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Abstrakt

ZhorSeni nahodnych rizik spojenych s vyuzivanim ionizujiciho zafeni je
v soucasné dobé nejpravdépodobnéjsi ze Ctyt duvodu. Za prvé Ize pozorovat vzristajici
poptavku po zdrojich ionizujiciho zafeni pii aplikaci v mnoha pramyslovych oblastech
(sterilizace potravin, ve stavebnictvi a strojirenstvi). Tento nardst vede ke zvySovani
pravdépodobnosti ztraty zdroje nebo k jeho nevhodnému pouzivani nebo skladovani. Za
druhé pokroky v mediciné generuji nové postupy a v disledku toho jsou do praxe
zavadény noveé pristroje, které jsou ucinnéjSi, ale také mnohem slozit¢jsi
k obsluze, ¢imZ se zvySuje riziko ndhodného pfeexponovani osob. Za ttreti moznost
teroristického utoku pomoci radia¢nich nebo jadernych =zafizeni je V soucasném
politicky rozkolisaném svété pravdépodobnéjsi nez kdykoli v minulosti. Za ctvrté
nedavna havarie ve Fuku§imé (Japonsko) znovu upozornila na rizika expozice v piipadé
nehod jadernych elektraren. VSechny tyto udalosti by mohly vést k nahodné expozici
jednoho az nékolika tisicu jedinci, ktefi u sebe neméli dozimetry. Proto je nezbytné,
aby bylo mozné posoudit uroven expozice takovych osob retrospektivng.
V soucasné dobé jsou tato hodnoceni zalozena na klinické diagnéze (zejména na
symptomech ozafeni a na zkoumani krevniho obrazu). Tyto postupy mohou byt
doplnény metodami biologické dozimetrie S moznosti zpétné rekonstrukce davky.
Biologicka dozimetrie je dulezita hlavné v piipadech, kdyz ozafena osoba neméla sviij
osobni dozimetr nebo kdyz je kontext ozafeni nejasny. VSechny tyto informace by mély
pomoci zdravotnickému personalu poskytnout vhodnou Iékaiskou péci a stanovit
nasledna dlouhodoba zdravotni opatieni podle potieb pacienta. Ke splnéni tohoto tikolu
musi byt odhady davek v€asné a piesné 1 pii rozsdhlych katastrofdch s velkym poctem
zasazenych osob. Tato bakalafska prace je zaméfena na pouzitelnost rtiznych technik
pro rtizné scénafe malého 1 velkého méfitka, pocinaje ozafenim malymi davkami bez
potieby ptimé 1ékatrské pomoci az po akutni nemoc z ozafeni. Princip biodozimetrie je
zalozen na detekci zmén v bunécné tkani u jednotlivce, které jsou vyvolany ionizujicim
zafenim a pozdg&jsi vyuziti téchto zmén ke zjisténi davky retrospektivné a je-li to mozné

predpovédét nasledné klinické reakce jednotlivce. Optimalné by zmény v organizmu



jedince mély byt specifické pro ionizujici zafeni a nemély by byt ovlivnény
piedchozimi 1ékatfskymi zasahy nebo fyziologickymi defekty jedince v¢etné zmén, které
by mohly byt zpisobené stresem a traumaty po ozaieni. Existuji dva zékladni typy
biodozimetrie s rozdilnymi vlastnostmi, které se Casto dopliuji. Jedna se o metody
zalozené na biologickych parametrech, jako je aktivace genu nebo detekce
chromozomalnich abnormalit a metody pracujici na zakladé fyzikélnich zmén v tkénich.
Hlavni faktory pro hodnoceni metod jsou ¢asovy interval, kdy je mozné test biologicky
provést, Cas na pripravu vzorki a jejich analyzu, davkové rozpéti, snadnost pouziti,
logistické pozadavky, potencidlni G€innost, moZnost provedeni na misté a schopnost
podpofit diagnostiku a 1écbu pacienta v terapeuticky ptihodném casovém okamziku.
Dalsi vyvoj biodozimetrie je ovlivnén zejména potfebami ¢innosti po velkych
nehodach, kde je nezbytné mit nastroj pro identifikaci poskozeni jedince a jeho zatazeni

do systému zdravotni péce.
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Abstract

A deterioration of the coincidental hazards linked to the use of ionizing radiation is
currently observed for four reasons. First, the increasing demand for radiation sources
in numerous industrial applications (food sterilization, construction, engineering...)
leads to an increasing likelihood of loss of the sources or abnormal/unsuitable use and
storage. Second, advances in medicine generate new protocols and tools that are more
efficient but also much more complex to execute, increasing the risk of accidental
overexposure. Third, the possibility of a terrorist attack using radiological or nuclear
devices has to be taken into account. Finally, recent events in Fukushima (Japan)
highlight the risks of exposure in the case of nuclear power plant accidents. All these
issues could lead to the accidental exposure of one to several thousand individuals not
wearing dosimeters. Thus, it is essential to be able to assess the exposure level
of victims. Nowadays, this evaluation is based on clinical diagnosis (mainly irradiation
symptoms and hematological variations) supplemented with biological dosimetry
andphysical dose reconstruction. Biological dosimetry is especially important when the
personal dosimeter is lacking or when the accidental context is unclear. All this
information should help the medical staff to deliver appropriate medical care and to
manage the long-term medical follow-up, if required. To fulfil this task, the dose
estimates has to be timely, exact and conclusively reached in large-scale disasters.
In my bachelor thesis, | have focused on the applicability of the various techniques for
different scenarios: small- and large-scale exposes to different levels of a radiation that
could manage to the urgent radiation syndrome and exposures with lower doses that do
not need direct care, but should be followed for evidence of long-term impacts.
The principle of biodozimetry is to utilize changes caused in the individual by ionizing
radiation to estimate the dose and, if feasible, to predict or reflect the clinically relevant
reaction. Optimally, the changes should be specific for ionizing radiation, and the
response should be unaffected by prior medical or physiological variations among
subjects, including changes that might be caused by the stress and trauma from
a radiation event. There are two basic types of biodozimetry with dissimilar and very

often complementary characteristics: those based on changes in biological parameters



such as gene activation or chromosomal abnormalities and those based on physical
changes in tissues. Factors advised comprise: time interval when the assay is feasible
biologically, time for sample preparation and analysis, dose finding limit, ease of use,
logistical demands, potential efficiency, point-of-care eligibility, and the ability
to support patient diagnosis and treatment within a therapeutically relevant time point.
The development of of biodozimetry has been mainly encouraged by the needs after
a large-scale accident, where it is essential to have a tool or device to identify those
individuals who would profit to be brought into the medical care system.

Keywords: radiation dose, radiation effects, exposure, ionizing, aberration.
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Uvod

Téma mé bakalarské prace jsem si vybral z toho divodu, ze mne tato problematika
oslovila po sérii pfednasek z radiologie v prvnim ro¢niku mého studia, a proto jsem
se zacal o tuto oblast zajimat. Soucasti tohoto pfedmétu bylo i orientacni seznameni
s pouzitim biologické dozimetrie.

Jesté pii1 studiu na gymnaziu mne fascinovalo zjisténi, Ze je mozné v Casovém
intervalu od fadu desitek minut az po desitky let od ozafeni zivého organizmu zjistit
biodozimetrickymi metodami expozici ionizujicim zafenim a S ur¢itou mirou presnosti
i velikost obdrzené davky ze vzorkd zivych tkani, ale také ze zkalcifikovanych
a zrohovatélych tkani jaké jsou tieba kosti, nehty, vlasy a zubni sklovina. Dale mne na
radiobiologii a biodozimetrii upoutalo tésné spojeni biologie a fyziky, kdy jsou
zkoumany v interakci zdkladni stavebni elementy zivé tkané - buniky a zakladni stavebni
prvky hmoty - molekuly a atomy a jejich vzajemné pusobeni po expozici ionizujicim

zarenim.



1 Soucasny stav

Tak jako kazdy védecky obor, tak i radiologie ma svého otce zakladatele, v nasem
ptipadé je to predevSim Wilhelm Conrad Rontgen, némecky fyzik, jeden
z nejtalentovanéjsich védct 19. a pocatku 20. stoleti. Co bylo faktickym cilem
Rontgenova zkoumani vecer 8. listopadu 1895 se uz nikdy nedozvime. Ziejmé je, Ze
zakryl katodovou trubici ¢ernym papirem, aby ho neruSila zate vyboje pii sledovani
svételnych jevll indikovanych katodovymi paprsky vychazejicimi z trubice uUzkym
hlinikovym okénkem. Poté vstoupila do ptibéhu objeveni paprskli X, jak byly pozdéji
nazvany, nahoda. Ackoli by obal nemél nechat projit z vybojky Zadné viditelné ani
ultrafialové zéreni, krystalky platnatokyanidu barnatého, nachazejici se na védcové
pracovnim stole, se v Seru laboratoie slabé zelené rozsvitily. Wilhelm Conrad Rontgen
dostal za tento objev jako prvni v roce 1901 Nobelovu cenu za fyziku. (1)

Ptisti 1éta zaznamenavaji prudky rozvoj poznatkll o ionizujicim zareni. Jiz v roce
1896, rok po objeveni paprski X, Francouz Antoine Henri Becquerel pfi vyzkumu
fluorescence uranovych soli objevil piirozenou radioaktivitu. Dale je tieba zminit jména
védci, jako byli Pierre Curie a jeho zena Marie Curie-Sklodowska, ktefi se zabyvali
teorii radioaktivity. Marie Curie-Sklodowska jako prvni a doposud jedina na svété
dostala Nobelovu cenu jak za fyziku, tak i za chemii a stala se prvni profesorkou na
paiizské Sorbonn¢ a navic pattila mezi prikopniky, ktefi experimentovali s ionizujicim
zéaienim pti 1€cbé zhoubnych nadort.

V kontextu k tématu prace je zapotiebi zminit dal$i dvé dulezita jména védcu. Jsou
to Enrico Fermi a Robert Oppenheimer. Prvni z nich zazehl, udrzel a ukoncil jadernou
reakci. Tato prvni fizena §tépna reakce prob&hla dne 2. prosince 1942 a symbolicky tim
odstartovala atomovy vék. (2) Druhym je Robert Oppenheimer, ktery je povazovan za
»otce® atomové bomby, 1 kdyz je dhlezité ptipomenout, Ze na vyvoji této zbrané se
podilely tisice nejlepSich védcl tehdejSiho zépadniho svéta, vEetné vyse zminéného
Enrica Fermiho. V ramci projektu nazvaného ,Manhattan“ byl proveden dne
16. Cervence 1945 v americkém staté Nové Mexiko prvni jaderny vybuch pod krycim

oznaCenim ,,Trinity*. Program ,usp&$né* vyvrcholil svrzenim jadernych bomb na



japonska mésta HiroSimu a Nagasaki. V prvém piipad¢ se jednalo o uranovou bombu

pojmenovanou ,,Litle Boy*, ve druhém piipadé o plutoniovou bombu ,,Fat Man*.

V nasledujici casti kapitoly je uvedeno n¢kolik dilezitych milnikt v oblasti

mirového vyuziti jaderné energie:

Dne 20. prosince 1951 byla na pokusném reaktoru EBR-1 ve stat¢ Idaho v USA
poprvé vyprodukovana elektricka energie z jaderné reakce. Konecny vykon
experimentalniho reaktoru dosahl 200 KW.

Dne 26. ¢ervna 1954 byla do sité poprvé dodana elektiina vyrobena v jaderné
elektrarn€ v Obninsku v byvalém SSSR. Jmenovity vykon elektrarny byl 5 MW.
Pouzity byly reaktory RBMK ¢ernobylského typu.

Dne 27. srpna 1956 byla poprvé ptipojena k siti prvni opravdu komer¢ni jaderna
elektrarna Calder Hall ve Velké Britanii. Jeji Ctyfi reaktorové bloky mély
maximalni elektricky vykon 4 x 60 MW. Toto zatizeni vSak zaroven slouZilo
1 pro vyrobu plutonia pro vojenské ucely.

Dne 18. prosince 1957 byl dosazen historicky milnik, kdy byla uvedena do
provozu jaderna elektrarna v Shippingportu v Pensilvanii v USA. Lze ji
povazovat za jadernou elektrarnu, ktera byla poprvé primarné ur¢ena vyhradné
pro mirové ucely bez produkce plutonia k vojenskym ucelim. Tento reaktor
o elektrickém vykonu 60 MW mél do budoucnosti dva hlavni vyznamy, za prvé
byl pouzit také pro pohon plavidel a za druhé z néj vychazela konstrukce dnes
nejCastéji pouzivanych typti komercnich tlakovodnich reaktorti (americky typ

s oznac¢enim PWR nebo rusky typ s oznacenim VVER). (4)

Z hlediska radiologie a biodozimetrie je nutno udélat kratky exkurs nejvaznéjsich

jadernych havarii ve svété, kdy doslo k expozici vét§siho poctu osob. Pro vyhodnoceni

zavaznosti jadernych nehod zavedla Mezindrodni agentura pro atomovou energii

(MAAE) sedmi stupniovou Skalu pro hodnoceni radia¢nich nehod. (Obr. 1)
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Obr. 1 Stupnice INES - The International Nuclear Event Scale. (1)

Ptehled nejvaznéjSich radiacnich nehod, pii kterych byly pouzity ve velké miie
metody biodozimetrie pii zjiStovani obdrzenych davek obsluhami jadernych zatfizeni
a obyvatelstvem zijicim v blizkosti téchto zafizeni:

e Dne 10. fijna 1957, Sellafield/Windscale (Velkd Britanie), pifi pozéaru
grafitového reaktoru v podniku vyrdbé¢jicim plutonium pro vojenské vyuziti
uniklo do vzduchu velké kvantum radioaktivity. Odhaduje se, Zze nasledkem
havarie zemtelo 200 osob. Hodnoceni INES - 5.

e Dne 28. biezna 1979, Three Mile Island (USA), se v jaderné elektrarné
caste¢né roztavilo jadro reaktoru a doslo k Uniku radioaktivni vody. Diivodem
udélosti byl vadny pojistny ventil primarniho okruhu. Silné radioaktivni zafeni
uniklo do okoli, jeden c¢lovék zahynul a asi 100 lidi bylo hospitalizovano.
Hodnoceni INES - 5.

e Dne 26. dubna 1986, Cernobyl (SSSR/Ukrajina), explodoval jeden z reaktort.

Tato havarie je povazovana za nejhordi svého druhu. Udaje o uhrnném poétu

11



osob, které ve spojitosti s vybuchem a naslednou expozici onemocnély
a zemiely, se velice li$i. Podle ukrajinskych uradi zemielo az 125 000 lidi.
Hodnoceni INES - 7.

e Dne 13. zafi 1987, ve mésté Goiania (Brazilie), byl v nemocnici ukraden stary
zdroj zatfeni urceny pro radioterapii. Zlodéji otevieli olovéné schranky upevnéné
na konstrukei vyfazeného I€katského pristroje. Tato schranka obsahovala cesium
B37Cs. Zlodgje fascinovalo svétélkujici modra zafe kamene a poté sviij objev
ukdzali dal$im obyvatelim. Kvuli zndAmkdm kontaminace bylo vySetfeno 112
tisic lidi, 249 osob bylo kontaminovano a 4 osoby na nasledky ozéatfeni zemiely.
Hodnoceni INES - 5.

e Dne 30. zati 1999, ve mést¢ Tokaimura (Japonsko), zptisobil nespravny pracovni
postup obsluhy nekontrolovanou fetézovou reakci a naslednou expozici
zaméstnancu v tovarné na zpracovani uranu pro jaderné elektrarny. Radiaci bylo
vystaveno vice jak 600 osob, dvé z nich zemiely. Retézova reakce byla
prerusena az druhy den. Hodnoceni INES - 4.

e Dne 12. bfezna 2011, FukuSima (Japonsko), jaderna elektrarna FukuSima 1
Vv severovychodni ¢asti Japonska byla zasazena zeméttesenim a naslednou vinou
tsunami, po explozi se zhroutila ¢ast budovy s reaktorem. Nasledkem zniceni
¢asti soustav nezbytnych pro ochlazovani odstavené -elektrarny doslo
k masivnim Uniktim radiace z reaktorti a z meziskladu vyhotelého paliva. Pres
150 000 obyvatel v okruhu 20 km bylo evakuovano z nebezpecného okoli
elektrarny z divodu $ifeni kontaminovanych produkti. Umrti zptsobena

ozafenim nebyla potvrzena.
Hodnoceni INES - 7. (5)

V nasledujicim odstavcei je uvedena kratka informace o vyuziti ionizujiciho zafeni
ve zdravotnictvi.

V tvodu je nutno zdidraznit, ze 1ékaiské ozafovani je jedinym piipadem, kdy
je osoba vystavovdna ionizujicimu zafeni zdmérné s umyslem zvysit kvalitu Zivota

pacienta anebo mu rovnou Zivot zachovat. V souladu se svym zvlaStnim poslanim,
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lékarskd ozareni nemaji zadné limity. Plati pfi nich ale dvé zékladni zasady radiacni
ochrany, za prvé princip zdivodnéni a za druhé princip optimalizace. Tato logika
vychazi z tradi¢niho piedpokladu (brano s velkou mirou obezietnosti i jistou reservou),
ze kterdkoliv davka zafeni pusobici na Clovéka je spojend s moznym medicinskym
rizikem, ale zatim neexistuji jasné dikazy o tom, Zze by i malé davky mohly zpusobit
pocatek poskozeni.

