emi analyzovanymi bunikami. Sloupec
»celkem MN/1000 BN* pak reprezentuje frekvenci mikrojader pfepoctenou na 1000 BN bunék, coz je
bézna metrika pro biodozimetrickou kalibraci.

0 1 2 |34 |5|6|7|>8 BN
0,0 Auto 148 (1252 1400 | 1252 | 114 | 24 | 7|2 (1 ]0]0] O 196 140
0,2 194 (2107| 2307 | 2107 | 172 | 20 | 1|0 (1 |0|0] O 220 95
0,4 116 | 778 | 894 778 106 | 10 (O | O | O (0O|O| O 126 141
0,6 85 | 975 | 1060 | 975 72 10 {30000 O 101 95
0,8 101 | 818 | 919 818 83 15(3|0|0(0(0| O 122 133
1,0 212 [1450| 1662 | 1450 | 181 | 27 |4 {0 |0 |0|0] O 247 149
2,0 686 |2338| 3024 [ 2338 | 587 |91 |7 |1|0|0|0| O 794 263
3,0 305 | 757 | 1062 | 757 | 249 | 53 |12 |0|1|0|0| O 366 345
40 263 | 527 | 790 527 198 | 52 (9|12 |2(0|0| O 347 439
50 221 | 246 | 467 246 149 | 56 (13| 2|1 (0|0| O 313 670

Z vysledk je patrny narist poctu mikrojader zavisly na zvySujici se davku zareni, coz odpovida
typickému davkovému efektu [71]. Naptiklad pii 0 Gy (neozafeny kontrolni vzorek) ptipada
140 mikrojader na 1000 bun¢k, zatimco pii davce 5 Gy jiz bylo detekovano 670 mikrojader na
1000 bun¢k. Nartst je zpocatku pozvolny, ale od davky 2 Gy je znatelny prudky vzestup, coz
naznacuje nelinearni (kvadratickou) zavislost mezi davkou a biologickou odezvou [72]. Tato
odezva je potvrzena nejen rustem primérného poctu mikrojader, ale také rozSifenim distribuce
—u vysSich davek se objevuji buiiky s vice nez 3 mikrojadry, coz je u nizkych davek prakticky
nepozorovatelné. Ptfi vyhodnoceni negativniho kontrolniho vzorku automatickym rezimem
byla zjisténa vyraznd odchylka od ocekévanych hodnot. Zatimco v negativni kontrole se
pohybuje pocet mikrojader v rozmezi 3—20 na 1000 hodnocenych bunék [72, 73]. Systém
detekoval 140 mikrojader na 1000 bun€k, coz znacné piesahuje ocekdvané rozmezi. Tato
odchylka mtize byt zpisobena chybnou interpretaci artefaktii nebo jinymi technickymi faktory
automatického rozpoznavani. Podrobnéjsi piehled vysledkll véetné statistického rozboru je

uveden v nasledujici tabulce (Tabulka 5).
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Tabulka 5: Biodose Tool vygenerovana tabulka pro kalibra¢ni kiivku CBMN v reZzimu automatického
odectu
Tabulka ptedstavuje vysledky automatického odectu mikrojader pomoci systému Metafér v rdmci
CBMN testu, a to po expozici riznym davkam ionizujiciho zéfeni. Pro kazdou davku je zaznamenan
pocet analyzovanych binuklearnich bunék, celkovy pocet detekovanych mikrojader a jejich rozlozeni
podle poctu mikrojader na burniku. Dale jsou uvedeny zékladni statistické ukazatele: pramérny pocet
mikrojader na buiiku (mean), rozptyl (var) a index disperze (DI).

Davka | Pocet Pocet CO | C1|C2|C3|C4|C5| Primér | Rozptyl Index
(Gy) | bunék | mikrojader (mean) (var) | disperze

(N) (X) (D1
0,0 1400 196 1252 (114124 | 7 | 2 | 1 0,14 0,22 1,54
0,2 2301 220 2107|1721 20| 1 | 0 | 1 0,10 0,12 1,20
0,4 894 126 778 1106 |10 | O | O [ O 0,14 0,14 1,02
0,6 1060 101 975 | 72 |10 3 | 0O [ O 0,10 0,12 1,28
0,8 919 122 818 | 83 |15 3 | 0 | O 0,13 0,17 1,26
1,0 1662 247 1450 | 18127 | 4 | 0 | O 0,15 0,17 1,17
2,0 3024 794 2338 (587|191 7| 1|0 0,26 0,27 1,04
3,0 1062 366 757 1249 |53 2 | 0 |1 0,34 0,36 1,03
4,0 790 347 527 1198 52| 9 | 2 | 2 0,44 0,53 1,20
5,0 467 313 246 | 149 |56 | 13| 2 | 1 0,67 0,72 1,08

Z vysledki je zfejmé, ze automaticky systém Metafer v rezimu hodnoceni poskytuje
konzistentni a spolehlivé vysledky. Vyrazné€ lepsi vykonnost vykazuje zejména pii vysSich
davkach zéfeni (od 2 Gy vyse), kde je vyskyt mikrojader vyrazngj$i v porovnani s niz§imi
davkami, u nichZ je Cetnost mikrojader nizkd a vysledky mohou byt ovlivnény vys$Sim
statistickym rozptylem. V tomto davkovém rozmezi 2—5 Gy jsou hodnoty primérného poctu
mikrojader i rozptylu relativné vyrovnané a indexy disperze (DI) se pohybuji blizko hodnoté 1,
coz sv&d¢i o dobré shod¢ s Poissonovym rozdélenim. Tato stabilita dat je dale podpotfena
nizkymi az zépornymi hodnotami u-testu, které potvrzuji homogenitu a konzistenci odectl

v uvedeném davkovém rozsahu [68].

Naopak u negativni kontroly (0 Gy) a nizkych davek (do 1 Gy) byly zaznamenany vyrazné
odchylky. Nejvyraznéjsi je u-hodnota 9,94 pii 0 Gy, kterd ukazuje na vysokou
overdisperzi — tedy, ze pocet zjisténych mikrojader je vyrazné vyssi, nez by odpovidalo
nadhodnému vyskytu. Podobné zvySené u-hodnoty byly zaznamenany i u davek 0,6 Gy
(u=2,59) a 0,8 Gy (u = 1,98). Tento vysledek mize byt zplisoben nespravnou identifikaci
mikrojader systémem Metafer, kdy dochdzi k zaménéni jinych buné&fnych struktur za
mikrojadra — naptiklad apoptotickych télisek, barvicich artefakt nebo fragmentti chromatinu.

Problémy muze zpiisobit i kvalita preparatu (rozmazani, Spatné zaostteni, kontrast).
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Z téchto vysledkd vyplyva, Zze automaticky rezim hodnoceni pomoci Metaferu je efektivni
a spolehlivy zejména pii vysSim biologickém poskozeni, ale v oblastech nizké expozice
vyzaduje doplnéni odbornou ru¢ni kontrolou. Zejména u negativnich vzorki nebo velmi
nizkych davek hrozi riziko faleSn€ pozitivnich nalezi, které mohou vyznamné ovlivnit zavéry
biodozimetrické analyzy. Proto je v praxi nejvhodnéjsi kombinovat vyhody automatizace
(rychlost, standardizace) s ru¢ni verifikaci podezielych nebo hrani¢nich vysledkt [73]. Na

zakladé dat z automatického odectu byla vygenerovana tabulka koeficientt (Tabulka 6).

Tabulka 6: Tabulka koeficientt CBMN kalibra¢ni kiivky pro automaticky rezim
Tabulka predstavuje vysledky regresni analyzy pro model davkové zavislosti biologického efektu ve
tvaru Y = C + aD + BD?, kde Y oznaduje biologicky ucinek, D je absorbovana davka zafeni ve
Grayich a C, a, P jsou koeficienty modelu. Sloupec ,,estimate* obsahuje odhadnuté hodnoty téchto
koeficientd, ,,std. error uvadi jejich smérodatné chyby, které udavaji miru nejistoty v odhadu.
Hodnota ,,statistic” vyjadiuje vysledek t-testu (pomér odhadu a smérodatné chyby) a ,,p.value* udava
pravdépodobnost, Ze dany koeficient neni statisticky vyznamny.

Parametr O(_thad Smérodatna chyba Statigti_ka p-hodnota
(estimate) (std.error) (statistic) (p.value)
C 0,1055 0,01471 7,169 0,0003645
o 0,0373 0,0244 1,529 0,3403
B 0,01447 0,006605 2,191 0,1292

Y = 0,1055 + 0,0373 X D + 0,01447 x D?

Rovnice 5: Dosazené hodnoty z CBMN automatického odectu

Vysledky regresni analyzy poskytuji odhady parametri kvadratického modelu zavislosti
biologické odezvy na davce zareni Konstantni ¢len (C) méa hodnotu 0,1055 a je statisticky
vysoce vyznamny (p = 0,0004), coZz znamenda, Ze 1 bez expozice zafeni existuje urcita
zakladni Uroven biologického poskozeni, pravdépodobné odrazZejici ptirozené pozadi nebo jiné
neionizujici vlivy. Linearni koeficient (o) ma hodnotu 0,0373, avsak jeho p-hodnota 0,3403
ukazuje, Ze se statisticky vyznamné nelisi od nuly, a tedy nelze s jistotou tvrdit, Ze samotné
zvySovani davky v linearnim vztahu vyznamné ovliviiuje sledovany efekt. Podobné kvadraticky
koeficient (B) s hodnotou 0,01447 mé p-hodnotu 0,1292, coZ znamena, ze neni statisticky
vyznamny na bézné hladiné vyznamnosti (p < 0,05), ale naznauje mozny trend, ktery by
mohl byt potvrzen pii vétsim vzorku dat. Tabulka koeficientii slouzi jako podklad pro vznik

grafu automatického odectu mikrojader (Obrazek 9)
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Obrazek 9: Graf kalibra¢ni kiivky metody CBMN pro automaticky rezim

Graf znazoriiuje davkovou odezvu zavislost poctu mikrojader na butiku na absorbované davce
ionizujiciho zéteni (v Gy). Na vodorovné ose je uvedena davka (Dose, Gy), na svislé ose je zndzornén
prameérny pocet mikrojader na buniku (Micronuclei/cells).

Kfivka ma konvexni tvar, coz potvrzuje nelinedrni (kvadratickou) zavislost biologického
ucinku na davce. Tato zavislost odpovida ofekavani — pii nizkych davkach je nartist poctu

mikrojader pozvolny, zatimco pti vysSich davkach dochazi k prudkému zvyseni poskozeni [10].

