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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva srovnanim dvou biodozimetrickych metod slouzicich ke
zpétnému odectu obdrzené davky ionizujiciho zafeni. Cilem préce je porovnat vysledky
ziskané méfenim pomoci standardniho cytogenetického testu a nového
experimentalniho pfistupu, ktery umoznuje efektivni kvantifikaci zlomt DNA v jadie

perifernich lymfocyti pomoci proteinu gama H2AX.

V teoretické Casti jsou popsany biologické UcCinky ionizujiciho zéfeni, druhy
zéteni s jejich naslednym rozdélenim do podskupin a jejich vlastnosti. Déle se v praci
popisuje vztah davky a u€inku, deterministické a stochastické ucinky ionizujiciho zafeni
1 mozné genetické zmény ¢i akutni nemoc z ozéafeni. V dalSi Casti je popsadn obor
biologickd dozimetrie, ptes ptiblizeni od historickych pocatkli az po soucasné trendy,
vyznam oboru pro praxi a dale piehledné rozdéleni biodozimetrickych metod.
Podrobnéji jsou popsany cytologické a cytogenetické laboratorni metody a metoda

vicebarevné pritokové cytometrie.

Dalsi casti je stanoveni cili diplomové prace a ndsledné podrobnéji popsana

hypotéza, jeZ je v praci pouZita.

V experimentélni ¢asti je predstaven zvifeci model, jenz byl pro tuto praci pouzit
a byl tak klicovym bodem pro celou préaci. Dale nasleduje metodicky popis, jak
probihala izolace lymfocytl z periferni krve experimentalniho zviteciho modelu, prace
s buitkami a pfipravy bunénych suspenzi pro jednotlivé experimentdlni ptistupy.
Podrobné je zde vysvétlen postup kultivace a ozafovani analyzovanych vzorkt gama

zarenim.

Detailné se metodika vénuje mikrojadernému testu, kde je uveden nejen jeho
piesny postup provedeni, ale 1 vSechna dilezitd kritéria pfi mikroskopickém
vyhodnoceni mikrojader. Obdobné je popsano stanoveni jaderného proteinu H2AX
pomoci vicebarevné pritokové cytometrie, kde diileZitou roli hraje zejména spravna
fixace ptipravovanych vzork. U obou metod jsou uvedeny vSechny pouzivané

chemikalie, ptistroje a zptlisob, jak byly vzorky vyhodnoceny, v¢etné statistické analyzy.

Ve vysledkové Casti prace byly vytvoreny prehledné grafy s vysledky, jenz byly

na zaveér vyhodnoceny a v diskuzi porovnany s experimentalnimi ptistupy a vysledky



autord zabyvajicich se stejnou problematikou. Nejdiilezitéjsi ¢asti prace je zavér, kde je
provedeno kone¢né srovnani obou metod a jejich pfinos pro soucasny obor

radiobiologie.
KLICOVA SLOVA
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ABSTRACT

This work deals with comparison of two bio-dosimetric methods used to assess received
dose of ionizing radiation. The aim of the study is to compare the results obtained using
a standard cytogenetic assay and a new experimental approach that allows effective
quantification of DNA breaks in nuclei of peripheral lymphocytes represented by
gamma H2AX protein.

The theoretical part describes the biological effects of ionizing radiation, types of
radiation with their subsequent subdivisions and their properties. Further, the thesis
describes dose and effect relationship, deterministic and stochastic effects of ionizing
radiation as well as possible genetic changes or acute radiation illness. In the next part,
the field of biological dosimetry is described, including its historical beginnings to the
current trends, the importance of the field in practice and the overview of biodosimetric
methods. Cytological and cytogenetic laboratory methods and method of multicolored

flow cytometry are described in more detail.

In the next part, the goals of diploma thesis are determined and subsequently, more

detailed description of hypothesis used in the thesis is offered.

In the experimental part, the animal model is presented. The model was a key source of
cells for further in vitro experiments. Then, the methodical description of lymphocyte
isolation from peripheral blood of experimental animal model, processing of cells and
preparation of cell suspensions for individual experimental approaches follow.
A detailed description of cultivation procedure and irradiation of analyzed samples by

gamma radiation is provided.

In detail, the methodology is dedicated to the micronucleus test. We explained its
precise methodology and all important criteria for microscopic evaluation of
micronuclei. Similarly, the determination of nuclear protein H2AX by multicolored
flow cytometry is described, in which the correct fixation of prepared samples plays an
important role. Both methods include all the chemicals used, the instruments and the

way the samples were evaluated, including statistical analysis.



In the result section of the thesis, graphs were created, and were evaluated and
discussed in the discussion with experimental approaches and results of authors dealing
with the same research topic. The most important part of the thesis is the conclusion, in
which of both methods were compared and their contribution to the current field of

radiobiology was assessed.

KEYWORDS

Ionizing radiation; methods; biodosimetry; biological effects of irradiation; dose.
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1 UVOD

Uc¢inky ionizujiciho zafeni se projevuji ve vétSi ¢i1 men$i miie u vSech druhii
zivych organismil. Zavaznost téchto U¢ink a hodnota davky ionizujiciho zafeni, ktera
je vyvolava, zavisi na druhu organismu. Casto se jednd o ucinky negativni, jsou vSak

znamy piipady, kdy ionizujici zafeni vyvolava v zivych organismech zmény pozitivni.

Predmétem prace je srovnani dvou biodozimetrickych metod slouZicich ke
zpétnému odectu obdrzené davky ionizujiciho zatfeni. Cilem prace je srovnat vysledky
ziskané métenim pomoci téchto metod. Prvni metodou je standardni cytogeneticky test
(odeCet mikrojader), ktery je srovnan s mnovou, perspektivni metodou stanoveni
dvojitych zlomi DNA pomoci detekce proteinu H2AX. Tato metoda pfedstavuje méné
pouzivanou alternativu ke standardnim metodam. Moderni biodozimetrické metody jsou
zalozeny na sledovani zmén struktury, funkce a syntézy proteini nebo nukleovych
kyselin, které jsou v disledku plsobeni ionizujiciho zafeni zménény a casto nendvratné

poskozeny.

Teoretickd Cast prace se zabyva oborem biodozimetrie a biologickymi ucinky

ionizujiciho zéafeni.

V praktické ¢asti jsou porovnany vysledky ziskané méfenim pomoci vySe
zminénych metod spole¢né s vyhodnocenim jejich pfednosti a nedostatki. Vystupem
prace je porovnani presnosti méfeni obou metod, zejména v rozsahu absorbované davky
0,5 - 4 Gy, celkové srovnani vyhod a nevyhod jednotlivych pfistupii s naslednym

doporucenim pro praxi.
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2 SOUCASNY STAV

2.1 Biologické ucinky ionizujiciho zareni

Ionizujici zafeni je tok hmotnych ¢astic ¢i fotonl elektromagnetického zateni,
které jsou schopny ionizovat atomy prostiedi nebo excitovat jejich jadra. Vznika jako
doprovodny jev jadernych procesii. U téchto procest se dostava jadro (nebo obal) atomu
do excitovaného stavu a stivd se tak energeticky nestabilni. Stabilni stav ziska

vyzéafenim energie ve formé ¢astic nebo fotonl elektromagnetického zafeni [1].

S ohledem na charakter ioniza¢niho procesu se ionizujici zateni déli na pfimo
a nepfimo ionizujici. Pfimo ionizujici zafeni je tvofeno nabitymi ¢asticemi (elektrony,
protony, pozitrony, ¢asticemi alfa a beta apod.) majici dostatecnou kinetickou energii
k tomu, aby mohly vyvolat ionizaci. Nepfimo ionizujici zafeni zahrnuje nenabité ¢astice
(fotony, neutrony apod.), které samy prostiedi neionizuji, ale pii interakci s prostiedim
uvoliuji sekundarni neboli pfimo ionizujici nabité castice. Ionizace prostiedi je pak

zpusobena praveé témito sekundarnimi ¢asticemi [2, 3].

Absorpce energie ionizujiciho zafeni v latce ma kvantovy charakter, dochazi zde

k ionizacim a excitacim atomii ¢1 molekul a energie je pfedavana elektrontim.

Jelikoz biologické systémy obsahuji vysoké procento vody, je znacna cCast
energie ionizujiciho zafeni absorbovéana pravé ve vodé€. Pii interakci ionizujiciho zafeni
s molekulami vody vznikaji vysoce reaktivni produkty, jako je hydroxylovy radikal
OH-, vodikovy radikal H-, hydratovany elektron eaq a v pfitomnosti kysliku vznika také
znacné mnozstvi peroxidu vodiku H,O,. VSechny tyto produkty mohou vyvolavat
sekundarni reakce s biologickymi molekulami, jednd se pak o nepfimém UCinku
ionizujiciho zafeni — na rozdil od pfimého, kdy je energie ionizujiciho zafeni pfenesena

bezprostiedné na biologickou molekulu [4,5].
2.1.1 Druhy zareni a jejich ucinky
Zareni alfa ()

Zateni alfa vznika pfi radioaktivnim rozpadu atomu, kdy matetské jadro vyzaii
Castici alfa (emitovani jader helia 2p + 2n) a posouva se v Periodické tabulce prvki

o dva prvky doleva. Piebytek energie matefského jadra se uvolni ve formé kinetické
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energie, pricemz vétSinu odnasi Castice alfa, protoze je vici dcefinému jadru lehka.
Vzhledem k naboji a hmot¢ alfa ¢astice siln¢ interaguji s hmotou a dolet maji pouze
nekolik centimetri ve vzduchu. Alfa ¢astice jsou schopny proniknout do vnéjsi vrstvy
odumfielych koznich bunék. Pokud by byla emitujici latka poZita v potravinach nebo ve

vzduchu, mize zpiisobit vazné zdravotni problémy [5,6].

o

Obr. 1 - Emise alfa castice z jadra atomu [6]

Zaveni beta (B)

Beta zéateni ma podobu bud’ jako elektron nebo pozitron (Castice o velikosti
a hmotnosti elektronu, ale s kladnym nabojem) emitované z atomu. Vzhledem k malé
hmotnosti je schopen déle cestovat ve vzduchu, a to az na nékolik metrii, miize byt vSak
zastaven vétsi vrstvou plastu nebo stohem papiru. Pti praniku ktizi predstavuje ponékud
velké zdravotni riziko, nicméné hlavni hrozba je stale prevazné z vnitiniho poziti latky

[7].

Obr. 2 - Emise beta castice z jadra atomu [6]



Zateni gama (y)

Gama zafeni se na rozdil od alfy nebo beta zafeni nesklada z ¢astic, ale z fotonti
energie emitované z nestabilniho jadra. Toto zafeni vznikd v jadfe atoml pifi zméné
energetického stavu jadra za emise ¢i absorpce cCastic. Gama zafeni ma vysokou
pronikavost a ztraci (v priméru) polovinu své energie na kazdych 500 stop. Gama viny
lze odstinit dostatecné hustou vrstvou materidlu s vysokym atomovym cislem, jako je

olovo nebo ochuzeny uran [6].

Obr. 3 - Emise vysokoenergetické viny z jadra atomu [6]

Svym charakterem odpovida proudu fotoni ¢i elektromagnetického vinéni, které
je charakterizovano zanedbatelnou kvantovou hmotnosti fotonli, nulovym nabojem
a vinovou délkou 10™% - 10™"° m. Do tohoto spektralniho pasma zasahuje i velmi tvrdé
rentgenové zafeni, ptiCemZ hranice mezi rentgenovym a gama zafenim se piekryvaji.

Tyto druhy zéfeni se rozliSuji dle svého zdroje, ale jinak se fyzikalné nelisi [8].

Fyziologické uéinky gama zafeni:

Prestoze gama zafeni je méné¢ ionizujici nez alfa a beta, je pro Zivé organismy
vice Skodlivé. MlZze zpusobit rtiznd poskozeni podobné jako rentgenové zareni napf.
popaleniny, onkologicka onemocnéni ¢i genové mutace. Je velice diilezité se pred timto

druhem zafeni chranit [9].

Rentgenové zatreni (RTG)

Rentgenové paprsky jsou podobné gama zareni, s hlavnim rozdilem, Ze foton

RTG zéteni vznikd pii interakcich vysoce energického elektronu, kdezto zafeni gama
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pi1 procesech uvnitt jadra atomu. To je obecné zplisobeno energetickymi zménami
v elektronu, jako je naptiklad pfechod z vys$i energetické hladiny na nizsi, coz
zpusobuje prebytek energie, ktera ma byt uvolnéna. Vinova délka RTG zafeni se

pohybuje v intervalu od 10" - 10° m a §ii se rychlosti svétla [5].

Obr. 4 - Emise vysoké energetické viny z elektronového obalu atomu [6]

Neutrony

Dolet neutrontt podléha beta rozpadu. Sklada se z volného neutronu, obvykle
emitovaného v disledku spontdnniho nebo indukovaného jaderného Stépeni. Jsou
schopné cestovat stovky nebo dokonce tisice metrii ve vzduchu, Ize je vSak dobie

odstinit materidlem bohatého na vodik, jako je beton nebo voda [6].

o

Obr. 5 - Emise neutronu z jadra atomii [6]

2.1.2 Vztah davky a ucinku

Pii Givahach o uc€incich ionizujiciho zatfeni je zakladni veli¢inou absorbovana
davka ve zkouman¢ latce. Davka je vSak makroskopickou veli¢inou a nezahrnuje v sobé

okamzité rozlozeni lokalni energie ptenesené na latku, jenZ mulZe vysledné uCinky
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jonizujictho zafeni ovlivnit. Rada jevih vyvolanych ionizujicim zafenim (genetické
zmény, chemické zmény, thyn bunck, mutace) zavisi na prostorovém rozlozeni dil¢ich
prenost energie jednotlivych ionizujicich ¢astic na ozafovanou latku. Z hlediska vztahu
davky a ucinku jsou rozliSovany dva zadkladni typy uclinkii a to stochastické

a deterministické [10, 11].
2.1.3 Deterministické a stochastické ucinky zareni
Deterministické ucinky

Pro deterministické ucinky je charakteristickd prahova zavislost na déavce
kvantitativnim ukazatelem, pomoci néhoz lze odhadnout mozné nasledky ozareni. Je
ohrani¢ena prahovou davkou charakteristickou pro dany ucinek. U téchto davek dochazi
k inhibici bunééného déleni, které mohou mit za nasledek i bunéénou smrt a nasleduji
akutni somatické uc¢inky. Mezi tyto ucinky fadime akutni nemoc z ozateni (obrazek 6),
akutni lokalizované poskozeni, nenadorova pozdni poskozeni (plicni fibroza, chronicka

dermatitida) a poskozeni plodu in utero [12].