V Iékatstvi mame tii hlavni oblasti pouziti ionizujiciho zateni:

+ Radiodiagnostika

* Nuklearni medicina

+ Radioterapie

Je mozno Fici, ze davka, kterou pacient obdrzi béhem bézného vysetieni v ramci
rentgenové diagnostiky neni nebezpecna, respektive reprezentuje velmi malé riziko, a to
1 v pfipadé opétovnych vySetfeni. Pfesto pfijatelnost davky ionizujiciho zarfeni se
pokazdé pied jeji aplikaci posoudi, zvlasté se zfetelem na jeji mozné piinosy
a srovnavaci ptednosti vii¢i "konvencnim" metoddm i1 moznym rizikiim, pii¢emz je
nezbytné vychazet ze zasad odtivodnéni a optimalizace. Mtzeme vSak s jistotou tvrdit,
ze vyuziti radiologickych postupt v diagnostice distribuuje relativné velkou davku do
nasi populace. Pro kompletnost informace je nezbytné dodat, Ze ionizujici zafeni
se v téle nekumuluje, avSak nebezpeci z jednotlivych expozici se sumarizuji. To znaci,
ze s kvantem vySetieni vzrasta moznost vzniku eventualniho poSkozeni, ale je potfebné
si uvédomit, Ze nebezpeci spojena s normalnimi vysetienimi jsou velice mald, nevysoky
je proto i jejich thrn, tedy i moZznost indukce nezadouciho nasledku.

V tabulkach ¢islo 1 a 2 jsou uvedeny pro piedstavu typické hodnoty efektivnich
davek vybranych konvenénich rentgenovych a CT vySetfeni a orientaéni klasifikace

rizik pfi ozafeni témito relativné malymi davkami.
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Tab. 1 Typické hodnoty efektivnich davek
pro vybrana konvenéni rentgenova a CT vysetreni

Diagnosticky vykon Typické Priblizné doba
efektivni | pro stejné ozafeni
davky (mSv) |z pfirodnich zdrojl
Koncetiny a klouby < 0,01 <15dne
Plice (jeden PA snimek) 0,02 3 dny
Lebka 0,07 11 dni
Mamografie (skreening) 01 15 dnu
Konvencni [~y x1e 03 7 tydn
"v';;‘z;';‘;‘ Panev, hrudni patef 07 4 mésice
Bricho 1.0 6 mésicu
Bederni patef 13 7 mésicu
Polykaci akt 15 8 mésicu
VU 25 14 mésict
Vysetreni zaludku, strevni pasaz 3 16 mésictu
Irigoskopie 7 3,2 roku
T CT hlavy 23 1 rok
vySetieni CT hrudniku 8 3,6 roku
CT bricha nebo panve 10 4,5 roku

Tab.2 Pristup radiaéni ochrany k oznaceni rizika
pri ozareni malymi davkami

Velikost efektivni davky Riziko

nizsi nez 0,1 mSv zanedbatelné
0,1 mSv-1mSv minimalni
TmSv- 10 mSv velmi nizké
10 mSv - 100 mSy nizké

Tabulky 1, 2 (10)

Nuklearni medicina je lékaiska disciplina pouzivajici k diagnostice a terapii
zavedeni radiofarmak (radioaktivni latka) do té€la nemocného. Radiofarmaka emituji
gamma zafeni uvnitf téla. Témito latkami jsou obecné izotopy s kratkym polocasem

rozpadu spojené s chemickymi slouceninami, které umoziuji specifické fyziologické
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procesy, jenz maji byt kontrolovany. Radiofarmaka mohou byt podavana injekci,
inhalaci nebo oraln€. Technikou zobrazeni nuklearni mediciny je scintigrafie. Oznaceni
je odvozeno od scintila¢niho detektoru (lat. Scintilla - jiskra), ve kterém absorpce
fotonli zafeni gamma zpusobuje svételné zablesky takzvané scintilace, které jsou
nasledné elektronicky zpracovany a vyhodnoceny. Nukledrni medicinské techniky jsou
minimalné zatézujici neinvazivni diagnostické metody. Diky zna¢né citlivosti detektort
je pacientovi aplikovano pouze velmi malé kvantum radiofarmaka, které je nutné
k ziskani hodnotné obrazové informace. Radiacni zatéz pii technikdch v nuklearni
mediciné je porovnatelnd a Castokrat 1 mensi, nez pii klasickém rentgenovém vySetieni.
Primérna G¢inna davka je 4,6 mSv za diagnosticky postup. (4)

Soucasti nuklearni mediciny je pouziti otevienych zdroji ionizujici zafeni k terapii,
které piisobi jen na kratkou vzdalenost, ¢imz se minimalizuji neZadouci vedlejsi G€inky
a tim i Skody na okolnich organech a tkanich. Lécba je vhodna pii nadorovych
a nenadorovych onemocnénich jako jsou hypertyre6za, karcinomy S§titné zlazy,
paliativni 1écba kostnich metastdz nebo chronickd kloubni onemocnéni. Terapeuticka
radiofarmaka jsou rozd€lovana tak, aby pfedala maximalni radiaéni davku do nadoru
nebo nemocného organu a nezpisobila ozafeni mimo cilové organy. (4)

Radioterapie je 1é€ba pomoci ionizujiciho zafeni, obvykle jako soucast 1éCby
nadoru s cilem kontroly nebo usmrceni malignich bunék. Tato terapie mize mit
kurativni nebo paliativni charakter.

Radioterapie se pouziva hlavné k 1é¢bé malignich nadoru senzitivnich na zafeni.
Cilem je destrukce tumoru a co mozna nejmensi zasazeni okolni zdravé tkané.
Ozarovani se muze provést pred operaci 1 po ni, anebo miize byt i samotnou lé¢ebnou
metodou u pokroéilych inoperovatelnych nadord. Castokrat se téz kombinuje
S chemoterapii. Jako hlavni zdroj zafeni v radioterapii slouzi v dne$ni dobé¢ linearni
urychlovace, které mohou emitovat fotony nebo elektrony. Novou metodou je ozafovani
nadoru svazkem protond, které jsou pomoci magnetického pole urychlovany

v kruhovém urychlovaci - cyklotronu.
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Klasickou radioterapeutickou metodou je rentgenova terapie. Je primarné
vyuzivana k nenadorové 1écbé napiiklad tenisovych loktd, artréz kolennich kloubd,
patnich ostruh, ale i k I€¢eni zhoubnych nadort, naptiklad kaze.

V ramci radioterapie existuje submetoda - brachiterapie (z feckého brachys -
z blizka, blizko). Jedna se o techniku, pfi niz se zdroj zafeni umistuje do bezprostiedni
blizkosti lokalizovaného nadoru nebo do postizené tkané. Zdrojem zafeni jsou izotopy,
naptiklad Radium %°Ra, Cesium **’Cs, Iridium **Ir, Cobalt *°Co, Zlato *®Au, Jod **I.
Typickym ptipadem pouziti brachiterapie je 1é¢eni gynekologickych tumorti.
nehody ve zdravotnictvi, je v nasledujici ¢asti uvedeno nékolik znamych nehod, které se
odehraly v raznych ¢asovych obdobich na riiznych mistech svéta:

e 1985 — 1987, Kennestone Regional Oncology Center, Georgia (USA). Na zaklad¢
poruchy urychlova¢e Therac-25 pro radiacni terapii doslo k Sesti radiaénim
udalostem, pii kterych byli pacienti masivné piedavkovani zafenim v fadech
desitek Gy. Ti1 pacienti zemieli. Tyto nehody byly zavinény nedostate¢nou
kontrolou softwaru.

e 24, c¢ervna 1990, Soreq (lzrael). Operator komeréni ozafovny nedodrzel
bezpecnostni piedpisy na sterilizatoru zdravotnického materidlu a odstranil
uviznuty produkt na dopravniku. V disledku 1 - 2 minutové celotélové expozice
davkou 10 Gy zemiel 36 dnti po incidentu i pies rozsadhlou Iékarskou péci.

e 16. listopadu 1992, Indiana Regional Cancer Center (USA). Po aplikaci
brachyterapie, personal ignoroval vystrahy alarmu oznacujici vysokou uroven
radiace mimo aplikacni mistnost. Pacient byl pfevezen zpét do pecovatelského
domu, kde z n¢&j zdroj pozdéji vypadl. Pacient dostal tisickrat vy$si davku, nez byla
naplanovana a za n¢kolik dni zemiel.

e Srpen 2000 - biezen 2001, Instituto Oncologico Nacional (Panama). 28 pacienti
lé¢enych na rakovinu prostaty a rakovinu délozniho hrdla obdrzelo letalni davky
zafeni v disledku zmény v protokolu méfeni zafeni pouzitého bez ovétovacich

testll. Tato nedbalost je unikatni svym rozsahem.
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e Unor 2001, Onkologické centrum v Bialystoku (Polsko). V nemocnici doslo
K selhani linearniho urychlovace, coz vedlo k ozafeni péti Zenskych pacientt
nadmérnymi davkami v prab&hu 1é¢by rakoviny prsu. Incident byl zjistén poté, co
si jedna pacientka stézovala na bolestivé paleni ozafenych mist. V reakci na to byl
povolan mistni technik k opravé zatizeni, ale ve skutecnosti zptsobil dalsi skody.
Nasledné byly informovany pfislusné organy, ale s pfistrojem bylo manipulovano,
a proto nebylo mozné zjistit presné davky. Podle odhadu mohly davky lokalné
dosahnout az 60 Gy. Diky intenzivni 1é¢bé nebyla hlasena zadna tmrti.

e Unor 2008 - srpen 2009, Cedar Sinai Medical Center v Los Angeles (USA). Spatné
nakonfigurovany software v CT pouzivany pro mozkovou perfuzi zapii€inil
piedavkovani 206 pacientl, ktefi dostali davky zafeni asi 8 krat vyssi, nez bylo
planovéano po dobu 18 mésicti. Pacienti hlasili docasné vypadavani vlast a erytém.

Diky intenzivni 1é€bé nebyla hlaSena zadna timrti.

Nejpravdépodobnéjsi pouziti biodozimetryckych metod je v soucasné dobé
Z téchto divodi:

a) Rostouci potifeba zdroji zafeni pii mnoha aplikacich v primyslu a v zemédélstvi
(sterilizace potravin, kontrola kvality ve stavebnictvi a Strojirenstvi) vede
K rostouci pravdépodobnosti ztraty zdrojd, jejich nevhodnému pouzivani nebo
k chybnému skladovani.

b) Pokroky v medicin¢ generuji nové postupy a nastroje, které jsou u¢innéjsi, ale
také mnohem slozité¢js§i k provedeni, ¢imz se zvySuje riziko nahodného
pieexponovani osob v disledku nedodrzeni stanovenych postupti.

C) Soucasnd mezinarodni politickd situace a vznik ruznych teroristickych
organizaci zvySuji pravdépodobnost spachani teroristického utoku S vyuzitim
radiologickych a jadernych zatizeni.

d) Nedavné udalosti v japonské Fuku$imé znovu upozornily na rizika expozice

v ptipad¢ havarii jadernych elektraren.
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Vsechny tyto moznosti by mohly vést k ndhodné expozici ionizujicim zafenim
jedné az nékolika tisicim osob, které nemély fyzikalni dozimetry. Proto je nezbytné,

aby bylo mozné odhadnout troven expozice 0s0b a provedeni urceni davky zpétné. (6)

1.1 Mechanizmus poskozeni Zivého organizmu ionizujicim zaFenim

Pro lepsi pochopeni biodozimetrickych metod je nezbytné objasnéni zakladnich
principi pusobeni ionizujiciho zafeni na Zivou hmotu. (Obr. 2)

Absorbovani ionizujiciho zafeni v latce ma kvantovy charakter a vyvolava excitace
a ionizace molekul nebo atoml, preddvanim energie elektroniim. Riazné typy
ionizujiciho zafeni s rtiznymi energiemi se mohou projevit i odliSnymi jevy jako
napiiklad rozptylem, fotoelektrickym efektem, Comptnovym jevem, anebo tvorbou
elektron-pozitronovych para (tkz. materializaci). V kone¢ném disledku ¢astice vzniklé
sekundarné ztraceji energii taktéz ionizacemi a excitacemi, a proto se ionizujici zareni
zasadné odliSuje od chemickych a fyzikalnich faktoru (UV-zafeni, teplota, jedy, toxiny

a dalsi), jez mohou biologické systémy také negativné ovliviovat.
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Obr. 2 Schématické znazornéni vyznaénych procest a jejich ¢asové posloupnosti pii
ucincich ionizujiciho zafeni. (9)
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Kvantové povaha transferu energie ionizujiciho zafeni ve hmot¢ smétuje k tomu, ze
i homogenné¢ ozafeny vzorek vykazuje mikroskopické objemy (subjekty, mista)
s velkym kvantem excitaci nebo ionizaci, ale také mista s nulovym transferem energie.
Prostfednictvim probability vyskytu ionizace, jez je pfimo tmérna davce ionizujiciho
zateni lze urCovat mnozstvi piezivajicich, to znamend nezasazenych bunék v zavislosti
na velikosti obdrzené davky zareni. Na podkladé¢ toho je vytvoirena takzvana zasahova
teorie (model), jez tika, Ze k dosazeni biologického ucinku je tieba, aby byla zasazena
zatfenim uréita senzitivni struktura jednou nebo vicekrat. Takova velmi senzitivni
struktura je v biologickych organizmech piitomna, jedna se 0 deoxyribonukleovou
kyselinu bézné¢ oznacovanou DNA (deoxyribonucleic acid). Neni podminkou, aby
expozice odpovidala pouze jedné ionizaci popiipad¢ excitaci, mize se jednat téz
o mnohacetnou ionizaci nebo 1 pruchod ¢astice senzitivni strukturou.

S rozvojem mikro-dozimetrie zacalo objastiovani diferenci v biologické uc¢innosti
rozdilnych druhti zafeni pravé odlisnou distribuci specifické energie. Do té doby se
minilo, Ze bunika odpovida na kvanta energie v ni ulozené. Tyto predpoklady se ovsem
nevyplnily, protoZe biologicka odezva zalezi na mnoZzstvi energie, ale 1 na jejim
rozprostieni v biologickém objektu. (7)

Biologicka tkan ma znacny podil vody a velka Cast energie ionizujiciho zafeni se
z tohoto divodu pohlcuje ve vodé, a proto je tedy nezbytné znat princip pusobeni
ionizujiciho zéafeni na molekulu vody. Toto zéafeni zplsobuje radiolyzu vody,
dasledkem toho vznikaji produkty, které jsou vysoce reaktivni, napiiklad vodikovy
radikal H-, hydroxylovy radikal OH-, hydratovany elektron a za soucasného vyskytu
kysliku vznika také velké kvantum peroxidu vodiku H,O,. VSechny tyto produkty jsou
schopny zpiisobovat sekundarni reakce s molekulami zivé tkané€, jednad se o nepiimé
pusobeni zafeni. Piimy ucinek zafeni je naproti tomu zplsoben tim, Ze energie
ionizujiciho zafeni vyvola poskozeni biologické molekuly bez zprostfedkovani. Pomér
primarniho a sekundéarniho Uc¢inku ionizujiciho zafeni ve vodném roztoku zdlezi na
poméru a koncentraci biologickych molekul k molekulam vody. VéEtsi koncentrace
molekul vody znamend, Ze jedné biomolekule ptislusi vice molekul vody a tim se stava

nepifimy ucinek zafeni veétSi. Buniky reprezentuji prostfedi s relativné velikou
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koncentraci biologickych molekul a musime tedy pocitat jak s pfimym tak i nepfimym
ucinkem ionizujiciho zafeni.

Pro bunku je molekula DNA velmi dulezita, protoze obsahuje vychozi informace
o stavbé a funkci buiiky. Organismy tvofené vice buiikami maji v molekulach DNA
ulozeny informace o funkci a struktufe celého organizmu jako komplexu, pocinaje
zrozenim a smrti individua konc¢e. Piizna¢né pro ucinky ionizujiciho zafeni je indukce
je preruseni vlakna zruSenim fosfodiesterové vazby v tfetézci DNA. Jestlize k tomu
dojde jenom na jedné stran¢ dvojité Sroubovice, nazyvame to jednoduchym zlomem
(SSB - single-strand break). Pokud je pferusen i druhy fetézec, mize dojit k takzvanému
dvojitému zlomu (DSB - double-strand break). Vseobecné lze fici, ze poSkozeni DNA
jsou velmi heterogenni, vedle jednoduchych zloml a dvojitych zloma se objevuji
poruchy basi, vznikaji pficné spoje uvniti DNA takzvané cross-linky nebo se oddé¢luji
oba fetézce tzn. denaturace a jiné. Mnohdy se objevuji tyto poruchy zaroven s obéma
typy zlomi. (7)

Komplexni poskozeni vznikaji s podstatné veétSi cCetnosti plsobenim husté
ionizujicitho zafeni, které je tvofeno neutronovym, protonovym nebo alfa zafenim.
Hlavni veli¢inou ovliviiujici ptisobeni ionizujiciho zafeni je tzv. linedrni pfenos energie
(LET - Linear Energy Transfer). Maji-li ¢astice zafeni v latce kratky dolet, jak je to
u neutrontl, protontl a u ¢astic zareni alfa, je absorbovana energie rozlozena podél kratké
drahy. To znamena, ze linedrni pienos energie je vysoky a vzniklé ionty jsou okolo
drahy rozmistény velice husté. Gamma zafeni, rentgenové a beta zaieni maji v latce
dlouhy dolet a tim je linedrni pfenos energie nizky a vzniklé ionty jsou podél drahy
rozmistény fidce. Pro porovnani uved'me, Ze pii nizkém LET wvznik4 pfi prichodu
vodou nebo tkéani asi 100 iontovych pari/1 mikrometr, ale pii vysokém LET az 2000
iontovych parti/1 mikrometr. (9)

Interakci mezi vznikem dvojitych zlomt (DSB) a mutagennim nebo letalnim
efektem zafeni se vénuje velkd pozornost. Rozmér nereparovanych DSB vzrlsta
s vy$$im linedrnim pfenosem energie a to znamend, ze Se kvalitativni hodnota DSB

miiZe riznit. Déle je v sou€asnosti vénovan zvySeny zajem komplexnim defektim DNA
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zpusobenym v disledku vyc¢lenéni velkého kvanta energie ionizujictho zéfeni
v podobg klastru (shluku poskozeni), mluvime zde o lokaln¢ mnohacetné poskozenych
mistech. (8)

DNA molekuly v buiice jsou seskupeny v chromozomech. Chromozomové aberace
jsou tvoreny zlomy DNA, tyto aberace jsou povazovany za hlavni divod letalniho
efektu ionizujiciho zafeni na buiiku zivé tkané. To prokazuje obdobnou nebo totoznou
souvislost vzniku aberaci a letalniho ucinku zateni pifi riznych podminkach ozafeni.
Jedna se kuptikladu o vazbu na fazi bunécného cyklu na davkovou zavislost na vyskyt
kysliku nebo na fyzikalni vlastnosti zafeni. Cetnost vyskytu chromosomovych aberaci je
nelinearné zavisla na davce.