Je patrné, ze v oblasti 1-4 Gy je interval spolehlivosti pomérné uzky, coz naznacuje vysokou
konzistenci a spolehlivost méteni. Naopak ve vysSsich davkach (nad 4 Gy) dochazi k vyraznému
nariistu variability, coz muize byt disledkem biologického nasyceni odezvy nebo zvysSené
chybovosti pii detekci mikrojader ve vyrazné poskozenych bunkéch. Pro ptesnéjsi kvantifikaci
v této davkové oblasti by bylo vhodné zvysSit pocet hodnocenych bunék nebo provést

dodate¢nou validaci modelu.

6.3 Analyza mikrojader pomoci Metaferu — semiautomaticky rezim

Pro semiautomaticky pfistup byly zvoleny stejné vzorky jako pro mikroskopicky rezim
hodnoceni mikrojader. Tabulka 4 uvadi vysledky CBMN testu, ktery byl proveden s vyuZzitim
automatizovaného skenovani a nasledného softwarového vyhodnoceni. Po automatickém

vyhodnoceni vSak do procesu vstupuje operator, ktery provadi manudlni Gpravy: kontroluje,
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vyhazuje nebo potvrzuje, zda systém spravné identifikoval a oznacil bunky s mikrojadry. V
ramci kalibra¢ni fady bylo vyhodnoceno deset davkovych bodu v rozsahu od 0; 0,2; 0,4: 0,6;
0,8 :1: 2: 3: 4 a 5 Gy. Pro kazdou davku je uveden celkovy pocet analyzovanych BN, z toho
pocet bun¢k obsahujicich mikrojadra (BN MN+) a pocet bun¢k bez mikrojader (BN MN-).
Déle je uvedena distribuce vyskytu mikrojader, tedy pocet bun¢k obsahujicich piesné 0, 1, 2 az
>8 mikrojader. Soucet téchto distribu¢nich hodnot odpovida celkovému poctu hodnocenych
BN bun¢k pro danou davku. Krom¢ toho tabulka obsahuje absolutni pocet detekovanych
mikrojader (MN celkem) a jejich relativni vyskyt vztazeny na 1000 BN bun¢k (MN/1000 BN).
Uvedené tdaje slouzi jako zaklad pro konstrukci kalibra¢ni kiivky, kterd popisuje vztah mezi
velikosti absorbované davky a mirou cytogenetického poskozeni [74, 75]. Data ze

semiautomatického odectu jsou podrobné zpracovana v tabulce (Tabulka 7).

Tabulka 7: Hodnoty pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky pro metodu CBMN v reZimu semiautomatického
odectu

Tabulka zachycuje vysledky semiautomatického odectu mikrojader v BN bunkach po expozici riznym
davkam ionizujiciho zatfeni (v rozsahu 0,0-5,0 Gy). Pro kazdou davku je uveden pocet bun¢k
obsahujicich mikrojadra (BN MN+) a pocet bez mikrojader (BN MN-), z ¢ehoz je vypocitan celkovy
pocet binuklearnich bun¢k (BN celkem). Nasleduje distribuce mikrojader, tedy které obsahuji 0, 1, 2,
3 atd. mikrojader, a to aZ po hodnotu > 8. Dale je uveden celkovy pocet mikrojader napocitanych ve
vSech bunkach (celkem MN) a prepocteny prumerny poc¢et mikrojader na 1000 BN bungk (celkem
MN/1000 BN), coz je kvantitativni ukazatel pro vyjadreni biologické odezvy.

DAVKA| Typ | BN | BN| BN distibuce MN celkem |  celkem

(Gy) | odetitani: | MN+ | MN- | celkem >| ‘v | MN/1000
0 |1]2|3|4|5|6|7|8 BN
00 |Semiauto | 2 |1398| 1400 | 1398 olojo|ololo]o 1
0,2 5 |1087| 1092 | 1087 olojo|olojo]o 5
0,4 12 |882| 894 | 882 |12|0|0|0]|0|0j0|0O| 12 13
0,6 17 [1043| 1060 | 1043 |16 (1|0 |0 |0 0|0 O | 18 17
0,8 21 | 898 | 919 | 898 |18 |3 |0 |0 |0 |0|0[O| 24 26
1,0 22 | 980 | 1002 | 980 |20 |2 |0 |0 |0 |oj0ojO| 24 24
2,0 144 | 880 | 1024 | 880 |127|16|1 [0 |0 |0|0| O | 162 158
3,0 276 | 786 | 1062 | 786 |229]45| 2 |0 |0 |0|0| 0| 325 306
4,0 288 | 502 | 790 | 502 |188|86|13| 1|0 |0|0| O | 403 510
5,0 208 | 250 | 467 | 259 |124|65[16|3 |0 |0[0| 0 | 314 672

Vysledky ukazuji, Ze s rostouci davkou zafeni dochéazi ke zvySovani poctu mikrojader na buiiku.

Zatimco pii nulové davce byla zaznamenéna pouze 2 mikrojadra (1 mikrojadro na 1000 bunck),

pii davce 5,0 Gy bylo detekovano jiz 314 mikrojader, coz odpovida 672 mikrojadrim na 1000

bunék. Tento narist je dikazem davkoveé zavislé indukce mikrojader, kterd reflektuje

nartistajici miru genetického poskozeni s rostouci davkou ionizujiciho zatfeni. Vysledky jsou
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Vv souladu s pfedpokladem kvadratického vztahu mezi ddvkou a biologickym ucinkem, coz Ize
dale vyuzit k tvorbé kalibra¢ni kiivky pro biodozimetrii [67]. Tabulka ¢.7 byla vlozena do
programu Biodose Tools (Tabulka 8).

Tabulka 8: Biodose Tool vygenerovana tabulka pro kalibra¢ni kiivku CBMN v rezimu
semiautomatického odectu
Tabulka uvadi souhrnné vysledky cytokinezi blokovaného mikrojaderného testu (CBMN),
provedeného na lidskych BN buiikach po expozici rizné davce ionizujiciho zafeni (D, v Gy). Pro
kazdou davku je uveden pocet analyzovanych bunék (N), celkovy pocet detekovanych mikrojader (X),
distribuce bun¢k podle poctu mikrojader (C0-C5), primérny pocet mikrojader na buiiku (mean),
rozptyl (var), index disperze (DI) a hodnota u-testu (u).

Davka | Pocet Pocet CO | C1|C2|C3|C4|C5| Primér | Rozptyl Index
(Gy) | bunék | mikrojader (mean) (var) disperze

™) X) (DI)
0,0 1400 2 1398 | 2 010|071 O 0,00 0,00 1,00
0,2 1092 5 1087 | 5 010|010 0,00 0,00 1,00
0,4 894 12 882 | 12 | O | O | O | O 0,01 0,01 0,99
0,6 1060 18 1043 | 16 | 1 010]O0 0,02 0,02 1,12
0,8 919 24 898 | 18 | 3 | O | O | O 0,03 0,03 1,23
1,0 1002 24 980 | 20 | 2 | O | O] O 0,02 0,03 1,14
2,0 1024 162 880 | 12716 | 1 | 0 | O 0,16 0,17 1,08
3,0 1062 325 786 12291452 | 0| O 0,31 0,31 1,01
4,0 790 403 502 | 18886 | 13 | 1 0 0,51 0,58 1,14
5,0 467 314 259 | 124165116 | 3 | O 0,67 0,78 1,16

Vysledky ukazuji jasnou davkovou zavislost: s rostouci davkou zafeni roste prumérny pocet
mikrojader na buiiku (od 0,00 pii 0 Gy az po 0,67 pti 5 Gy). Tento trend potvrzuje biologickou
odezvu bunék na genotoxicky stres zptisobeny zatenim [10].Ve vétsiné ptipadu se DI pohybuje
kolem hodnoty 1 (napt. 1,01-1,23), coZ znamena, Ze data neprokazuji vyraznou overdisperzi
ani underdisperzi [10, 67]. Vyjimkou je davka 0,8 Gy (DI = 1,23), kde je rozptyl lehce zvyseny.
Z dat v této tabulce byly dale zpracovany koeficienty (Tabulka 9).
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Tabulka 9: Koeficienty semiautomatického ode¢tu CBMN

Tabulka ptedstavuje vysledky regresni analyzy pro model ddvkové zavislosti biologického efektu ve
tvaru Y = C + aD + BD? kde Y oznacuje biologicky t¢inek, D je absorbovand davka zéafeni ve
Grayich a C, a, B jsou koeficienty modelu. Sloupec ,,estimate* obsahuje odhadnuté hodnoty téchto
koeficientd, ,,std.error uvadi jejich smérodatné chyby, které udavaji miru nejistoty v odhadu. Hodnota
»statistic” vyjadiuje vysledek t-testu (pomér odhadu a smérodatné chyby) a ,,p.value* udava
pravdépodobnost, Ze dany koeficient neni statisticky vyznamny.

Parametr O(_jhad Smérodatna chyba Testovaci'st_atistika p-hodnota (p-
(estimate) (std. error) (statistic) value)

C 0,0678 0,0466 1,455 0,378

a -0,01975 0,03971 -0,4975 1,268

0,02269 0,007468 3,038 0,03779

Y =0,0678 — 0,01975 X D + 0,02269 X D?

Rovnice 6: Dosazené hodnoty z CBMN semiautomatického odectu

Vysledky ukazuji, ze konstanta C, kterd reprezentuje zakladni frekvenci mikrojader bez
expozice, ma hodnotu 0,0678, avSak jeji p-hodnota 0,378 ukazuje, Ze neni statisticky
vyznamna. Linearni koeficient o dosahl hodnoty — 0,01975 s velmi vysokou p-hodnotou
(1,268), coz naznacuje, Ze piimy linedrni vztah mezi davkou a vyskytem mikrojader nebyl
Vtomto pfipadé prokazan. Naproti tomu kvadraticky koeficient B, ktery dosdhl hodnoty
0,02269, byl statisticky vyznamny (p = 0,03779). To potvrzuje, Ze mezi davkou a vyskytem
mikrojader existuje vyznamna nelinearni (kvadratickd) zavislost, ktera je typickd pro
biodozimetrické odezvy na ionizujici zafeni. Data koeficienti jsou podkladem pro vytvoteni

grafu zavislosti po¢tu mikrojader v bunce na davce (Obrazek 10).
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Obrazek 10: Graf kalibra¢ni fady CBMN semiautomaticky odecet
Graf znazoriiuje davkovou odezvu v zavislost poctu mikrojader na buiiku na absorbované davce
ionizujiciho zafeni (v jednotkach Gray — Gy). Na vodorovné ose je uvedena davka (Dose, Gy), na
svislé ose je zndzornén prumerny pocet mikrojader na buiiku (Micronuclei/cells).