Obr. 6 - Projevy deterministickych biologickych ucinkit ionizujiciho zareni [13]
Stochastické uc¢inky

Stochastické u¢inky nékdy nazyvany také jako pravdépodobnostni, jelikoz se
stoupajici davkou stoupa i pravdépodobnost poskozeni. Mohou vyvolavat nékteré
chorobné zmény projevujici se v prubéhu dnii az tydnt, jiné v prubéhu rokt a desetileti.
U téchto u¢inkti mize nastat maligni transformace bun¢k s naslednym vznikem nadora

¢i mutace s naslednymi genetickymi efekty. Na zakladé znalosti lze pro Cinnosti za
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kontrolovanych podminek vymezit cile a kritéria radiaéni ochrany a pro ptipady

mimofadnych situaci spojenych s ozafenim lidi odhadnout mozné nasledky [4, 5].
2.1.4 Akutni nemoc z ozareni

Akutni nemoc z ozéafeni (akutni postradiaéni syndrom) se rozviji po
jednorazovém ozaifeni celého téla nebo jeho vétsi ¢asti davkou piiblizné€ od 1 Gy a vySe.
V zavislosti na stupni ozafeni ptevladaji v klinickém obraze ptiznaky od poskozeni
krvetvornych organti (hematopoeticky syndrom), pies gastrointestinalni syndrom az

k poskozeni cévniho a centralniho nervového systému (neurovaskularni syndrom) [1].
2.1.5 Genetické zmény

Mezi stochastické ucinky jako pozdni bezprahové ucinky ionizujiciho zéfeni je
moznost postizeni potomstva ozarenych osob. Podkladem genetickych zmén je mutace
pohlavni bunky, coz je zména v genetické informaci bunky. Geneticky ucinek
ionizujiciho zafeni spociva ve zvysSené frekvenci mutaci v porovnani s mutacemi
vznikajicimi spontanné. Jelikoz je mutovany gen schopen reprodukce pii déleni buiiky,
je mutace predavana do dalSich generaci. Splynutim muzské a zenské zarodecné buiiky
v obdobi pted nebo kratce po vnotfeni do délozni sliznice matky mtize v disledku své
neptiznivé genetické skladby velmi ¢asné zaniknout, tento typ poskozeni se projevi jako
neuspeésné oplozeni. V jiném piipad¢ dojde k vyvoji zarodku, ale téhotenstvi konci
pred¢asnym porodem, potratem, imrtim novorozence ¢asné¢ po porodu nebo porodem
ditéte s vrozenou vadou (genetické vlivy se na samovolné potratovosti podili z 20 -

25 %) [14, 15].

Jinym ptikladem nasledk jsou geneticky podminéné vyvojové vady, napf.
Downova nemoc. Geneticky podminéné a tudiz 1 zafenim zasazitelné jsou 1 nékteré
komplexni biologické charakteristiky, jako je inteligence, fyzicka sila, motorické hbitost

apod. Je odhadovano, ze mutovany gen setrvava v populaci asi 40 generaci[16].
2.2 Biologicka dozimetrie

lonizujici zafeni ma negativni vliv na zdravi ¢lovéka, a proto je kladen diraz
na co nejpresnéjsi urceni velikosti absorbované davky u ozatenych osob. V dnesni dobé

jsou lidé vice vystavovani ionizujicimu zafeni prostfednictvim rutinnich klinickych
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procedur a existuje 1 ur€ité riziko radiacnich nehod ¢i terorismu. Expozice vysS$im
davkam ionizujiciho zafeni vede k deterministickym U¢inkiim, které se projevuji napf.
akutni nemoci z ozafeni. Mimo jiné mezi stochastické U€inky ozafeni patii vyznamné

zdravotni problémy, jako jsou napiiklad rizna onkologickd onemocnéni [17, 18].

Jednim z dilezitych obort, jak zjistit obdrZzenou davku ionizujiciho zafeni
vobdobi po ozafeni, je vedle fyzikalni dozimetrie tzv. biologickd dozimetrie
(biodozimetrie). Biodozimetrii lze charakterizovat jako subdisciplinu oboru
radiobiologie, ktera urcuje zpétné velikost absorbované davky podle intenzity a druhu
postradiacni odpovédi organismu. Velka pozornost je proto vénovdna na zakladé
postradiacnich zmén na celkové, orgénove, tkanove, bunécné nebo molekuldrni trovni

organismu [19].

V minulém stoleti se biodozimetrie zaméfovala zejména na popis
postradiacnich dé€ji a biodozimetrickych ukazateli na urovni celého organismu
a organu samotnych. Vyuziti téchto znalosti ma v biodozimetrické praxi fadu tskali,
mezi které pocitdme napf. nizkou citlivost nékterych metod, relativné dlouhou latenci

postradiacnich zmén, anebo vysokou finan¢ni ¢i edukacni naro¢nost [20].

Dnesni trend zpétné rekonstrukce obdrzené davky ionizujiciho zéafeni se
zamétuje na metody sledujici zmény na bunééné a molekuldrni trovni organismu.
Zlatym standardem pii zpétném hodnoceni obdrZen¢ davky ionizujicitho zatfeni je
stanoveni chromozomalnich aberaci. Tato metoda je pouzivdna 1 v soucasnosti,
vysledky jsou ale dostupné az za relativné dlouhy cas, nejdiive 3. den od dodani

vySetfovaného vzorku do laboratote [21].

V polovin¢ Sedesatych let minulého stoleti bylo zjisténo, Ze pocty
chromozomalnich aberaci v lymfocytech ozafené periferni krve jsou davkové zavislé
amohou slouzit jako citlivy indikator radia¢ni expozice. Stanoveni poctu
chromozomalnich aberaci po expozici ionizujiciho zéafeni se stalo zékladni metodou
biodozimetrie, provadéné pomoci mikroskopické analyzy chromozomi v jadrech

hematopoetickych bunck [22, 23].

V reakci na ozafeni bunky ma dileZitou Ulohu aktivace tumor supresorového

proteinu p53, ktery dale reguluje blok bunééného cyklu, reparaci poskozené DNA nebo
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aktivuje apoptozu cestou aktivace dalSich genl a proteind. lonizujici zafeni vytvari
v jadre takto ozafenych bunck dvojité zlomy dvousroubovice DNA, jenz ma dvé formy
reparace. Prvni formou je nehomologni rekombinantni reparace probihajici v G1 - fazi
bunééného cyklu. Formou druhou je homologni rekombinantni reparace DNA, jezZ je
vyznamna predevSim v G2 - fizi bunééného cyklu [20, 24]. V této formée jsou v jadie
dvé sady chromozomi a dvousroubovice DNA neposkozend dvojitym zlomem slouzi
jako vzor kopravé poSkozeného tuseku DNA druhé dvousroubovice. Proto blok

bunééného cyklu v G1 a v G2/M/ fazi slouzi k opravé DNA a jsou dilezitymi faktory
pro dal$i funkci a existenci ozafenych buné¢k [14, 20, 25].

2.2.1 Vyznam biodozimetrie

Na rozdil od situaci, pfi kterych lze expozici osob ionizujiciho zafeni
piredpokladat a tedy i cilen¢ métit davku ozafeni napt. osobnimi dozimetry, Groven
nahodného a nepifedvidatelného ozéafeni, ke kterému dochéazi pifi nehodach a utoku
zbranémi emitujicimi ionizujici zafeni, 1ze urovat pouze ex post a to na zakladé méteni
stupné poskozeni tkani a bunék ozafené¢ho organismu. Biodozimetrie lze vyuzit jak
k uptfesnéni davky stanovené fyzikalnimi metodami dozimetrie, tak i v pfipad€ absence
dozimetrie ke kvalifikovanému zpétnému odectu davky. Praktické vyuZzivani
biodozimetrie, tedy 1 jeji vyznam, lze predpokladat ve vSech oblastech lidského konani,

kde je zahrnut faktor ionizujiciho zatreni [20].

Jedna se tedy pfevazné o pracovniky ¢inné v riziku ionizujiciho zafeni. Prvni
skupinou je vyroba, zpracovani a likvidace zdroji ionizujiciho zafeni. Zde jde zejména
o pracovniky uranovych dolt, kteti jsou nejvice ohrozeni vysokym obsahem radonu
pfedevS§im ve vzduchu, na coZ dosud nemd soucasnd véda Z4dny biodozimetricky
ukazatel. Dale zpracovatelského primyslu, jadernych elektraren a ulozist’ radioaktivnich
latek. Pro Siroké uplatnéni radionukliddi v mediciné je nutné do okruhu pracovnik
v riziku zahrnout 1 pracovniky nemocni¢nich oddéleni, a to pfedev§im obory nuklearni
mediciny, radioterapie, radiodiagnostiky, ale i1 balneologie, kdy jako ptiklad Ize uvést
jachymovské lazenské kiry. Vyznamnym expozicim jsou déale vystaveni piedstavitelé
chirurgickych obort pouzivajici kontrastnich vySetieni pi1 operaci a peroperacni RTG
metody (vyuziti C ramena apod.). Dalsi skupinou jsou také pracovnici laboratornich
zatizeni vyuzivajici zdroje 1Z ve vyzkumnych projektech. V neposledni fad¢ je také

nutné zminit letovy personal, kosmonauty a vojaky. Ve vSech vySe uvedenych oblastech
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lidského konani je moZné se diky nestandardnim okolnostem setkat s vyznamné;jsi
obdrZenou davkou ionizujiciho zéafeni a bude tedy nutné vSemi dostupnymi metodami

kvalifikované zpétné urcit absorbovanou davku.

Pouziti biodozimetrickych metod v polnich podminkdch Armady Ceské

republiky je limitovano technologickymi a ¢asovymi moZnostmi jejich pouZiti [23, 26].
2.2.2 Biodozimetrické metody

Zmény probihajici v organizmu vlivem ionizujiciho zéfeni jsou specifickym
a signifikantnim ukazatelem vySe ozareni. Jejich rozsah zavisi na celkové absorbované
davce, na typu zafeni 1 na jeho homogenité. Na intenzité odezvy organismu se podili
1 individudlni radiosenzitivita jedince [27]. Obecné lze fici, Ze vici ionizujicimu zéafeni
jsou senzitivnéjsi buiiky aktivné metabolizujici a nediferencované, které maji potencial
mnohonasobného déleni. U téchto bunék je diky aktivni replikaci genetick€ho materialu
¢1 zvySené transkripci nejvyS$i riziko vzniku chyby v disledku zlomti DNA

indukovanych ionizujicim zafenim [28].

Biodozimetrie zahrnuje cytologické metody slouzici pfedevs§im k monitorovani
krevniho obrazu a cytogenetické metody, které jsou zaméfeny na piitomnost
chromozomovych aberaci v lymfocytech periferni krve. Ackoli vznik chromozomovych
aberaci neni charakteristicky pouze pro ucinky ionizujiciho zafeni, je senzitivita
a specificita cytogenetickych metod vysokd. Cytologické 1 cytogenetické metody
vyuZzivaji radiosenzitivnich populaci periferni krve jako ukazatele pro zpé&tny odhad

davky ionizujiciho zafeni [29, 30].

Prehled rozdéleni biodozimetrickych metod:

1) Cytologické metody

° Monitorovani krevniho obrazu

2)  Cytogenetické metody

. Stanoveni dicentrickych chromozomi

o Test stanoveni mikrojader
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° Pfedc¢asna chromozomalni kondenzace

. Ptred¢asnd chromozomalni kondenzace indukovana bunkami
o Ptfedcasna chromozomalni kondenzace indukovana chemicky
. MozZnosti barveni chromozomil a automaticka analyza chromozomalnich aberaci

3) Pritokova cytometrie

o Biodozimetrie lymfocytarnich populaci

o Stanoveni proteinu H2AX pratokovou cytometrii
2.2.3 Cytologické laboratorni metody

Pro udrZeni celistvosti a vnitfni homeostdzy savCiho organizmu je velice
dalezita schopnost jeho nepfetrzité regenerace, kterd je fizena sloZitou siti regula¢nich
mechanizmtll. V ptipad¢é neplanované velké ztraty bunck je deficit v misté poSkozeni
nejprve doplnén bunkami uvolnénymi z tkanovych rezerv. Pokud je tento kompenzacni
mechanizmus nedostacujici, dochazi ke stimulaci nediferencovanych bunék, které
vstupuji do bunééného cyklu a nasledného procesu proliferace, diferenciace a maturace,

aby v organizmu nahradily buiiky poSkozené nebo chybé¢jici [27, 31].

Kromé¢ kize a sliznic je jednim znejvice aktivnich systémi s pruznou
a rychlou schopnosti sebeobnovy krvetvorny (hematopoeticky) systém. Mezi hlavni
bunééné elementy vkrvi patii krevni desticky (trombocyty), cervené krvinky
(erytrocyty) a bunky bilé krevni fady (leukocyty). Leukocyty se dale d€li na lymfocyty,
monocyty a granulocyty a za fyziologickych podminek dochdzi denné v tomto
bun&éném kompartmentu k celkové vyménd 4,9 x 10'' hematopoetickych bungk. Na

této obmene se nejvice podili bunky:

cervené krevni fady (37 %)
krevni desticky (28 %)
granulocyty (22 %)
monocyty (10 %)

YV V. V V V

objemove nejméné jsou nahrazovany lymfocyty (4 %) [32]

Diusledkem ptisobeni ionizujiciho zafeni dochdzi v krevnim obraze k typickym

zménam, jez jsou zpusobeny ubytkem jednotlivych bunécnych populaci v periferni krvi.
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Jejich pokles je ptimo tmérny radiosenzitivité jednotlivych bunéénych tad a vlivem
ozafeni je poté indukovana bunécnd smrt. Pi1 analyze zastoupeni bunéénych populaci
v periferii je dilezité vzit v tvahu dobu nezbytnou pro jejich doplnéni z kmenové buiiky

v kostni dieni a primérnou fyziologickou délku Zivota bunck [26].
Monitorovani krevniho obrazu

Zakladni laboratorni metodou u ozarenych osob je denni sledovani krevniho
obrazu. Tato metoda hodnoti rozvoj a zdvaznost akutni nemoci z ozatfeni. Hlavnim
laboratornim ukazatelem absorbované davky ionizujiciho zatfeni jsou zmény absolutnich
poctl elementt v periferii a pro prvni hruby odhad jsou stanovovany do 24 hodin po
ozafeni. Moznost opakovanych krevnich odbérti nabizi dlouhodobé sledovani, prabézné

hodnoceni progn6zy onemocnéni 1 kontrolu uc¢innosti lé¢ebnych postupti [25].

Pocet krevnich elementll v cévnim fecCiSti je za fyziologickych podminek
udrzovan v dynamické rovnovaze. Pokles téchto bunck v periferii je zplisoben bud'to
posSkozenim cirkulujicich krevnich elementi, patofyziologickym procesem zasahujicim
proces diferenciace v kostni dfeni nebo snizenim ¢i Uplnym vymizenim pluripotentnich
bunck kostni diené. Tyto bunky patii k nejsenzitivnéjSim buiikdm v organismu, k jejich
poskozeni dochazi jiz pii celotélovém rovnomérném ozafeni davkou okolo 0,5 Gy
a byla zjisténa 1 individudlni senzitivita, svoji tlohu zde hraje 1 v€k ozaren¢ho jedince

[33].

Nejdiive je zaznamenavan pokles absolutnich poc¢tl krevnich fad u lymfocyt
periferni krve, jez patii k nejcitlivéj§im buiikam. Ubytek t&chto bunék je v piipadé
obdrZeni vyznamné davky ionizujiciho zéafeni diagnostikovan béhem prvniho dne po
ozafeni. Maximalni pokles je poté pozorovan jiz dva dny po ozatfeni. Tabulka 1
znazoriuje zavislost mezi poctem lymfocytl, velikosti davky a typem klinickych
symptomil 24 hodin po nehod& piedstavujici celotélové ozateni. Uplné vymizeni

lymfocytl 24 hodin po ozareni koreluje s davkou letalni [34].
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Tab. 1 - Pocet lymfocytu v periferni krvi 24 hodin po nehodé v zavislosti na velikosti

obdrzené davky [26]

Pocet lymfocyti Davka (Gy) Symptomy
nad 1,5 x 10%/1 nebyl ozafen vyznamnou 74dné
davkou
za 3 tydny nastane stfedni
1-1,5x10°/ lehkd forma ANO pokles granulocytl a

trombocytu

hemoragické a infek¢ni
komplikace do 3 tydnd,
nutnost hospitalizace

tézka forma difenového

-1x 1071
0.5-1x107 syndromu ANO

hospitalizace pro
pancytopenické potize,
rozvoj dienového,
ptipadné
gastrointestindlniho
syndromu ANO

tézka forma dfenového
0,5 x 10°/1 syndromu ANO, jedinec
mohl obdrzet letalni davku

zemie na
, L astrointestinalni nebo
nedetekovatelny letalni davka & .,
neurovaskularni syndrom

ANO

Dal$im problémem je predevSim pokles trombocytt, ktery je u pacient
s dfenovym syndromem akutni nemoci z ozafeni pozorovan 14. - 30. den po nehodé¢.
Nizké pocty trombocytii pro ozateného predstavuji zdvazné zdravotni komplikace

a v intervalu mezi 30. az 60. dnem se jesté pridava pokles erytrocytii spojeny s anémii.