DNA zlomy a z toho plynouci nasledné chromosomalni aberace nejsou zpravidla
v souladu s vitdlnimi funkcemi bunky a k zéniku buniky dochazi nejcastéji pii déleni,
kdyz separace chromosomi do dcefinych bun€k prob€hne nelspéSné a zachovana
buiika nasledné zemie. Bunécné aberace nckterych typl konzervuji v podstaté vSechny
geny ve funk¢énim stavu umoziujicim nasledné déleni, pfestoze mohou byt parcidlné
pozménéné nebo posSkozené. Nebezpecnost téchto zmén a poskozeni spociva v tom, ze
mohou vyustit v rakovinové bujeni.

Vedle reprodukéni smrti se Casto setkavame u bunky s apoptozou, ktera je znama
také jako “programovana smrt”, ktera se od nekrdzy lisi tim, Ze na pocatku procesu
dochazi ke koordinovanému pisobeni jistych enzymi. Jedna se predevSim
o pritomnost funkéniho genu p53 na némz je apoptoza, kterd je indukovana zéarenim
zéavisla, a ktery nemusi byt nutné piitomen pro apoptézu zptisobenou jinymi prostiedky.
Apoptéza je pravdépodobné ochranou zivého organismu pied rakovinnym bujenim,
protoze urcity zptsob poskozeni DNA je stimulem k apoptdze. Buiika, jeZ neni schopna
zavCasu reparovat své poskozeni, je pro dalsi zivot tkang rizikovou a je tedy ptihodné;si
tuto buriku substituovat zdravou burnkou, a proto prob&hne jeji sebedestrukce. (7)

Vedle letdlnich nasledkli zpiisobuje ionizujici zafeni rovnéz moznost dédi¢nych
mutaci v zivém organizmu, jednd se o zménu v genetickém kodu. Kromé genovych

poskozeni jsou to chromosomové aberace, které nevylucuji dal§i Zivot buiky.
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Nasledkem genetickych transmutaci mohou buiky upravit napiiklad zptsobilost ristu
V riznorodém prostiedi.

V poslednim obdobi byla rozsahla pozornost soustiedéna na komparaci nestejnych
typl ionizujiciho zafeni se zaméfenim na jejich mutagenni efektivitu. Efektivita, neboli
ucinnost riznych druhl ionizujiciho zafeni, se porovnava s pouzitim takzvané relativni
biologické ucinnosti (RBE). RBE testovaného druhu zafeni je koeficient, jenz stanovuje
do jaké miry je zafeni biologicky efektivnéjsi v porovnani s referenénim zafenim. Jako
referenéni zafeni se pouziva zpravidla rentgenové nebo gamma zafeni. Uginnost zafeni
je tim vétsi, ¢im mensi je davka nutnd pro dosaZeni definovatelného ucinku na zZivou
tkan. (7)

Pro pochopeni plisobeni zafeni na lidsky organizmus je dobré si ptfedstavit, ze
lidské t€lo je mnozina sebe-recyklovatelnych populaci kmenovych bunék. Tyto bunécné
populace se rozvijeji v organismech plodu u novorozence, nasledné se diferencu;ji
a jsou kompletn¢ uchovany ve zbytku zivota pouze v nékterych buné¢nych a tkanovych
systémech jako je tvorba cervenych krvinek.

Vezmeme-li organismus c¢lovéka jako komplex buné¢nych populaci odlisnych
rustovych profili, potom na zaklad¢ nasich védomosti o ¢asovém a prostorovém Sifeni
davky jsme schopni relativné ptesné rekonstruovat patogenetické procesy, které sméiuji
do klinickych projevi.

Expozice ionizujicim zafenim zptsobuje patologické transformace, které se mohou
objevit v fadu dni az tydnu, ale také v pribéhu let nebo celych desitileti, a proto se
v minulosti pouzivaly terminy casné a pozdni nasledky ozareni. V posledni dekad¢ se
zacalo pouzivat jiné d€leni vychazejici z poméru davky a ucinku. Nésledky ionizujiciho
zafeni se z pohledu Zivého organismu rozd€luji na deterministické, kdy po dosazeni
definované davky ionizujiciho zafeni efekt zadkonité¢ nastava a stochastické, kdy

pravdépodobnost poskozeni stoupa se zvysujici se davkou. (10)
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1.2 Zakladni techniky biodozimetrie

1.2.1 Hematologické testy

Lymfo-hematopoetické elementy patii u ¢lovéka mezi nejvice replikovatelné
tkan¢ a jako takové jsou nejvice radiosenzitivni. Ze vzorkl periferni krve je mozno
velice dobie zjistit miru poSkozeni ozéafenim, a proto je tato metoda velmi Casto
vyuzivana jako biologicky dozimetr.

Normalni pocet lymfocytli se miize ve zdravé dosp€lé populaci zna¢né 1isit. Vzorky
ziskané od malého poctu zdravych osob ukazuji fyziologické hodnoty v rozmezi od asi
1,5 - 3,5 x 10° bungk / litr.

Pii niz§ich davkach (<2 Gy) vyvold zafeni mirnou cytopenii bez vyznamného
poskozeni kostni diené. Lymfopenie v periferni krvi se mize projevit po 6 - 24
hodinach v zavislosti na velikosti davky. Kinetika vyvoje poctii lymfocyti v reakci na
zéfeni je stejné dulezita jako absolutni mnoZstvi lymfocytl. Kromé indukce apoptozy,
jejiz efekt neni viditelny, pfed prvnim bunénym cyklem se méni i1 recirkulace
lymfocyth. V ptipadé, ze se jedna o kombinované poSkozeni ozafenim, poranénim nebo
popalenim, uziti zjisténi mnozstvi lymfocyti jako indikatoru obdrzené davky se stava
nehodnovérnym. (11)

Osoby zasazené ionizujicim zafenim jsou napiiklad v americké armadé rozdéleni
podle poctl lymfocyti 24 hodin po expozici do téchto skupin:

- MnoZstvi lymfocyti je vétsi nez 1,5 x 10%/

Tyto pocty lymfocytd znaci velkou nepravdépodobnost ozafeni pacienta
vyznamnou davkou.

- MnoZstvi lymfocytil je v rozmezi 1 - 1,5 x 10%/1

Tato hodnota znamena expozici vyznamnéjsi davkou. U ozareného je predpoklad

sttedniho poklesu granulocytl a trombocytl béhem 3 tydnt.
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- MnoZstvi lymfocytil v rozmezi 0.5 - 1 x 10%/1

Ozateni budou vyzadovat Iécbu pro rozvoj t€zké formy dreilového syndromu akutni
nemoci z ozafeni. Je nezbytna jejich hospitalizace, zvIasté pro infek¢ni a hemoragické
komplikace 2 az 3 tydny po expozici.

- Pocet lymfocytii je pod 0.5 x 1091

Obdrzend davka zafeni miZe byt smrtelnd. Je nezbytnd hospitalizace pro
pancytopenické komplikace.

- Lymfocyty nejsou detekovatelné

Dévka zateni je supra letdlni a pfeziti ozafenych je velmi nepravdépodobné.
Vyznamny pocet takto exponovanych zemie na kardiovaskuldrni nebo gastrointestinalni
syndrom béhem dvou tydnil po ozaieni.

Jak jiz bylo zminéno vySe, je nutno si uvédomit, Ze individuidlni mnoZstvi
lymfocytl velice osciluje, a proto by bylo pifihodné védét pocet lymfocyti u jedince
v obdobi pted expozici. Potom by bylo mozné pouzit pravidlo, ze snizeni lymfocyt 24
hodin po ozéafeni pod 50 % pocatecnich hodnot znaci, Ze osoba byla exponovana
znacnou davkou zaieni. (12)

Udaje odhadované po havarii v Cernobylu ukazaly, Ze po vyznamné davce (> 1 Gy)
zéafeni jsou ovlivnény negativné vSechny krevni elementy. ZvySeni davky ma rostouci

vliv na zmény krevniho obrazu a u¢inky je mozné pozorovat diive. (11), (Obr. 3 a 4)
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Obr. 3, 4 Vyvoj poctt krevni elementi a bilych krvinek v zavislosti na riznych davkach
ionizujiciho zafeni a nacase. (11)
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Analyza krevniho obrazu dokaze zachytit jen rozsdhlé zmény silné redukujici
funk¢ni schopnost kostni diené. Po celotélové a parcialné ozafeném zvifecim modelu
bylo prokazéano, ze touto technikou nedokézeme zjistit vysoko-davkové ozatreni, které
je lokalizované na plochu téla o velikosti jednotek procent. Obecné Ize tedy konstatovat,

ze je tato technika nevhodna k diferenciaci mezi celotélovou a parcidlni expozici. (14)

1.2.2 Metody zaloZené na detekci poSkozeni DNA

1.2.2.1 Loziska gamma-H2AX

Meéieni fosforylace histonu H2AX je v soucasné dobé nejvice citlivy zpisob
detekce poskozeni DNA ionizujicim zafenim. Fosforylovany histon H2AX se nazyva
gamma-H2AX a je identifikovan zvlastnimi protilatkami. Poté co se tyto latky spoji
s fluorofory jsou mikroskopem pozorovatelné jako drobna jasna loziska. (Obr. 5, 6).
M¢teni gamma-H2AX lozisek je jednou z necitlivéjSich moznosti detekce DSB nebo
jejich oprav. Mnozstvi lozisek a tedy i rozsah fosforylace odpovidaji kvantu DSB.
bunék, které maji byt testovany. Optimalnim zdrojem pro tento ucel jsou mononuklearni
bunky periferni krve piipravené béhem centrifugace v gradientu hustoty. Vyhoda
spoc¢iva v tom, ze za prvé mohou byt rutinné¢ ziskany miliony bunék z jednoho mililitru
krve a navic mohou byt pfipraveny béhem 30 minut v centrifuze, za druhé akvizice neni

tak invazivni jako biopsie a pfedstavuje malé riziko pro pacienty.
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Obr. 5 Imunofluorescen¢ni analyza fosforylace H2AX. (6)

Obr. 6 Heterogenni gamma - H2AX ohniska. (6)
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Potencialni problém s krevnimi mononuklearnimi bunikami je, Ze jsou produkovany
lymfocyty (80 - 95% T-lymfocyty a 5 - 20% B-lymfocyty), které tvoii 80 az 90% téchto
bunék. Kromé toho tento typ bunék obsahuje monocyty (5 - 10%) a variabilni mnozstvi
kontaminujicich neutrofilii. VSechny tyto bunky jsou sice schopné indukovat gamma-
H2AX v reakci na ionizujici zafeni, ale uroven odezvy gamma-H2AX je u neutrofil

a v nékterych podskupinach lymfocytd nizsi. (6)

Moznosti detekce imunocytochemicky zna¢enych gamma-H2AX mikroskopickou
vizualizaci umoznuje sledovat vznik lozisek a spoleénou lokalizaci gamma-H2AX
s dal§imi proteiny. Jednotliva loZiska jsou mikroskopicky viditelnd béhem nékolika
minut po ozafreni diky rychlé fosforylaci tisici molekul gamma-H2AX. Loziska lze
snadno odlisit od relativné homogenniho pozadi a tim zaroven detekovat jednotlivé
DSB.

V ptipadé€ ,;ruéniho* s¢itani okem pfimo v mikroskopu miize byt dobie vyskoleny
pracovnik pomérné rychly a pfiméfené piesny, ale po Case se dostavi Gnava, zvlasté
v ptipad¢ velkého poctu vzorkl k analyze, proto jsou vyuzivany pocitacové softwary,
které na zaklad¢ optické integralni denzity analyzuji obraz.

Imunocytochemické oznaCeni a dal§i rozpoznéni v konfokdlnim mikroskopu
umoziuje pozorovat zrod lozisek a hromadnou kolokalizaci gamma-H2AX s dalSimi

proteiny a jejich subcelularni lokalizaci. (15)
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Obr. 7 Gamma-H2AX loziska v lidskych lymfocytech (CD4 a CD8 subtypy) po ozafeni

0,5 Gy gamma-paprsky, 30 minut po expozici. Modra barva odpovida DAPI

(fluorescen¢ni barvivo); purpurova barva odpovidd oznafeni gamma-H2AX; zelena
a ¢ervena barva odpovida CD4 + a CD8 + membranovému znaceni. (6)

Nejvyhodnéjsi technikou pro zjisténi poctd lozisek gamma-H2AX se ukazuje
pritokova cytometrie. Tato technika je rychla, kvantifikace je pfesna a vhodna
k rutinnimu urceni pozadovanych parametrii. Bunky jsou napustény a permeabilizovany
v mofticim buffer roztoku obsahujicim fluorescencné znacené gamma-H2AX protilatky
a barviva DNA. Po obarveni v dobé od 15 minut az do nékolika hodin mohou byt
vzorky analyzovany piimo prutokovou cytometrii bez dal§iho zpracovani. (Obr. 7)
Pti této technice lze analyzovat az 100 000 bunék v kazdém vzorku béhem nékolika
minut a to umoznuje detekovat i malé podmnoziny gamma-H2AX pozitivnich bungk.
(6) Metoda prutokové cytometrie je méné narofna na pracovni silu ve smyslu
zkusenosti a schopnosti, ale také je méné analyticky citlivd oproti po¢itani gamma-
H2AX lozisek pfi pouziti imunofluorescen¢ni mikroskopie. (15)

Nekolik studii na pacientech, kteti byli vystaveni velmi nizké davce zafeni ukazaly,
ze test gamma-H2AX je velmi citlivy, a Ze mohou byt detekovana loziska po davkach
niz8ich nez 20 mGy jak pomoci mikroskopu tak pritokovou cytometrii. Velikou

nevyhodou, kterd znacné¢ omezuje pouZiti této metody pro havarijni situace je, Ze
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polocas lozisek je v fadu nemnoha hodin. Tato metoda je vyuzitelnd predevSim ve

zdravotnictvi nebo pii expozici malého poctu osob. (6)

1.2.2.2 Profily expresse genii — DNA microarray

Vsechny bunky téla obsahuji stejny geneticky material, ale ne vSechny geny jsou
stejné aktivni ve stejné bunce. Analyza, které geny jsou aktivni, a které jsou neaktivni,
v riznych typech bunék pomaha pochopit fungovani bunék, divody jejich poskozeni
a ptipadné reakce na 1é¢bu. (11)

Genova exprese, pii které se v genu DNA uloZena informace ptevadi a uskuteciuje
na piesné¢ definované bunécné struktuie anebo funkci, prochazi dvéma stadii. Nejdiive
vznikne transkripce (kopie, piepis), pii které vznikd medidtorova neboli informacni
RNA (mRNA - messenger Ribonucleic Acid). Jeji vlakno je kopii konkrétni sekvence
baze jednoho z vlaken DNA dvojsroubovice. Transkripce (piepsani) DNA do RNA je
urychlovana enzymem RNA - polymeraza (DNA dependentni). Linearni jednovlaknova
MRNA molekula po zakonceni transkripce se odlouc¢i a presunuje se do cytoplasmy.
Poté je provedena translace (piepis, preklad) mRNA do proteinu, ktery ma sekvenci
aminokiselin koédovanych mRNA jako templatem (matrici). Tato syntéza proteind

"y

probiha v ribosomech. Sdéleni se tak tlumoci z "feci" nukleovych kyselin DNA do
"jazyka" aminokyselin, z kterych jsou vystavény proteiny. Vystavéné proteiny mohou
byt aplikovany samotnou buiikou, eventudlné mohou putovat do dalSich organti, bunék
nebo tkani. (9)

Zatimco jesté pred deseti lety bylo mozné studovat jen nékolik geni najednou,
vyvoj DNA ¢&ipli umoziiuje simultanni analyzu exprese tisice genll. Tyto Cipy jsou
vyrobeny z mnoha molekul DNA nazyvanych sondy, které jsou uloZeny ve znamé
pozici na nosici, kterému fikdme microgrid; odtud pochazi nazev microarrays. (11)

DNA ¢ip znamy pod anglickym nazvem DNA microarray, je technologie
molekularné-biologické analyzy vyrazné paralelntho rdzu umoZziujici predevSim

analyzu exprese gentll. Jde o desticku vétSinou sklenénou nebo silikonovou s velkym
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mnozstvim fadové desetitisictl, ale i s miliony vzorkd jednovlaknovych oligonukleotidi
takzvanych sond, coz jsou kratké jednovlaknové molekuly DNA. Vzdy n€kolik stejnych
molekul na jednom misté tvoii vlastnosti (features), které jsou na destiCce prostorové

oddgleny. (Obr. 8)
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Obr. 8 Schéma vyroby mikroc¢ipu. (11)

Po kontaktu takovéto desticky se zkouSenym vzorkem - smési oznacenych DNA
oligonukleotidi - dotené molekuly vzorku (pojmenované jako cilové) hybridizuji
s komplementarnimi molekulami zachycenymi na desti¢ce. Poté jsou klasicky na bazi
fluorescence oznacena mista, na kterych prob&hla hybridizace a je tak ur¢eno, o jaké

molekuly oligonukleotidi se ve vzorku jednalo.
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V dnesni dob¢ existuji DNA Cipy vyrabéné komercné a rovnéz jsou také ve velké
miie produkovany ve vyzkumnych laboratotich pro vlastni pottebu.