Celkové graf potvrzuje vysledky regresni analyzy: vyskyt mikrojader roste s ddvkou nelinearné,
coz je v souladu s kvadratickym modelem. Nejvyssi frekvence mikrojader je patrna kolem
davky 5 Gy, kde se hodnota blizi 0,75 mikrojader na buiiku, zatimco v kontrolni skupin¢ bez
ozafeni je témér nulova. Tento pribéh potvrzuje, ze semiautomaticky pfistup je schopen

spolehlivé zachytit biologickou odpovéd’ na zateni.

Sedé pasmo kolem této kiivky znazortiuje 95% interval spolehlivosti, ktery udava rozsah, ve
kterém se s danou pravdépodobnosti nachazi skutecna hodnota zavislé proménné. V porovnani
s pln€ automatickym reZimem je patrné, Ze interval spolehlivosti je zde vyrazné uzsi v celém
sledovaném davkovém rozsahu, zejména v oblasti 2—4 Gy, coz svéd¢i o vyssi presnosti a nizsi
variabilité¢ vysledkd. Tato skuteCnost potvrzuje pfinos manualni validace, ktera v ramci
semiautomatického rezimu umoziuje korigovat chybné rozpoznani mikrojader a tim zvySovat
vérohodnost a stabilitu dat. Mirné rozsifeni intervalu nad 4 Gy miiZe byt pficitano biologickému

nasyceni nebo zvysSené variabilit¢ v odezvé bunck na vysoké davky zafeni, avSak celkové

zustava model velmi dobte prediktivni i1 v této oblasti.
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6.4 Porovnani kalibra¢nich kfivek pro metodu CBMN — mikroskopicky,

semiautomaticky a automaticky rezim

Graf znazoriiuje porovnani kalibra¢nich kiivek pro metodu CBMN. Cilem bylo zjistit, jak se
jednotlivé pristupy lisi hodnoceni frekvence mikrojader a jak ovliviiuji tvar kalibracni kiivky,
ktera slouzi jako podklad pro davkové odhady v biodozimetrii. U kazdé davky byla analyza
mikrojader provedena ve tiech rezimech hodnoceni: mikroskopickém (ru¢ng),
semiautomatickém a automatickém, piicemz kazdy vyuziva riiznou miru softwarové asistence

pii detekci mikrojader.

Porovnani kalibra¢nich kiivek pro metodu CBMN pro mikroskopicky,
automaticky a semiautomaticky rezim

0,9
08 /
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Obrazek 11: Porovnani kalibra¢nich kiivek pro metodu CBMN pro mikroskopicky, automaticky a
semiautomaticky rezim
Graf zobrazuje kalibra¢ni kiivky tfi riznych pristupii ke skorovani mikrojader v CBMN testu:
mikroskopického (ru¢niho), semiautomatického a pIn€ automatického. Na ose X je davka ionizujiciho
zateni (v Gy), zatimco osa Y znazornuje relativni frekvenci mikrojader na bunku (mikrojadra/burika).

Z grafu tedy vyplyva, Ze vSechny tfi metody sleduji obdobny kvadraticky trend, avsak lisi se

zejména v oblasti nizkych davek, kde je klicova presnost detekce. Mikroskopickd metoda

vvvvv

pfesnost s vyssi efektivitou a automatickd metoda je vhodnd pro rychlé orientacni tiidéni

vzorkd, ackoliv je nachylnéjsi k chybam pii nizké expozici [78].
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Z grafu je patrné, ze vSechny tfi rezimy vykazuji narast frekvence mikrojader na buiiku se
zvysujici se davkou zafeni, coz potvrzuje davkové zavislou odezvu metody CBMN.
Mikroskopicky rezim (modra kiivka) ma nejvyssi citlivost pii vysSSich davkach, zatimco
semiautomaticky rezim (oranzova kiivka) vykazuje celkové nizsi vyskyt mikrojader, zejména
pti vyssich davkach, coz mize souviset s nizsi schopnosti softwaru rozlisit mikrojadra od jinych
struktur. Automaticky rezim (Seda kiivka) zprvu nadhodnocuje vyskyt mikrojader pfi nizkych
davkach, ale pii vyssich davkach se piiblizuje mikroskopickému rezimu. Vysledky ukazuji, ze
plné automatizovany rezim muize vést k faleSn€¢ vys$Sim hodnotdm v oblasti nizkych davek,
zatimco manudlni hodnoceni pomoci klasické mikroskopie ziistava nejptesnéjsi, zejména pro

ucely presné biodozimetrie

6.5 Odecet slepych vzorki CBMN

V ramci CBMN testu je klicovou soucasti kazdého hodnoceni také analyza slepych negativnich
kontrolnich vzorki. Tyto vzorky neprosly zadnou expozici ionizujicimu zafeni a slouzi k urcenti

tzv. pozadi vyskytu mikrojader, tedy jejich pfirozené ¢etnosti bez G¢inku zafeni [67, 65].

Kromé¢ slepych neozafenych vzorki se v ramci validace a standardizace CBMN testu ¢asto
pouzivaji 1 tzv. slepé ozéatené vzorky. Tyto vzorky jsou pfedem ozafeny znamou davkou
ionizujiciho zafeni, avSak informace o konkrétni davce neni poskytnuta osobé provadéjici
analyzu. Hlavnim cilem tohoto postupu je ovéfeni pfesnosti, reprodukovatelnosti a objektivity
odeCtu, at’ uz se jedna o ru¢ni, semiautomaticky nebo plné automaticky ptistup [79, 80].
Vysledky ziskané z téchto vzorkli se nasledné¢ porovnavaji s referencni kalibra¢ni kiivkou,
pri¢emz rozdil mezi realnou a odhadnutou davkou poskytuje cenné informace o kvalité celé
metodiky (Tabulka 10). Tento pfistup je béZné vyuzivan jak pii mezilaboratornich porovnanich,
tak 1 pfi internim ovéfovani vykonnosti systému. V piipad€ automatizovanych systému navic
slepé ozarené vzorky umoznuji testovat algoritmy rozpozndvani mikrojader v podminkéach

r~r

blizicich se realnym scénaiam [79].
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Tabulka 10: Odecet slepych vzorkt pro mikroskopicky, semiautomaticky a automaticky rezim
Nézev vzorku — kéd oznacujici slepy vzorek. BS1 je negativni kontrola (neozateny), BS2 a BS3 jsou
slepé ozatrené vzorky. Typ odecitani — metoda hodnoceni: mikroskopicky (ru¢n¢), semiautomaticky
(kombinace software + ru¢ni kontrola), automaticky (zcela bez lidského zasahu). BN MN+ — pocet
binukle4rnich bunék obsahujicich alespoii jedno mikrojadro. BN MN— — pocet binuklearnich bun¢k
bez mikrojader. BN celkem — celkovy pocet binuklearnich bunék analyzovanych v daném vzorku.
Distribuce MN (C0—C>8) — rozlozeni podle po¢tu mikrojader v jednotlivych buiikach

celkem NieNl}(le(;l(;O
BS Typ odecitani BN | BN BN distribuce MN MN BN
vzorky MN+ | MN- | celkem =
0l 1]2]3|4|5|6|7]8
BS1 | Mikroskopicky| 0 300 | 300 (300 O |O|0O|O|O|O|O]O 0 0
BS2 | Mikroskopicky| 62 | 238 | 300 [238/62|0[0[0|0|0]0|O0 62 207
BS3 | Mikroskopicky| 86 | 214 | 300 |214(73 19[4 (0|0|0[0 0| 103 343
BS1 Semiauto. 2 316 | 318 [316] 2 [0 0]|0|0|0|0]O 2 6
BS2 Semiauto. 137 | 700 | 837 |700(116{20| 1 [0 | 0|00 | 0| 159 190
BS3 Semiauto. 269 | 462 | 731 |462(179|77111 111100 0| 375 513
BS1 Auto 12 | 306 | 318 306/ 11/l11l0l0l0lo0]lO/|oO 13 41
BS2 Auto 150 | 688 | 837 |688|123/24| 21110101010 181 216
BS3 Auto 225 | 506 | 731 |506(179|37|8 |1 |00 |0 ]| 0| 281 384

V ramci kontroly kvality a validace odectovych metod byly analyzovany tti slepé vzorky (BS1-
BS3) pomoci mikroskopického, semiautomatického a pln¢ automatického hodnoceni CBMN
testu. Vzorek BS1 slouZil jako negativni kontrola bez pfedpokladané expozice zarenim. U
ru¢niho mikroskopického hodnoceni nebylo zaznamenano zadné mikrojadro (0 MN/1000 BN),
coZ potvrzuje vysokou specifitu a preciznost manualni analyzy. Semiautomaticky pfistup
detekoval 2 mikrojadra (6 MN/1000 BN), zatimco pln¢ automaticky systém zaznamenal 13
mikrojader (41 MN/1000 BN). Tento vysledek odrazi znamou tendenci automatickych systému
k mirnému nadhodnoceni bazalni frekvence mikrojader, ¢asto v disledku chybnych interpretaci

artefaktd nebo jadernych fragmentt.

U slepych vzorki BS2 a BS3, které byly ozateny, byl pozorovan ocekavany narist frekvence
mikrojader. Mikroskopické hodnoceni zaznamenalo u BS2 62 mikrojader (207 MN/1000 BN)
au BS3 103 mikrojader (343 MN/1000 BN). Semiautomaticky odecet vykazal vyssi hodnoty:
159 MN (190 MN/1000 BN) u BS2 a 375 MN (513 MN/1000 BN) u BS3. Automaticky odecet
vykézal u tychz vzorkl opét vyssi hodnoty: 181 MN (216 MN/1000 BN) u BS2 a 281 MN (384
MN/1000 BN) u BS3. Zajimavé je, ze zatimco automatickd metoda méla u BS2 vyssi vysledek
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nez semiautomaticka, u BS3 tomu bylo naopak — coz poukazuje na mozny vliv kvality

preparatu, denzity buné¢k ¢i kontrastu mikrojader.

fvwr

nalezli. Semiautomaticky piistup kombinuje efektivitu s presnosti, pfiCemz vysledky jsou ve
velmi dobré shod¢ s ru¢nim hodnocenim. Automaticky systém vykazuje vyssi rozptyl a zvySené
hodnoty pozadi, coz miize byt problematické pti hodnoceni nizkych davek, ale pfesto dobie
odliSuje mezi negativnimi a ozafenymi vzorky, coz je dulezité pro rychlé tfidéni v nouzovych
situacich.