Pro stanoveni obdrzené davky zafeni je dilezité, zda ozafeny obdrzel davku
ionizujiciho zateni, kdy je jiz obnova kostni dfené z vlastnich zdrojii nemoZna a bude
tedy nutna transplantace kostni dfen¢ (celotélova davka okolo 9 Gy). Pokud byla davka

mensi €1 ozafeni nerovnomerné, bude moznd obnova hematopoézy z vlastnich zdrojt.

Pti vratném poskozeni kmenovych bunék a vysSich davkach (nad 2 Gy) je
doporuCovana aplikace rastovych faktora krvetvorby GM-CSF, G-CSF a IL-3 co
nejdiive po ozafeni. Hranici poSkozeni je téZké rozpoznat, proto je sledovani dynamiky
krevnich elementli v periferni krvi ¢asto dopliiovano analyzou aspiratu kostni diené

[35].
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2.2.4 Cytogenetické metody

Cytogenetické metody jsou zaméfeny na ptitomnost chromozomovych aberaci
v lymfocytech. V disledku plisobeni ionizujiciho zafeni na organizmus dochazi také ke
zménam ve struktufe DNA, coZ ma za nasledek vznik chromozomovych aberaci.
Aberace jsou mikroskopicky kvantitativné a kvalitativné vyhodnoceny erudovanym
pracovnikem a odecet davky je ziskan vloZenim odectenych dat do pfedem ptipravené
kalibra¢ni  kiivky. Cytogenetické metody jsou povazovany za nejvhodnéjsi

a nejpresnéjsi biodozimetrickou metodu odectu absorbované davky [36, 37].

Pro detekovani chromozomalnich aberaci mame metody piimé a nepiimé.
Metody piimé stanovuji vlastni ptitomnost chromozomové aberace (dicentrickd analyza
(DA), ptfedcasna chromozomalni kondenzace (PCC)). Metody nepiimé nehodnoti ptimo
chromozomalni aberace, ale detekuji zmény, které s aberacemi souviseji (test

mikrojader).

Soucasné cytogenetické metody se zaklddaji na chromozomalnich aberacich.
Pro jejich stanoveni je vhodna populace perifernich lymfocyti v klidové, tzv.
presyntetické Gy fazi bunééného cyklu, jenz se nachazi v periferni krvi. Pro stanoveni
chromozomalni aberace je nutné buiiky zachytit v mitéze. Pro odecet in vivo
indukovanych chromozomalnich aberaci je proto dulezité chemicky nebo biologickymi
extrakty aktivovat lymfocyty tak, aby pieSly z klidové faze do stadia blastl, kdy je

mozné vizualizovat jejich jaderny chromatin a diky tomu pozorovat zmény ve struktuie

chromozomu [38].

Metodu je nutné provadét ve specializované laboratofi vybavené technikami
pro oddéleni lymfocytl z periferni krve, jejich kultivaci a stimulaci. Tato metoda trva

minimalné 48 hodin a je tak ¢asové velmi naro¢na.

Chromozomalni abnormality tedy napomahaji k urceni detekce miry expozice
a tim napovidaji o poSkozeni organismu na bunééné trovni. Chromozomalni aberace se
déli na strukturni ¢1 numerické. Strukturni aberace jsou dasledkem chromozomovych
zlomi, po nichZ nésleduje urCitd piestavba a mohou vznikat spontanné nebo jako
nasledek ptsobeni rtiznych vnéjSich faktort. DEli se na balancované (kdy je zachovano

mnozstvi genetického materidlu) a na nebalancované (kdy ¢ast genetického materialu
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chybi, ¢i prebyvd). K numerickym aberacim se fadi euploidie, pfi které je znasobena
celd chromozomova vybava (triploidie, tetraploidie) nebo aneuploidie, kdy se pocetni
odchylka tyka pouze nckterého chromozomu (trisomie, monosomie). Numerické
aberace naopak vznikaji chybou pii rozdéleni chromozomui do dcefinych bun¢k béhem

bunééného déleni neboli nondisjunkce [37, 39].
Stanoveni dicentrickych chromozomii

Dicentricky chromozom (obrazek 7) vznikd spojenim dvou chromozomalnich
fragmentl, znichz kazdy obsahuje jednu centroméru a dava tak vznik jednomu
chromozomu s dvéma centromerami. Dva zbylé acentrické fragmenty chromozomu je
mozné detekovat v témze bunéném jadru. Podobnym mechanismem mohou vzniknout,

ptipadné 1 tricentrické ¢i kvadricentrické chromozomy.

Obr. 7 - Dicentricky chromozom [40]

Dicentrické chromozomy ptedstavuji hlavni typ aberaci sledovanych
biodozimetrii. Tento test je povazovan za zlaty standard vtomto oboru pro svou
specifitu k ionizujicimu zareni a dostatecné stabilni odhad davky 1 nékolik mésict po

ozafeni [41].

Metoda je vhodné jak pro zpétny odeCet nizkych davek (okolo 100 mGy),
které mohou vést k pozdnim, stochastickym onemocnénim (leukémiim a solidnim
nadortim), tak kurCeni davek vysSSich nez 1 Gy, a tedy ke spolehlivému odhadu

casnych, deterministickych nasledki, které se projevi v tydnech az mésicich po ozareni.

Pro metodu je nutny odbér minimaln€ 2 ml heparinizované periferni krve, ze

které musi byt na hustotnim médiu izolovany mononukledrni buiiky (lymfocyty
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a monocyty). Ty jsou pak prevedeny do média, v némz jsou stimulovany po dobu dvou
az tfi dni rostlinnym mitogenem fytohemaglutininem (PHA). Stimulace probiha
v inkubatoru pii teploté 37°C v 5% atmosféte oxidu uhli¢itého. Dvé az tfi hodiny pied
koncem stimulace se k bunécné suspenzi pridava kolcemid, ktery zastavi mitotickou
aktivitu lymfocytl ve stddiu kondenzace chromozomi. Po skoncené inkubaci jsou
buiiky fixovany a obarveny na podloznim mikroskopickém skli¢ku. Pod mikroskopem
jsou nasledné odecitany chromozomalni aberace. Velkd pfesnost urCeni davky je
ziskédna vyhodnocenim 500 a vice mitotickych figur (v pfipad€ velkého poctu vzorki se
provadi odecet minimdlné 50 dicentrickych chromozomli u jednoho suspektné

ozafeného Cloveka) [42].

Pro kazdy druh ozéfeni je vytvofena kalibra¢ni kiivka zavislosti absorbované
davky na primérném poctu dicentrickych chromozomt v buiice, kterd slouzi pro
piipadny odeCet davky ozafenych jedincu. Jelikoz je pro metodu nutny vysoky pocet
lymfocytl v periferni krvi, je vyhodna zejména pro odecet absorbované davky od

0,1 Gy do 5 Gy s moznou chybou odectu okolo 0,5 Gy [43].

Spolehlivost a piesnost této retrospektivni metody byla doloZena dobrou
korelaci absorbované davky zjiSténou fyzikdlnimi metodami. Pocet dicentrickych
chromozomu v bunce klesd s casem tudiZ srovnanim dat ozatfenych ihned po nehodé
a vrocnim odstupu byl pozorovan nizSi pocet translokaci (napf. nehoda v Goiania).
Proto existuji 1 matematické modely kalibra¢nich kiivek pro odhad davky v delSim

¢asovém horizontu po nehod¢ [43, 44].

Mikroskopické vyhodnoceni dicentrickych chromozomi je ¢asové ndrocné.
Jeden Clovek zpravidla vyhodnocuje 500 mitotickych figur 8 hodin. Z tohoto divodu je
v ptipad¢ hromadnych nehod bez automatické analyzy nemozné vyhodnotit vice nez

neékolik desitek vzorkt [44].

Test stanoveni mikrojader

Mikrojadra (obrazek 8) vznikaji nasledkem téZkého poskozeni DNA, jejich
vyskyt je zavisly na davce ionizujiciho zafeni. Pfi1 vyskytu dvojitych zlomu
dvousSroubovice DNA se mnohokrat nepodafi tyto zlomy opravit. Pokud dojde

k oddé€leni vétsiho fragmentu DNA od plivodni dvousSroubovice, je mozné takovy
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fragment lehce identifikovat po dals$i mitdéze buiiky, kdy fragment pietrva v cytoplazmé

jedné z dcefinych bunck [45].

Mikrojadro

Obr. 8 - Mikrojadro, detekované na konci mitotického déleni [46]

V roce 1976 Paul I. Countryman a John A. Heddle poprvé publikovali metodu
kvantifikace chromozomdlnich aberaci na zdkladé¢ odectu poctu mikrojader v kultute
stimulovanych lidskych lymfocyt po expozici ionizujicim zafenim. Pozdéji byla

metoda zefektivnéna pridanim inhibitoru cytokineze, cytochalasinu B.

Mikrojadra jsou kvantifikovana v dvoujadernych buinikdch zastavenych ve fazi
cytokineze a musi byt oddélena od obou matetskych jader. Vyhodou této metody je
rychlej$i odecet vzorki, jelikoz vyhledavani mikrojader v mikroskopickych vzorcich
periferni krve je snadnéjSi neZ sledovani dicentrickych chromozomi. Nevyhodou je

naopak delsi doba kultivace (az 72 hodin) pi1 ptipravé vzorku [47].

Tento test perifernich lymfocyti patii mezi standardni biodozimetrické
metody, které 1ze pouzit jak v piipadé radiacnich nehod, tak 1 monitoringu profesniho
ozafeni osob. V roce 1885 byla metoda zefektivnéna Fenechem a Morleym. Postup této
metody je vuritych vécech podobny jako je u metody dicentrikli, krev je opét
stimulovana phytohemaglutininem (PHA), cyklus zastaven cytochalasinem a nasleduje
fixace. Metoda sleduje mal¢ acentrické chromozomalni fragmenty, které zlistanou mimo
jaddro béhem bunécného déleni. Tato mikrojadra jsou v cytoplazmé mimo hlavni dcefina

jadra. Mikrojadra mohou obsahovat jak celé chromozomy, tak i pouze jejich Casti [48].

Piedcasnda chromozomalni kondenzace

Vyuziti analyzy ptredCasné chromozomélni kondenzace (PCC) se nabizi pfi
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vysokych davkéach, kdy je pozorovan velky absolutni pokles lymfocytii po nehod¢
a k dalsimu poklesu dochdzi béhem nékolikadenni kultivace lymfocyti. Indukce
kondenzace chromozomil je vyvolana bud’ fuzi s bunkami chemicky, nebo v mitotické

¢asti cyklu.

Predcasna chromozomalni kondenzace (PCC) indukovana buiikami

Tato metoda je vhodna pro nizké 1 vysoké davky s riiznym linearnim pienosem
energie. Je vyuzivéana i v ptipadech nerovnomérného celotélového ozateni, zejména pii
vaznych nehodach, kde je nutné udé€lat klicové rozhodnuti, zda transplantovat kmenové

buiiky kostni dfen¢, nebo zvolit riistove faktory [49].

Indukce PCC je umoZznéna fzi lidskych lymfocytl ziskanych izolaci na
hustotnim gradientu z lidské periferni krve s buitkami izolovanymi z ovarii kiecka, jez
jsou v mitotické fazi cyklu. Pomoci fuzni latky polyethylenglykolu dochéazi ke spojeni
lymfocytu s butkou ovaria. Fuze je rychld, trva ptiblizn€é 4 minuty a po piidani
kolcemidu a hodinové inkubaci je po fixaci vzorku mozné pomoci optické mikroskopie
zhodnotit pocet translokaci. V jadie fuzni buiiky jsou chromozomy pochézejici z ovaria
kiecka v parech, zatimco lidské pred¢asné kondenzované chromozomy jsou v buiice
umistény jednotlivé. Odecet aberaci tak miiZze byt v idedlnim ptipadé zahajen za 3 az 4

hodiny od obdrzeni krevniho vzorku.

Mitotické buiiky ovarii je mozné piedem piipravit ve velkych mnozstvich
kultivaci v kompletnim médiu a zamrazit. Dlouhodob¢ se daji skladovat az pti— 80 °C.
I kdyz metoda nabizi casové vyhodnéjSi schéma nez stanoveni dicentrickych

chromozomu, v souc¢asné dob¢ se nevyuziva [49, 50].

Predcasna chromozomalni kondenzace indukovana chemicky

Chemicky indukovana PCC umoziiuje fuzi lymfocyt s okadickou kyselinou
nebo s Calyculinem A. Pii fuzi do 40 Gy je Calyculin A 20x efektivnéj$i nez okadicka

kyselina, ta je naopak pouzivana v ptipad¢ vysokych davek.

Chemicky indukovand PCC vyZaduje stimulaci klidovych lymfocyti PHA
s naslednou 48hodinovou kultivaci. Na druhou stranu metodika poskytuje vysokou

vytéznost, jelikoz indukuje PCC ve vSech fazich bunéfného cyklu. To je velkou
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piednosti pii sledovani chromozomalnich zmén po ozéfeni vysokymi davkami 1Z, kde
doslo k velkému snizeni absolutnich poc¢ti lymfocyth v periferni krvi. Jestlize je 1 poté
pocet lymfocyti pro naslednou klasifikaci nedostateCny, lze pouzit k obohaceni
lymfocytarni frakce tzv. techniku ,,vysoce efektivni ptipravy chromozomi* - ,high-

yield chromosome preparation®.

Dalsi vyhodou chemicky indukované PCC je, ze v buiice neni hodnocen vznik
dicentrickych chromozomt, nybrz chromozomi prstencitych, tzv. ringii. Ty jsou
v mikroskopu 1épe odecitatelné nez dicentrické chromozomy, a tim se zkracuje doba

odectu jednoho vzorku z osmi hodin na jednu hodinu [49, 50].

Moznosti barveni chromozomu a automaticka analyza chromozomalnich aberaci

Diky znamym sekvencim DNA chromozomi jsou v soucasné dobé dostupné
sondy, které umoziuji zpracovani vzorkli metodou fluorescenéni in sifu hybridizace
(FISH - obrazek 9). Je mozné pouzit sondy znacici celou sadu chromozomt tak zvané
pan centromerické proby, nebo sondy pro specifické oblasti na jednotlivych

chromozomech (centromery, satelitni DNA, telomery).

Z hospodarnych diivodi je metoda FISH nejvice pouzivana u chromozomu
1 a2 dohromady pfedstavujicich 33 % genetické informace v jadie. Znaleni
s fluorescenénimi znackami je Casové narocné, protoze se prodluzuje doba analyzy
o dobu hybridizace sondy, coz je v ptfipadé¢ zpétného odectu davky neptiznivé. Na
druhou stranu mikroskopickd, ptipadné automatickd mikroskopicka analyza miiZze pfi

optimadlnim nastaveni ptistroje urychlit odecet aberaci.

25



Fluorescen¢ni in situ hybridizace fadime mezi molekularné - cytogeneticka
vySetfeni, kterd umoziuji lokalizaci a identifikaci specifické sekvence nukleotidl
v DNA, pfipadné RNA. VySsetfované vlakno dle pravidel komplementarity je spojovano
s ptislusnou fluorescencni znackou (proces hybridizace). Ke spojovani dochazi ptimo
ve vySetfovaném materialu, tedy na misté (in situ), nikoli v izolované DNA. Odecet se

provadi pomoci fluorescenéni mikroskopie [36, 49].

Obr. 9 - Metoda FISH [51]

2.2.5 Priutokova cytometrie

Pritokova cytometrie (flow cytometry, FCM) nasla v soucasné dobé Siroké
uplatnéni témét ve vSech biomedicinskych oborech. Zdkladnim principem FCM je
souCasn¢ meéfeni dvou rozptylovych parametri a fluorescence (nejcastéji
imunofluorescence) pomoci fluorochromli zna¢enych monoklondlnich protilatek, které
se specificky vazi k riznym druhiim bunéénych populaci. Kvalitativni 1 kvantitativni
detekce pak davda moZnost posouzeni piitomnosti jednotlivych bunék v bunécné
suspenzi. Ve srovnani s fluorescencni mikroskopii ma fadu vyhod, ty jsou zahrnuty

v tabulce 2 [52].