Vyse popsany postup lze modifikovat uzitim dvou vzorkl, naptiklad zdravych
a ozarenych bunék, oznafenych odliSnymi barvivy, tfeba Cervenym nebo zelenym.
Finalnim produktem je relativni informace o diferenci v expresi genti mezi vzorky a je
mozno jednoduse urcit, které geny jsou vlivem mutagenu v buiice podexprimované
nebo nadexprimované. I jediny experiment vytvaii pocetné kvantum dat, a proto je pro
vyhodnoceni vysledkt nutné vyuzit postupy bioinformatiky. (19)

Celkové mlizeme fici, Ze ur€eni intenzity postradiacnich zmén v expresi genu, ale
I v proteinu se jevi jako relativné nadéjna cesta biologické dozimetrie i piesto, ze
ionizujicim zafenim zptsobené zmény nejsou stalé, projevuji se nejdéle 1 az 3 dny,
piesto ma tento postup nékolik pfednosti. Metoda je vyhodné v tom, Ze pfemény genové
exprese je mozné sledovat u lidskych nadorovych linii jiZ po expozici dadvkami 0,02 Gy
in vitro a u perifernich mysich lymfocyti exponovanych ex vivo davkami 0,2 Gy. Dalsi
piednosti je mensi technicka a finanni nadrocnost ve srovnani s testy zabyvajicimi se

chromozomalnimi aberacemi. (14, 19)

1.2.2.3 Proteinovy biomarker

Organismy reaguji na ozafeni zménou exprese nebo téz post-translaéni modifikaci
nékterych proteinti v buikach tkani nebo v organickych kapalinach, jako je krevni
sérum nebo moc. Exprese a profilovani proteinu mtize byt pouzita k méfeni velikosti
obdrzené davky zafeni a naslednému vyhodnoceni poskozeni organizmu. Bilkoviny lze
snadno ziskat neinvazivné v moci nebo poloinvazivné v piipadé odbéru krve. (11)

Jejich kvantifikace je rychld a spolehliva. Probih4d pomoci techniky imunodetekce
ve vySe zminénych biologickych tekutinach v buikach cirkulujicich lymfocytt nebo
Vv biopsii ziskanych tkanich. Pro zjiSténi expozice se nejcastéji pouZzivaji jako

bioindikatory dva proteiny; za prvé se jedna 0 amylazu (enzym zabezpecujici $té€peni

vvvvvv
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druhé je to FIt3-Ligand (FIt3-L), jedna se bioaktivni protein ureny pro pouziti
v aplikacich bunééné kultivace ukazujici poskozeni kostni dien¢. DalSim moznym
indikatorem mize byt citrulin, coz je aminokyselina, kterou lze pouzit jako fyziologicky
marker pro poskozeni epitelu tenkého stieva. (21)

Vzestup sérové amylazy, ktery je zpusoben ozafenim slinnych zlaz, je
biochemickym métitkem pocatku ucinku zafeni. Reflektuje mezifdze az po bunécnou
smrt ser6znich slinnych bun¢k. Tato metoda se také pouziva jako biochemicky ukazatel
poskozeni pii 16¢b& karcinomu slinnych Z1az jodem (**'1) i jako biochemicky dozimetr
pro zjiSténi miry expozice posadek vesmirnych lodi kosmickym zafenim pii
dlouhodobém pobytu ve vesmiru. Aktivita v séru je méfena pomoci chemického
analyzatoru krve. ZvySeni sérové amylazy se musi méfit ¢asné (v rozmezi pul az dva
dny po podezieni na ozafeni), aby mohla tato technika slouzit jako biochemicky
indikator pro identifikaci osob s potencidln€¢ vaznym poskozenim tkan¢ radiaci. Davky,
které jsme schopni detekovat touto metodou, jsou v rozmezi 0,5 — 10 Gy.

FIt3-L je hematopoetickym cytokin strukturalné shodny s rastovym faktorem
kmenovych bun¢k (SCF), ktery zodpovida za produkci zrani a prezivani (potlacovani
apoptozy) mastocyti a dale je strukturalné shodny s rastovym faktorem 1 (CSF-1),
ktery plisobi na progenitorové bunky (krvetvorna kmenova bunika z periferni krve)
v kostni dieni a stimuluje jejich proliferaci. CSF faktory jsou tuzce propojeny
s pribéhem reakce na poskozeni tkan¢ a rtiznych imunitnich reakci. SC a CSF patii také
K citokintim.

V kooperaci s dalSimi ristovymi faktory Flt3-L stimuluje proliferaci a diferenciaci
riuznych krevnich bunék progenitord. Mnozstvi Flt3-L je zvySeno v krvi u pacientt
s aplastickou anémii (difefiovy Gtlum). Koncentrace Flt3-L v plazmé nebo séru je béhem
prvnich 5 dni po expozici zafenim piimo umérna s davkou zafeni, coz bylo ovéfeno na
primatech (1 - 14 Gy). Davky méfitelné touto metodou jsou v rozpéti 0,25 - 4,5 Gy. (11)

Odchylky v koncentraci Flt3-L v plazmé ukazaly, Ze piimo reflektuji poskozeni
kostni dfené¢ zafenim indukovanym b&hem frakéni lokalni radiacni terapie, coZ
poukazuje na mozné vyuziti monitorovani Flt3-L jako prostfedku pro predikci vyskytu

leukopenie nebo trombocytopenie v pribéhu radioterapie nebo piiradia¢ni nehodé. (11)
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Plazmov¢ Flt3-L se mé&fi pomoci kvantitativni sendvicové enzymové imunoanalyzy
s pouzitim komer¢niho testu ELISA (Enzyme - Linked - Immuno - Sorbent - Assay),
jedna se 0 jednu z nejpouzivanéjsich imunologickych technik ke zjistovani protilatek.
Soupravy k analyze jsou velice citlivé (méné¢ nez 7 pg/ml), konkrétni a neukazujici
zadnou vyznamnou krosreaktivita s jinymi lidskymi cytokiny. Slibnou metodou se jevi
tzv. ,,Western Blot“ v c¢eské odborné literatufe rovnéz oznaCovany terminem
,Imunoblot®, jednd se o analytickou techniku pouZzivanou k detekci specialniho proteinu
ve smési s dalSimi proteiny. Dal§imi metodami jsou pritokova cytometrie nebo
hmotnostni spektrometrie pro identifikaci sad proteind. (21)

Proteiny se ukazuji jako vhodné biomarkery pro pouziti pii detekci ozafeni nebo pii
piredpovédi zavaznosti nastavajicich 1€zi, protoze jejich slozeni v biologickych tkanich
a v biologickych tekutinach se méni po ozateni. Pouzitim sady proteind Ize dosahnout
mnohem lepsi diagnosticky nebo prognosticky biomarker nez V piipadé jednoho
proteinu, nebot kombinace nespecifickych zmén se mize ukazat jako -citlivéjsi,
o relativné novou biodozimetrickou techniku, kterd ma velky potencidl vyuziti pii

hromadnych radiacnich nehodach, ale dosud nebyla ve vétsim piipad€ ovétena. (21)

1.2.2.4 Glycophorin A (GPA)

a Hypoxanthin-Guanin-Phosforibosyl-Transferaza (HGPRT)

Glycophorin je glykoprotein, ktery je umistén na membrané erytrocytl. Mize se
vyskytovat ve dvou formach alel M nebo N. MnozZstvi mutaci linedrné koreluje
s velikosti absorbované davky. Cetnost odchylky se nezvysuje v pifpadé vystaveni
sttedné¢ nizkou davkou, i kdyz akumulovanou po delsi dobu. Dal$im limitujicim
omezenim pro pouziti testu mutaci GPA je skutecnost, Ze geny pro tento antigen se dédi
v souladu s klasickymi Mendelovymi zékony, polovina obyvatelstva exprimuje

heterozygotni typ M/N. Pii napadeni mutagenem se jedna nebo dvé alely GPA genu
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mohou inaktivovat v jediné bunce prekurzoru erytrocytu (zopakujme si, ze dospélé
erytrocyty neobsahuji DNA a ziji 100 - 120 dnd). Bunky pochazejici z téchto
poskozenych prekurzorovych bun€k jsou emitovany do periferniho obéhu a ukazuji se
jako erytrocyty dvou typi, a to bud’ NO nebo MO.

Pro zjistovani vyskytu takovych bun¢k se uzivaji odlisSné¢ barvené protilatky
zvlastni pro M nebo N formy glykoforinu A k imunologickému oznaeni erytrocyti
a jednotlivé znacené MO nebo NO buniky totozné tak jako dvojité¢ znacené MN buiiky se
dale vyhodnocuji pomoci priitokového cytometru. (18)

Frekvence mutanti je v fadu 2 x 107, pfitom tém&f stejna frekvence je indukovana
davkou 1 Gy. Z toho lze vyvodit, Ze tato technika neni pfili§ senzitivni a pocitd se
na preméné¢ z dvoubarevného na jednobarevné znaceni, objevuje se dalSi nevyhoda,
protoze metoda je pouzitelna jenom pro polovinu obyvatelstva a to jen pro M/N
heterozygoti. Z tohoto divodu mezinarodni organizace ICRU (Commission on
Radiation Units and Measurements) nedoporucuje GPA jako vhodnou metodu pro
biologickou dozimetrii. Naproti tomu je potencialn¢ aplikovatelna jako dozimetr po celé
obdobi zivota, nebot’ se zdd, ze mutantni frekvence jsou stalé po dobu desitek rok.
Toto bylo doporuceno po analyze tudaji jednotliveli ptezivSich jaderné havarie
v Cernobylu a jaderného bombardovani japonskych mést Hirodimy a Nagasaki,
u kterych je mozno sledovat linedrni korelaci na davce do né¢kolika Gy. (18) Naproti
tomu nebyla nalezena Zzadna souvztaznost s davkou mezi pracovniky v jaderné
elektrarné v Sellafieldu, pravdépodobné kvili relativné vysoké prahové davece asi 1 - 2
Gy testu GPA. (12)

V piedchozim textu je uvedeno, Ze GPA mutace exprimované v erytrocytech, které
jsou indukovany v prekurzorovych bunikach v kostni dfeni, mohou vzniknout rovnéz
v perifernich krevnich buiikach, piesnéji v lymfocytech. Nejpodrobnéji prozkoumanou
odchylkou tohoto druhu je mutace Hypoxanthin - Guanin-Fosforibosyl-Transferazového
(HGPRT) genu. Buiky, které neexprimuji funkéni HGPRT gen, nemohou zuZitkovat
6 -thioguanin, coz je obdoba hypoxanthinu a guaninu, purinovych bazi zabijejici bunku

pti zavedeni do DNA. (23)
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Mutanty Ize proto identifikovat na podklad¢ jejich odolnosti na 6 — thioguanin a to
znamena lymfocyty s mutaci HGPRT, které mtzou byt stimulovany ke zmnozeni
(proliferaci) v prostfedi, kde se vyskytuje tento toxin. Moznym zplisobem analyzy
mutace HGPRT je zjisténi schopnosti inkorporacebromdeoxyuridinu (BrdU), obdoby
thyminu, jenz je mozno detekovat prostiednictvim vhodnych protilatek. Tento postup se
jevi jako pracny a nevede k pouziti pti velkych radiacnich udalostech. Dal$im
handicapem tohoto vyhodnoceni je, ze mutované¢ lymfocyty, které jsou cCastecné
podobné s lymfocyty s nestabilnimi chromozomovymi aberacemi, se zdaji byt
selektovany oproti situaci in vivo. Objevuji se v periferni krvi po dobu mnoha let po
expozici, ale s frekvencemi, které nelze odliSit od pozadi. Presny polocas vyskytu
nezname. Samovolna frekvence HGPRT mutaci je v rozsahu 10 - 10” a indukovana
frekvence v Gy se jevi obdobné jako frekvence pro kratkodobé vyuziti (analyza
bezprostiedné po ozateni). Navic test HPRT mutace také vykézal rozdily v rychlosti
obdrzeni davky a toto je velmi uziteCny parametr pro odhad rizik v oblasti radiac¢ni
ochrany. (22) Senzitivita této techniky by méla byt ptiblizné¢ shodna s analyzou GPA.
Ptednosti HGPRT mutace se zd4 byt skutecnost, ze byla rozsdhle zkoumana na trovni
DNA a byly zjistény urcité typické odliSnosti mezi mutacemi spontannimi, mutacemi
zpusobenymi rentgenovym zafenim a mutacemi zpusobenymi zafenim alfa. Z tohoto
davodu existuje potencial dalSiho rozvoje specidlnich testti pro zjisténi typu zaieni

zpusobujici dané mutace. (18)

1.2.2.5 Analyza Comet Assay

Gelova elektroforéza jednotlivych bunék - The Single Cell Gel Electrophoresis
Assay (SCGE) znama jako test Comet Assay je rychly, citlivy a pomérné jednoduchy
zpiisob, ktery umoziuje kvantitativni posouzeni poSkozeni DNA ionizujicim zafenim.
Test byl nazvan podle podobnosti tvaru, ktery vznika po pouZiti této metody s tvarem
kosmického objektu - komety. Tato metoda ma také velké vyuZiti pfi studiu oprav

DNA, protoze kombinuje jednoduchost biochemickych metod pti detekci jednoduchych
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(SSB) a dvojitych zlomd (DSB). Dale lze toto metodou pozorovat kiizové vazby
(crosslinks), alkali-labilni polohy (ALS), oxida¢ni a alkylaéni poskozeni bazi
a poruchy korelujici s apoptdzou. (24)

Comet Assay je mikroelektroforetickd technika vyhodnocujici poruchy DNA piimo
v jednotlivych bunkach. (25) Vyskyt zlom v DNA zpusobuje lokalni relaxaci
v superhelixu (nadsroubovice). Projde-li gelem nevelky elektricky naboj, relaxované
struktury DNA smy¢ek sméfuji smérem k anodé a formuji ocas komety. Hlavu komety
znazornuje neporusena DNA, jenz nemuze pro svoje rozméry prostupovat gelem. (11)

Testovani bylo provadéno na eukaryotickych bunkach (buniky s jadrem). Jako
méfitko pro vyhodnoceni objevujicich se komet byl vzat Olive Tail Moment (OTM),
ktery je sou¢inem délky ocasu s procentem DNA v ocasu komety (OTM = délka ocasu
x % DNA v ocasu/100), coz jsou dvé dilezité¢ charakteristiky pfimo souvisejici
s poskozenim DNA. (24)

Jako prvni byla aplikovana neutrdlni verze Comet Assay, kterd vyuZivala
pokrocilou techniku, kde v neutralnim roztoku byly buiiky lyzovany, a potom byla
provedena elektroforéza, coz je separacni metoda s vyuzitim stejnosmérné¢ho proudu
vyuzivajici rozdilnych elektroforetickych mobilit, pfi nichz se déli nabité molekuly.
DNA byla zbarvena fluorescencnim barvici latkou (akridovou oranzi), ktera vyzatovala
zelenou emisi kvantifikovanou fotometrem. Tato neutrdlni forma analyzy vSak
umozinovala pouze detekci dvojitych zlomi DNA. Dalsi verzi testu Comet Assay
je alkalicka forma, ktera vyuziva délky ocasu k pocetni kvantifikaci stupné poskozeni
DNA. Pomoci této verze Comet Assay je mozno pozorovat oba typy poSkozeni a to

S vyuzitim poméru zelené fluorescence pro DSB a Cervené fluorescence pro SSB. (11)
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Mozné ¢lenéni komet do kategorii podle posSkozeni

Tvp 1: Kometa bez ocasu, kde geneticky
materidl zistava v jadfe: zadné genetické
poskozeni

Tvp 2: Buiika s malym ocasem, mala migrace
fragmenti: lehké genetické poskozeni

Tvp 3: Buiika s viditelnym ocasem: sttedni
geneticke podkozeni

Tvp 4: Buiika s jasné definovanym ocasem
definuje velke poskozeni s mnozstvim
fragmentd

Tvp 5: Skoro viechna DNA je v ocase: velmi
tézké genetické poskoz eni

Obr. 9 Kategorie pro vizualni hodnoceni analyzy Comet Assay. (11)
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Poskozeni DNA Ize zjistovat dvéma zdkladnimi zpiisoby:

Vizualni hodnoceni: Pro tuto metodu analyzy pracujeme s 200 bunkami pro kazdy
snimek a ten zafadime do 5 typl poSkozeni. (Obr. 9) Poté se vypocte index poskozenti,
coz je suma soucinii procentudlniho zatazeni bunék nalezejicich do jednotlivé tiidy
(typu komety).

ID (index of demage) = 0x (pocet bunék typu 1) + 1x (pocet bunék typu 2) + 2x
(pocet bun€k typu 3) + 3x (pocet bunck typu 4) + 4x (pocet bunék typu 5).