Tabulka 11:0dhadované davky pro slepé vzorky
Pro slepé vzorky BS1-BS3 byly na zéklad¢ kalibracnich kiivek vypocteny nizké, odhadované
a vysoké hodnoty absorbované davky zateni (Gy). Tyto odhady byly ziskany zvlast’ pro kazdou z
metod hodnoceni — mikroskopickou, semiautomatickou a automatickou. Tato tifuroviiova interpretace
(nizka — stfedni — vysoka) vyjadiuje interval spolehlivosti nebo rozptyl mozného davkového odhadu
podle rozptylu vysledktt CBMN testu.

Typ odetu Odhad davky (Gy)
Mikroskopicky BS1 0,000 (0,000-0,776)
Mikroskopicky BS2 2,668 (2,283-3,054)
Mikroskopicky BS3

3,545 (3,147-3,942)
0,266 (0,000-0,624)
2,405 (2,160-2,650)
4,080 (3,771-4,390)

Semiautomaticky BS1

Semiautomaticky BS2

Semiautomaticky BS3

Automaticky BS1 0,000 (0,000-0,000)
Automaticky BS2 1,761 (1,225-2,297)
Automaticky BS3

3,287 (2,772-3,802)

U mikroskopického a automatického hodnoceni byla davka spravné odhadnuta jako nulova
(0 Gy), ¢imz ob¢& metody potvrdily svou schopnost spravné identifikovat neozafeny vzorek.
U semiautomatického hodnoceni vsak byl vysledek mirn¢ posunut — odhad se pohyboval mezi
0,266 a 0,624 Gy. Tato odchylka miZze byt zplisobena fale$né pozitivnimi mikrojadry, ktera

byla detekovana i1 v kontrolnim vzorku.

Mikroskopicka metoda odhadla ddvku BS2 v rozmezi 2,283-3,054 Gy, pti¢emz stfedni hodnota
¢inila 2,668 Gy. Semiautomatickd metoda dosdhla velmi podobného vysledku (2,405 Gy),
s odchylkou +0,245. Naopak automatickd metoda méla nizsi odhad v rozmezi 1,225-2,297 Gy,
coz znaC¢i podhodnoceni skutecné davky. To miize byt dasledkem niz§i schopnosti

automatického systému detekovat slabé zietelnd mikrojadra, zejména pfi stiednich davkach.
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U vzorku BS3, ktery simuloval vyssi ozafeni, mikroskopick4 metoda odhadla davku v rozsahu
3,147-3,942 Gy. Semiautomatické hodnoceni poskytlo nejvyssi odhad (az 4,39 Gy), zatimco
automatickd metoda dala nizsi vysledek (2,772-3,802 Gy). Z toho vyplyva, Ze semiautomaticka
metoda je nejcitlivéjsi a zaznamenava nejvysSsi Cetnost mikrojader, zatimco automatické
skérovani mize pii vysSich davkach davku mirn€ podhodnocovat, pravdépodobné kviili ztrate

piehlednosti v bunééné morfologii nebo piekryvu mikrojader.

6.6 Analyza dicentrickych chromozomii pomoci klasické mikroskopie

DCA je jednou z mala metod, které¢ umoziuji odhalit 1 ¢asteCnou té€lesnou expozici, coz ji ¢ini
zvlaste cennou pifi radiaénich nehodach s nerovnomérmym ozafenim. Metoda byla
standardizovana Mezinéarodni organizaci pro normalizaci (ISO), pfi¢emz kazda laboratoi musi
stanovit vlastni kalibra¢ni kiivky, protoZe vysledky se mohou mezi jednotlivymi pracovisti liit.
Rozdily mezi jednotlivymi laboratofemi pifi provadéni DCA vznikaji predevS§im z divodu
rozdilnych podminek kultivace, pouzitych metodik, pfistrojového vybaveni a odbornosti
personalu. Kalibra¢ni kiivky, které slouzi k prevodu poctu dicentrickych aberaci na odhad

absorbované davky, jsou velmi citlivé na tyto podminky.

V metodé DCA je klicovym krokem pocitani poc¢tu dicentrickych chromozomii ve vybraném
souboru mitotickych bunck. Standardni protokol Mezinarodni agentury pro atomovou energii
(IAEA) doporucuje analyzovat minimalné¢ 500 az 1000 mitdz, idealné¢ vSak 1000 bunék,
zejména pfi nizkych davkach expozice, kdy je vyskyt aberaci vzacny [10]. Pocet bunék voleny
k analyze piimo ovliviiuje statistickou silu a pfesnost odhadu absorbované davky. Cim nizsi je
frekvence dicentrickych chromozomil tim vice bunék je potieba analyzovat, aby bylo mozZné
vysledek povazovat za spolehlivy. Pocet dicentrickych chromozoml se zaznamenava pro
kazdou analyzovanou bunku (Tabulka 12), pti¢emz data se nasledné€ pouZiji k vypoctu primérné
frekvence aberaci, indexu disperze a k odhadu davky pomoci kalibra¢ni kiivky (Tabulka 13).
Ptesnost metody DCA tedy zasadné zavisi na poctu analyzovanych bunék a kvalité

mikroskopického odectu.
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Tabulka 12: Hodnoty pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky pro metodu DCA
Kalibrac¢ni tabulka pro metodu DCA (Dicentric Chromosome Assay) slouzi k zaznamenani frekvence
vyskytu dicentrickych chromozomt v mitotickych bunkach po expozici riznym davkam ionizujiciho
zateni. Prvni sloupec tabulky udava davku zareni v jednotkach Gray (Gy), po které nasleduji pocty
bunék s dicentry (DC+), bez dicentr (DC—) a celkovy pocet hodnocenych bunék (DC celkem). Dalsi
¢ast tabulky obsahuje distribuci dicentrickych chromozomt (0 az >8 na bunku) — tedy rozdéleni podle
toho, kolik dicentrickych aberaci bylo nalezeno v jednotlivych bunkach. Posledni dva sloupce
predstavuji celkovy pocet nalezenych dicentrickych chromozomi (celkem DCA) a jejich relativni
frekvenci pfepoctenou na 1000 bun¢k (DCA/1000 BN), kterd se pouziva jako hlavni parametr pro
konstrukcei kalibraéni kiivky.

D‘?g;)(A Typ odetitani| DC+| DC- | DO fistribyce C C‘E)'EeAm D?E/E?oo
0 |1]2|3]4|5]|6|7|>8
00 |mikroskopicky| 0 |1000| 1000 |1000] 0 |0 |0 |0 |0 |olol 0| o 0
0,2 8 |992| 1000 | 992 | 8 |0|o0|o0|olololo]| 8 8
0.4 20 | 980 | 1000 | 980 |20 0|0 |ololo]o] 0] 20 20
0,6 17 | 533 | 550 |533|17]|0|0|0|0|0l0] 0| 17 31
0.8 42 | 958 | 1000 | 958 |42 |00 |ololo]o] 0| 42 42
1,0 42 | 558 | 600 | 558 |42|0|0|ololoo] 0] 42 70
2.0 154 | 846 | 1000 | 846 |146| 7 | 1|0 |0 |0f0o[ 0 | 163 | 163
3.0 133 | 531 | 664 | 531 122|101 |00 0f0] 0| 145 | 218
4,0 46 | 60 | 106 | 60 |36|8| 2|00 0o]o] 0| s8 547
5,0 173 | 170 | 343 | 170 [116]45]10[ 20 [0f0o] 0 | 244 | 711

Tabulka jasn¢ ukazuje vzrustajici trend s rostouci davkou — od nulové frekvence dicentrickych
chromozom pii 0 Gy po hodnoty pies 700 dicentrickych chromozomii na 1000 bunék pii 5
Gy. Tento narist je typicky nelineérni, a je vyuzivan pii zpétném odhadu neznamé davky zareni
na zdklad¢ biologického ucinku. Distribuce dicentrickych chromozomii navic poskytuje
informace o rovnomérnosti ozatreni, pfiCemz nadmérny vyskyt viceCetnych aberaci miize
naznacovat nehomogenni nebo ¢astecnou expozici. Kalibra¢ni tabulka tak pfedstavuje klicovy
nastroj pro biologickou dozimetrii, standardizaci vysledkt a srovnavani mezi laboratofemi [10,

65].
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Tabulka 13: Biodose Tool vygenerovana tabulka pro kalibraéni kiivku DCA

Tabulka shrnuje vysledky DCA ziskané pti davkach ionizujiciho zafeni v rozmezi 0,0 az 5,0 Gy.
Kazdy radek zahrnuje nasledujici udaje: pocet analyzovanych mitotickych bun¢k (N), celkovy pocet
nalezenych dicentrickych chromozomil (X), distribuci bun€k podle poctu dicentri (CO-CS), primérny
pocet dicentrd na bunku (mean), rozptyl (var) a index disperze (DI).

Davka | Pocet Pocet CO | C1 |C2|C3|C4|C5|Prumér | Rozptyl | Index
(Gy) | bunék | mikrojader | (0 (mean) (var) | disperze

™) X) MN) (DI)
0,0 1000 0.0 1000 | O 010 0 0 0,0 0,0 1,0
0,2 1000 8.0 992 8 010 0 0 0,01 0,01 0,99
0,4 1000 20.0 980 | 20 | 0 | O 0 0 0,02 0,02 0,98
0,6 550 17.0 533 | 171 0 | O 0 0 0,03 0,03 0,97
0,8 1000 42.0 958 | 42 | 0 | O 0 0 0,04 0,04 0,96
1,0 600 42.0 558 | 421 0| O 0 0 0,07 0,07 0,93
2,0 1000 163.0 846 | 146 | 7 0 0 0 0,16 0,16 0,93
3,0 664 145.0 531 | 122 10 | 1 0 0 0,22 0,21 0,96
4,0 106 58.0 60 | 36 | 8 2 0 0 0,55 0,52 0,94
5,0 343 244.0 170 | 116 | 45 | 10 | 2 0 0,71 0,71 1,0

Vysledky ukazuji, ze v negativni kontrole (0,0 Gy) nebyl nalezen zadny dicentricky
chromozom, coz odpovida ofekavanému nulovému biologickému pozadi [10]. S rostouci
davkou se pocet dicentrickych aberaci vyrazné€ zvysuje — naptiklad pii 2,0 Gy bylo detekovano

163 dicentrikt a pii 5,0 Gy jiz 244 dicentriki, coz odpovida 711 dicentrikti na 1000 bungk.