Vysoka uroven automatizace, rychlost méteni, velmi dobra reprodukovatelnost
dat, nizkd spotfeba imunoreagencii na vzorek a moznost kvalitativniho 1 kvantitativniho
vySetfeni mnoha povrchovych nebo 1 vnitrobunéénych znak bunc€k v suspenzi tadi

FCM mezi moderni biodozimetrické metody [53].

S postupujicim technickym pokrokem se jeji moznosti stile rozSituji
a jednoduché dvojlaserové ¢i trojlaserové pritokové cytometry jsou stile cCastéji

nahrazovany vysoce citlivymi polychromatickymi analyzatory. V biodozimetrii jsou
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pouzivany pro odecet poctl radiosenzitivnich bun€k pied a po ozéateni. Z poklesu jejich

absolutnich poctl Ize zpétné odvodit obdrzenou davku ionizujiciho zateni [54].

Tab. 2 - Srovnani prutokové cytometrie s klasickou mikroskopii bunécnych suspenzi
[52]

Klasick4a mikroskopie | Priitokova cytometrie

Pocet vy3etfovanych bundk 10%- 10° 10°- 10’
Reprodukovatelnost nizka vysoka
Hodnoceni intenzity L o

subjektivni objektivni
fluorescence
dobré rozliSeni velikosti
Rozmérové parametry malo piesné celkové vnitini
komplexity
. . L velmi vysoka (desitky
Citlivost nizka az stiedni o
epitopi)
Moznost vySetieni vice znak o .
oy obtizné snadné
na jedné bunice
Hodnoceni kvalitativni kvalitativni 1 kvantitativni
Potieba biologického materialu vysoka nizka
Pracnost vysoké nizka, automatizace sbéru
Doba jednoho vySetieni > 5 min okolo 1 min
Archivace vysledki (digitalni) fotografie elektronicka forma
moznd (pritokoveé
Moznost separace bun¢k neni w(p' y
tridice)
Moznost tiidéni obtizné u tfidica snadné
Naklady na vybaveni niz§i az stiedni stfedni az vysoké
Vysvécovani fluorochromi vyznamneé vét§inou nepodstatné
Naklady na reagencie vyssi nizsi

Biodozimetrie lymfocytarnich populaci

Diky ndhodnému pozorovani subpopulace CD8+ NK bunék vykazujicich
nebyvale vysokou radiosenzitivitu s biodozimetrickym  potencidlem  vedla
k systematickému vyzkumu radiosenzitivity 1 tfeba malych, nicméné co nejvice
homogennich subpopulaci lymfocytli, jenz mohou slouzit jako lidské biodozimetrické

indikétory in vivo, protoZe maji rozdilnou radiosenzitivitu k ionizujicimu zatreni [55].
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V periferni krvi dospélého ¢loveka ptedstavuji lymfocyty 15 - 40 % leukocytt
s absolutnimi pocty pfiblizné 1 milionu lymfocytii na 1 ml krve. Z toho vyplyva, Ze pro
béZzna vysSetteni zastoupeni lymfocytarnich populaci a jejich hlavnich subpopulaci staci
50 az 100 pl. V ptipadé€, kdy pocty bilych krvinek silné klesaji, mize byt zapotiebi
nékolika set pl periferni krve na vzorek, a to zejména pii absolutni ¢i relativni
kvantifikaci dobfe definovanych, nicméné malo zastoupenych subsetii. Zde je opé&t
patrna vyhoda mnohobarevné pratokové cytometrie, pii které je bézné¢ 8 - 10

povrchovych znaki méfeno najednou [56, 57].
Stanoveni proteinu H2AX pruitokovou cytometrii

Histon H2AX v soucasné dobé piedstavuje moderni, velmi vyhledavany
a vyuzivany biodozimetricky znak. Histon H2AX je jednou z variant histoni H2A.
Lidsky genom obsahuje 10 geni, které koduji peptidy klasifikované jako H2A1. Sest
z nich mé identickou sekvenci a zbyvajici ¢tyfi se liSi aminokyselinami maximalné ve
3 az 4 pozicich. Tyto peptidy jsou nerozliSitelné gelovou elektroforézou v pfitomnosti

Tritonu X-100 [58].

Dalsi z genli skupiny H2A kdéduje peptid, ve kterém je leucin v pozici
51 zaménén methioninem, ktery vede ke zméné elektroforetické mobility. Tato varianta
je oznaCovana jako H2A2. Varianty H2A1 a H2A2 tvofi vétSinu sav¢iho H2A
a prozatim nebyly zjiStény Zadné odliSnosti v jejich funkci, rovnéZz je znaCime jako

majoritni varianty.

Déle existuje dalSich pét lidskych geni H2A oznacovanych jako varianty
minoritni, které koduji peptidy sekvenéné vyznamné odlisné od variant H2A1 a H2A2.
I ptesto, ze jejich vyskyt je podstatné méné Casty, je ¢im dal vic zfejmé, Ze hraji velmi
vyznamnou roli v chromatinovém metabolismu. Dvé minoritni varianty H2AX a H2AZ
byly objeveny v osmdesatych letech, dal§i dv€ makro H2A1 a makro H2A2
v devadesatych letech a posledni H2A-Bbd teprve nedavno [59].

Detekce gama H2AX v lidskych mononuklearnich buiikéach periferni krve po
ozéafeni byla poprvé publikovdna metodou pritokové cytometrie v roce 2006. Metoda
oproti konfokalni mikroskopii a metodé¢ ELISA nabizi rychlé vyhodnoceni a zpracovani

vzorku. Metoda byla testovana na laboratornich potkanech in vivo, lokalné ozatenych
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v oblasti hrudniku davkou 5 - 30 Gy. Exprese fosforylované formy H2AX na serinu 139
byla detekovana na klidovych mononukledrnich bunkach periferni krve a byla zde
potvrzena zavislost mezi zvySenim mnozstvi mononuklearnich bun¢k periferni krve
obsahujicich foky gama H2AX se zvySujici se davkou ionizujiciho zafeni. Zavislost
byla prokdzdna také po celotédlovém ozafeni potkanti davkou od 1 do 10 Gy.
Fosforylace histonu H2AX je tedy rychly a G¢inny indikator davky ionizujiciho zafeni v
dob¢, kdy jesté nedochazi k poklesu poctu lymfocyti v periferni krvi. Rovnéz byla

testovana moznost po odbéru uchovavat vzorky az 23 hodin [58, 60].
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3 CILE PRACE A HYPOTEZA

Cilem diplomové prace bylo pfiblizit samotny obor biodozimetrie, jeho
metodické zdzemi a srovnat vyhody a nevyhody jednotlivych experimentdlnich

ptistupi.

Ucinky ionizujiciho zafeni na zivé organismy jsou v poslednich letech velice
Castym tématem. V pocatcich této prace je proto zminéna teorie vzniku ionizujiciho

zafeni, jeho druhy a obecna fakta, ktera s nim souvisi.

V dalsi ¢asti prace bylo pojednano o biodozimetrii a to od jejiho vzniku az po
jeji velké vyuziti v dneSni dobg. Dale bylo snahou vytyCit nejpouzivan¢j$i metody

tohoto oboru s jejim naslednym vyuzitim v praxi.

Stanovené cile experimentu:

srovnat dv€ vybrané biodozimetrické metody slouZici ke zpétnému

odectu obdrZené davky ionizujiciho zateni

e porovnat vysledky ziskané méfenim pomoci vybranych metod spolecné
s vyhodnocenim jejich pfednosti a nedostatkti

e porovnat presnosti meéfeni obou metod, zejména v rozsahu absorbované
davky 0,5 — 4 Gy

e celkové srovnani vyhod a nevyhod jednotlivych pfistupll s naslednym

doporucenim pro praxi

V této praci byla pouzita metoda komparace (z lat. compare, srovnavat). Tato
metoda byla pouzita jiz v teoretické Casti prace pii srovnani dvou biodozimetrickych
metod a nasledné byla pouzita 1 v ¢asti prace vysledky. Na zaklad¢ takového srovnavani
pak lze vyvozovat zadvéry o vlastnostech a kvalitdch zkoumanych metod. Komparace je
zakladni metodou hodnoceni, pfiCemz srovnavaci metody lze vyuZit jak pii ziskavani

poznatki, tak pii jejich zpracovavani.
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4 METODIKA

4.1 Experimentalni model

Experimentalnim modelem pro tuto praci bylo prase domaci. Prase, jako
laboratorni zvifeci model, bylo zvoleno z divodu velké fylogenetické a fyziologické
piibuznosti s Clovékem. Projekt pokusti byl schvalen odbornou komisi Fakulty
vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany pro zajiStovani dobrych ZzZivotnich
podminek pokusnych zvifat. Prasata byla chovana v oddélenych stajovych boxech
a byla krmena standartni krmnou smési. Voda 1 potrava byla k dispozici ad libitum.
Veskeré manipulace se zvifaty byly provaddény v akreditovaném vivariu Fakulty

vojenského zdravotnictvi v Hradci Kréalové.
4.2 Periferni krev a izolace lymfocyti

Periferni krev byla odebirdna do heparinizované¢ zkumavky o objemu 10 ml
z predni kréni Zily po fixaci zvifete ve hibetni poloze. Odebrand krev byla uchovavéana
az do doby experimentu pii pokojové teploté. Negativni neozarena kontrola a ozafené
vzorky periferni krve davkami 0,5 - 4 Gy byly déle pouzity pro separaci lymfocyta
metodou gradientové centrifugace mononuklearnich bunék periferni krve. Metoda je
zaloZena na rozdilné hustoté separovanych bunék. Erytrocyty a granulocyty maji vyssi

hustotu nez monocyty a lymfocyty (obrazek 10).

Centrifugace

Plasma + trombocyty
—p

krev

Monocyty + lymfocyty

Histopaque
Histopaque
Granulocyty + erytrocyty

Obr. 10 - Izolace lymfocytii [61]

Ptred provedenim samotné izolace bunéfnych populaci byly chemikalie
vytemperovany na pokojovou teplotu. Poté byl Histopaque piepipetovan do konickeé
zkumavky (Spicaté dno). Objem Histopaqu byl stejny jako objem vrstvené periferni
krve. Dikladné¢ promichana krev byla velmi opatrné po sténé zkumavky vrstvena na

Histopaque a stoCena pifi 1800 ot/min, 30 min a 21°C. Po centrifugaci byl opatrné
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pipetou odsan prouzek lymfocytli a monocytl, které byly preneseny do Cisté zkumavky
a k nim bylo pfidano Cist¢ RPMI médium a dvakrat promyto (1600 ot/min, 10 min,
21°C). Po odsati supernatantu byl sediment roztiepan a k bunkdm bylo ptfidano 5 ml
RPMI média.

4.3 Pocitani bunék a priprava bunéénych suspenzi

Pro stanoveni vychoziho mnozstvi bun€k izolovanych pomoci hustotniho gradientu
byla pouzita Biirkerova komutrka. K 10 pl bunééné suspenze bylo piidano 190 pl Tiirkova
roztoku, ktery se pfipravuje z 1 ml kyseliny octové, 1 ml 1% roztoku gencianové violeti
ve 100 ml destilované vody. Ledova kyselina octovd tohoto roztoku rozru$i erytrocyty
a trombocyty, neporusi vSak leukocyty. Gencianova violet” obarvi jadra leukocyti tak, ze
leukocyty jsou v zorném poli mikroskopu vyrazné a tim padem pocitatelné. Absolutni pocty
bun¢k byly stanoveny pod mikroskopem pii zvétSeni 60krat. Bunky byly pocitany
v 50 ¢tvercich o rozmérech 0,2 x 0,2 mm v obvodé mfizky (obrazek 11). Pocet bunék byl

pfepocten na vychozi objem suspenze nasledovné:

e Pocet bunc¢k v 50 ctvercich byl vynasoben 100, jenz se rovna poctu bunck
v jednom pl. Standardné se piipravuje suspenze bunék 5 x 10°ml. Vypodteme
tedy objem bunécné suspenze a na 1 ml doplnime promyvacim roztokem

(PBS s azidem a zelatinou WB nebo fosfatovym pufrem PBS).

Obr. 11 - Biirkerova komurka

4.4 QOzarovani vzorku a kultivace

Lymfocyty, které jsou vyuzivany pro biodozimetrické ucely, byly ozatfovany

v rozmezi davek 0,5 - 4 Gy a porovnany s negativni kontrolou. Vzorky byly zpracovany
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1, 4 a 24 hodin po ozafeni. Ozafené bunky byly standardné¢ v RPMI médiu s obsahem
FBS, glutaminu a antibiotik umistény do inkubatoru a kultivovany pii 37 °C

a kontrolované v atmosfére 5% CO, po dobu zvoleného ¢asového intervalu zpracovani.

Vzorky byly ozafovany kobaltovym zafi¢em (Chisokobalt ®’Co, zdroj gama
zéateni, vzdalenost 100 cm) za dodrzeni vSech bezpec¢nostnich podminek. Ozafovani
probihalo v Petriho miskach o objemu 5 ml, na ozafovacim podstavci, ve vodorovné
poloze do centra svazku a tak, aby byla maximdlni vzdéalenost do 5 cm od centralniho
paprsku, kvili zachovani homogenity pole. Potfebny ¢as na ozareni zvolenou davkou
byl vzdy vypocitan podle aktudlniho davkového piikonu dle rozpisu poskytnuty
katedrou radiobiologie. Z diivodu bezpecnosti a zasad radiac¢ni ochrany bylo veskeré
ozafovani vzorkli a manipulace v kontrolovaném pasmu provedena radia¢nim

pracovnikem kategorie A katedry radiobiologie.

4.5 Mikrojaderny test

4.5.1 Postup provedeni mikrojaderného testu

K negativni, neozafené suspenzi lymfocyti i k jednotlivym ozafenym suspenzim
lymfocytll byl ithned po ozafeni pfidan fytohemaglutinin (PHA), jeho koncentrace
aobjem. Poté byly vzorky umistény do inkubatoru (37 °C, 5% CO, 44 hod).
K jednotlivym suspenzim byl piidan Cytochalasin B (30 pl, koncentrace 1 mg/ml)
a kultivace pokracovala za stejnych podminek 28 hodin. Poté byly vSechny bunécné
suspenze zafixovany pomoci fixac¢nich roztokl. Fytohemaglutinin je latka rostlinného
puvodu, kterd se vyuzivd ke stimulaci lymfocytl k déleni. Cytochalasin B patii do
skupiny mitotickych jeda, které porusi dé€lici vieténko a zastavi tak probihajici déleni
v metafazi mitdzy. Optimalné zvolenymi cCasovymi intervaly mezi pfidanim
jednotlivych latek je dosazeno toho, Ze jsou lymfocyty stimulovany k dé€leni, kde
dochazi ke vzniku pozadovanych binuklearnich bunék, které jsou vyhodnocovany, poté

je déleni zastaveno pomoci mitotického jedu a buiiky jsou v tomto stadiu zafixovany.

Dale byly suspenze zPetrtho misek pieneseny do zkumavek a stoceny
(1200 ot/min, 10 min, 8§ °C) a po odstranéni supernatantu byl sediment roztiepan
a resuspendovan. Za stadlého michani suspenze bylo po kapkach ptidavano 5 ml
fixa¢niho roztoku ¢. 1 (metanol + kyselina octovd + 36 - 38% formaldehyd).

Nasledovala centrifugace (800 ot/min, 5 min, 4 °C). Po odsati supernatantu bylo po
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kapkach pfiddno k roztfepanému supernatantu znovu 5 ml fixacniho roztoku ¢&. 2

(metanol + kyselina octova), tento postup byl opakovan jesté jednou.