Automatizovana analyza: Komety jsou sledovany a hodnoceny fluorescenénim
mikroskopem opatfenym kamerou spojenou s pocitaCem. Meéfeni migrace DNA

se provadi softwarem pomoci riznych analyz obrazu.

Tail Moment Length

Obr. 10 Parametry tzv. komety. (11)
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» Tail Length = Délka ocasu je vzdalenost migrace DNA od stfedu jaderného jadra

(Obr. 10)

» Tail % DNA = % DNA ptitomna v ocase.

» Tail Moment: Ocasovy moment je definovan jako soucin délky ocasu a % DNA

pritomné v ocase.

Hlavni parametry méfeni pomoci pocitaového softwaru je oblast ocasu, % DNA
ocasu, délka ocasu nebo soucin % DNA v ocasu s délkou ocasu, coz tvoii takzvany
ocasovy moment. (11)

NejvyhodnéjSim parametrem pro hodnoceni je procentudlni zastoupeni DNA
v ocasu, které miizeme povazovat za dostatecné objemné. (25)

Kometova analyza neni urCena jenom pro zjiStovani a meéfeni fetézcovych
poskozeni DNA. Jedna se pfedev§im o enzym formamidopyrimidin-DNA-glykosylasu
(FPG) detekujici oxidované puriny piedev§im 8 - oxoguanin, coz je molekula, ktera
zpusobuje zarodeéné mutace. Bylo zjisténo, ze zvySena koncentrace 8-oxoguanine
v télnich tekutinach je spojena se zvySenym rizikem mutageneze a karcinogeneze.
Pouziti enzymi ¢ini metodu SCGE mnohem univerzalngjsi. (25)

Z hlediska provedeni ma kometova analyza mnozstvi vyhod. Je to zvlasté snadnost
realizace bez nutnosti specialni vybavy, rychlost, relativné nevelké naklady, citlivost,
potieba malého vzorku bun¢k (do 10000) a v ptipade uziti specifickych enzymu taktéz
urcitou selektivitu. V neposledni fadé je velkou vyhodou moznost vyuziti jakychkoliv
eukaryotickych bungk, jak in vivo, tak in vitro. Citlivost metody je v rozmezi 0,1 — 8
Gy. (17) Experimentalné byla detekovana davka 0,005 Gy. Nevyhodou je obtizna
interpretace vysledki, protoZe mezi poskozenim DNA (indikovanym ohonem komety)

a biologickym dopadem tohoto poSkozeni neexistuje ptima interakce. (11, 25)
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1.2.3 Metody zaloZené na detekci chromozomalniho poskozeni

1.2.3.1 Detekce dicentrickych chromozomi, krouzku a fragmentu

Dicentrické chromozomy jsou abnormalni chromozomy se dvéma centromerami na
rozdil od normalnich s jednou centromerou. (Obr. 11) Dicentricky chromozém je
dvojnasobné spoutdn dvéma centromerami a taZen pii déleni bunky k opaénym polim
vietena, coz mize chromozém zlomit. Zlomené konce chromozomu se mohou spojit
V dcefiné bunce a vytvofit novy dicentricky chromozom. Dicentrické chromozomy
proto vedou k nestabilité chromozom. (11)

Takovéto chromozomy jsou po obarveni dobie viditelné. Metoda detekce je
zaloZena na stimulaci lymfocytl z periferni krve fytohemaglutininem, kdy se lymfocyty
uvedou do mitézy a mikroskopicky je néasledné mozné sledovat pocet dicentrickych
aberaci v jednotlivych jadrech bun¢k. VétSina chromozomalnich aberaci je neslucitelna
s dalsim Zivotem buiiky a z tohoto divodu burika obvykle zahyne pi#i pokusu o déleni.

Detekce vyskytu dicentrickych chromozomt je vSeobecné akceptovana jako
nejhodnoveérnési indikator absorbované davky, a proto je jiz mnoho let povazovana
za zlaty standard biologické dozimetrie. I kdyz je vyskyt vSech typi chromozomovych
aberaci davkoveé zavisly, dicentricka analyza hodnoti jenom vyskyt dicentrickych
chromozom.

Vyskyt krouzkovych chromozomli neni tak casty a jejich detekce by pfinasela
nezbytnost hodnoceni zna¢né vyssiho mnozstvi bun¢k a zvyseni finan¢nich prostredka
a navic by se ¢asov¢ prodluzovala. (Obr. 12)

Mnozstvi chromozomovych fragmenti je podobné vyskytu dicentrickych
chromozomd, ale jejich hodnoceni nese velké riziko chybného hodnoceni pfitomného

bunééného detritu (neziva organickd hmota). (26)
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Obr. 11 Dicentricky chromozom s doprovodnym acentrickym fragmentem
(Giemsa barveni). (28)

N

\

Obr. 12 Metafaze se dvéma krouzky (Giemsa barveni). (28)

42



V odborné literatufe se objevuje v ramci problematiky detekce dicentrickych
chromozomu termin ,,Rogue cells“. Tyto buiiky jsou definovany jako bunky piipravené
v metafazi z kultivovanych krevnich lymfocytt, které vykazuji mimotadné vysokou
uroven poskozeni chromozomu bez zjevné ptiCiny. Pro potfeby biodozimetrie jsou tyto
buiiky z hodnoceni obdrzené¢ davky vylouceny s vyjimkou piipadu, kdy je prikazné
ozafeni velmi vysokou davkou. (28)

Metoda detekce dicentrickych chromozom je velmi citliva, specificka a je vhodna
i pro stanoveni malych davek zafeni. Obecné akceptovatelnou davkou, kterou je mozno
touto metodou métit je jiz 0,1 Gy, je vSak potieba vyhodnotit alesponn 1000 bunék.
Metoda ma nékteré svoje limity. V piipadé expozice vySsimi davkami je tézké nalézt
tak velké mnozstvi bunék v mitdze, protoze dochazi k jeji oddaleni (v duasledku bloku
v nekteré fazi bunééného cyklu jako reakci na poskozeni bunky) a dale k depleci
lymfocytt a jejich interfazové smrti. Dal$im limitem této metody je cas, kdy jsou
ziskany vysledky, nebot’ inkubace lymfocytl s mitogeny trvd nejméné 48 hodin.
Frekvence nestabilnich aberaci, dicentrickych i1 krouzkovych, klesa 6 tydni po ozéieni
s polo¢asem 3 roky. (27, 28)

V piipadech radia¢niho ozafeni velkého mnozstvi osob je metoda detekce
dicentrickych chromozomt schopna urcit velikost obdrzené¢ davky a z toho posoudit
zdravotni rizika a potieby Iékaiské péce, coz se potvrdilo po radia¢nich havariich, jako
byl Cernobyl nebo Goiania, kde doslo k akutni expozici velkého poétu osob a vzorky
krve mohly byt poskytnuty v relativné kratké dob¢. Detekce dicentrickych chromozomt

se stala jednou z hlavnich metod biodozimetrie pii velkych jadernych nehodach. (11)

1.2.3.2 Detekce translokaci - Fluorescen¢ni in situ hybridizace - FISH

Tato metoda detekuje stabilni chromozomové aberace takzvané translokace a je
primarné vyuzivana k analyze chromozomovych aberaci v mit6zach i1 v nedélicich se
interfaznich jadrech. Ktomuto ucéelu jsou pouzivany DNA sondy pro specifické

chromozomové struktury (satelitni DNA, telomery, centromery), malovaci sondy pro
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celé chromozomy, sondy pro jedineéné genové kopie (lokus-specifické sondy)
a genomové sondy. Podstatou techniky je hybridizace neradioaktivné znacenych DNA
sond ke komplementarnim c¢astim cilové DNA chromozomt anebo interfaznich
bunéénych jader fixovanych na mikroskopickém preparatu a jejich nasledna vizualizace

(Obr. 13) s rozborem fluorescen¢nich signali pod mikroskopem. (29)

Obr. 13 Priklad barveni chromozomi metodou FISH. Chromozomové pary 1, 2 a 4 jsou
barveny cervené¢ a chromozdémové pary 3, 5 a 6 jsou barveny zelené. Reciproké
translokace jsou zobrazeny jako dva dvojbarevné chromozomy (2 a 5), které si vyménili
segmenty na konci svych dlouhych ramen. (28)
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Ke specifické hybridizaci dochazi pouze v piipadé, ze existuje dostatecna
komplementarita (vzajemna podminénost) mezi sekvencemi jednoduch¢ DNA sondy
a DNA chromozomut. Existuji dva zplsoby detekce fluorescenéni sondy, piimy
a nepfimy.

Pii nepfimém zptisobu znaceni jsou do DNA sond vc¢lenéné chemicky
modifikované nukleotidy. Zékladni princip spociva v tom, ze biotin nebo digoxigenin se
kovalentné¢ navazi na dUTP (fotoaktivni nukleotid), ktery se za¢leni do sekvence sondy
namisto thyminu. Po hybridizaci s takto oznaenou sondou se uskute¢ni imunodetekce
pomoci protilatek konjugovanych s ptisluSnym fluoroforem. (30)

V pifimé metodé je do DNA sondy také vclenén dUTP, ale s navazanym
fluoroforem. Hybridiza¢ni cil sondy je tedy mozné pod fluorescenénim mikroskopem
pozorovat bezprostiedn¢ po hybridiza¢ni reakci. Pro takové metody je nezbytné, aby
vazba ,sonda - detekovana molekula® vydrzela pomérné drsné hybridizaéni
a promyvaci podminky. Obecnou nevyhodou piimych metod oproti nepiimym je to, ze
jsou méné senzitivni. | piesto jsou v soucasné dobé pouzivany vétSinou piimo znacené
sondy. (29)

Metoda FISH techniky sestava z téchto krokd:

o fixace materialu a zhotoveni preparatu s cilovym mistem (metafazujici
chromozomy),

o priprava a znaceni sond,

o denaturace sondy,

o denaturace cilového mista,

o hybridizace mezi sondou a cilovym mistem,

o odstranéni nenavazané nebo nespecificky navazané sondy,

o vizualni detekce hybridiza¢nich mist,

o barveni pozadi,

o vyhodnoceni a dokumentace (mikroskopem, fotografovanim, pocitatovym
zpracovanim fluorescencniho signalu).

Metoda FISH WCP (whole chromosome painting) vyuZiva takzvané "prosviceni"

chromozomi fluorescen¢nimi sondami. Celochromozémové sondy hybridyzuji s celymi
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jednotlivymi chromozomy v metafazi. Kazda takova sonda je vlastné souborem sond,
které specificky hybridyzuji s mnoha jedine¢nymi sekvencemi podél cilovych
chromozomi. Oba homologni chromozomy jsou zcela vybarvené, proto se tato technika
oznacuje také jako chromozomalni malovani. Metoda FISH — WCP je tedy zalozena na
vizualizaci barevnych vymén v metafazi chromozomi. Pouziti vhodného kontrastniho
barveni vyusti ve vizualizaci zbyvajicich chromozomil v jiné barvé. Z tohoto divodu
se chromozomy s vyménami (napft. translokace) jevi jako dvoubarevné. WCP sondy se
pouzivaji k identifikaci specifickych chromozomi, pro identifikaci strukturalné
chromozomalnich aberaci a k identifikaci selek¢énich chromozomi. Vyuziti téchto
malovacich sond je v postnatidlni cytogenetice, nddorové cytogenetice, pii detekci
mutagennich G¢inkd zafeni a chemikalii (ziskanych aberaci) a v biodozimetrickych
studiich. Zatimco vz4jemné chromozomalni vymény (translokace a dicentrické
chromozomy) mohou byt detekovany pouzitim sond barvicich celé chromozomy pro
detekci vymén uvniti chromozomu, tedy mezi dvéma rameny (pericentrické inverze)
nebo v ramci jednoho ramene (paracentrické inverze), musi byt pouzity jiné typy sond.
Sondy specifické pro ramena chromozomi umoznuji snadnou detekci pericentrickych
inverzi. Na detekci paracentrickych inverzi je vhodné pouzit sondy specifické pro urcité
oblasti chromozomt. (30)

Stabilni translokace uchovavaji v bunce prakticky veskeré geny ve fungujicim
stavu, a proto jsou schopny se dale d¢lit. Takové aberace lze najit v lidskych
lymfocytech exponovanych osob jesté¢ dlouhy ¢as po ozaieni. Translokacni analyza je
technika pro eventualni retrospektivni biologickou dozimetrii, kdy je mozZné zjistit
velikost davky zaifeni mnoho let po expozici. Sensitivita metody FISH je vSak omezena
moznosti detekce mnozstvi zdfeni ve vztahu k pozadi, protoZe i riizné jiné faktory
stupiiuji frekvenci translokaci. Idedlni je urceni translokaci pfed a po expozici
ionizujicim zafeni. Je zapotiebi si uvédomit, Ze napiiklad v€k jednotlivce 50 let se
projevuje ve zdvojnasobeni translokaci. Byly sledovany frekvence translokaci 6 - 10 let
po expozici zasahujicich osob po havarii v Cernobylu, které byly podle dozimetrickych
méfeni exponovany davkou 0,25 Gy a na podklad€ cytogenetické analyzy byla davka

stanovena 0,09 Gy. MnoZstvi translokaci mize také v dlouhém casovém horizontu
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ovlivnit koufeni a znecisténé pracovni nebo Zivotni prostfedi. Frekvence translokaci se
u zasahujicich osob v Cernobylu zvétsila na 1,12 %. U kufékd cigaret se po deseti
letech pocet translokaci zvysil na 0,89 % a u kutdkl papirosek na 1,4 procent. Ze studie
plyne, ze ozéfeni davkou 0,09 Gy mélo z aspektu rastu translokaci vétsi ucinek nez
koufeni cigaret a mens$i u¢inek nez koufeni papirosek. (20) Dokonce i v soucasnosti,
vice nez 70 let po vybusich jadernych bomb v japonské HiroSimé a Nagasaki, maji
osoby ozatfené po pouziti téchto zbrani zvySenou troven translokaci. Z tohoto divodu je
chromozomalni barveni rozvijeno jako jedna z hlavnich metod pro zjiStovani
a vyhodnocovani stabilnich aberaci i po uplynuti dlouhé doby od expozice. Vzhledem
k pottebam metody vSak analyza translokaci poskytuje hodnovérné vysledky pti
davkach vyssich nez 0,2 Gy.

V tom je zéasadni rozdil od analyzy dicentrickych chromozému (nestabilni aberace),
ktera dokaze spolehlivé analyzovat pouze nedavné nebo akutni radiaéni expozice,
protoze buriky, jeZ obsahuji nestabilni aberace, rychle zmizi z populace proliferujicich

bunék, jelikoz zaptiCinuji s velkou pravdépodobnosti mitotické selhani. (18)

1.2.3.3 Analyza mikrojader

Mikrojadra jsou disledkem vazného poskozeni DNA. Vyskyt mikrojader je ptimo
zavisly na davce ozafeni. Dvojité zlomy DNA se mnohdy nepodati opravit. V ptipadé,
ze dojde k oddé€leni vyznamnéjSiho fragmentu DNA od ptavodni dvousroubovice je
mozné tento fragment jednoduse rozpoznat po nasledujici mitdze bunky, kdyz fragment
setrvava v cytoplazmé jedné z dcefinych bun€k. Mikrojadra jsou pak detekovatelnd

kterymkoli chromatinovym barvenim. (Obr. 14)
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25 ym

Obr. 14 Priklady dvoujadrové bunky bez, s jednim a se dvéma mikrojadry. (28)

VétsSinou jsou pouzivana tato barviva: 4',6-diamidino-2-fenylindol (DAPI),
akridinova oranz nebo Giemsovo barveni. (31)

Vzhledem k tomu, ze mikrojadra jsou odvozena od chromozomalnich aberaci,
mohou slouzit jako nepiimé indikatory chromozomalnich poSkozeni. Pfi in vitro
vyzkumech mikrojader vzniklych expozici zatfeni byly objeveny a potvrzeny vztahy
mezi mikrojadry a obdrzenou davkou, coz vede k tomu, ze mikrojadra maji potencial
pouziti jako biologického dozimetru.

V porovnani s klasickou tradicni detekci chromozomalnich aberaci, detekce
mikrojader nevyZzaduje vysoce vyskoleny personal a je mnohem rychlejsi. To umoznuje
snadnou analyzu mnoha tisic bun¢k ve velmi kratkém case. (11)

Pro diagnézu mikrojader jsou pouzivana kritéria rozméru mikrojadra, které je
v rozmezi 0d 1/20 do 1/5 velikosti jadra bunky. Mensi velikosti zna¢i obvykle artefakty,
u rozmérnéjSich objekti se mize jednat o druhé dcetiné jadro nachéazejici se v totozné
bunice pii blokdd¢ cytoskeletu. DalSim kritériem je identifikovatelny pas cytoplazmy
mezi mikrojaddrem a samotnym bunécnym jadrem. Jestlize neni moZno rozliSit pas
cytoplazmy mezi jadrem buiiky a suspektnim mikrojadrem, potom se muze jednat
o vychlipku jaderné membrany, ktera obsahuje ptivodni chromatinova jadra. Kritérium
barvitelnosti mikrojadra je podobné barveni chromatinu dcefiného jadra. Pfi odlisné
barvitelnosti suspektniho objektu muize dojit k zdméné mikrojadra za fagosom
(organova organela). Mnozstvi vyskytu mikrojader v ozafenych bunéénych liniich

se rizni v souvislosti s radiosenzitivitou bunééné linie. VSeobecné plati, Ze u davek
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v rozpéti 1 - 10 Gy byl identifikovan vyskyt mikrojader od pfiblizné¢ 0,5 - 10 %.
Z experimentalnich vysledkti plyne, Ze vyskyt mikrojader u neozafené populace
ovlivnéné latkami indukujici vedlejsi ucinky je obdobny jako u ozafené populace, jen
hodnoty jsou nizsi v zavislosti na typu experimentu a bunécné linie. Vyskyt mikrojader
u takto ovlivnénych populaci mize byt ¢asnéj$i, s niz§im procentudlnim vyskytem
a zpravidla rychleji odezniva. (31)

V disledku toho, Ze se fragmenty zpravidla formuji spolecné s krouzky
a dicentrickymi chromozomy, indikuje zvySena frekvence vyskytu mikrojader expozici
ionizujicim zarenim analogicky, jako u vysSich CcCetnosti vyskytu nestabilnich
chromozomalnich aberaci. Na zéklad¢ této paralely rovnéz plati, Ze lymfocyty
s mikrojadry zaniknou v periferni krvi ptiblizné béhem tii let.