Primérny pocet dicentrickych chromozomil na butiku i rozptyl postupné naristaji, cozZ je
typickym znakem radiacniho poskozeni DNA. Index disperze (DI) se u vSech davek pohybuje
blizko hodnoty 1, coz znamena, ze distribuce dicentrickych chromozomt v bunkach odpovida
Poissonovu rozdéleni — tedy ze dicentrické chromozomy vznikaji ndhodné a nezavisle
Vv jednotlivych burikach, coz je ofekavané u homogenniho ozéfeni [81]. Tato tabulka byla
vlozena do Biodose Tools a z ni byly vypocitany parametry (Tabulka 14) z dat v tabulce je pak
Vv programu vytvoren graf kalibrac¢ni kiivky DCA (Obrazek 12).
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Tabulka 14: Tabulka koeficienti DCA kalibra¢ni kiivky pro mikroskopicky odecet

Parametr Odhad Smérodatna Statistika p-hodnota
(estimate) chyba (std. (statistic) (p.value)
error)
1,839 x 1072 2,989 x 1077 6,152 x 10°° 2,000
o 3,957 x 102 7,974 x 103 4,962 3,266 x 1073
B 1,847 x 1072 3,136 x 102 5,889 1,213 x 1073

Y =1,839 x 10712 + 0,03957 x D + 0,01847 x D?

Rovnice 7: Dosazené hodnoty z DCA mikroskopicky odecet

Hodnota konstanty C byla stanovena jako 1,839 x 107'%, coz je prakticky nulovd hodnota,
odpovidajici o¢ekavané absenci dicentrickych aberaci u neozaienych vzorkt. Tento parametr
vSak nebyl statisticky vyznamny (p = 2,000). Linearni koeficient a byl odhadnut na 3,957 x
1072 a jeho statisticka vyznamnost (p = 0,003266) ukazuje, Ze pocet dicentrickych chromozomi
roste linedrné se zvySujici se davkou v pocatecnim ddvkovém rozmezi. Kvadraticky koeficient
B, s hodnotou 1,847 x 1072, byl rovnéz statisticky vysoce vyznamny (p = 0,001213), coz
potvrzuje, Ze pti vysSich davkach dochéazi k urychlenému naristu vyskytu dicentrickych
aberaci. Tyto vysledky svéd¢i o tom, Ze model piesné popisuje biologickou odezvu bunék na
ionizujici zafeni, pfi¢emz rist poctu dicentrickych chromozomi je nejprve linearni a nasledné
kvadraticky. Vyznamnost linearnitho 1 kvadratického ¢lenu plné odpovidd zndmym

biologickym mechanismiim poskozeni DNA pisobenim zafeni [10, 81].

87



Dicentrics/cells
L8
|
LY

Dose (Gy)

Obrazek 12: Kalibra¢ni kiivka metody DCA
V grafu je znazornéna kalibra¢ni kiivka ziskand metodou DCA ktera vyjadiuje zavislost mezi davkou
ionizujiciho zafeni (osa X, v jednotkach Gy) a primémym poctem dicentrickych chromozomi na
jednu mitotickou bunku (osa Y).

Z grafu je patrny kvadraticky rist poctu dicentrickych chromozomi s rostouci davkou, coz
odpovidd zndmym biologickym mechanismim uc€inku ionizujiciho zéafeni — pii vysSSich
davkach dochézi k vyraznému nariistu chromozomovych aberaci. Tento vztah je vyuzivan pro
zpétny odhad absorbované davky v ptipadé nezndmé expozice, naptiklad po radiacnich
nehodach. Pfesnost modelu je potvrzena tésnym pfilnutim dat k regresni kiivce a relativné
uzkym intervalem spolehlivosti. Graf tedy predstavuje klicovy nastroj pro biologickou

dozimetrickou kalibraci a nasledné davkové odhady pomoci DCA [9, 64].

Interval spolehlivosti je nejptesnéjsi v oblasti 1-3 Gy, kde jsou hodnoty modelu
I experimentalnich dat v dobré shodé a rozptyl minimalni. V oblasti vysokych davek (nad 4 Gy)
dochazi k rozSifeni intervalu, coZ indikuje narlst variability ve vyskytu dicentrickych
chromozom1, pravdépodobné v dusledku stochastickych biologickych efektli nebo omezeného
poctu analyzovanych bunék v téchto davkach. Piesto si model zachovava vysokou prediktivni
hodnotu a poskytuje spolehlivy podklad pro odhad dévky zafeni v ramci cytogenetické

biodozimetrie.
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6.7 Odecet slepych vzorki DCA

V ramci validace a zajisténi kvality analyzy se v metodé DCA bézné pouzivaji tzv. slepé
vzorky. Jedna se o preparaty, které jsou oznaceny kédem bez znalosti jejich skutecné davky
ozafeni u osoby provadé¢jici hodnoceni. Tento piistup simuluje realné podminky krizového
biologického tiidéni, kdy pracovnik nevi, zda analyzovany vzorek pochazi od ozaiené osoby ¢i
nikoliv. Slepé vzorky mohou byt bud’ neozéaiené (negativni kontroly), nebo uméle ozatrené
zndmou davkou a ndsledné zpracované standardnim zplsobem, ¢imz umoziuji nezavislé

oveéfeni presnosti odectu.

Za ucelem ovéfeni presnosti, validity a specificity cytogenetického hodnoceni byly
analyzovany tii slepé vzorky oznacené jako BS1 az BS3 metodou mikroskopického odectu
dicentrickych chromozomu (Tabulka 15). Vzorek BS1 slouzil jako negativni kontrola — nebyl
vystaven ionizujicimu zéafeni, coz se potvrdilo i vysledkem analyzy: nebyl detekovan zaddny
dicentricky chromozom ve vzorku 1000 bunék, ¢imz byla potvrzena vysoka specificita ru¢ni
analyzy. Naproti tomu vzorky BS2 a BS3 predstavovaly nezndmé ozafené vzorky, jejichz
hodnoceni odhalilo vyznamny vyskyt chromozomovych aberaci svéd¢ici o predchozi expozici
ionizujicimu zafeni.
Tabulka 15: DCA slepé vzorky mikroskopicky rezim

V ramci kontroly pfesnosti a validity byly analyzovany tfi slepé vzorky (BS1-BS3) pomoci
mikroskopického odectu DCA.

celkem celekm
, DCA/L000
DAVKA| 1o odetitant | DC+|DC-| PC distribuce DC DCA |~ gy
(Gy) celkem S
0o l1l2]3]4]|5]6/7]8
BSI | Mikroskopicky| 0 |300| 300 300/ 0]0]0]0]0|0]0]0] o 0
BS2 | Mikroskopicky| 62 | 238 | 300 |238]62|0]0]0]0]0]0|0]| 62 207
BS3 | Mikroskopicky| 86 | 214| 300 |214]73]9 |4 |0]0]0]0|0]| 103 343

Ve vzorku BS2 bylo nalezeno celkem 62 bunék s alespon jednim dicentrickym chomozomem
z celkovych 300 hodnocenych (207 DCA/1000 bungk), pficemz vSechny obsahovaly prave
jednu aberaci. U vzorku BS3 byl vyskyt dicentrickych chromozomi jesté vyssi — 86 pozitivnich
bunék z 300 (343 DCA/1000 bungk), pficemz ¢ast bun¢k obsahovala vice nez jeden dicentricky
chromozom: 73 bun¢k mélo jeden, 9 mélo dva a 4 bunky dokonce tfi dicentrické chromozomy.
Tento vysledek doklad4d davkové zavisly narist genetického poskozeni, a soucasné i to, ze
metoda DCA umoznuje nejen kvantifikaci celkové aberace, ale také hodnoceni distribuce

dicentrickych chromozomul mezi buitkami. Tabulka namétenych slepych vzorkt byla vlozena
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do Biodose Tools a nasledné z téchto dat byly vypocitany prepokladané davky (Chyba! N

enalezen zdroj odkazi.).

Tabulka 16: Odhad davky slepych vzorkt DCA

Typ odectu

Odhad davky (Gy)

Mikroskopicky BS1 (DCA)

0,000 (0,000-0,287)

Mikroskopicky BS2 (DCA)

2,442 (1,984-2,991)

Mikroskopicky BS3 (DCA)

3,371 (2,862-4,057)

6.8 Vyhodnoceni slepych vzorkii

Po doméfeni slepych vzorkl a vytvofeni odhadi obdrzenych davek byla zjiSténa skute¢na

hodnota zafeni, které slepé vzorky obdrzely. Vzorek BS1 byl negativni vzorek neobdrzel

zadnou davky Gy. U tohoto vzorku doslo ke shodé ve vSech odectech, a to jak pro odecet

mikrojader, tak pro odeéet dicentrickych chromozomii za pouziti vSech pfistupti odeéti.

V tabulce nize jsou znazornény odchylky rezimu od realné davky (Tabulka 17)

Tabulka 17: Odchylky slepého vzorku BS1

. Vysoky Odchylka od
Metoda a test Nizky odhad (Gy) %‘;‘V‘ig"(vca“)a othad | redlné ﬁz’wky ©
Y (Gy) Gy)
CBMN — Mikroskopie 0,000 0,000 0,287 0,000
CBMN - Semiautomat. 0,000 0,266 0,624 0,266
CBMN — Automat 0,000 0,000 0,000 0,000
DCA — Mikroskopie 0,000 0,000 0,000 0,000

Vzorek BS2 byl ozéten davkou 1,8 Gy. Zde doslo k velkym odchylkam, které jsou podrobné

zpracovany v nasledujici tabulce (Tabulka 18).
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Tabulka 18: Odchylky slepého vzorku BS2

V tabulce jsou zndzornény piistupy odectu aberaci, Nizky odhad (Gy), Odhadované davka (Gy),
Vysoky odhad (Gy) a odchylka od realné davky ozateni.