Poté byl supernatant odstranén a ptiblizn€¢ 80 ul suspenze bylo z vySky kapnuto
na odmasténd a vychlazend nesilanizovana podloZzni sklicka, kterd pak zasychaly
v §ikmé poloze. Zaschla sklicka byla nabarvena roztokem Giemsy nafedénym v pomeéru
1:25 deinizovanou vodou. Barveni probihalo 10 minut, poté byla sklicka oplachnuta pod

proudem studené vody a opét se nechala zaschnout.

Takto ptfipravena sklicka byla odectena na optickém mikroskopu pii zvétSeni
60x. VSechny vysledky byly pocitany na 1000 binuklearnich buné¢k. Data byla
zapisovana a vyhodnocena statistickou analyzou. Nésledné zobrazeni vysledkli bylo

vykresleno v grafu.
4.5.2 Kritéria pro vyhodnocovani mikrojader (MN)

Pro spravné vyhodnoceni mikrojader (MN) musi byt dodrzovany dand kritéria.
Mikrojadro musi byt morfologicky shodné a menSi neZ hlavni jadro. Také musi mit
stejnou nebo vE&tsi barevnou intenzitu nez jadro hlavni. Primér MN u lidskych
lymfocytl se pohybuje mezi 1/16 a 1/3 sttedniho priméru hlavniho jadra. Déale musi byt
MN nerefraktilni a tim snadno odliSitelné od artefaktli, coz je velice podstatné pro
spravné kone¢né vysledky. Nesmi byt spojeny nebo néjak piipojeny k hlavnimu jadru
anesmi se s nim nijak pifekryvat, pficemz okraje MN musi byt jasn€ odliSitelné od

jaderné hranice.

4.6 Stanoveni H2AX

Nejdiive byly ptipraveny vSechny potiebné roztoky (tabulka 3). Ze zasobniho
roztoku formaldehydu (10%) byl ptipraven 4% formaldehyd v PBS. Triton X-100 byl
rozehtat ve vodni lazni pi1 37 °C a za tepla byl rozpustén v prislusném objemu taktéz
vytemperovaného PBS. Promyvaci roztok byl pfipraven smichdnim PBS
s odpovidajicim mnoZstvim fetalniho teleciho séra (FBS). TaktéZ byl ptipraven 50%
etanol a vSechny pfipravené chemikélie kromé Tritonu X-100 v PBS byly drZzeny po
celou dobu na ledu. Ptiklad ptipravy chemikalii je uveden v tabulce 3, vysledné objemy

a mnozstvi vzdy zalezelo na poctu vzorki. Centrifuga byla pfedem nastavena na
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1600 ot/min, 5 min, 8 °C a centrifugace probihala pii zpracovani vzorki u této metody

vzdy za stejnych podminek.

Tab. 3 - llustracni priprava chemikalii potirebnych ke stanoveni H2AX

Vysledné objemy zaleZi na po¢tu vzorku

Chemikalie Priprava

WB (washer buffer, promyvaci roztok) 2 ml FBS + 48 ml PBS

FA (formaldehyd) 4% 400 ul FA + x ul PBS

Triton X-100 v PBS 0,5 pl Tritonu rozpusténo v 5 ml PBS
Etanol 50% 1:1 etanol x PBS (ml)

Lymfocyty byly po inkubaci nasledn¢ sklizeny zPetriho misek
a zcentrifugovany. Dale byl slit supernatant a k resuspendované peleté bunck bylo
napipetovano 65 ul 4% FA a poté byly buiikky inkubovany pii pokojové teploté
10 minut. Po probéhlé inkubaci byl ptipipetovan 1 ml Tritonu X-100 v PBS, ktery byl
do doby pouziti drzen ve vodni lazni pti 37 °C. Nasledovala 30 minutova inkubace pii
pokojové teploté. Dale bylo ptidano 3 ml ledového WB, suspenze byla promichdna na
tfepacce a odstfedéna. Po centrifugaci byl slit supernatant, peleta bunék roztiepana, poté
byl ptidan 1 ml ledového 50% etanolu se, kterym byly vzorky inkubovany 10 minut na
ledu. Nésledovala centrifugace, znovu byl supernatant opatrné odsan a bylo ptfiddno
3 ml ledového WB a vzorek odsttedén. Tento promyvaci krok pomoci WB byl
opakovan jesté¢ jednou. Po promyti bylo pfidano 0,5 pl protilatky histon H2AX.
Nasledné¢ byla s touto protilditkou provedena 30 minutova inkubace v lednici. Po
probéhlé inkubaci bylo provedeno 2 x promyti 1 ml WB a pifeneseni roztoku do

faxovych zkumavek. Poté uz bylo zahdjeno samotné méfeni.

Me¢feni na pratokovém cytometru CyAn Beckman Coulter probihalo tak, Ze
z faxovych zkumavek se vzorkem byl nasat vzorek s bunéfnou suspenzi. Nasledné se
vytvofil fokusovany proud (svazek) jednotlivych po sob& jdoucich bunck, kde bylo
mozno ménit rychlost a tlak. Déale byl pomoci zdroje a detektoru elektromagnetického
zéteni, filtrd, optickych hranoli a jinych optickych elementi sniman opticky signal
(a/d prevodnik). Na monoklondlni protildtku je navazan fluorochrom, jenz je excitovan
prochazejicim laserovym paprskem. Zaroven dochézi k emisi svétla, coz se projevi jako
posun fluorescence a na monitoru pfistroje tak mizeme rozliSit pozitivni bunéénou
populaci. Naméfend data byla interpretovdna a zpracovana programem Summit 4.3

a nasledné byla provedena statisticka analyza [62, 63].
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4.7 Chemikalie a pristroje

4.7.1

4.7.2

4.7.3

Chemikalie pro izolaci a kultivaci lymfocytia
Antibiotika (penicilin, streptomycin), (Sigma, CR)
Fetalni teleci sérum FBS (Gibco, USA)

Glutamin (Sigma, CR)

Histopaque (Sigma, CR)

Médium RPMI 1640 (Sigma, CR)

PBS o pH 7,4 (NaCl 0,9 g/l, KH,PO4 0,144 g/l, Na,HPO4 x 7H>O 0,795 g/1)
Turkiév roztok (Kulich, CR)

Chemikalie pro provedeni mikrojaderného testu
Cytochalasin B (Sigma, CR)

Destilovana voda

Etanol (Sigma, CR)

Formaldehyd 36 - 38% (Lach-Ner, CR)
Fytohemaglutinin (Sigma, CR)

Giemsovo barvivo

Kyselina octova (Lachema, CR)

Metanol (Sigma, CR)

Chemikalie pro stanoveni histonu H2AX

Etanol 50%
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4.7.4

4.7.5

Formaldehyd 10% ( Polysciences, Inc., USA)
Promyvaci roztok (fetalnim bovinni sérum v PBS)

Protilatka Anti-phospho-Histone H2A.X (Ser139), klon JBW301, konjugovana
FITC (Merck Milipore, CR)

Triton X-100 (Sigma, CR)

Nastroje a material

Biirkerova komiirka (Meopta - optika, s.r.o. CR)

Pipety (Brand, Némecko)

Plastovy material (TPP, Svycarsko; Brand, Némecko)

Podlozni skla (Hirschmann Laborgerite GmbH&Co.KG, Némecko)
Sklenény material ostatni — kadinky, zkumavky, odmérné valce
Pristroje

Binokularni mikroskop (Ergaval, Némecko)

Centrifuga (Hettich Universal 32R, Némecko)

CO; inkubator pro bun&cné kultury (Galaxy®170R, New Brunswick, Némecko)
Manualni poéitadlo bunék ( Alchem Unimed, CR)

Laminarni box (SafeFlow 1.2 Biotech, CR)

Pritokovy cytometr (CyAn Becman Coulter, USA)

Svételny mikroskop (Olympus BX51, Japonsko)

Vodni lazeii (Biotech Julabo TWS, CR)

Vortex (Biotech, CR)
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Vyrobnik ledu (Brema, Némecko)
Zaric Kobalt 60 (Chisostat®)

4.7.6 Vyhodnoceni pokusu

Vysledky byly zpracovany v programu Microsoft Excel. Statistické vyhodnoceni
pokust spocivalo ve vypocteni aritmetickych priméri a pro statistickou analyzu dat byl
pouzit studentiv t-test, ktery testuje, zda se stfedni hodnota vybéru shoduje s nulovou
hypotézou. Hladina vyznamnosti byla p = 0,01, jenz znali statisticky vysoce vyznamny

rozdil hodnot a p = 0,05 znacici statisticky vyznamny rozdil hodnot.
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5 VYSLEDKY

Lymfocyty izolované z periferni krve prasat byly kultivovany v plastovych Petriho
miskach o objemu 5 ml v poétu 5 x 10° bundk/miska. Buiiky byly ozafovany gama zafenim
davkami 0,5; 1; 2; 3 a 4 Gy. Pro kazdou sérii pokusu a pro kazdy ¢asovy interval byla jedna
miska neozarena, kterd slouzila jako kontrola pro porovnani vysledk. V zévislosti na
experimentu byly bunky rtizné ovliviiovany a kultivovany po zvolené ¢asové intervaly (1, 4

a 24 hodin).

Pro mikrojaderny test byly podle c¢asového intervalu builkky ovliviiovany
fytohemaglutininem a cytochalasinem B, sklizeny a dale zpracovany. Pro stanoveni
fosforylovaného histonu gama H2AX pomoci pruatokové cytometrie byly po ub&hnuti
casového intervalu buiiky rovnou sklizeny a déle zpracovany. Z diivodu pracnosti, spotieby
protilatky pro detekci H2AX a Casové narocnosti odectu mikrojader byl kazdy pokus
v jednotlivych davkach a casovych intervalech proveden 4 krat, coz je postacujici pro
provedeni zékladni statistické analyzy. Vysledky jsou prezentovany pomoci grafii, které
poskytuji lepsi predstavu pfi interpretaci statistickych dat. Hodnoty jsou pfepocteny na
procentudlni zastoupeni pozitivnich bunék pfi detekci gama H2AX a procentudlni
zastoupeni vyskytu mikrojader na 1000 hodnocenych bunék a vzdy jako aritmeticky pramer

vSech méfeni.

V prvni ¢ésti jsou vykresleny kalibracni kiivky obou metod v celém rozsahu davek
v Casovych intervalech 1, 4 a 24 hod po ozéafeni. Ve druhé casti sloupcové grafy pro

jednotlivé davky (0,5 — 4 Gy) slouzi k porovnani dvou metod.
5.1 Stanoveni gama H2AX

Stanoveni fosforylované¢ho histonu gama H2AX v ozafenych lymfocytech
periferni krve spocivalo v méteni vzorkli suspenze lymfocytli po inkubaci s ptisluSnou
protilatkou pritokovym cytometrem CyAn. Pfistrojem bylo analyzovano v kazdém
vzorku 70 — 90 tisic bun€k. Signaly z optické Casti pfistroje byly zpracovany
pocitacovym programem Summit 4.3 pomoci teCkovych (tzv. dot plotl) a sloupcovych

diagramt (tzv. histogram).
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Obrazek 12 znéazornuje piimy rozptyl (FSC Forward scatter) versus boc¢ni
rozptyl (SCC — Side scatter) naméfenych bunék. Z takto naméfenych bunék si
selektujeme jen testovanou oblast a to populaci malych, kompaktnich bunck s nizkym

bocnim rozptylem (lymfocytit) tzv. gatovanim, jde o oblast (regién) R1.
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Obr. 12 — Dot plot: Forward scatter (FSC) versus Side scatter (SCC) bunék periferni

krve

Pozn.: Prvni vadek ,, total” tvori celkové zastoupeni lymfocytii, tedy 100 %. Teckovy
diagram je tvoren bocnim rozptylem (SCC) a primym rozptylem (FSC). V legendé je popsan
absolutni pocet namérenych bunék. Po gatovani (na obrdazku cerné ohranicené) vznikda oblast

RI obsahujici nami testované lymfocyty.

Vybrand oblast (region R1) slouzila jako vstupni data pro hodnotici parametry a to
fluorescenci bunék. Takze dalsi teckovy diagram (obrazek 13) slouzi k hodnoceni
zastoupeni lymfocytl, které na svém povrchu vazi pomoci specifickych receptort
monoklonalni protilatku gama H2AX, kterd je zviditelnénd fluorochromem fluoresceinem
isothiakyanatem (FITC) — osa y. Oblast R2 obsahuje lymfocyty z oblasti R1, které na svém
povrchu piisluSny receptor neexprimuji a naopak oblast R3 obsahuje relativni zastoupeni
lymfocytl s receptorem namifenym proti pfisluSnému proteinu. Vyska jednotlivych oblasti

na ose y je dana napétim piisluSného fotonasobice, které se nastavuje v protokolu. Napéti

lze ménit v zavislosti na aktualnich podminkach a parametrech experimentu, proto je
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mozné, ze se budou vysky oblasti zde uvedenych teckovych diagrami mirn¢ lisit, protoze se
pro kazdy jednotlivy experiment nastavuje hranice pozitivity pomoci neozafené kontroly.
Hladina proteinu H2AX pro neozafenou, oznacenou kontrolu je ukazédna pomoci medianu

fluorescence na obrdzku 13, s ddvkou ozateni dochdzi k vzestupu této hodnoty (data nejsou

ukédzana formou teckovanych diagramtt).
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Obr. 13 — Neozarena kontrola za 1 hod

Pozn.:  Procentudlni zastoupeni negativnich (R2) a pozitivnich (R3) bunck
z jejich celkového poctu. Prvni vadek ,,total* tvori celkové zastoupeni lymfocyti, tedy 100 %.
Vzhledem k tomu, Ze jde o bunky neozdrené, je zastoupeni pozitivhich bunek nizké (3,88 %,
median fluorescence je 202,25). K nastaveni hranice negativnich a pozitivnich bunék slouZila

neozarena kontrolni skupina.
Ostatni dot ploty jsou uvedeny v priloze.
5.2 Vyhodnocovani mikrojader

Mikrojaderny test je zaloZen na pozorovani jaderného poSkozeni bun¢k po ozateni,
tedy jadernych fragmenti — mikrojader. Mikrojddra jsou pozorovdana u lymfocyti

stimulovanych k mitoze, kde prave v pribehu déliciho procesu vznikaji jaderné fragmenty,
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nazyvand mikrojadra. V experimentu byly hodnoceny pouze lymfocyty, které prosly

délenim, tedy dvoujaderné (binuklearni) bunky.

Obrazky 14 — 19 potizené pomoci optického mikroskopu ptedstavuji typické
snimky lymfocyti v experimentu. NeslouZi tedy k porovndni dat dle ¢asovych intervall
nebo davek, nybrz jsou ilustrativni pro nazornou predstavu mikrojader, binuklearnich bunék
a také artefaktdl, na které je mozné narazit a které pifi nespravném vyhodnoceni mohou
vyrazné negativné zkreslit vyhodnoceni mikrojaderného testu. Pofizené fotografie jsou pii

zvétSeni 60 krat.

Obr. 14 - Dvoujaderna bunka

Obrazek 14 znazoriuje dvoujadernou buiiku. V pozadi buniky se ve formé svétle
fialové barvy vyskytuje pozistatek cytoplazmy. Tato dvoujadernd buiika spliuje kritéria
pro spravné hodnoceni, ma dvé jasné rozliSitelna velkd jadra, kterd nemaji porusenou
membrdnu ani se nijak vzajemné nedotykaji. Takova bunika byla ve vyzkumu

zapocitavana. Mikrojadro zde vSak nevidime.
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Obr. 15 - Dvoujaderna burka s jednim mikrojadrem

Na obrazku 15 vidime taktéz dvoujadernou bunku, a vSak zde je zachyceno
1 mikrojadro. Jelikoz je morfologicky shodné a mensi nez jadro hlavni a splituje i dalsi
dalezita kritéria (stejna barevna intenzita, odliSitelnost od artefaktl) je v experimentu

zapocitavano.