Normalni vyskyt mikrojader bez expozice je 1 na 100 binuklearnich bunék a tento
pocet vzrasta linearné-kvadraticky s davkou ozéfeni. Pii 0,1 Gy je indukovéana dalsi 1 ze
100 binuklearnich bun€k, coZ je statisticky odlisné vii¢i pozadi pfi mnozstvi obvykle
500 binuklearnich bunék. (18)

Senzitivitu metody mizeme zvysit mikrojaderné-centromerovym testem. Tento test
je variantou mikrojaderného testu, ktery navic pouzivd imunofluorescencni znaceni
centromer. Proto je mozné rozpoznat mikrojadra vyvinuta spontanné, jez se vyznacuji
pritomnosti celych chromozomti a mikrojadra radia¢né indukovand vyznacujici se
pritomnosti pouze chromozomovych fragmentii. Metoda i1 zpisob vyhodnoceni jsou
stejné jako u konvenéni analyzy mikrojader. Tato metoda se liSi pouze pfidanim
imunofluorescencniho znaceni centromery a poté vyhodnoceni vzorkli pod
fluorescencnim mikroskopem. Zjistuje se rozdil poctu mikrojader s centromerami a bez
centromer ve dvoujadernych buiikdch. Davka zatfeni je pfimo umérnd jejich poméru.
Citlivost mikrojaderné-centromerového testu je omezena hranici 0,1 Gy z divodu
pomérné velikého mnozstvi mikrojader, které vznikly spontanné. (29)

Z davodu vétsi citlivosti byla navrzena ftada modifikaci pro vyhodnoceni
pfitomnosti mikrojader. Jednou z nich je analyza obrazu pomoci automatizace, ktera
umoziuje misto u stovek detekovat vyskyt mikrojader u tisic bunék, a tim zarucit vétsi

vypovidajici hodnotu a spolehlivost vysledkd. (31)
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Nevyhodou této metody je nutnost perfektni vybavy mikroskopu stejné jako
nezbytné softwarové vybaveni.

Dalsi moznosti vyhodnoceni je zjiStovani mikrojader prostfednictvim pratokové
cytometrie. Tato metoda umoznuje v fadu nékolika sekund pocitani a diferenciaci tisic
bun€k. Po pfislusném znaceni nebo barveni prostupuje smés bunc¢k tzkym svazkem
svétla. Tato technika umoziuje detekovat davky uz od 0,2 Gy. (29). Detekuje se rozptyl
svétla a/nebo fluorescencni signaly, které jsou aktivovany kazdou jednotlivou buiikou
nebo v tomto piipadé jednotlivym jddrem nebo mikrojadrem s dal$im zpracovanim pro
nasledujici pocitaCovou analyzu. Numerické hodnoceni mikrojader pritokovou
cytometrii je omezeno ur¢itymi technickymi prekazkami u lymfocytt, ale tato technika
byla jiz uspésné aplikovana v ptipadé¢ retikulocytt (nezralé erytrocyty). Zde je problém
s tim, Ze retikulocyty obsahujici mikrojadra jsou obvykle zachyceny ve slezing, a proto
mize byt detekovana pouze mala ¢ast. AvSak toto malé mnozstvi pravé dospélych
retikulocyti mize byt zvySeno imunomagneticky nebo pouzitim transferinového
receptoru. Tato metoda by se mohla aplikovat uz pii detekci davky pouhych 3 mGy
béhem 24 h po expozici. (5, 18)

Vyznacnymi slabinami praktické aplikovatelnosti analyzy mikrojader je velka
biologicka rozmanitost v po¢tu mikrojader u osob pted ozaienim a z ¢asového aspektu
pomaly postup urceni mnozstvi mikrojader dosahujici az n€kolik dni. Dalsi slabinou

metody je relativni mensi pfesnost méfeni.

1.2.3.4 Urychlena kondenzace chromozomu - Premature chromozome
condenzation (PCC)

Pti PCC vysetfeni je moznost pozorovani chromozomii bez vyvolani kompletniho
procesu déleni buriky. Neni tedy tieba dvoudenni inkubaci lymfocyti a pozadovany
vysledek mame k dispozici béhem 3 az 4 hodin. (32)

Potom co bunéény cyklus vstoupi do mitdézy, chromatin kondenzuje do

chromozému se zndmym tvarem X. PCC technika byla vyvinuta, aby zplsobila to, Ze
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chromatin bude kondenzovat, i kdyz neni jesté v mitdze, a proto se tato technika nazyva
pred¢asna kondenzace chromosomti (PCC). Tento postup byl zvolen z toho divodu, ze
ozéafené buiky mohou byt poSkozeny do té miry, ze ani pii ptsobnosti mitogenu
neprobéhne mitdza. Z této priiny se zacala pouzivat metoda urychleni kondenzace, kdy
je moznost vySetfit a vyhodnotit miru poskozeni chromozomu jiz v interfazi. Tato
metoda byla vyvinuta pro detekci velkych davek.

Kondenzace muize byt indukovana v interfazi po fizi buiiky s mitotickymi délicimi

HelLa buiiky. Jednd se o nadorové buiky izolované z nadoru dé€loZzniho hrdla
s podporou Sendai viru, ktery je schopen zpusobit fizi eukaryotnich bunéénych kultur
kultivovanych in vitro. Nicméné fhze s pomoci Sendai viru vyzaduje bunky
s membrdnami dobfe ptijimajici viry, coz lymfocyty ve fazi GO (klidova faze) nespliuji.
Tento problém byl vyfesen pouZitim polyethylenglykolu (PEG) netoxického a chemicky
inertniho polymeru, ktery umoZnuje bunécnou fuzi lymfocytd. Pouziti PEG bylo
navrzeno primarné pro vyuziti PCC v biologické dozimetrii. VySe popsany postup

provedeni PCC se nazyva ,,Fuzni PCC*. (28)
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Obr. 15 PCC s fragmenty ukazujicimi se ve fazi GO, po fiizi s pouzitim ovarialnich
buné¢k ¢inského kiecka. (28)
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Moznou variantou provedeni PCC je chemicky indukovand PCC, kterou je mozno
vyvolat prostiednictvim okadické kyseliny (OA) nebo calyculinu A (CalA). Vzhledem
k velké vytéznosti chemicky indukované PCC a schopnosti indukovat PCC ve
veskerych fazich bunééného cyklu je tato technika pifihodnd pro pozorovani
chromozomalnich pfemén pifi expozici vysokymi davkami ionizujiciho zafeni.
Chemickou indukci PCC je mozno navodit i béhem akutni expozice davkami vys§imi
nez 10 Gy, kdyz se dicentrickd analyza nezdatfi. OA efektivné vytvaii PCC 1 pfi
davkach ptes 40 Gy in vitro. K vytéZeni dostaCujiciho kvanta lymfocytii ozafenych
in vivo vysokymi davkami je mozné aplikovat ,,High-yield Chromosome Preparation
Method®, coz je technika umoznujici kultivaci a separaci dostacujiciho poctu bunék
nezbytnych k cytogenetické analyze. Klad této metody oproti klasické kultivaci
a separaci byl ovéfen pii jaderné havarii v japonské Tokail-mufe, kdy dva ze tii
ozafenych méli tak nizké pocty lymfocytd, Ze bylo nemoZné provést odhad
retrospektivni vyhodnoceni davky zatreni klasickou separaci a kultivaci. (26)

Dalsi variantou provedeni PCC je rychld analyza aberaci interfazickych
chromozomi (RICA - The Rapid Interphase Chromosome Assay). Tato metoda
umoziuje vizualizaci poSkozeni indukovanych expozici pomoci sond fluorescencni
in situ hybridizace. (28) Tato technika je zalozena na moznostech molekuldrnich
mechanismi  kondenzace chromozomu. Diferencované neproliferujici bunky jako
periferni lymfocyty jsou neuspésné v indukci PCC pfi aplikaci fosfatdzovych inhibitort,
pravdépodobné z divodu nizké koncentrace cyklin-dependentnich kinaz. Ptidanim
cyklin B kindzy do inkuba¢niho média, ve kterém je obsazena OA a ATP
(adenosintrifosfat) nahrazuje tento nedostatecné mnozstvi kindzy a nastava PCC.
Z praktického pohledu to znaéi ziskani vysledku v prubéhu prvniho dne od dodani
vzorku do laboratofe k vyhodnoceni. Kondenzace je vSak nekompletni. Buiky se
vyznacuji pouze ¢aste¢nou separaci a kondenzaci chromozomu, a proto je nezbytné uzit
metodu fluorescenéni in situ hybridizaci (Obr. 16) a chromozomy timto zplisobem
ohranicit a odlisit. (26)
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Obr. 16 Mikrofotografie ukazujici FISH obarvené lidské chromozomy ¢. 1 (Cervena)
a €. 2 (zelend) v interfidzi ozafovanych lymfocytd vizualizovanych testem RICA.
Normalni butika produkujici dvé cervené skvrny a dvé zelené skvrny (A a B),
chromozom s aberacemi ¢. 1 produkuje vice nez dvé Cervené skvrny (C), chromozom
s aberacemi ¢. 2 produkuje vice nez dvé zelené skvrny (D), buniky s vice nez dvéma
zelenymi a Cervenymi skvrnami (E a F). (28)

Metoda PCC je velice uzite¢na pro sledovani déji bezprosttedné po ozafeni jako
jsou procesy - restituce, kinetika restituce chromozomalnich zlomi nebo chybné
reparace pii vzniku anomalii jako jsou dicentriky a translokace. Tyto studie ukazuji, ze
dicentriky, uplné a netipIné translokace a acentrické fragmenty, které je mozno sledovat
V metafazi, vznikaji ve fazi GO v rozdilnych casech, které jsou zavislé na davce.
U lidskych lymfocyti pii nizkych davkach zafeni (1 - 2 Gy) vznikaji dicentriky
i translokace velmi rychle. Naproti tomu pii vy$Sich vysSich davkach 4 - 6 Gy se
frekvence chromozomdlnich zmén zvySuji proporéné s restituci chromozomalnich

zlomu (oprav). (28)
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1.2.4 Elektronova paramagneticka rezonance EPR (ESR)

Elektronova paramagnetickd rezonance (EPR), znama také jako elektronova
spinova rezonance (ESR), je fyzikalni zplisob posouzeni absorbované davky
ionizujiciho zafenim. Zakladnim principem této metody je detekce stabilnich radikalt.
EPR je zalozena na absorpci mikrovinné energie volnymi radikaly v silnych
magnetickych polich. Je mozné kvantitativné i kvalitativné urcovat volné radikaly.
Princip EPR je podobny nukledrni magnetické rezonanci s tim rozdilem, ze méfi
neparové (volné) elektrony misto protond. (33)

Pro méfeni davky pomoci EPR vyuzivame kalcifikované lidské tkang, jako je zubni
sklovina. Dale lze vyuzit nehty, ale musime pocitat s jejich odristanim a stéihanim, coz
ale jejich obnova v tadu meésici zamezuje ziskani pozdéjsich informaci. Velkou
prednosti vyuziti nehti se jevi moznost odebrani vzorki ze ¢tyi' riznych mist na téle
(dvé ruce, dv€ nohy). Tento fakt je velmi uziteCny pii zkoumani, zda doslo
k ¢astenému nebo celotélovému ozafeni. Vzorky kosti jsou méné dostupné, ale pro
jejich ziskani l1ze pouzit metody mikrochirurgie. Vyzkumy vzorku kosti jak od lidi, tak
od zvitat ale potvrzuji celkové velmi nizkou citlivost. (18) Dal§i moznosti je pouziti
vlasi, které obsahuji keratin stejné jako nehty, ale jejich pouziti jako biologického
dozimetru je omezeno pfitomnosti pigmentu melaninu, ktery je radioprotektivni, dosud
v8ak neni tato jeho vlastnost vysvétlena. (34) V poslednich letech byly provedeny
pokusy s rozdilnymi typy vlast s riznymi pigmenty, ale opétovné se projevily velké
komplikace s detekci radikdlti indukovanych zatenim. Navic pro vlasy plati stejné
limity tykajici se odristani a stéihani jako pro nehty. (6)

EPR biodozimetrie s vyuzitim ozafenych zubl se jevi jako nejuzite¢né&jsi
a nejperspektivnéjsi. Tato metoda je nyni pevné zakotvena v retrospektivnich
technikach. Vyuziti ozafené zubni skloviny poskytuje informaci o expozici ionizujiciho
zateni desitky let po expozici s detekovatelnou davkou okolo 0,1 Gy.

Tak jako to plati pro mnoho biodozimetrickych metod, individualni davka muze

byt nejlépe rekonstruovana pomoci sond, které jsou v blizkosti ozateného jedince nebo
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které jsou jeho soucasti. Hydroxyapatit Cajo(PO4)6(OH), je hlavni neorganickou
slozkou zubt respektive zubni skloviny, jenz se jevi jako vhodna sonda pro rekonstrukei
davky, protoze po expozici ionizujicim zafenim indukuje velmi stabilni radikaly, které
jsou vhodné pro pouziti EPR.

Je dobfe zndmo, ze fyzikalni zmény zubni skloviny jsou nejlépe zjistitelné
z extrahovanych zubili, a proto jsou tyto nejvhodnéjsi k biodozimetrickému
retrospektivnimu urceni obdrzené davky. Jedna se ale o0 velice invazivni metodu, které
se lze vyhnout v piipadé pouziti metody in vivo nebo provedenim miniinvazivniho
zakroku - biopsie zubu. (35)

In vivo méteni EPR signalti vyvolanych zafenim v zubech je bezpecnd metoda
a v soucasné dob¢ se vyuziva systém s velkym permanentnim magnetem (40 MT). Toto
méfeni lze aktualné pouzit ,,v poli“ pomoci piistroje umisténého v malém osobnim
vozidle. Metoda, ale vyZzaduje relativné velky pocet obsluzného personalu. (Obr. 17)

V soucasnosti jSOU vyvijeny systémy s menS$im magnetem, které umozni véEtsi
roz§ifeni a mozné nasazeni v piipadé potreby tiidéni pacientl tésné po radia¢ni nehodg.
Proveditelnost takovych magnetickych systému byla jiz prokdzana a tyto systémy jsou
jiz zkonstruovany ve velikosti a formé¢, ktera by mohla byt zaClenéna do zatizeni
ve tvaru helmy a nasazena na hlavu. Dale védci pracuji na intraoralnim magnetu.
Predpoklada se, ze v fadu nékolika let bude k dispozici technologie, kdy bude mozné
ziskat dostatecnou citlivost s niz$i frekvenci a tim 1 s niz§imi pozadavky na magnetické
pole, a proto bude mozné déle snizovat velikost magnetu. Za soucasného stavu lze
Vv laboratofi pohodIné méfit osoby béhem pétiminutové akvizice s odchylkou + 0,75 Gy

a prahovou hodnotou nejvyse 2,0 Gy, pficemz vysledek je ithned k dispozici.
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Obr. 17 Klinicky spektrometr s dobrovolnikem. (6)

Alternativou pro ziskani vzorka ze zubni skloviny je provedeni biopsie zubu. Tato
procedura je rychla a kosmeticky pfijatelnd. Malé mnozstvi piiblizné 2 mg se da

vyhodnotit s aplikaci vyssi frekvence a tim i vyssi citlivosti EPR. (Obr. 18)

Obr. 18 Schéma provedeni biopsie zubu. (36)

Vyuziti takto ziskaného vzorku vede k v€asnému zjisténi davky a to muize byt
klicové v rozhodovacim procesu pii stanovovani terapeutické intervence. Dokonce
1 v pripadé, Ze technika biopsie zubu neni schopna zabezpecit vSechny pozadované
informace, mohou nastat piipady, kdy hodnota takto ziskanych udaji mize odivodnit

odstranéni zubu pro méfeni in vitro. Tento postup by byl pouZit u osob, u kterych jiz
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existuji i jiné znamky obdrzené davky ukazujici na eventualni ohrozeni zivota. U téchto
jedinct by poté mohly byt pouzity potencialné rizikové 1é¢ebné terapie odpovidajicim

zpusobem. (6)
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2 Vyzkumna otazka a metodika vyzkumu

2.1 Vyzkumna otazka

wJaké metody by byly schopny v piipadé radiacni nehody retrospektivné

a dostatecné spolehlivé a senzitivné jistit velikost obdrZené davky? “

2.2 Metodika

Zpracovani prace bylo zapocato shromazdénim dostupné literatury a podkladtu
z internetu. Po prostudovani vSech soustiedénych zdroju byl vytvofen template prace.
V prvni fazi studia a zpracovani dokumentu byl hlavni diraz polozen na problematiku
pusobeni ionizujiciho zafeni na Zivou tkan. Po zhodnoceni pisobeni ionizujiciho zateni
na ruzné soubory bunék byla provedena analyza poskozeni jednotlivych bunéénych
struktur. V dalSim kroku zpracovani prace byla provedena zakladni strukturalizace
a rozdéleni jednotlivych biodozimetrickych metod podle piisobeni na zivou a nezivou
tkan. Pro potteby zpracovani prace byly biodozimetrické metody rozdéleny takto:
hematologické testy, metody zalozené na detekci poSkozeni DNA, metody zalozené na
detekci chromozomalniho poskozeni a na metody zalozené na fyzikalnich principech
(tj. na detekci radikala vyvolanych zafenim). Poté byly analyzovany moznosti pouziti
jednotlivych biodozimetrickych postupti po radia¢ni nehodé z hlediska propustnosti,
ptesnosti, ¢asového okna k uskute¢néni méfeni, Casu potiebného k provedeni analyzy,
pozadavkli na personal, moznosti automatizace a proveditelnosti na misté nehody.
Po zvoleni nejvhodnéjsich metod bylo provedeno jejich porovnéani a vyhodnoceni.