Metoda a test Nizky Odhadovana Vysoky Odchylka od realné
odhad (Gy) | davka (Gy) | odhad (Gy) davky (1,8 Gy)
CBMN - Mikroskopie 2,283 2,668 3,054 +0,868 Gy
CBMN - Semiautomat 2,16 2,405 2,65 +0,605 Gy
CBMN - Automat 1,225 1,761 2,297 —0,039 Gy
DCA — Mikroskopie 1,984 2,442 2,991 +0,642 Gy

Pii hodnoceni slepého vzorku BS2, ktery byl vystaven realné davce 1,8 Gy, byly zjistény

odchylky v odhadovanych davkach mezi mikroskopickym a semiautomatickym odectem

vramci CBMN testu. Mikroskopicky odecet poskytl stiedni odhad 2,668 Gy, zatimco

semiautomaticky odecet odhadoval davku na 2,405 Gy. Ob& metody tedy nadhodnotily

skute¢nou davku, pficemz mikroskopicky odecet vykazoval vétsi odchylku.

V obou piistupech, kdy doslo k zasahu pracovnika do hodnoceni doslo k nadhodnoceni davky

na rozdil od automatického ptistupu, ktery v tomto piipadé davku urcil spravné. Vzorek BS3

byl ozaten davkou 3,6 Gy. Odchylky naméfenych hodnot od realné obdrzené davky jsou

znazornény v tabulce (Tabulka 19).

Tabulka 19: Odchylky slepého vzorku BS3

V tabulce jsou znazornény pristupy odectu aberaci, Nizky odhad (Gy), Odhadovana davka (Gy),
Vysoky odhad (Gy) a odchylka od realné davky ozareni.

Metoda a test Nizky odhad (Gy) | Stredni edhad ‘éﬂshoal:jy L LEN
(Gy) (Gy) realné davky (Gy)
CBMN - Mikroskopie 2,862 3,371 4,057 —-0,229
CBMN - Semiautomat 3,771 4,08 4,39 0,48
CBMN - Automat 2,772 3,287 3,802 -0,313
DCA — Mikroskopie 2,862 3,371 4,057 —-0,229

Nejlepsi shodu s redlnou davkou poskytla CBMN metoda mikroskopicky a zaroven také DCA

mikroskopicky, obé s odchylkou —0,229 Gy. Tento vysledek potvrzuje, Ze ru¢ni hodnoceni

muze byt velmi pfesné, pokud je provadéno zkuSenym hodnotitelem a za ptisné€ kontrolovanych

laboratornich podminek [82].

91




Naopak CBMN automaticky odecet vykazal vétsi podhodnoceni davky —0,313 Gy,
pravdépodobné v disledku striktniho nastaveni algoritmu, ktery mize nékteré atypické
mikrojaderné struktury vynechat. CBMN semiautomaticky odecet poskytl nejvyssi odhad
s kladnou odchylkou +0,480 Gy, coz muze byt zpiisobeno piitomnosti lidského faktoru pii
manuéalnim dohledu nad automatickym rozpozndvanim. V praxi mize dochazet ke kumulaci

mirnych nadhodnoceni jednotlivych udalosti, které nasledné zvysuji vysledny davkovy odhad
[78].
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7 DISKUZE

Cytogenetické metody, zejména dicentrickd analyza chromozoml a mikrojaderny test, patii
mezi klicové nastroje biodozimetrie slouzici k retrospektivnimu odhadu absorbované davky
ionizujiciho zafeni. Vzhledem k tomu, Ze in vivo sledovani G¢inkt zafeni u lidi je velmi
omezené, in vitro model piedstavuje zasadni roli pfi vyvoji a standardizaci metod kvantifikace

radiacniho poskozeni [10, 65].

Dil¢im cilem této prace bylo hodnoceni a kvantifikace poskozeni DNA indukované ionizujicim
zatenim in vitro v lidskych perifernich lymfocytech za pouziti dvou cytogenetickych metod:
CBMN a DCA. Tyto metody jsou zalozené na odlisSném principu detekce genetického
poskozeni a umoziuji detailni sledovani ucinkl ionizujiciho zafeni na genom na bunécné
urovni. V této praci byla pozornost zaméfena na in vitro model lidskych perifernich lymfocytu,
ktery je vzhledem ke své dostupnosti a vysoké radiosenzitivité povazovan za idedlni systém pro
studium radia¢niho poskozeni u Clovéka. Experimentalni protokoly byly navrzeny tak, aby
umoznily pfesné porovnani vysledkit CBMN a DCA metod v podminkach simulujicich redlné
ozéfeni. Vysledky ziskané pomoci obou metod byly nasledné¢ vzijemné porovnany a
hodnoceny s ohledem na citlivost, dynamicky rozsah a praktickou vyuzitelnost v kontextu
retrospektivniho odhadu absorbované davky u ozafenych osob. Toto komplexni srovnani
umoznilo vyhodnotit silné a slabé stranky obou metod a pfispiva k lepSimu porozuméni jejich

aplika¢nim moznostem v biologické dozimetrické praxi.

Pro tucely pouziti téchto metod v biodozimetrii je nezbytné vypracovani piesné kalibracni
ktivky, kterd kvantifikuje vztah mezi absorbovanou davkou a frekvenci detekovanych aberaci
(dicentrickych chromozomii nebo mikrojader). Vytvofeni kalibra¢ni kiivky in vitro zahrnuje
ozateni vzorkl lidské krve zndmymi davkami zafeni, ndsledné kultivace lymfocyttl, jejich
zpracovani standardizovanym protokolem a analyzu biologické odpovédi [10]. Tvorba vlastni
kalibra¢ni kiivky je nezbytna vzhledem k odliSnostem v laboratornich postupech. Na vlastni
kalibra¢ni kiivky a postupy je kladen velky dlraz, coz je i zdiraznéno v ramci mezinarodnich

mezilaboratornich porovnani, naptiklad v ramci projektu RENEB [87].

V této praci byly metodami CBMN a DCA vytvofeny kalibracni kiivky in vitro v lidskych
perifernich lymfocytech a jejich parametry byly nésledné porovnany s vysledky publikovanymi

v odborné literatufe.
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Pro kvantifikaci chromozomalni nestability indukované y-zafenim byl v této praci pouzit
CBMN. Mikrojadra jsou znamym produktem neopravenych nebo chybn¢ opravenych dvojitych
zlomi DNA procesem NHEJ, piicemz jejich Cetnost silné€ koreluje s davkou a kvalitou zéafeni
[89]. V této praci byla vytvorena kalibra¢ni kiivka CBMN testu pro lidské periferni lymfocyty
ozatené y-zafenim v davkovém rozmezi 0-5 Gy. Vysledky ukazaly klasicky linedrné-
kvadraticky trend odpovidajici obecné popisovanému vztahu mezi davkou a frekvenci
mikrojader [67, 77]. Tento model zohlednuje pfimé poSkozeni zpusobené jednotlivymi

ioniza¢nimi udalostmi (linearni slozka) i efekty interakci (kvadraticka slozka) [9].

Manuélni mikroskopicky ode¢et CBMN testu poskytl v této praci tidaje dobie kopirujici
linedrné-kvadraticky vztah mezi ddvkou zafeni a frekvenci mikrojader. Hodnoty ukazovaly
mirné nadhodnoceni odhadu davky, zejména v rozmezi 1-3 Gy. Tento jev je v souladu
s literaturou, kde manuélni odecet trpi subjektivitou a zavislosti na zkusSenostech hodnotitele
[90]. Ve srovnani s mezinarodnimi daty [91] byla frekvence MN/1000 BN v této praci vyssi o
cca 10-15 %. Tento trend je vysvétlitelny vyssi subjektivitou manualniho hodnoceni a
zatazenim nepravych mikrojader [84]. Studie Fenech (2000) potvrzuje, ze pii vysoké frekvenci
mikrojader mize dochéazet k nespravnému zaclenéni artefaktli, coz vede ke zvySenému poctu
pozitivnich bun€k a tim k nadhodnoceni davky [65]. Ve vyssich davkach (>3 Gy) se trend
ktivky blizil oéekavanym hodnotam, coz je v souladu s RENEB daty, kde bylo pozorovano, ze
manualni hodnoceni 1épe zachyti komplexni poskozeni. Nicméné tento pfistup je zaroven
spojen s vys$i mirou variability vysledki, a to kviili subjektivnimu hodnoceni pozorovatele a
rozdilim v interpretaci atypickych struktur v bunéénych jadrech. Z toho plyne, Ze ackoli
manudlni odecet ptindsi vyhodu ve schopnosti odhalit detailni poskozeni, jeho vyuziti vyzaduje

vysokou standardizaci postupti a skoleni hodnotiteld pro minimalizaci meziosobni variability

Semiautomaticky pfistup poskytl vysledky velmi blizké literarnim kalibracnim kiivkam,
zejména v davkovém rozmezi 0,5-4 Gy [91]. Hodnoty MN/1000 BN v této praci piesné
odpovidaly hodnotdm uvedenym v RENEB interlaboratorni studii pro y-zéfeni, pfi¢emz
odchylky nepiesahly 10 % [85]. Pti vySSich davkach (>4 Gy) vSak doSlo k mirnému
podhodnoceni poctu mikrojader. Tento jev se u semiautomatického algoritmu vyskytuje

v disledku prehlizeni mikrojader v buiikach se zhorSenou morfologii [80].

Automaticky odecet CBMN poskytl vysledky s nejlepsi shodou v davkovém rozmezi 0,2-3 Gy.
Hodnoty MN/1000 BN byly v této oblasti prakticky identické s daty publikovanymi v pracich
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[87, 80]. Nicmén¢, pii davkach vyssich nez 4 Gy bylo pozorovano mirné podhodnoceni
frekvence mikrojader o 10-15 %, coz je v souladu se znamou limitaci automatizovanych
systému pii hodnoceni bunék s komplexnim poSkozenim [80]. Tyto vysledky potvrzuji, Ze
automatizace je vhodna pro rychly screening stfednich davek, ale pii vysSich davkach je

doporuceno doplnit analyzu ru¢nim ptehodnocenim.

Slepé vzorky BS1, BS2 a BS3 byly hodnoceny vSemi pfistupy. Vysledky ukazuji, Ze,
mikroskopicky odecet vedl k nadhodnoceni davky u BS2 o +0,868 Gy nad realnou davku 1,8
Gy, coz je v souladu s tvrzenim, ze manualni metody maji tendenci nadhodnocovat vzorky [65].
Semiautomaticky odecet vykazal pouze mirné primérné nadhodnoceni +0,605 Gy, potvrzujici
vys§8i konzistenci vysledkii u tohoto piistupu [77, 87]. Automaticky odefet mél nejnizsi
pramérnou odchylku od realné davky (-0,039 Gy), coz potvrzuje jeho vhodnost pro rychlé a

piesné urceni stiednich davek [87, 80].