Pupen

Obr. 16 - Dvoujaderna bunka se dvema mikrojadry

Obrazek 16 znazornuje dvoujadernou bunku se dvéma mikrojadry, ktera spliuje
kritéria pro hodnoceni mikrojader, tudiz byla ve studiu zapocitavana. Na obrazku jsou
na jedné z bunck Sipkou oznaceny tzv. pupeny, které piredstavuji druh poskozeni

jaderného materialu, v praci vsak tento druh poskozeni hodnocen nebyl.
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mikrojadro

mostek

Obr. 17 - Nekolik dvoujadernych bunek

Obrazek 17 ukazuje n€kolik dvoujadernych bunék, dale i bunky dvoujaderné
s mikrojadrem. Vpravo dole (viz Sipka) miuzeme vidét 1 bunku spojenou
nukleoplazmatickym mostkem. V takovém to piehledném rozlozeni buiky byly

zapocitavany do statistického vyhodnoceni vysledka

Obr. 18 — Ctyi* jadernd burika

Na obrazku 18 je vidét buinka c¢tyf jadernd, takové ve vyzkumu nebyly

hodnoceny ani zapocitavany. V pozadi buiiky se nachazi zbytek cytoplazmy.
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Obr. 19 - Klastry bunék v metafazi mitotického déleni

Tyto buniky se nachazi vtzv. metafazi mitotick¢ho dé€leni, kdy se v jejim
prubéhu chromozomy fadi do ekvatoridlni roviny déliciho vieténka. Buiky v tomto

stadiu nelze hodnotit, nelze presné urcit jejich pocet a jsou neuplné.
5.3 Kalibracni kfivky dvou biodozimetrickych metod

Pro porovnavani zavislosti miry poskozeni bunék na absorbované davce byly
vypracovany kalibra¢ni kiivky ve zvolenych ¢asovych intervalech po gama ozafeni
davkami v rozmezi 0,5 — 4 Gy, pro odecet obdrzen¢ davky ionizujiciho zafeni metodou
mikrojaderného testu (obrazek 20) a testu pomoci detekce apoptického proteinu H2AX
(obrazek 21). U mikrojaderného testu mira poskozeni bunck stoupa v zavislosti na
davce ptimo umérng. U H2AX je asove prubéh nelinedrni, prudce stoupd 1 hodinu po

ozafeni, po 4 a 24 hodinach dochazi v lymfocytech k fyziologické reparaci dvojitych

45



zlomi a proto se median fluorescence uvedeného proteinu velmi vyrazné snizuje.

Kalibracni krivka - mikrojaderny test

3

—e—1 hod po
ozareni

4 hod po
ozareni

—4&— 24 hod po
ozareni

Zastoupeni mikrojader na 1000 BN bunék (%)

Davka (Gy)

Obr. 20 - Procentualni zastoupeni dvoujadernych (BN) bunék viici davce ozareni

Pozn.: Mnozstvi pozitivné zastoupenych binuklearnich bunék, vyjadienych v procentech
vztazené ke zvolenym davkovym intervalum (0; 0,5; 1; 2; 3 a 4 Gy). Kalibracni krivky jsou
tvoreny prumeéry jednotlivych hodnot za danou dobu po ozareni (1, 4 a 24 hod).

Na obrazku 20 je vidét pozvolny nartst vSech zastoupenych kiivek,
u neozatrenych bunék, slouzicich ke kontrole, mame hodnoty sprdvné na bodu 0. Pocet
mikrojader na 1000 BN bunék v zavislosti na absorbované davce pozvolna stoupa a to
ve vSech Casovych intervalech. Nejvyssi hodnoty vyskytu mikrojader jsou pozorovany
Jiz po 1 hodiné po ozéteni. Hodnoty po 4 a 24 hodinach od ozafeni se vyrazné snizuji. U
24 hodinového intervalu byl pokles bunék témét polovi¢ni. To poukazuje na jejich

reparacni schopnosti.
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Kalibracni krivka - H2AX
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Obr. 21 - Procentualni zastoupeni pozitivnich bunék vuci davce ozareni

Pozn.: Mnozstvi zastoupeni pozitivnich bunek, vyjadrenych v procentech vztazené ke
zvolenym davkovym intervalum (0; 0,5; 1; 2; 3 a 4 Gy). Kalibracni krivky jsou tvoreny primery
Jednotlivych hodnot za danou dobu po ozadreni (1, 4 a 24 hod).

Obrazek 21 ptehledné znazoriiuje vzestup poskozenych bunék po jednotlivych
hodnotach davek. Fialovd tseCka zastupujici 1 hodinu po ozafeni ukazuje nejvyssi
vzestup oproti zbylym dvéma. Kiivka se piiblizuje az k 80 % pozitivnich bunék.
S ¢asovym odstupem se hodnoty vyrazné snizily, nejvyss$i vzestup pozorujeme az
4 hodiny po ozéteni davkou 4 Gy kolem 35 %. Vyssi ¢asovy odstup po 24 hodinach od
ozafeni znaCi vyznamny rozdil zastoupeni pozitivnich bunék, u davky 3 a 4 Gy na

piiblizng 13 %.
5.4 Porovnani ziskanych hodnot v rozsahu davek 0,5 — 4 Gy

Pro srovnani dvou biodozimetrickych metod, klasického mikrojaderného testu
a nové metody stanoveni proteinu H2AX byly vytvofeny sloupcové grafy z primérnych
hodnot vSech 4 méfeni pomoci procentudlniho zastoupeni poSkozenych bunck po
ozafeni. Byla tak srovndvana metoda mikrojaderného testu vii¢i detekci H2AX, hladina

statistické vyznamnosti rozdilu je v jednotlivych grafech vyznacena hvézdickami.
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Porovnani mikrojaderného testu a stanoveni H2AX
pro neozarenou kontrolu
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Obr. 22 - Srovnani mikrojaderného testu (MN) a stanoveni H2AX pro neozdrenou

kontrolu v casovych intervalech 1, 4 a 24 hodin.

Pozn.: Procentudlni zastoupeni pozitivnich bunék v procentech vztazené ke zvolenym
casovym intervalum (1, 4 a 24 hodin). Vysledky jsou uvdadény jako primér vsech méreni pro
neozarenou kontrolu. Pro kazdou skupinu je zobrazena standardni chyba, pricemz symbol
* zndzornuje statisticky vyznamné hodnoty porovnané s kontrolou (p < 0,05) a ** znaci

statisticky vysoce vyznamny rozdil hodnot porovnanych s kontrolou (p < 0,01).

Na obrazku 22 je vidét procentualni zastoupeni bun€k pii nulovém ozareni.
Hodnoty jsou u obou metod nizké, coz je pro neozarenou kontrolu charakteristické. Po 4
hodindch ndm pii stanoveni H2AX hodnoty mirné¢ vzrostly, coz je zplsobeno

pfirozenym nastupem apoptickych procestt béhem kultivace bunék.
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Porovnani mikrojaderného testu a stanoveni H2AX pri
davce 0,5 Gy
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Obr. 23 - Srovnani mikrojaderného testu (MN) a stanoveni H2AX pri davce 0,5 Gy

Pozn.: Mnozstvi zastoupeni pozitivnich bunék v procentech vztazené ke zvolenym
casovym intervalum (1, 4 a 24 hodin). Vysledky jsou uvadeny jako primer vSech méreni pri
ozareni davkou 0,5 Gy. Pro kazdou skupinu je zobrazena standardni chyba, pricemz symbol
* zndzornuje statisticky vyznamné hodnoty porovnané s kontrolou (p < 0,05) a ** znaci

statisticky vysoce vyznamny rozdil hodnot porovnanych s kontrolou (p < 0,01).

Na obrazku 23 je zndzornén statisticky vyznamny rozdil hodnot mezi metodou
stanoveni H2AX a mikrojadernym testem. Hodnoty byly vzdy pocitany z jednotlivych
pramérii. Po 1 hodin€ od ozéfeni je patrny statisticky vysoce vyznamny rozdil mezi
hodnotami. Statisticky nevyznamny rozdil pak nasledoval u 4 i 24 hodinach od ozéfeni.

Hodnoty u této davky ozafeni odpovidaji davce.
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Porovnani mikrojaderného testu a stanoveni H2AX pri
davce 1 Gy
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Obr. 24 - Srovnani mikrojaderného testu (MN) a stanoveni H2AX pri davce 1 Gy

Pozn.: Mnozstvi zastoupeni pozitivnich bunék v procentech vztazené ke zvolenym
casovym intervalum (1, 4 a 24 hodin). Vysledky jsou uvadeny jako primer vSech méreni pri
ozareni davkou 1 Gy. Pro kazdou skupinu je zobrazena standardni chyba, pricemz symbol
* zndzornuje statisticky vyznamné hodnoty porovnané s kontrolou (p < 0,05) a ** znaci

statisticky vysoce vyznamny rozdil hodnot porovnanych s kontrolou (p < 0,01).

Obrazek 24 zndzornuje ozafeni poSkozeni lymfocyti po ozaieni davkou 1 Gy. Je
patrné, Ze oproti pfedchozimu obrazku ¢ili davce 0,5 Gy doslo ke zdvojnasobeni
naméfenych hodnot. Po 1 hodiné po ozafeni se hranice geneticky zménénych bunék
blizi k 20 %, podobné¢ je tomu taky po 4 hodinach. U delSiho ¢asového intervalu bunky

opét klesly, a to az o polovinu a pohybuji se kolem 10 % u obou metod.
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Porovnani mikrojaderného testu a stanoveni H2AX pri
davce 2 Gy
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Obr. 25 - Srovnani mikrojaderného testu (MN) a stanoveni H2AX pri davce 2 Gy

Pozn.: Mnozstvi zastoupeni pozitivnich bunék v procentech vztazené ke zvolenym
casovym intervalum (1, 4 a 24 hodin). Vysledky jsou uvadeny jako primer vSech méreni pri
ozareni davkou 2 Gy. Pro kazdou skupinu je zobrazena standardni chyba, pricemz symbol
* zndzornuje statisticky vyznamné hodnoty porovnané s kontrolou (p < 0,05) a ** znaci

statisticky vysoce vyznamny rozdil hodnot porovnanych s kontrolou (p < 0,01).

Obrazek 25 znazornuje jiz piekrocenou hranici 40 % geneticky zménénych
bunék po 1 hodin€ od ozareni pfi metodé stanoveni H2AX. U mikrojaderného testu je
hranice 30 %. Po 4 hodinach buiiky opét klesly az o polovinu stejné tak po 24 hodinach,
kde je pro mikrojaderny test vysoce vyznamny statisticky rozdil oproti stanoveni

H2AX.
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Porovnani mikrojaderného testu a stanoveni H2AX pri
davce 3 Gy
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Obr. 26 - Srovnani mikrojaderného testu (MN) a stanoveni H2AX pri davce 3 Gy

Pozn.: Mnozstvi zastoupeni pozitivnich bunék v procentech vztazené ke zvolenym
casovym intervalum (1, 4 a 24 hodin). Vysledky jsou uvadeny jako primer vSech méreni pri
ozareni davkou 3 Gy. Pro kazdou skupinu je zobrazena standardni chyba, pricemz symbol
* zndzornuje statisticky vyznamné hodnoty porovnané s kontrolou (p < 0,05) a ** znaci

statisticky vysoce vyznamny rozdil hodnot porovnanych s kontrolou (p < 0,01).

Obrazek 26 jiz zndzoriuje davku 3 Gy, hodnoty vzrostly prakticky o polovinu
oproti davce 2 Gy. Zastoupeni bun¢k po 1 hodiné se blizi k 70 %. U mikrojaderné¢ho
testu se procentualné drzime kolem 45 %. U metody stanoveni H2AX hodnoty
s Casovym odstupem rovnomérné klesaji, u mikrojaderného testu tento pokles neni
linearni. Tento nesoulad je zpasoben vyS§i pfesnosti nové metody oproti

mikrojadernému testu.
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Porovnani mikrojaderného testu a stanoveni H2AX pri
davce 4 Gy
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Obr. 27 - Srovnani mikrojaderného testu (MN) a stanoveni H2AX pri davce 4 Gy

Pozn.: Mnozstvi zastoupeni pozitivnich bunék v procentech vztazené ke zvolenym
casovym intervalum (1, 4 a 24 hodin). Vysledky jsou uvadeny jako primer vSech méreni pri
ozareni davkou 4 Gy. Pro kazdou skupinu je zobrazena standardni chyba, pricemz symbol *
zndzornuje statisticky vyznamné hodnoty porovnané s kontrolou (p < 0,05) a ** znaci statisticky

vysoce vyznamny rozdil hodnot porovnanych s kontrolou (p < 0,01).

Obrazek 27 znazornuje bunky ozarené nejvyssi pouzitou davkou. Je patrné, ze
zastoupeni bunék s mikrojadry vyrazné vzrostlo oproti davkdm nizSim. U metody
stanoveni H2AX po 1 hodiné€ je vidét, Ze az 80 % perifernich lymfocytli obsahovalo
dvojité zlomy a s delsim ¢asovym odstupem tato procentudlni zastoupeni klesaji az na
¢tvrtinu. U mikrojaderného testu byl naméfen pokles pfiblizn€ o tfetinu. Nejvyssi
zmény jsou u lymfocytl po 1 hodin€ od ozatfeni (70 % lymfocyt obsahuje mikrojadra).
Pokles pak pokracuje v mensi mife neZ u metody stanoveni H2AX, coz je zpiisobeno
mensi presnosti mikrojaderného testu, nez nam nabizi nova metoda stanoveni

apoptického proteinu H2AX).
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6 DISKUZE

Vyvoj biomedicinskych metod zaznamenal obrovsky rozvoj diky novym
poznatkiim v oblastech piirodnich véd (fyzika, chemie, biologie, matematika) a jejich
jednotlivych oborGt (imunologie a bunéfnd biologie, molekularni biologie, nové
vypocetni metody a rozvoj informacnich technologii, molekularni fyzika, optika).
V dnesni dobé je umoZnéné pouzivat Sirokou Skéalu laboratornich metod nejen na
bunécné, ale 1 na molekularni Grovni. Jsou-li spravné indikovany a vyuzivany, mohou
za predpokladu spravné interpretace piinést cenné diagnostick¢é informace. Velky
rozsah sbiranych dat je poté zpracovan pomoci modernich pocitacovych technologii, jez
umoziuji nejen piehlednou orientaci v datovych souborech, ale poskytuji 1 interpretaci

namétenych dat a statistického zpracovani [36].

V pocatcich biodozimetrie byl hledan radiosenzitivni marker v lidském téle,
pomoci kterého by bylo mozné stanovit zpétnou davku ozafeni jedince. Z historie
napf. zmény na stfevni nebo bukalni sliznici apod. V soucasné dob¢ patfi
jedna o neinvazivni metodu, pro jedince optimalné zvladnutelnou. Bylo zjisténo, ze
nejdiive je pokles zaznamenavan u lymfocyth periferni krve, proto se staly
buiikdm, v ptfipadé obdrzeni vyznamné davky ionizujiciho zafeni, je jejich ubytek
diagnostikovan do 24 hodin po ozafeni. I kdyz lymfocyt popira pravidlo, Ze
radiosenzitivni bunky jsou bunky, které podléhaji déleni (napt. kmenové buiky
hematopoézy) a diferenciaci, je jednou z nejcitlivéjSich bun€k v nasem organismu.
V periferni krvi se vyskytuje v dostatecném mnozstvi, odbéry krve nejsou zédvaznym
zékrokem do organismu a v naSem zdravotnickém systému je zvladnutelny vEétsi pocet
odbérii vyuzitim béznych hematologickych laboratofi, nemocnic nebo poliklinik.
Nevyhodu stanoveni poklesu absolutnich pocti lymfocytd je nepfesnost

kvalifikovaného odhadu pi1 nizkych davkach ionizujiciho zafeni.