Porovndnim jednotlivych metod byly zpracovany vysledky s nasledujici diskuzi.
Na konci diskuze byla zodpovézena vyzkumna otazka.

V ,Zavéru“ prace byly shrnuty zakladni teze o vSeobecném pouziti

biodozimetrickych metod.
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3 Vysledky

Na zaklad¢ provedeného studia biodozimetrickych metod byly rozpracovany tyto
metody: vyhodnoceni hematologickych testii; detekce dicentrickych chromozomd,
krouzkd a fragment®; urychlena kondenzace chromozomi - PCC; analyza mikrojader;
analyza profild expresse geni - DNA microarray; detekce loZisek gamma-H2AX
a elektronova paramagnetické rezonance (EPR).

Biodozimetrické metody zaloZzené na detekci bunéénych zmén, které jsou
indukovany nésledkem uc¢inkl ionizujiciho zafeni, maji vlastnost byt velmi specifické
pro jednotlivé osoby. Typickym piikladem je analyza dicentickych aberaci, ktera mize
byt zkreslena riznymi faktory tak vyznamné, Ze mohou byt stejné dulezité jako
obdrzend davka. Mezi tyto faktory fadime naptiklad v€k, zdravotni stav, stres, zivotni
styl, zamé&stnani a pohlavi. Pfesto jsou biodozimetrické metody pouZivany jako hlavni
nastroj pro tfidéni obyvatelstva pro I€kafské zabezpecCeni po radia¢nich nehodéach
S vysokym poctem exponovanych osob bez fyzikalnich dozimetrii. Hlavnimi parametry
pro pouziti biodozimetrické metody je Casova propustnost testu a doba, béhem které
jsou k dispozici piesné vysledky nebo alespon piedbézné odhady. VétSina metod
vyzaduje specializované laboratoie pro piipravu vzorki a ¢as na dokonceni testli, coz
klade velké naroky na logistiku, pokud chceme vyhodnotit velké mnozstvi vzorki.
V zavislosti na biologickych postupech a casovych lhatach pro posouzeni je omezena
doba, béhem které budou jednotlivé biodozimetrycké metody pouzitelné a to nemusi
byt logisticky mozné. (23)

Test kinetiky ubytku lymfocytd LDK - A (Lymphocyte Depletion Kinetic - Assay)
je v soucasné dob¢ jedina biodozimetricka technika, ktera muze byt provedena mimo
specializovanou laboratof. Provedeni kompletniho krevniho obrazu — Complete Blood
Count (CBC) a diferencidlu, tj. procentudlniho zastoupeni lymfocyti, monocyti,
neutrofilnich, bazofilnich a eosinofilnich granulocyti je zakladnim piedpokladem pro
realizaci této metody a bézné se provadi v misté zasazeni — Point of Care (POC) jako

jsou lokalni nemocnice, spadova onkologicka centra a zafizeni neodkladné péce. (37)
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Vzorky krve odebrané na misté mohou byt transportovany do hlavnich spadovych
nemocnic, ale muzou byt také poslany k testovani do velkych, ale vzdalenych
komercénich laboratofi. K ubytku lymfocyti v periferni krvi mize dojit po vystaveni
davce ozareni nad 0,5 Gy, poté dochazi po 12 hodindch k exponencidlnim snizeni
lymfocytt. Kinetika tohoto poklesu je pfimo imérna absorbované davce. V odborné
literatute se doporucuje méteni okamzité po ozafeni, a potom opakovani méteni kazdé
tfi hodiny. Po tfech vyhodnocenich je moZno zkonstruovat LDK kiivku. Nov¢jsi
vyzkumy ukazaly, Ze vypocet davky lze zjednodusit a odhadnout jiz pomoci dvou
vySetieni lymfocytt. Pro pouziti just-in-time pfi radia¢ni havarii ma napiiklad odborna
slozka americké armady - The Armed Forces Radiobiology Research Institute (AFRRI)
zpracovan postup, ze které¢ho lze odhadnout davku na zakladé casu radia¢ni nehody
a jednoho odbéru lymfocytt. Pti pouziti pouze jednoho vzorku krve je absolutni pocet
lymfocytii porovnavan S primérnou hodnotou normalniho rozmezi vypocteného pro
reprezentativni vzorek populace. Nicméné normalni pocet lymfocyti u zdravych
jedinct se pohybuje Vv relativné Sirokém rozmezi na zakladé véku, pohlavi nebo tfeba
rasy. Proto je vzdy v ramci moznosti upiednostiiovano hodnoceni kinetiky ubytku ve
vzorku vétSiho poctu odbéri vzorkli, coz poskytne z logiky véci presnéjsi data
v porovnani s odhadem z jednoho odbéru. (11)

Test LDK je vhodny pro odhad piedbézné davky v rozmezi ptiblizné 0,5 Gy - 10
Gy. Pokud chceme provést test LDK je tfeba odebrat krev co nejdiive po expozici tak,
aby se vytvofil zakladni kamen v systému tfidéni exponovanych osob. Toto mize byt
ale obtizné stanovit z jednoho odbéru, ktery je porovnan s primérnymi hodnotami
kontrolniho vzorku populace. Pfedbézna velmi hruba data a zékladni orientacni
vysledky mohou byt k dispozici za méné nez hodinu, pokud jsou vzorky analyzovany
na misté. Na zdklad€¢ znamych 0daji test LDK poskytne velmi dobré vysledky v obdobi
7 - 9 dnll po ozéfeni v zavislosti na vysi davky. Tato metoda se tedy jevi jako uzite¢na
pro tfidéni osob v casném obdobi po radiacni nehodé¢, ale neni tak efektivni pro presné
retrospektivni stanoveni davky. (37)

V posledni dobé byla zkoumdna moZnost pouziti analyzy poméru neutrofild

a lymfocytli (N/L) pro stanoveni Grovné ozafeni. ZvySeni poctu granulocytl, vcetné
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neutrofilli, se projevuje v prvnich dnech po expozici a potom nasleduje pokles
s kinetikou, kterd je zavisla na davce ozéareni. Hladina neutrofili u pacienta mize byt
stanovena za pouziti CBC diferencidlu, a potom lze pouzit tuto metodu stejnym
zptisobem jako test LDK. Pomér L/N lIze pouzit v prvnich dnech po expozici spolu
s testem LDK pro pocatecni fazi tfidéni pacientli. Nicméné jsou potiebné jesté dalsi
experimentalni idaje a informace, které musi byt ovéieny pted zavedenim tohoto testu
do standartniho pouziti. Vychozi hodnoty neutrofili ukazuji internacionalizaci
a intraindividualni variabilitu podobné jako je to u testu LDK a bude tedy vyzadovat
znalost zékladnich poctld neutrofili pacienta pted jeho pouzitim. Navic u pacient
s popaleninami nebo jinymi traumaty se komplikuje pouzivani této metody po radiacni
nehod¢ podobné jako u LDK. (37)

Detekce dicentrickych chromozomt (DCA) je v soucasné dobé povazovana za
"zlaty standard" pro stanoveni absorbované davky zateni a jiz byla pouzita v hodnoceni
stovek lidi s podezienim na ozafeni nebo skute¢né ozafenych. Tato metoda je velmi
specifickd v reakci na ionizujici zéfeni a nizké hladiny pocti dicentrickych
chromozomu tzv. dicetriki v pozadi zplisobuji, Ze je tato metoda velmi citliva. Zaroven
se jedna o jeden z mala testli, kterym Ize identifikovat ¢asteCnou expozici téla. Metoda
DCA prosla standardizaci Mezinarodni organizace pro normalizaci (ISO) a bylo
ustanoveno, Ze kazdd laboratof si ur¢i své vlastni kalibracni kiivky v disledku
mezilaboratorni variability. DCA je vysledkem spojeni dvou fragmenti centromer
obsahujicich chromozom. Tento typ poskozeni chromozomu je povazovan za nestabilni
aberaci a v pozdéjSich casovych intervalech po expozici vyzaduje pouziti korekcniho
faktoru vzhledem k rychlosti mizeni. (28)

DCA mé moznost detekce davky v rozsahu 0,1 - 5 Gy. Pfi davkach vysSich nez
5 - 6 Gy jiz neni jasny vztah mezi davkou a U¢inkem, coz vede k nepiesnostem
v odhadech vysoké davky. Velké davky zateni zplisobuji zhorsSeni proliferace bunék a to
smétuje k mensimu poctu bun€k dosahujicich metafazi, kterou potiebujeme k vlastnimu
vyhodnoceni. Vzorek krve je mozné zacit vyhodnocovat prakticky ihned poté, co doslo
k expozici, i kdyz se doporucuje vyckat 12 - 24 hodin pro piipad ¢astecné expozice

zateni tak, aby mohly lymfocyty proudit do krve z postizenych organi. Prvni relevantni
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odhad davky je mozné stanovit tieti den po dopraveni vzorku do laboratofe. Vzhledem
k nestabilni povaze dicentrickych chromozomti bude DCA poskytovat vysledky 3 - 6
meésicli po expozici se zna¢nou zavislosti na davce ozafeni. Dalsi analyzu poskozeni
chromozomu po uplynuti této doby muzeme provést metodou FISH k zjisténi stabilnich
translokaci. (38)

Detekce mikrojader se jevi jako dalsi metoda volby pii radia¢nich nehodach.
Mikrojadra vznikaji béhem mitézy, kdy se chromozomalni segmenty chybné déli
a zOstavaji v cytoplasmé misto toho, aby pieSla do dcefiného jadra. Mikrojadra jsou
stabilni chromozomalni aberace a zmizi s polo¢asem kolem jednoho roku, i kdyz nejsou
specifickd pro ozafeni. Bunkky produkujici mikrojadra zemiou rychle po velké davce
ozafeni a v kombinaci se zpozdénim v progresi bunécné¢ho cyklu to ma za nasledek
méné bun¢k dosahujicich mitézy. Po 72 hodinach kultivace miizeme ptipravit preparaty
ke zpracovani. Vyhodnoceni mikrojader je jednodussi nez u dicentrikli a vyZaduje méné
kvalifikovany personal. Pro standardni biodozimetrické pouziti se doporucuje
vyhodnoceni asi 1000 binuklearnich bunék. Neddvné vyzkumy prokézaly, ze
vyhodnoceni 200 binuklearnich bunék umoznuje identifikaci davek zafeni >1 Gy
s potiebnou dobou k vyhodnoceni asi 15 minut. (28)

Test vyuzivajici detekce mikrojader ma davkové rozmezi piiblizné od 0,3 do 5 Gy,
1 kdyZ maze byt dosazen rozsah 0,1 - 15 Gy po modifikaci této metody. Vzorek krve lze
odebrat okamzité s tim, ze prvni vysledky jsou k dispozici béhem 3 - 4 dnti po kultivaci
a zacatku zpracovani. Experimenty ukézaly, Ze tato metoda je spolehliva az do 6 mésict
po expozici. S korekénim faktorem muze byt doba prodlouzena az na 1 rok. (6, 28)

Urychlend kondenzace chromozému PCC pomoci chemickych latek nebo pomoci
ovarialnich bun¢k ¢inského kiecka (CHO) umoziiuje, aby chromozomalni aberace byly
zviditelnény piimo v lymfocytech bez dosaZeni mitézy. Aplikace PCC s pouzitim CHO
odhad davky, protoze nevyzaduje kultivaci nebo stimulaci mitogeny.

Konvenéni mikroskopické vyhodnocovani testu PCC je Casové narocné. Pouziti
automatizovaného vyhledavani metafaze zrychli hodnoceni testu. Pro vyhodnoceni

a tfidéni vyhodnoceni byla vyvinuta metoda s pouzitim 50 krouzkd nebo 300 PCC
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bunék analyzovanych v jednom vzorku. Bylo provedeno srovnani testt DCA a PCC
a bylo zjisténo, ze analyza dicentrickych aberaci poskytuje lepsi odhad v davkach
mensich nez 6 Gy, zatimco test PCC je lepsi pro expozice vyssi nez 6 Gy.

Test PCC je linearni v rozmezi davek 0,2 - 20 Gy . Vzorek krve je mozné hodnotit
okamzit¢ po ozafeni, ale musime vzit v potaz reparacni procesy DNA, je-li ¢asova
prodleva pied tim nez je vzorek zpracovan. Po pouziti PCC s ovarialnimi bunkami
CHO je prvni odhad davky mozny za 2 - 3 hodiny, zatimco chemicky indukovana
metoda vyzaduje 51 hodin. Casové okno pro pouziti PCC je do 7 dni po incidentu,
i1 kdyz v zavislosti na stabilit¢ indukovanych chromozomalni poskozeni se miize test
PCC pouzit i v fadu mésici, podobné jako analyza DCA nebo detekce mikrojader. Test
PCC muize byt pouzit i k hodnoceni ¢astecného ozafeni. (28)

V dasledku zlomu dvojitého vldkna DNA, protein H2AX v blizkosti tohoto zlomu
fosforyluzuje béhem procesu opravy DNA. Mnozstvi fosforylovanych proteini tzv.
gamma-H2AX dosahuje vrcholu ptiblizné 30 minut po ozéfeni a zacina rychle klesat po
prvnich 24 hodinach a vrati se do normalu v prabéhu nékolika dnli v zavislosti na davce
zéteni. Proto se doporucuje, aby zpracovani bylo provedeno béhem 1 - 2 dnd,
Vv idealnim ptipad¢ asi 30 - 60 minut po expozici. Mikroskopické vyhodnoceni je vice
citlivé u malych davek zafeni, ale je naro¢néjsi na Cas, vyzaduje 4 - 6 hodin pro odhad
davky, zatimco metoda prutokové cytometrie mize poskytnout vysledky asi do dvou
hodin. Rozsah, ve kterém gamma-H2AX poskytuje piesné posouzeni davky je 0,2 - 5
Gy pro mikroskopii a 0,5 - 10 Gy pro prutokovou cytometrii. Celkova hladina intenzity
gamma-H2AX je zavisla na davce linearné az do davky 100 Gy. Casové okno pro
vyhodnoceni je relativné tzké 2 — 3 dny, ale presto se jevi tato technika jako
perspektivni pfi radiani nehod¢ a nasledném ttidéni pacientd pro 1ékatské tcely. (6)

Analyza genové exprese - DNA microarray byla pouzita k identifikaci genil
a signalnich drah reagujicich na ozafeni v periferni krvi tim, Ze je mozné detekovat
jejich pozménénou reakci. Toto se tyka i proteinu p53, na kterém jsou zavislé opravy
DNA vcetné signdlnich drah (p53 je protein kdédovany genem TP53 a soucasné

transkripéni faktor blokujici zrod nadorti - slouZi jako tumor supresorovy gen).
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Doplikovymi technikami jsou kvantitativni PCR (gPCR - /Real-time/ Polymerase
Chain Reaction) a kvantitativni NPA (QNPA - Nuclease Protection Assay), které byly
pouzity k ovéfeni a kombinaci informaci v genovych souborech k odhadu davky zareni,
kterymi byla osoba vystavena.