Automaticky odecet vykazal nejnizs$i odchylku od redlné davky mezi v§emi analyzovanymi
ptistupy. U slepého vzorku BS2 byla odhadnuta davka 1,761 Gy pfi realné dévce 1,8 Gy, coz
odpovida odchylce pouze —0,039 Gy. Tento vysledek doklada vysokou piesnost plné
automatizovaného hodnoceni zejména v rozsahu nizkych az stfednich davek (1-3 Gy) [87, 80].
Podobné vysledky byly zaznamenény i ve studii Moquet et al. (2023), kde bylo potvrzeno, ze
moderni automatické systémy zalozené na obrazové analyze (napt. Metafer) dosahuji vysoké
shody s manualnim odectem v oblasti standardni biodozimetrie, s odchylkami mens$imi nez
+0,1 Gy u davek pod 3 Gy [80]. Dale studie Port et al. (2023), ktera byla realizovana v ramci
evropského projektu RENEB (Realising the European Network of Biodosimetry), poukazuje
na zéakladni vyhody vyuziti automatizovanych pftistupi v biodozimetrii. Jednim z hlavnich
pfinosii je vyrazné zvySeni propustnosti vzorkll, coZ znamend, Ze je moZné zpracovat a
analyzovat vEtSi mnozstvi preparatii v krat§im ¢ase. DalSi vyhodou je standardizace vysledki
mezi laboratofemi. Automatizované systémy vyuzivaji algoritmy pro detekci a klasifikaci
chromozomalnich aberaci proto dochéazi k minimalizaci rozdilt mezi laboratofemi, které
mohou vznikat v disledkt riznych pracovnich postupt nebo rozdilnych zkusenost personalu.
Diky automatizovanym pfistupim se zvySuje celkovd spolehlivost a srovnatelnost

biodozimetrickych metod na mezinarodni urovni [87].

Vysledky testu CBMN testu ve studii Moquet et al. (2023) potvrdily, Ze volba metody odectu

zasadné ovliviluje presnost a reprodukovatelnost stanoveni absorbované davky. Mikroskopicky
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nebylo zaznamenano zddna mikrojadro, naopak automaticky odecet detekoval 13 mikrojader,
coz odrazi tendenci k mirnému nadhodnoceni v disledku faleSn€ pozitivnich detekci artefaktti.
U ozatenych vzorkii BS2 a BS3 doslo u v§ech metod ke zvySeni frekvence mikrojader, pfi¢emz
nejpresnéjsiho odhadu davky bylo dosazeno automatickym rezimem. Naptiklad u vzorku BS2
byla automatem stanovena davka 1,761 Gy pii realné davce 1,8 Gy, s odchylkou pouhych
- 0,039 Gy. Tento vysledek potvrzuje vhodnost automatického systému pro rychly a spolehlivy
screening zejména ve stiednich davkach (1-3 Gy) [10, 80]. Semiautomaticka metoda se ukazala
jako efektivni kompromis. Kombinuje vysokou piesnost s vyrazné vyssi efektivitou oproti
ruénimu hodnoceni. Odecet slepého vzorku BS3 pomoci semiautomatu doséhl velmi dobré
shody s referencni kalibracni kiivkou, s maximalni odchylkou do +10 %, coz odpovida
hodnotdm uvadénym v interlaboratornich studiich RENEB. Pti vyssich davkach (>4 Gy) doslo
v ptipad¢ plné automatického odectu k mirnému podhodnoceni, coz je v souladu s literaturou a
byva vysvétlovdno zménami morfologie bunék a neschopnosti algoritmu spravné detekovat
atypicka mikrojadra. Mikroskopicka a semiautomatickd metoda si vSak i v tomto rozsahu

zachovaly relativné vysokou piesnost [92, 96].

Celkové lze shrnout, Ze pro rutinni biodozimetrické vyuziti CBMN testu je ideélni
semiautomatickd metoda. Mikroskopicky odecet zistdva zlatym standardem pro detailni
analyzu, avSak Casové narocnym. Automatizace piinds$i vyrazné zrychleni a je vhodna
pfedevsim pii nutnosti rychlého screeningu vétsich populaci, typicky v rameci mimotadnych

radia¢nich udalosti.

Dicentricka analyza chromozomii (DCA) je povaZovéna za zlaty standard biodozimetrie diky
své vysoke specifité a prediktivni schopnosti ve vztahu mezi absorbovanou davkou a po¢tem
dicentrickych chromozomu [10]. V této praci byla kalibra¢ni kiivka DCA vytvotfena v
davkovém rozsahu 0-5 Gy a vykazovala o¢ekavany linearné-kvadraticky vztah mezi davkou
zateni a frekvenci dicentrickych aberaci. Priab&h kalibra¢ni kiivky DCA vytvofené v této praci
piesné reflektoval trendy popsané v odborné literatuie. Vysledky ukazuji charakteristickou
linearné-kvadratickou zévislost frekvence dicentrickych chromozomi na absorbované dévce
ionizujiciho zéfeni, coz je v souladu se zakladnimi biologickymi principy radia¢niho poSkozeni
DNA. V oblasti nizkych davek bylo zaznamendno relativné nizké mnoZstvi dicentrickych
chromozomti na 1000 bungk. Tento fakt je dikaz, Ze citlivost DCA k detekci nizkych davek je

omezena, pri¢emz spolehliva detekce zacina kolem davky 0,2 Gy [93] Pod touto hranici mtize
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byt frekvence aberaci blizka prirozenému pozadi, coz ztézuje odliSeni ozarenych vzorkl od

neozatfenych vzorka [94].

Ve stfednim davkovém rozmezi bylo dosazeno linedrniho naristu frekvence dicentrickych
chromozomu v pfimé umeéte k absorbované davce. Vysledky v tomto rozsahu nevykazovaly
zadné vyznamné odchylky od kalibra¢nich kiivek publikovanych [95]. Toto davkové rozmezi
je povazovanOo za optimalni pro biodozimetrické pouziti DCA, protoze zde dochazi

K nejptesnéjsimu a nejreprodukovatelnéjSimu odhadu absorbovanych davek [10].

Pti vysSich davkach nad 4 Gy byl pozorovan mirny pokles frekvence dicentrikii na bunku.
Tento pokles je biologicky vysvétlitelny zvysenou letalitou bun¢k — pii vysSich davkach
ionizujiciho zafeni dochdzi k masivnimu poskozeni DNA, coz vede ke smrti bunék jesté pred
vstupem do mitdzy, a tim k poklesu poctu detekovatelnych dicentrickych chromozomt. Tento
jev je standardné€ zohledniovan pii interpretaci biodozimetrickych vysledki, zejména u vaznych

radiacnich expozic [86].

Vyhodnoceni slepych vzorkli metodou dicentrické analyzy chromozomli (DCA) bylo
provedeno za ucelem ovéteni spravnosti vytvorené kalibracni kiivky a validace vysledkl
dosazenych v této praci. Celkem byly analyzovany tii slepé vzorky (BS1, BS2, BS3), k jejich
ode¢tu byl pouzit mikroskopicky pfistup. Vysledky u neozéten¢ho slepého vzorku BSI1
prokézaly nulovou frekvenci dicentrickych chromozomi mezi analyzovanymi 300 buiikami.
Tento nalez je v souladu s oéekavanim, ze zdrava lidska populace vykazuje velmi nizké nebo
nulové spontanni pozadi dicentrickych chromozomi. Takovy vysledek potvrzuje spravné

laboratorni postupy a odpovida hodnotaim uvadénym v mezinarodnich doporucenich [10, 86].

U slepého vzorku BS2, vystaveného redlné davce 1,8 Gy, byla odhadnutd davka pomoci DCA
priblizné 2,442 Gy. Tento vysledek piedstavuje odchylku +0,642 Gy, coz svéd¢i o mirném
nadhodnoceni odhadu davky. Podobné odchylky byly popsany 1 v literatute a jsou pfipisovany
biologické variabilit¢ jednotlivych bunék, subjektivnimu hodnoceni vzhledu dicentrikti
a ptirozenym statistickym fluktuacim pti manualnim odectu [86]. U slepého vzorku BS3, ktery
byl vystaven davce 3,6 Gy, byla odhadnuta davka v rozmezi 3,371-4,057 Gy. Tato hodnota
ukazuje na velmi dobrou pfesnost odhadu s maximalni odchylkou neptesahujici 15 %. Tento
vysledek je v souladu s mezinarodné uznavanymi standardy biodozimetrie, kde je
akceptovatelna odchylka od realné davky £20 % [10, 93].
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Celkové lze konstatovat, ze vysledky vyhodnoceni slepych vzorkid potvrzuji spolehlivost
metody DCA pro retrospektivni odhady davek ionizujiciho zatfeni, zejména ve stiednich
a vyssich davkovych rozmezich. Piesto je nutné mit na paméti, Ze i pfi spravném laboratornim
provedeni mize byt metoda ovlivnéna biologickou variabilitou a subjektivnimi faktory pfi

hodnoceni aberaci.

Kalibracni kiivky (frekvence mikrojader vs. davka) maji u vSech tii hodnocenych piistupti
podobny pribéh — s rostouci davkou pribyva mikrojader a kiivka se pti vysokych davkach
postupné zplostuje vlivem zpomaleni bunééného déleni. Mezi metodami vsak existuji rozdily
v detailech. Pii nizkych davkach okoli 0 Gy zafinaji manudlni mikroskopické 1
semiautomatické hodnoceni na velmi nizké vychozi frekvenci mikrojader to odpovida
biologickému pozadi, zatimco plné automatickd analyza ma mirné vyssi pocatecni hodnotu.
Automatizované systémy totiz obvykle vykazuji zvySenou bazalni frekvenci mikrojader oproti
ruénimu pocitani, coz je zplUsobeno faleSnymi nalezy — software mlze chybné vyhodnotit
uvolnény jaderny material ¢i artefakty barveni jako mikrojadra [76]. Tyto artefakty lidsky
pozorovatel vétSinou spravné rozpozna a nezapocita. Ve spodnim davkovém rozmezi (0-2 Gy)
proto muze pln¢ automaticka kiivka lezet o néco vyse (vyssi pozadi) neZ u manualni metody.
Celkovy nartst mikrojader s davkou je v této nizké oblasti pozvolny a téméf linearni; drobné
odchylky strmosti kiivky u automatického pocitdni mohou nastat v disledku nizsi detekéni
efektivity (napf. slab&é obarvena mikrojadra mohou automatu unikat) [73, 76]. Moderni
automatizované systémy vSak maji detek¢ni i€innost jiz srovnatelnou s ru¢nim hodnocenim,
takze pii spravné kalibraci je sklon kiivky obdobny jako u mikroskopické metody [70, 76]. Ve
sttednich davkéach (cca 2-4 Gy) dochazi u vSech metod k prudSimu nértstu frekvence
mikrojader — data dobfe sleduji napf. linearné-kvadraticky model zavislosti [77].
Semiautomatickd analyza v tomto rozmezi poskytuje vysledky prakticky totozné s ru¢nim
hodnocenim, protoze kombinace automatického vyhledavani a lidské kontroly zajistuje jak
vysokou citlivost, tak minimalni pocet faleSnych zaznamt. PIn¢ automatizované vyhodnoceni
také zaznamenava vyrazny nariist mikrojader se stoupajici ddvkou, avSak muiiZze se objevit lehce
softwaru [51, 73, 76]. Pti vysokych davkach (~5-6 Gy) se kiivky vSech metod zacinaji plostit.
CBMN test zde narazi na biologicky limit, kdy mnoho bunék jiz nedokon¢i déleni a frekvence
mikrojader se blizi maximu. Ru¢ni a semiautomatické hodnoceni stale detekuji relativné vysoké
pocty mikrojader (odpovidajici davce), zatimco plné automatickym pfistupem mize v této
oblasti dojit k podhodnoceni — napt. z divodu zménéné morfologie bun¢k ¢i piekryvi, se
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kterymi ma algoritmus potize. StarSi automatizované systémy mély pti davkach nad ~5 Gy
omezenou spolehlivost (dochazelo k podhodnoceni mikrojader) ale novéjsi software jiz dokézal