Oproti biologické dozimetrii je u fyzikdlni dozimetrie nutnd pfitomnost
detek¢niho pfistroje, coz je u velkého radiacniho postizeni obyvatelstva prakticky
nemozné. Na rozdil tomu u biodozimetrie je pfitomnost detekéniho zatizeni trvala,

jelikozZ zde je detekénim zafizenim sam postizeny jedinec. Dalsi nevyhodou u fyzikalni
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dozimetrie je misto ulozeni detekéniho pfistroje. Pokud dojde k nerovnomérnému
ozafeni, detek¢ni zafizeni pracuje schybou zavislou na jeho umisténi. V piipade
absence fyzikalnich dozimetrd napf. pii nehodé v Cernobylu u obyvatelstva (1986) byla
biologicka dozimetrie jedinou, nezastupitelnou metodou, jak urcit absorbovanou davku
ionizujiciho zéateni. U personalu jaderné elektrarny, ktefi byli vybaveni dozimetry, byla

~r o7

biologicka dozimetrie dopliujici metodou slouzici ke korelaci davky.

V minulém stoleti se biodozimetrie soustfedovala zejména na popis
biodozimetrickych ukazateli a postradiatnich déji na urovni celého organismu
aorganit samotnych. Jejich pouZziti vpraxi ma vSak fadu uskali a nedostatkd,
napft. jejich nizka citlivost, relativné dlouhd latence anebo vysoké Casova ¢i edukacni
naro¢nost. Dnes se zpétné rekonstrukce obdrzené davky ionizujiciho zafeni zamétuji

spiSe na metody sledujici zmény na bunééné a molekularni irovni organismu.

Zlatym standardem pfi retrospektivnim hodnoceni obdrzené davky zafeni je
stanoveni chromozomalnich aberaci (kapitola 2.2.4). Tato metoda je pouzivana
1 v soucasnosti, je vSak pracovné naro¢na a vysledky jsou dostupné az relativné dlouho
(nejdiive 3. den) od dodani vySetfovaného vzorku do laboratofe. Metodu je nutné
provadét ve specializované laboratofi vybavené technikami na oddé€leni lymfocyta
z periferni krve, jejich stimulaci a kultivaci, jeji ¢asova narocnost se pohybuje kolem
48 a vice hodin. I pfes Casovou naro¢nost se tato metoda fadi mezi nejvhodnéjsi

a nejpresnéjsi biodozimetrickou metodu odectu absorbované davky.

Dalsi velice zajimavou metodou, kterou bych doporucovala, pro dalsi
experimenty je predCasna chromozomalni kondenzace indukovdna chemicky.
Benefitem této metody oproti klasické kultivaci a separaci je ovéteni v praxi. Pfi nehodé
v japonské Tokaimure, dva ze tfi exponovanych pracovnikli, méli tak nizké hodnoty
lymfocytli, Ze nebylo moZzné ziskat jejich dostatecné mnoZzstvi klasickou separaci na

hustotnim gradientu [36].

V diplomové praci byly podrobné zkouméany a porovnadny dvé vybrané
biodozimetrické metody: Mikrojaderny test a stanoveni fosforylovaného histonu gama
H2AX. Snahou bylo zjistit, ktera metoda je presn¢j$i a uzitecngj$i pro stanoveni
obdrzené¢ davky pii zpétném odecitdni davky po ozdfeni pomoci zmén na urovni

radiosenzitivnich bunék v prase¢i periferni krvi. Tyto dvé metody byly zvoleny
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z divodu proveditelnosti vyzkumu, ziskdni vSech potiebnych chemikalii a dostupnosti
piistroji potifebnych pro jejich provedeni. VSechny experimenty byly provadény
v systému ,,in vitro “. Periferni krev prasete domaciho byla zvolena vzhledem k blizké
fyziologické 1 fylogenetické ptibuznosti ¢lovéka k tomuto experimentalnimu modelu.

Studie ,,in vivo “ vzhledem k ucelnému poSkozovani bunék nebyla mozna.

Periferni lymfocyty patii k radiosenzitivni populaci bunék, ktera je velmi citliva
k ionizujicimu zafeni, ale 1 snadno dostupna, protoze soucasné¢ metody odbéru periferni
krve jsou neinvazivni a neposkozuji ozafeny organismus a z tohoto divodu mohou byt
vyuzivany 1 opakovan¢é. Mezi klasické orientacni biodozimetrické metody tak patii
sledovani poklesu absolutnich poctii lymfocyti 24 - 48 hodin po ozéafeni. Klasické
cytogenetické metody zaloZené na hodnoceni poskozeni jaderného materialu, konkrétné
mikrojaderny test, jsou vhodné v rozsahu absorbované davky 0,1 - 5 Gy. Je predpoklad,
7ze tato metoda by mohla slouzit pro rychlé tfidéni velkého mnozstvi suspektné
ozafenych osob, nase vysledky lze podpofit experimentdlnimi pracemi zahrani¢nich
autord, kteti také publikovali vysoky biodozimetricky potencial této metody. V davkach
vysSich nez 5 - 6 Gy, jiz neni mezi davkou a tvorbou mikrojader linedrni vztah, coz
vede k nejistoté v kvalifikovanych biodozimetrickych odhadech. Velké davky zatreni
zhorSuji proliferaci bunck, coz vede k menSimu poctu dosazeni metafaze, a proto i
k niz§imu poctu hodnotitelnych bunc¢k. Vzorek krve je mozné zpracovat ihned po
expozici ionizujiciho zateni, 1 kdyz se doporuCuje vyckat 12 - 24 hodin pro piipad
castecné radiacni expozice, aby doslo k vycestovani lymfocyt z poskozenych organt
do krve. Metoda stanoveni mikrojader tak poskytuje prvni vysledky nejdiive 3. — 4. den
po ozafeni a tak velkou nevyhodou této metody je nejen zdlouhava piiprava vzorku,
casov€ naro¢na kultivace 1 odeCet mikroskopického preparatu lymfocytl. Vyhodou je
velka stabilita mikrojader (az rok po expozici), jak je uvedeno v publikaci Julie M.
Sullivan et al. [64]. V experimentech uvedenych v této praci byla periferni krev
experimentalniho modelu prasete odebirdna z kréni zily a ozafovana pouze v systému
»in vitro “, tudiz jsme necekali 12 - 24 hodin po ozafeni a krve byly zpracovavany thned
a kultivovany ve trech casovych intervalech (1, 4 a 24 hod). Prvni vysledky

z jednotlivych analyz byly tak ziskany za 5 - 6 dni po odbéru a ozafeni krve.

Tento test tedy velice zavisi na lidském ciniteli, je zde dilezitd velka pozornost

pfi odecitani bunck, coz by mohl byt velky problém pii ndhlé mimotfadné udalosti.
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Zavisi zde na vysoké koncentrovanosti jedince a nutné jsou 1 zdatné laboratorni navyky
a védomosti pii laboratorni praci a pii praci s optickym mikroskopem. Hodnotici musi
vybirat opravdu jen ty buiiky spliujici kritéria pro spravné hodnoceni, vSe poctiveé
zapisovat a dbat zvySené opatrnosti vici artefaktim a rlizné€ se prekryvajicim bunkam,

které 1ze snadno zaménit za mikrojadra.

Mimo posSkozeni na bunécné urovni bylo také sledovano poskozeni jaderného
materidlu krevnich lymfocytd na urovni nukleovych kyselin, kde jednim z prvnich
krokli v bunééné odpovédi na dvojité zlomy DNA po ozéieni je fosforylace histonu
H2AX pravé v mistech poskozeni DNA. [65, 66]. Vzhledem k tomu, Ze gama H2AX
tvofi loziska v n€kolika tisicich kopii kolem mista dvojitych zlomd, je proto tato metoda
Siroce vyuzivana pro detekci a sledovani poSkozeni a oprav dvojitych zloml in vitro
a ex vivo [67]. Reflektuje tedy aktualni procesy poskozeni a reparace pfimo na urovni

genetického materialu.

Pro analyzu pfitomnosti H2AX byla vyuZita metoda priatokové cytometrie.
Jaderna loziska lze znacit specifickou protilatkou kratce po indukci dvojitych zlomii.
Vyuziti prutokové cytometrie se zda byt zvlasté vyhodné, protoze H2AX fosforylace
muze byt stanovena v jednotlivych bunkdch s vysokou citlivosti a pfesnosti a H2AX
exprese v bunéénych populacich umoznuje korelaci poSkozeni DNA s dalSimi atributy

buiky, naptiklad s fdzemi bunéénéeho cyklu [68, 69].

Rozmezi davek, ve kterém gama H2AX poskytuje pfesné zhodnoceni, je pro
pritokovou cytometrii 0,5 - 10 Gy. MnoZstvi fosforylovanych proteinit gama H2AX lze
detekovat piiblizn¢ 30 minut po ozafeni, prudce klesd v prvnich 24 hodinach a vraci se
do normdlu v pribéhu nékolika dnli v zavislosti na davce zatfeni. Proto se doporucuje
zpracovani provadét béhem 1 - 2 dnil po ozafeni, nejlépe vSak 30 minut az 1 hodinu po
expozici. Pratokova cytometrie poskytuje nejrychlejsi vysledky a to do 2 hodin [64].
V této praci bylo stanovené rozmezi davek stejné jako u mikrojadern¢ho testu, aby
mohlo dojit k porovnani. Taktéz byly pokusy provadény ve stejném Casovém rozmezi.

Prvni vysledky analyzy byly pfiblizn€ po 4 hodinach.

pocitani v pritokovém cytometru probiha rychleji a dle mého nazoru ptesnéji nez je

tomu u mikrojaderné¢ho testu. Lidsky Cinitel zde také hraje velkou roli, ptiprava bunék
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je také plné zavisld na chybach, které mohou nastat, pokud je ale vyzkum proveden

vickrat (v mém ptipadé 4 x), jistota spravnosti ptipravy bunck se da snadno rozpoznat.

Prvni ¢ast kapitoly Vysledky (kapitola 5) byla vénovéana ptiblizeni provedeni
metody stanoveni H2AX a vyhodnocovani zaznamu z méfeni. Také jsou uvedeny
obrazky potizené z vlastniho hodnoceni mikrojaderného testu pro ilustraci hodnoticich
kritérii a obtiznosti vyhodnoceni. Byla sestrojena kalibra¢ni kiivka zavislosti davky -
odezvy z mikrojaderného testu, kterd byla diky rozsahlym studiim na lidskych
lymfocytech periferni krve jiz vytvorena [70]. Kalibra¢ni zavislosti v této praci jsou
roz$iten¢ o Casove¢ intervaly 4 a 24 hodin, jak pro mikrojaderny test, tak pro metodu
detekce H2AX. Kftivka zavislosti miry poSkozeni na absorbované davce po 1 hodin€ po
ozafeni, uvedena v této praci, je velmi obdobna jako v publikaci Jaroslav Pejchal et al.,

2011 [71], ktera jiz pted lety byla na katedie radiobiologie zpracovana.

Nas experiment byl rozsifen o dva ¢asové intervaly, ve kterych nejsou dostupné
publikace pro porovnani. V publikaci Tucker James D. et al. [72, 73] je uveden Casovy
interval ptiblizné€ po 48 a vice hodinach s naSim poklesem hodnot, ktery nastoupil po 4
a 24 hodindch a mohl by korelovat. Mnozstvi poSkozenych bunck, tedy bunck
s mikrojadry, stoupa po 1 hodiné po ozafeni pifimo umérné se vzristajici absorbovanou
davkou a prubéh kiivky je vyrazny. Pfimo umérné stoupa mnozstvi posSkozenych bunck
1 po 4 a 24 hodinové kultivaci po ozéfeni, avSak celkové mnoZstvi mikrojader klesa,
u 24 hodinového intervalu témét na polovinu. To by mohlo byt zplisobeno reparacni
schopnosti bunck, kde pfi delSi Casové inkubaci po ozafeni méla ¢as na opravu
poskozeného jaderné¢ho materialu. Vzhledem ktomu, ze v mikrojaderném testu
pocitdme jen bunky, které proSly po stimulaci jen jednim délenim, jejich bunécny
cyklus byl zastaven pravé ve fazi cytokineze. Pokud je jaderny material natolik
poskozeny, ze vznikne mikrojadro, neni jiz moznd oprava a builka zistava trvale
poskozena. Z toho lze usuzovat, Ze delsi ¢asova inkubace po ozareni vede k poskytnuti
vétsiho Casu na reparaci, pokud vSak jednou mikrojddro vznikne, jiz nemizi. To

odpovida poklesu po 4 a 24 hodinach v kiivce zavislosti.

Odlisné tomu je pi1 kitvkach z detekce histonu H2AX. Kiivka ma dramaticky
prubéh po 1 hodiné po ozafeni, kde piekracuje pifi nejvyssi davce mnoZstvi
poskozenych bun¢k 80 %. Po delSim ¢asovém intervalu jiz dochdzi k pohotovostni

reparaci dvojitych zlomi, coz odpovidd poklesu do 40 % poSkozenych bunék po
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4 hodinach od ozafeni. Po 24 hodinéch je kiivka vyrazn€ mirnéjsi a hodnoty poSkozeni
klesaji piiblizn¢ na 10 %. To odpovidad prudkému poklesu fosforylace histonu gama

H2AX v prvnich 24 hodinach tak, jak je uvadéno v dostupné literatuie.

Tyto dvé metody byly mezi sebou podrobnéji porovnany ve
sloupcovych grafech uvedenych rovnéz ve vysledkové Casti. Je zde vidét urcitd neshoda
co se tyCe procentudlnich vysledkli, ale vyrazna chyba nikde stanovena nebyla.
U negativnich kontrol byla procentudlni zastoupeni bunck na dolnich hranicich. Ani
delsi ¢asova prodleva zde neukazala n¢jaka vyrazna navyseni. U davky 0,5 Gy uz byl
znatelny mensi narGst u kontroly po 1 hodiné od ozéfeni, avSak s del$i Casovou
prodlevou hodnoty klesaly zpét na ty pivodni. Davka 1 Gy uz pfinesla vétsi pozitivni
zmény na bunikach. Po 1 hodin€ od ozéateni uz bylo poSkozeni vcelku vyrazné, dokonce
jednou tak vys$si nez uz davky 0,5 Gy. S delsi Casovou prodlevou u obou metod hodnoty
opét klesaly. Davka 2 a 3 Gy uz u obou metod piinesla vysoké procento zastoupeni
poskozenych bunék (40 - 70 %) a davka 4 Gy uz lehce piesahovala 80 % poskozeni.
S del§imi Casovymi intervaly hodnoty klesly, coz bylo zplisobeno reparacni schopnosti

bunék.

Pti osobnim posouzeni vyhod a nevyhod u téchto dvou zvolenych metod bych
v prvni fad¢ uvedla velice vysokou ¢asovou narocnost u provadéni mikrojaderného
testu. Pokud by opravdu nastala mimotadna radia¢ni udalost, rychlost zvolené metody
by byla na prvnim misté. Lékat pottebuje védet nejlépe hned, jakou davku alespon
piiblizné doty¢ny dostal, aby mohl zahajit spravny druh 1é¢by. Vysledky ,,ihned* nam
neposkytuje ani metoda pomoci stanoveni gama H2AX, ale oproti mikrojadernému
testu je mozné zjistit vysledky prvni den po ozafeni. U metody stanoveni gama H2AX
je cenova relace jednoho vzorku okolo 150,- K¢, coz nefadi metodu k ekonomicky

nedostupnym.