V soucasné dob¢ publikované vysledky ukazaly, Ze biodozimetrie pomoci profil
exprese genu je relevantni v rozmezi davky 0,1 - 5 Gy. Metoda genové exprese jako
biodozimetricky nastroj je navrzen pro point-of-care a pro vysoce vykonné diagnostické
skriningové ptistroje. V zavislosti na pouzité metodé na potiebné ptipravé a mnozstvi
dostupné automatizace by prvni vysledky odhadu davky mohly byt k dispozici
Vv ¢asovém rozmezi 9 - 36 hodin po tom co vzorky krve dorazi do laboratofe. Aktualni
sady pro analyzu genové exprese mohou byt pouzity 48 - 72 hodin po expozici, 1 kdyz
nékteré novejsi techniky by mély prodlouZit tuto lhiitu minimalné az na 7 dnd. (37)

EPR (Elektronova paramagnetickd rezonance) je metoda biodozimetrie, ktera je
zalozena na fyzikdlnich zménach, které se vyskytuji v tkanich nezéavisle na dalSich
biologickych odpovédich na zateni. Zafeni vytvaii signal umérny davce, ktery je
stabilizovan po dlouhou dobu, jedna-li se o néjakou matrici jako zuby nebo kosti. Signal
je také mozno detekovat v keratinu nehtti, tyto markery jsou v§ak mén¢ stabilni a mizi
béhem nékolika tydni. Kromé toho proces stiihani nehtl pro ex vivo analyzu zplisobuje
zkresleni a identifikaci signalu. Rozsah detekce davky s pouzitim EPR je od 1 Gy az do
nejméné 30 Gy s odchylkou + 0,5 az 1,0 Gy pii vysSich davkach. Skenovani zubti mize
byt provedeno okamzité po ozafeni a nejsou zadné biologické procesy, které musi nastat
pied odbérem vzorkt. Doba skenovani trva asi 5 - 25 minut v zavislosti na poctu
spekter, které jsou nutné pro ziskani dobrého poméru signilu k $umu. Casové lze
skenovat pouze jeden vzorek a vykonnost je tedy zavisla na denni kapacité ptislusného
strojového vybaveni nebo na mnozstvi souprav pro vyhodnoceni. Proto se pii expoziCi
velkého poctu osob (v fadech 100 tisict) bude muset provozovat soucasné tisice
strojovych platforem. Logistika pfi provozu tak velkého mnozstvi platforem bude
evakuacni Usili. Navic, pokud nejsou zuby v pfipad¢ castecné expozice ozafeny, tato

metoda neni schopna odpovidajicim zptisobem stanovit vysi obdrzené davky. (35, 37)
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4 Diskuze

Potteba pouziti biodozimetrie pro méfeni radiacni davky retrospektivné se stala
velmi dilezitou oblasti s vysokou prioritou ve vétsiné vyspélych zemich s cilem
piipravit se na zvySenou moznost expozice velkého poctu osob, a to bud’ pfi pouziti
jadernych zbrani nebo po radiacni nehodé. Biodozimetrie bude hrat kliCovou roli pfi
jaderné udalosti, protoze odhad radia¢ni davky je rozhodujici k aspésnému t¥idéni osob
a nasledné 1ékaiské pomoci. Biodozimetrie je schopna odhadnout velikost davky
a roztfidit jednotlivé osoby do skupin podle pozadavku na I€karské zabezpeceni,
od jedinct, ktefi nepottebuji akutni zésah, ptes ty, co potiebuji dalsi vySetfeni, az po

osoby, u kterych je nezbytna okamzita hospitalizace. (23)

Faktory, které mohou vyznamnym zpiisobem_modifikovat poZadavky

na biodozimetrii po jaderné nehodé

Nékteré faktory mohou mit vliv na pozadované informace naptiklad tim, Ze méni
pozadavky na piesnost, na ¢as kdy musi byt vysledky k dispozici, na potiebu urceni
ovliviiuji nasazeni a vyhodnoceni dozimetrickych hodnot. Mohou ale existovat
1jiné faktory v zavislosti na konkrétnich okolnostech, které mohou byt dalezité v jinych

situacich.

Pritomnost kombinovanych zranéni

Experimentalni data a omezené klinické pozorovani ukazuji, Zze zafeni v kombinaci
s jinymi poranénimi, jako jsou popaleniny a oteviené rany, maji vyrazny Skodlivy vliv

na postradiacni 1ékai'skou péci. Davky okolo 1 Gy v kombinaci s vicecetnymi traumaty

mohou zvysit mortalitu z 10% na vice nez 70%.
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Vzhledem k této zjevné synergii dopadd muze hrat biodozimetrie velmi dulezitou
roli v dal$im planovani a efektivni péci véetné celkového vyuziti dostupnych zdrojt.

Je pravdépodobné, ze po radia¢ni nehod¢ vétsiho rozsahu nebude mozné okamzité
lécit vSechny osoby s mnohadetnymi zranénimi v nemocnicich s pozadovanym
zdravotnickym personalem, a proto bude piesné posouzeni davky v kombinaci
s hodnocenim zranéni velice dilezitym kritériem pii rozhodovani, komu poskytnout
plnohodnotnou 1é€bu a komu v souvislosti s pravdépodobnym Uumrtim podavat pouze
utisujici 1éky. (39)

Pozadavky na biodozimetrii mohou byt pro tyto ucely zcela odlisné. Bude tieba
lepsi rozliSeni davky pro pocatecni screening nez pro tfidéni jednotlived bez dalsiho
zranéni. Zatimco hrani¢ni davka pro intenzivni 1ékatskou péci je pro osoby bez zranéni
2 Gy, pro osoby s multitraumaty se jevi jako smyslupIngjsi hrani¢ni davka <1 Gy.
Generalné plati, ze vysledky musi byt velmi rychle dostupné, coz bude jesté dulezitéjsi
pro osoby zranéné z divodu naléhavosti a rozhodnuti o typu 1é¢by, ktera bude

zranénému poskytnuta. Jelikoz pocet jedincu s traumatem bude pravdépodobné omezen,

mohou byt pouzity dozimetrické techniky, které maji nizkou propustnost. (40)

Nehomogenni expozice

Velmi dualezité pro lékaiské rozhodovani je, zda byla expozice rovnomérné
rozloZzena po celém téle nebo jestli ¢asti téla obsahujici kostni dien byly stinény. Pro
vznik hematologického syndromu je dulezité, Ze pokud mame k dispozici i maly objem
neozatfené kostni diené, vyznamné se snizuji ucinky zareni a navic miizeme pouzit tuto
dient pro doplnéni poSkozené kostni diené. Proto existuje potieba biodozimetrickych
technik, u kterych lze rozlisit, zda je expozice homogenni nebo nehomogenni. Pro toto
hodnoceni je nejvhodnéjsi pouziti metod zaloZzenych na fyzikalnim principu. I pfes
nékteré¢ popsané nevyhody je pro toto rozliSeni nejvhodnéjsi metoda EPR s pouzitim
nehtdl na rukou a nohou, protoze mame ¢tyfi mista odbéru (dvé ruce a dvé nohy).
Z metod zalozenych na biologické bazi jsou vhodné metody detekce dicentrickych

chromozomt, detekce mikrojader, PCC a pouziti proteinového biomarkru. (28)
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Expozice s riznymi davkovymi piikony

Obecny ucinek davkového piikonu na biologické poskozeni je dobfe znamy
(rozprostieni davky v case snizuje biologické ucinky zafeni, protoze dochazi
kontinualn¢ k opravam). Nicméné vyznam vétS§iny zmén v davkovém prikonu
V ndvaznosti a ovlivnéni vzniku akutni nemoci z ozaieni (ANO) neni vyfesen. VéEtSina
scénari predpoklada, Ze expozice bude trvat po velmi kratkou dobu a pii vysokych
davkach. Je vSak pravdépodobné, Ze za urCitych okolnosti bude ozatfeni zplisobeno
predevsim radioaktivnim spadem, ktery zpisobi kontaminaci pfedmétl a terénu. Tim
bude expozice Casov€é rozloZzena a obyvatelstvo bude zasazeno nizSimi davkami.
Piikladem tohoto scénaie je havarie v Cernobylu.

V soucasné dobé nejsou zadné biodozimetrické metody, které poskytuji
jednozna¢né informace o dédvkovém piikonu. Fyzikalni metoda EPR ze své podstaty
umoziuje zjisténi pouze celkové davky bez moznosti urCit rychlost obdrzeni. Techniky
zalozené na biologickém zakladé¢ mohou byt ovlivnény davkovym piikonem, ale tato

zavislost nebyla dosud piesné zjisténa. (39)

Poti‘eba biodozimetrie p¥i hodnoceni dlouhodobych ucinkit expozice

Zatimco mnoho aspekti biodozimetrie pro akutni expozici se vztahuje také na
vyhodnoceni dlouhodobych u¢inki ionizujiciho zafeni, nékteré postupy se ale podstatné
lisi. Dva okruhy otdzek nabyvaji zvlaStniho vyznamu, a to uroven davek
a oblast logistiky.

Pislusné expozice pro dlouhodobé nasledky jsou mnohem nizs$i nez ty, které
zpusobi ANO. To zvySuje potiebu pifesnosti odhadli davky, ale sniZzuje pozadavek
pokryt Sirokou Skélu davek zejména téch na hornim konci, protoze dlouhodobé pteziti
po ozafeni vysokymi davkami je nizké. Logistické pozadavky na rychlé méfeni
a okamzity vystup se vyrazné snizuji pro ucely posuzovani dlouhodobé expozice.
Stejné tak naléhavost a nutnost zpracovavani velkého mnoZzstvi vzorkl soucasné je pro

tento ucel diskutabilni, protoZe z dlivodu dlouhodobosti neni nutna tak rychla akce.
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V soucasné dob¢ se vénuje nejveétsi pozornost udalostem, které nastaly mésice nebo

roky pred samotnym dozimetrickym métenim. Tato méfeni se tykaji ucinkli ozaieni pro
pochopeni zékladni etiologie puasobeni ionizujiciho zéafeni na lidskou tkan
a dale maji za cil pomahat s péci o osoby ozafené v oblasti zdravotni péce, ale také
S jejich pozadavky na kompenzace v disledku onemocnéni v souvislosti s ozafenim.
Jako nejlepsi techniky pro tato méfeni dlouhodobych ucinkti se jevi EPR, detekce
translokaci (FISH) a glykoforinu A (GPA). (39)

Srovndvaci vlastnosti biodozimetrickych metod

Jak jiz bylo mnohokrat uvedeno, rizné biodozimetrické metody maji rozdilné
vlastnosti a jsou zaloZeny na sledovani odliSnych parametri. Fyzikalni metody méteni
detekuji zmény zpiisobené piimo zafenim a nevyzaduji biologické zpracovani a mohou
tedy byt méteny bezprostiedne po expozici a pretrvavaji do nekonecna.

Biologické metody jsou zalozeny na reakci zivych tkdni na ionizujici zafeni.
Témito metodami lze posoudit jak poSkozeni, tak opravy jednotlivych organovych
systému. Pouziti jednotlivych technik se do té¢ miry liSi za urcitych okolnosti, ze vyuziti
jednotlivych metod bude zaleZet na okamzitych podminkach a moznostech logistického
zabezpeceni. Je tfeba si uvédomit, Ze nékdy urcita charakteristika metody mtize byt za
uréitych podminek vyhodou a nékdy ta sama charakteristika se stava nevyhodou

limitujici pouziti. (Tab. 3)
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Parametr Davkové Cas Casové
SlozZitost ove potiebny okno k MoZnost
, rozmezi , :
analyzy (Gy) pro provedeni | automatizace
Metoda y vyhodnoceni | analyzy
K , Jednoducha,
revm denni 04-4 <1h 12h-7d Ano
obraz .
hodnoceni
Dicentrics | Lechnickd | g4 g 55+h | 3-6+mss Ne
expertiza
Jednoducha, CHO2-3h | 1tyd-6+
PCC |evna, rychta | 91720 | Chems1h més Ano
Mikrojadro | . WM& g3 g 3+d 6més-1r Ano
jednoduché
Genova | Techmicka 15 g 9-36h | 48-72h Ano
exprese expertiza
Gamma- Technicka
H2AX expertiza 0,1-10 2-6h 12-48h Ano
EPR Slozité >0,5 5-25min | Cely Zivot Ne
vybaveni

Tabulka 3 Srovnani n€kterych dulezitych parametrti vybranych metod.
(17, 22, 23, 28, 40)

Cas potiebny k prvnimu odhadu divky

Pro okamzité vyhledavani zasaZenych osob (screening) a jejich tfidéni (triage)

je zadouci mit vysledky okamzité k dispozici. Nékteré biodozimetrické techniky mohou

poskytnout okamzité vysledky v misté méfeni. Pro jiné ucely, napiiklad pro

kategorizaci diive tfidénych osob a pii péCi o pacienty pii 1é¢bé v nemocniCnim

prostiedi, nemusi byt bezprostfednost tak dilezita. Nekteré dozimetrické techniky

pouzivaji vzorky, které vyzaduji zna¢nou dobu zpracovani. Napiiklad v piipadé

dicentrik se zmény projevi az po bunééném déleni. Je ziejmé, Ze techniky zajist'ujici

rychlé a na misté dostupné vysledky jsou nejucinnéjsi a pouzivaji se tam, kde Cas je

rozhodujici. Jedna se predev§im o hematologické testy zaloZené na méfeni Ubytku

lymfocytd. Velmi rychlou metodou se jevi také metoda urychlené kondenzace
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chromozomt (PCC) s pouzitim ovaridlnich bunék ¢inského kiecka. Tato metoda ma

ovSem nevyhodu v pozadavku na vysokou odbornost vyhodnocovaciho personalu. (28)

PoZadavky na odborné pracovniky

Mnoho v soucasnosti pouzivanych nebo navrhovanych biodozimetrickych technik
vyzaduje zvlastni odborné znalosti. Takové védomosti mohou byt poskytovany
prostfednictvim ptfedchozi odborné ptipravy vsech potencialnich pracovnikt
podilejicich se na vyhodnocovani a ttidéni osob. Jsou dva pfistupy k feSeni mozného
nedostatku expertt. Bud’ transportovat odborniky na misto radiaéni nehody, nebo
pfevést vzorky k domovskym laboratofim téchto expertl. AvSak kazda z téchto
alternativ bude pravdépodobné obtizné realizovatelna, pokud dojde k udalosti ve
velkém méfitku zahrnujici tézké poSkozeni infrastruktury a logistického zabezpeceni na
teritoriu nehody. Navic pracovnici zdravotni sluzby budou v ramci velké radiacni
nehody zahlceni dalsimi povinnostmi.

U skute¢né¢ velkych nehod bude proto pravdépodobné, ze bude nezbytné, aby
nekteré techniky byly provadény 1 za ucasti nevySkoleného odborného personalu po
kratké instruktazi. To klade diraz na automatizaci a zjednoduseni postupu, které budou
pouzity k dosazeni vysoké propustnosti screeningu a tiidéni.

Vsechny tyto problémy se stavaji méné naléhavé pro mens$i incidenty, kdyz

potencialné exponovani jedinci mohou byt ptevezeni do 1ékarskych zafizeni. (39)

Presnost

Pozadavek piesnosti kazdé metody biodozimetrie se lisi podle Gcelu analyzy.
Chceme-li zjistit dlouhodobé ucinky ionizujiciho zafeni, pfesnost méfeni je velmi
dilezita, protoze je tfeba rozvijet informace o vztahu mezi ddvkou a dlouhodobymi
ucinky. V idealnim ptipadé by se ptresnost méla pohybovat v tadech milligray. Na
druhou stranu, pro tfidéni do kategorii 1écby akutnich U¢inkidl jsou akceptovatelné

neptesnosti v fadu 0,5 - 1 Gy. Pro pocatecni screening je kliCovym parametrem prahova
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hodnota. Snahou je vyhnout se faleSnym negativnim métenim, protoze falesné pozitivni
vysledky mohou byt zachyceny bez nasledkt v dal§im zdravotnickém procesu.

Pro specialni ucely v piipad¢ tfidéni ranénych osob s popaleninami a dal$imi
zranénimi v kombinaci s ozafovanim muze byt pozadavek vetsi presnosti pii zjistovani

davky z divodu silného synergického ucinku zranéni a ozafeni klicovy. (39)

PouZitelnost pro obyvatelstvo

Je pravdépodobné, ze nékteré z biodozimetrickych technik se nebudou vztahovat na
vSechny osoby v populaci. Naptiklad ncktefi jedinci nemusi byt vhodni pro EPR
dozimetrii zubi, protoze nemaji zadné pfirozené zuby. Demografické faktory, jako je
vék (nizky, vysoky) nebo etnicky ptuvod, mizou mit vliv na pouzitelnost technik nebo
interpretaci jejich vysledkt. Na druhou stranu je nepravdépodobné, ze bude potieba
kompletniho vySetfeni vSech osob, které byly potencialné vystaveny zaieni za téelem
provedeni pocatecni screeningu a tfidéni. Misto toho mize byt davka odhadnuta na
zéklad¢ udaji jinych osob, které byly pfitomny na stejném misté v priabéhu radiacni

nehody. (39, 40)

Odpovéd’ na vvzkumnou otazku:

Z vysledku a 7 provedené diskuze vyplyvad, Ze v§echny rozpracované
metody jsou schopny v p#ipadé radiacni nehody retrospektivné

a dostatec¢né spolehlivé a senzitivné zjistit velikost obdrZené davky.
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5 Zavér

1. Biodozimetrie je soubor komplexnich a rozdilnych technik, 7 nichZ

kaZda ma své vyhody a nevyhody.

2. Metody zaloZené na biologickych zdkladech maji schopnost byt

velmi citlivé a reflektujici biologickou odezvu na radiacni ozdieni.

3. Biologickych metody maji potencidl zkresleni vysledkii vlivem i‘ady
ruznych faktoru jako je stres, popdleniny a poranéni. Ddale mohou

byt tyto vysledky ovlivnény individudlnimi viastnostmi jedince.

4. Metody zaloiené na fyzikdlnich zdkladech mohou poskytnout
informace o celkové ddvce | o ddavce Vv uréitych mistech na téle,
kdykoli po expozici S moZnosti okamZitého vyhodnoceni. Neni
predpoklad, Ze vysledky budou ovlivnény komorbiditami nebo

individudalnimi rozdily v reakci na ozdieni.

5. Fyzikdlni metody neindikuji biologické disledky expozice nebo

zmény v davkach.

6. PouZiti jednotlivych metod dozimetrie se liSi v zavislosti na tom, zda
je cilem okamZity screening, tiidéni, urceni rizika u jedincii
S vyznamnou expozici nebo wurleni dals$in0 smérovdani péce

o pacienta v priubéhu nasledné léchy.
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7. Je nepravdépodobné, Ze by se jakdkoli metoda nebo arbitrarni
zpitsob dozimetrické analyzy staly dominantnimi postupy pro

vetsinu situaci.

wvewv s

zkoordinovanych technik. Jako velice vyhodné se jevi pouZiti

kombinace metod postavenych na fyzikdlni a biologické bazi.

9. Biodozimetricka data budou jesté vice relevantni v kombinaci

S udaji s jinymi typy informaci o expozici. (39,40,41)
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