kvantifikovat mikrojadra i nad 5 Gy [10, 70, 76].

Celkové vzato jsou vysledné kalibracni kiivky pro manudlni a semiautomaticky zptisob
hodnoceni velmi konzistentni, zatimco pIné automaticka metoda dava srovnatelny trend
s menSimi odchylkami. Studie uvadéji, Zze rekonstrukce neznamé davky zarenim je pomoci
automatického i ruéniho pocitani stejné spolehliva, pficemz semiautomaticky ptistup dosahuje

ptesnosti shodné s manudlnim a zaroven eliminuje vétsinu chyb plné automatiky [51].

Mikroskopickd analyza je povazovana za zlaty standard pfesnosti — zkuSeny hodnotitel
spolehlivé rozlisi skute¢nd mikrojadra od artefaktd a ziska validni daj i z problematickych
preparati nebo u vysokych dévek. Nevyhodou je nizka propustnost: manuélni skérovani 1000
bunck trva okolo 2 hodin, coz pfi potiebé analyzovat mnoho vzorkd pfedstavuje znacnou
Casovou zatéz a moznost tinavy hodnotitele [51, 76]. PIné automatizovana metoda naproti tomu

vyrazné zvySuje rychlost a objektivitu hodnoceni.

Automatizovany systém dokéze prohledat fadové tisice bunék za zlomek ¢asu oproti ru¢ni praci
(moderni high-throughput systémy zvladnou desitky tisic bun€¢k za hodinu). To je obrovska
vyhoda pifi hromadnych screeningovych akcich. Automatizace ale klade vysoké naroky na
kvalitu preparatu (Cistota, optimalni hustota bun¢k apod.) pokud nejsou splnény, roste pocet
faleSnych detekci. Nevyhodou plné automatiky je tak jisté riziko chyb: software muze
generovat falesné pozitivni mikrojadra (nadhodnoceni pozadi) nebo naopak néktera skute¢na

mikrojadra piehlédnout (jsou-li mén¢ zietelna) [51, 59, 73].

Semiautomatickd metoda kombinuje to nejlepsi z obou pfistupti. Pocita¢ provede piredbézné
vyhodnoceni (nalezeni binukledrnich buné¢k a mikrojader) pfiCemz konetné ovéfeni je
ponechano na vySkoleném hodnotiteli. Tim se vyrazné snizuje pocet faleSn¢ pozitivnich
I negativnich nalezli, a vystupy semiautomatického skorovani jsou prakticky srovnatelné
s manudlnim hodnocenim, pfi vyrazné vyssi efektivité prace. Ve srovnani s plnou automatikou
sice ziistava urcCitd potieba lidské prace, nicméné celkové jde o velmi efektivni kompromis.
Semiautomaticky postup zrychluje analyzu vzorki oproti €isté ruéni metodé né€kolikanasobné,
aniz by obétoval presnost, a piedstavuje tak osvéd¢enou metodu hodnoceni CBMN testu pro

rutinni i vyzkumné ucely [51, 59, 73, 77].
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Na zéklad¢ vysledka této prace bylo mozné porovnat citlivost, pfesnost a prakti¢nost dvou
hlavnich cytogenetickych metod pouzivanych v biodozimetrii CBMN a DCA pifi manualnim

mikroskopickém hodnoceni.

Kalibracni ktivka ziskanad metodou CBMN vykazoval v oblasti stiednich davek 1 az 3 Gy mirné
nadhodnoceni frekvence mikrojader na 1000 binuklearnich buné¢k. Nadhodnoceni v této oblasti
je v disledku subjektivniho hodnoceni a moznému zahrnuti nepravych mikrojader. Tento jev
je bézné popisovan v literatuie, kde se upozoriiuje na vyssi variabilitu manudlniho odectu

CBMN zejména pii vyssi frekvenci poskozeni [84, 85].

Kalibraé¢ni kfivka hodnocena metodou DCA byla v celém rozsahu davek 0-5 Gy stabilnéjsi nez
CBMN. Ve stfednich davkach byl pozorovan plynuly linearni nérust frekvence dicentrickych
chromozomll bez vyraznéjSich odchylek. Ve vysokych davkach doslo k mirnému poklesu

v disledku letality bun¢k [86].

Pti analyze slepych vzorkl byla patrna vyraznéjsi variabilita vysledki u CBMN. U slepého
vzorku BS2 byla mikroskopickym odectem CBMN metoda nadhodnocena o +0,868 Gy oproti
realné davce 1,8 Gy. Naproti tomu pii pouziti DCA byla u stejného vzorku odhadnutd davka
2,442 Gy, tedy s mensi odchylkou +0,642 Gy. Vysledky slepych vzorki BS3 rovnéz ukazuji
vys$i konzistenci u DCA, kde odhadované davky ztstaly v akceptovatelném rozmezi £15 % od
realné expozice [10, 87, 88]. Z uvedenych dat vyplyva, ze DCA pii manualnim
mikroskopickém odectu vykazuje vyssi pfesnost a mensi variabilitu v odhadu absorbovanych
davek ve srovnani s CBMN testem. Zatimco CBMN nabizi rychlejsi vyhodnoceni a je vhodny
pro screening vétsich populaci, jeho citlivost v oblasti nizkych a stfednich davek je omezena
subjektivitou hodnotitele a vy$si pravdépodobnosti zafazeni artefaktii. Z téchto divoda lze
konstatovat, Zze pro piesny retrospektivni odhad davky, zejména v oblasti 14 Gy, je pfi
mikroskopickém odectu metodou volby dicentricka chromozomova analyza (DCA). CBMN

test je naproti tomu vhodnéjsi jako doplitkova nebo podplirnd metoda v ptipadech, kde je kladen

diiraz na rychlost hodnoceni a screeningové analyzy.
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8 ZAVER

Cytogenetické metody, konkrétné DCA a CBMN, potvrdily v této praci svou zasadni tlohu v
oblasti biodozimetrie jako nastroje pro retrospektivni odhad absorbované davky ionizujiciho
zateni. Vzhledem k omezenym moznostem in Vvivo sledovani radia¢nich G¢inkt u lidi

predstavuji in vitro modely lidskych perifernich lymfocyti zasadni platformu pro vyvoj a

validaci biologickych dozimetrickych metod.

Obe¢ pouzité metody umoznily detailni sledovani radiacné€ indukovaného poskozeni DNA a byly
vyuzity k vytvofeni vlastnich kalibra¢nich kfivek v davkovém rozmezi 0-5 Gy. Vysledky
ukazaly, ze frekvence mikrojader i dicentrickych chromozomu s davkou zafeni korelovala

klasickym line4rné-kvadratickym trendem, v souladu s publikovanymi studiemi.

Manualni mikroskopické hodnoceni CBMN testu vedlo k mirnému nadhodnoceni absorbované
davky, coz je pfipisovano subjektivité hodnoceni a vyssi pravdépodobnosti zatfazeni nepravych
mikrojader. Semiautomaticky pfistup prokazal vy$§i konzistenci vysledkdi a snizeni
subjektivniho zkresleni, i kdyz pfi vysSich davkach (>4 Gy) bylo pozorovano mirné
podhodnoceni.Automaticky odecet dosahl nejlepsi shody s ocekdvanymi hodnotami v oblasti

sttednich davek (0,2-3 Gy), avSak pfi vySSich davkach opét dochazelo k podhodnoceni,

vvvvvv

Vyhodnoceni slepych vzorki BS1-BS3 potvrdilo tyto trendy. Mikroskopicky odecet vedl
Kk vétsimu nadhodnoceni odhadované davky, zatimco automaticky piistup vykazal nejnizsi
odchylky, coz podtrhuje jeho vhodnost pro rychly a standardizovany screening pii hromadnych
radiacnich udalostech. Semiautomatické hodnoceni se ukéazalo jako kompromis mezi pfesnosti

a efektivitou.

DCA metoda poskytla velmi ptesné odhady davky, zejména ve stfednim ddvkovém rozmezi. V
oblasti nizkych dévek byla jeji citlivost omezend, coz je znamo 1 z literatury, a pii velmi
vysokych davkach nad 4 Gy byl pozorovan mirny pokles frekvence dicentrickych chromozomt
zfejmé v disledku bunécné letality. Vyhodnoceni slepych vzorkli potvrdilo spolehlivost

metody, kdy rozdily od redlné davky nepiesahovaly mezinarodné akceptované limity £20 %
[93].
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Zavérem lze shrnout, ze obé cytogenetické metody, CBMN i DCA, ptedstavuji spolehlivé
metody pro biodozimetrické analyzy. Automatizace CBMN piinasi znacné vyhody v rychlosti
a standardizaci, zatimco DCA zlstava podle porovnani ve vysledkové casti nejspolehlive)si
metodou pro presné stanoveni stfednich az vyssich davek. Pro rutinni pouziti v situacich
hromadné expozice se jevi jako optimalni kombinace automatického a semiautomatického

pristupu s piipadnym doplnénim manualni kontroly u kritickych vzorka.
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