Udalost, ktera by zptisobila rozsdhlou primyslovou radiologickou nehodu, mize
potencialné vystavit tisice jednotlivel vysokym urovnim zafeni, které by vyzadovaly
okamzité zhodnoceni a lékafsky zasah. Koordinované lékaiské reakce zahrnujici jak
casné masove urazove tiidéni, tak nasledné klinické hodnoceni, je dilleZité pro zmirnéni
Skod. Vyvoj biodozimetrickych technik je tedy mocnym nastrojem v personalizaci
lécebné odpovédi na absorpci zafeni, coZz predstavuje vyznamny piinos pro vefejné

zdravi [74].
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Uzitecnost biodozimetrickych metod zavisi predevS§im na Casovém intervalu,
béhem kterého poskytne piesné vysledky. Metody zpravidla vyzaduji specializované
laboratote pro zpracovani vzorku a prob&hnuti vlastniho testu. Dtllezitou roli hraje také
rychlost transportu odebranych vzorkli do takto specializované laboratote [75].
Dostupnost rychlé diagnostiky umozni presnéjsi tfidéni osob zasazenych ionizujicim
zéatenim, zacileni persondlu a vybaveni, lékaiskych protiopatfeni a odbornou pomoc.
Kvalifikované zpétné stanoveni miry poskozeni organizmu ionizujicim zatenim a uréeni
absorbované davky je dilezité pro vCasné¢ zahdjeni 1écby akutni nemoci z ozafeni.
Z tohoto davodu vyvstava praktickd potieba validnich biodozimetrickych ukazatelti do
24 hodin po ozafeni. I pfes moznost automatizace analyzy mikrojader ¢i kvantifikace
H2AX pritokovou cytometrii, zlistava hlavni nevyhodou analyzy cytogenetickych

metod jejich ¢asova naro¢nost a potteba vysoké odborné zplisobilosti persondlu [76].

Vzhledem k casové naro¢nosti mikrojaderného testu a cendm protilatek pro
prutokovou cytometrii byly pokusy opakovany 4 krat. Pro zakladni statistiku
aporovnani je to dostaCujici, navrhovala bych vSak vtomto vyzkumu pokracovat
a roz§ifit pocCty opakovani jednotlivych pokust. Také by bylo vhodné detailnéjsi
hodnoceni pi1 mikrojaderném testu. Lze pocitat i s vyskytem mostkli a pupent, které
jsou fazeny také mezi defekty bunécnych jader. Také by bylo zajimavé prodlouzit

casové intervaly na né€kolik dni po ozéfeni.
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7 ZAVER

Cilem prace bylo srovnani klasické a nové biodozimetrické metody. Porovnani
vysledki ziskanych jejich méfenim a vyhodnoceni kladli a zépora jednotlivych metod,
ziskanych porovnanim pracnosti, efektivnosti, citlivosti méfeni a doby experimentu.
Porovnani probihalo v rozsahu davek 0,5 — 4 Gy, v ¢asovych intervalech 1 — 24 hodin
po ozafeni za tcelem vhodnosti jednotlivych metod pro rutinni biodozimetrickou praxi.

VSechny stanovené cile prace byly splnény.

Klasicky mikrojaderny test: Mezi negativa fadime zdlouhavou pfipravu, cena na
jeden vzorek je odhadem kolem 220 K¢&. Tato metoda je vhodna pro rozsah davek od
0,1 - 5 Gy a ziskéani vysledki je nejdiive do 3 - 4 dnti, velkou nevyhodou metody je
zejména nutnost erudice pii mikroskopickém odectu vzorku a dlouhd doba odectu na

jeden mikroskopicky vzorek.

Novy experimentélni ptistup pomoci stanoveni proteinu H2AX: Tato metoda je
¢asoveé méné narocna (cca 120 min), cena na jeden vzorek vychdzi odhadem na 200 K¢.
Metoda je vhodna pro vétSi rozsah davek a to 0,5 - 10 Gy. Ziskéni vysledkl je do
2 hodin od obdrzeni vzorku. Je v§ak nutné odbéry krve provést do 24 hodin po nehodé

a méfit ve specialni imunologické laboratofi Skolenym personalem.

Z vyse uvedenych divodil navrhuji zvazit zahrnuti testu stanoveni H2AX pro

zpétny biodozimetricky odecet davky do béznych biodozimetrickych metod.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
ANO — akutni nemoc z ozateni
BN — binukledrni (dvoujaderné) bunky
CD8+ - cytotoxické T-lymfocyty
DA — dicentricka analyza
DNA — dvou-tfetézcova nukleova kyselina
ELISA — imunologicka metoda k detekci protilatek
FA - formaldehyd
FCM — flow cytometry (pratokova cytometrie)
FISH — fluorescen¢ni in situ hybridizace
FITC - fluorescein isothiokyanat
GY — jednotka absorbované davky (Gray)
H2A - histon
H2AX — protilatka (histon)
IZ — 1onizujici zéteni
MN - mikrojadro
NK — natural killers (pfirozeny zabijec)
P53 — nddorovy supresorovy protein
PBS — fosfatovy pufr

PCC — pfedcasna chromozomalni kondenzace



PHA - phytohemaglutinin
RNA — ribonukleova kyselina
RPMI - médium

RTG — rentgenové zéteni

WB — wash buffer — promyvaci pufr
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12 SEZNAM PRILOH

Priloha 1: Neozaiena kontrola za 1 hod

104
R3
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E
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100 - T T
100 101 102 107 104
FIG Log Comg
Regon | Count | %% Hist 2% &l | Median |
Tatal 39314 100,00 65,38 16,14, 11.25
RZ 37841 96.25 62,93 1557, 10,85
R3 1524 3.88 2,53 19.33, 202.25

Pozn.: Procentualni zastoupeni negativnich (R2) a pozitivnich (R3) bunék z jejich celkového
poctu. Prvni Fadek ,, total “ tvori celkové zastoupeni lymfocyti, tedy 100 %. Vzhledem k tomu, zZe

zde nenastalo ozarovani bunék, je zastoupeni negativnich bunék prijatelné nizké. Neozdrend

kontrola slouzi ke spravnému porovnani vysledkii.

Priloha 2: Neozaiena kontrola za 4 hod

1034

H24&%n FITC Log Comp
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L]
1

[=1
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100 T T T
100 101 102 109 100
FIE Log Comp
Region |  Count | % Hist | % all | Median |
Tokal 209986 100.00 53.37  16.14, 76.27
RZ 27807 92.73 4943 16.14, 73.56
R3 2293 7.65 4.08 18.65,517.25

Pozn.: Procentualni zastoupeni negativnich (R2) a pozitivnich (R3) bunék z jejich celkového

poctu. Prvni Fadek ,, total “ tvori celkoveé zastoupeni lymfocytii tedy 100 %. Vzhledem k tomu, zZe



zde nenastalo ozarovani bunék, je zastoupeni negativnich bunék prijatelné nizké. Neozdrend

kontrola slouzi ke spravnému porovnani vysledkii.

Priloha 3: Neozaiena kontrola za 24 hodin
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108 102 107 104
FIE Log Comg
Regon |  Courk | % Hist = ol | Median |
Tatal 15369 100.00 2552 13.97, 6.09
RZ 14833 96.51 2463 13.97, 5.67
R3 568 3.70 0.94 14,48, 117.65

Pozn.: Procentualni zastoupeni negativnich (R2) a pozitivnich (R3) bunék z jejich celkového
poctu. Prvni Fadek ,,total “ tvori celkove zastoupeni lymfocytii tedy 100 %. Vzhledem k tomu, zZe
zde nenastalo ozarovani bunék, je zastoupeni negativnich bunék prijatelné nizké. Neozdrend

kontrola slouzi ke spravnému porovnani vysledkii.

Priloha 4: 0,5 Gy za 1 hod
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100 101 102 103 104

FIE Log Comp

Region |  Courk | 9 Hist 2, all | Median |
Tatal 45654 100,00 75.37  15.57, 22,34
RZ 43951 96,27 72,56 15.01, 21.54

R3 1863 4.08 3.08 17.96, 151.49




Pozn.: Znazornéni zastoupeni pozitivnich a negativnich bunék vzhledem k ozareni davkou 0,5
Gy. Prvni vadek ,,total “ tvori celkové zastoupeni lymfocytii tedy 100 %. Tato davka neni tolik

vysokd, proto vysledné hodnoty lehce presahuji hranici normy.

Piiloha 5: 0,5 Gy za 4 hod
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FIE Log Comp
Region | count| % Hist | % gl | Median |
Tokal 33090 100.00 53.70  17.98, 73.56
R2 283616 56.48 46,44 17,98, 68,44
R3 4722 14.27 7.66 19,33, 416.49

Pozn.: Znazornéni zastoupeni pozitivnich a negativnich bunék vzhledem k ozareni davkou 0,5
Gy. Prvni vadek ., total “ tvori celkové zastoupeni lymfocytii tedy 100 %. Tato davka neni tolik

vysokd, proto vysledné hodnoty lehce presahuji hranici normy.

Priloha 6: 0,5 Gy za 24 hod
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Region | count| % Hist | % gl | Median |
Tokal 736z 100.00 11.64 1557, 5.57
R2 6710 9090 10,58 15.57, 5.46
R3 723 979 1.14 1557, 73.56




Pozn.: Zndzornéni zastoupeni pozitivnich a negativnich bunék vzhledem k ozdreni
davkou 0,5 Gy. Prvni Fadek ,,total  tvori celkové zastoupeni lymfocytii tedy 100 %. Tato davka

neni tolik vysoka, proto vysledné hodnoty lehce presahuji hranici normy.

Priloha 7: 1 Gy za 1 hod
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Total 45574  100.00 75.71  15.57, 33.23
RZ 40101 87.23 66.04  15.57, 30.92
R3 7104 1545 11,70 17.35, 79.08

Pozn.: Znazornéni zastoupeni pozitivnich a negativnich bunék vzhledem k ozareni davkou 1 Gy.

Prvni Fadek ,,total“ tvori celkové zastoupeni lymfocytit tedy 100 %. Hodnoty zacinaji zlehka

stoupat vzhledem k vyssi davce ozareni.

Piiloha 8: 1 Gy za 4 hod
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Total 29738  100.00 48.32 16,73, 86.12
R2 24517 82.44 39.83  16.73, 76.27
R3 5475 18.41 5.90 17.95, 416.49




Pozn.: Znazornéni zastoupeni pozitivhich a negativnich bunék vzhledem k ozareni davkou 1 Gy.
Prvni Fadek ,,total“ tvori celkové zastoupeni lymfocytit tedy 100 %. Hodnoty zacinaji zlehka

stoupat vzhledem k vyssi davce ozareni.

Piiloha 9: 1 Gy za 24 hod
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Takal 5630 100.00 8.65  10.65, 5.66
RZ 5144 9137 8.08  18.85, 5.27
R3 532 9.45 0.84 1793, 66.01

Pozn.: Znazornéni zastoupeni pozitivhich a negativnich bunék vzhledem k ozareni davkou 1 Gy.
Prvni Fadek ,,total” tvori celkové zastoupeni lymfocytii tedy 100 %. Hodnoty vzhledem

k delsimu casovemu odstupu 24 hodin mirné klesly.

Priloha 10: 2 Gy za 1 hod
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Region |  Count | % Hist % all | Median |
Tatal 45211 100.00 74.83  15.57, 66,01
RZ 24514 54.22 40,57 15.01, 44.37
R3 22667 S0.14 37.51  16.73,93.21




Pozn.: Znazornéni zastoupeni pozitivnich a negativnich bunék vzhledem k ozareni davkou 2 Gy.

Prvni Fadek ,,total “ tvori celkoveé zastoupeni lymfocytii tedy 100 %. Hodnoty znatelnée stouply

vzhledem k vys$si davce ozareni.

Priloha 11: 2 Gy za 4 hod
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Total 31789 100.00 52.30 17.35, 113.48
RZ 24305 78.34 40,97 16.73, 98.21
R3 7462 2347 12,26 17.98, 416.49

Pozn.: Znazornéni zastoupeni pozitivhich a negativnich bunék vzhledem k ozareni davkou 2 Gy.

Prvni Fadek ,,total “ tvori celkoveé zastoupeni lymfocytii tedy 100 %. Hodnoty znatelnée stouply

vzhledem k vys$si davce ozareni.

Priloha 12: 2 Gy za 24 hod
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Total 5095 100.00 7.97  21.54, 6.09
Rz 4454 8742 .97  21.54, 5.27
R3 630 13.35 106 21.54, 51.26




Pozn.: Znazornéni zastoupeni pozitivnich a negativnich bunék vzhledem k ozareni davkou 2 Gy.

Prvni radek ,total” tvori celkové zastoupeni lymfocytii tedy 100 %.

k delsimu casovemu odstupu 24 hodin mirné klesly.

Priloha 13: 3 Gy za 1 hod

Hodnoty vzhledem
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Region | Count | = Hist | 2 Al | Median |
Total 46110 100.00 7543 17.98, 91.37
R2 14850 32.21 2420 16.14, 42,79
R3 33438 7252 54,70 18.65, 113,45

Pozn.: Znazornéni zastoupeni pozitivhich a negativnich bunék vzhledem k ozareni davkou 3 Gy.

Prvni Fadek ,, total * tvori celkové zastoupeni lymfocytii tedy 100 %. Hodnoty vyrazné stouply

vzhledem k jeste vyssi davce ozdrent.

Priloha 14: 3 Gy za 4 hod
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Region | count| % Hist | % gl | Median |
Tokal 28660  100.00 47.54  17.35, 157.06
R2 19531  £8.10 32,37 17.35, 121.98
R3 10412 36.30 17.26  17.98, 279.94




Pozn.: Znazornéni zastoupeni pozitivnich a negativnich bunék vzhledem k ozareni davkou 3 Gy.

Prvni Fadek ,, total * tvori celkové zastoupeni lymfocytii tedy 100 %. Hodnoty vyrazné stouply

vzhledem k jeste vyssi davce ozdrent.

Priloha 15: 3 Gy za 24 hod
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Tatal 9051 100,00 13,26 23.16, 5.27
Rz 8815 86.60 1149 24.01, 4.58
R3 1425 14.32 190 22.34,51.26

Pozn.: Znazornéni zastoupeni pozitivnich a negativnich bunék vzhledem k ozareni davkou 3 Gy.

Prvni Fadek ,,total” tvori celkové zastoupeni lymfocytii tedy 100 %.

vzhledem k delSimu casovéemu odstupu 24 hodin od ozareni.

Priloha 16: 4 Gy za 1 hod

Hodnoty mirné klesly
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Total 33210 100.00 55.07  15.01, 109.45
R2 B518  19.63 10,81 14.48 22.34
R3 27202 8181 45.11 15.01, 121,98




Pozn.: Znazornéni zastoupeni pozitivnich a negativnich bunék vzhledem k ozareni davkou 4 Gy.
Prvni Fadek ,,total* tvori celkove zastoupeni lymfocyti tedy 100 %. Zastoupeni pozitivnich
bunek se pri takovéto davce pomalu blizi k hranici 85% poSkozeni. Zastoupeni negativnich

bunek uz klesd na nizsi hodnoty (19,63 %).

Piiloha 17: 4 Gy za 4 hod
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Total 37529 100.00 59,70 17.35, 157.06
R2 23642 £3.00 3761 17.35, 117.65
R3 15572 41.49 24,77  17.98, 260,43

Pozn.: Znazornéni zastoupeni pozitivnich a negativnich bunék vzhledem k ozareni davkou 4 Gy.
Prvni vadek ,, total ** tvori celkové zastoupeni lymfocytii tedy 100 %. Sledujeme zde mirny pokles

pozitivnich bunék oproti jedné hodiné. S delsim casovym odstupem hodnoty pomalu klesaji.

Priloha 18: 4 Gy za 24 hod
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Total 5916 100,00 12.47  24.39, 5.08
R2 7816 G67.69 10,93 24.89, 4.40
R3 1178 13.21 165  23.16, 53.15




Pozn.: Znazornéni zastoupeni pozitivhich a negativnich bunék vzhledem k ozareni davkou 4 Gy.
Prvni radek ,total” tvori celkové zastoupeni lymfocyti tedy 100 %. Vzhledem k delsimu

Casovému odstupu 24 hodin zastoupeni pozitivnich bunek vyrazné kleslo.
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