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Summary

Examinations based on biodosimetric methods are implemented in the case of suspect exposure
of persons to ionizing radiation. Changes in chromosomes make it possible to detect the level of
the exposure, predict the degree of the damage and make decisions on the treatment. In addition,
a correlation was demonstrated between enhanced levels of chromosomal aberrations after the
exposure to genotoxic factors and increased risk of cancer disease.

There are a number of biodosimetric methods, but their choice depends on the number of
persons exposed, laboratory conditions, sensitivity and time factor. The test of micronuclei is one
of the methods of choice, since the results can be known as soon as within 48 to 72 hours after
sampling the blood and the results are a sufficiently sensitive parameter indicating the ionizing
radiation dose. The text of peripheral lymphocyte micronuclei is a standard biodosimetric
method, which may be employed in the case of radiation accidents as well as in the monitoring of
the occupational exposure of persons. It was developed by Fenech and Morley in 1985 and is
based on the detection of small acentric chromosomal fragments, which remain beyond the
nucleus in the course of the cell division. These micronuclei are present in the cytoplasm beyond
the main daughter nuclei. The micronuclei can contain whole chromosomes as well as their parts
only.
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Souhrn

Pii podezfeni na expozici ionizujicim zafenim se u osob provadi vySetieni pomoci
biodozimetrickych metod. Zmény v chromozomech umoziuji detekovat miru expozice,
predvidat stupen poskozeni a rozhodnout o léceni. Kromé toho byla prokdzana korelace mezi
zvySenou hladinou chromozomalnich aberaci po expozici genotoxickym faktorim a zvySenym
rizikem rakoviny.

Biodozimetrickych metod existuje cela fada, ale zalezi na mnozstvi ozafenych osob,
laboratornich podminkach, senzitivit¢ a casovém faktoru, ktery test je nejvhodnéjsi.
Mikrojaderny test je jednim z metod volby, protoze vysledky mohou byt znamy do 48 az 72
hodin po odbéru krve a je dostatecné citlivym ukazatelem davky ionizujiciho zafeni.
Mikrojaderny test perifernich lymfocytt je standardni biodozimetricka metoda, kterou Ize pouzit
jak v pripad¢ radiacnich nehod, tak i monitoringu profesniho ozafeni osob. Byl vyvinut
Fenechem a Morleym v roce 1985 a jeho principem je detekce malych acentrickych
chromozomalnich fragmentti, které zlstanou mimo jadro béhem bunécného de¢leni. Tato
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mikrojadra jsou v cytoplazmé mimo hlavni dcefina jadra. Mikrojadra mohou obsahovat jak celé

chromozomy, tak i pouze jejich casti.

Klic¢ova slova: biodozimetrie — mikrojaderné-centromerovy test — ionizujici zareni

UvVoD

K profesionalnimu ozafeni osob ionizujicim
zafenim zacalo dochazet ihned po objevu rent-
genového (rtg) zareni a radioaktivity, tedy
v dobé, kdy se o rizicich tohoto zafeni jesté
nevédélo. Vysoké davky jisté obdrzel pri
svych pokusech jiz W. C. Rontgen a M. Curie-
-Sktodowska a mnoho jejich nésledovniki.
K profesnimu ozafovani pracovnikli ionizuji-
cim zafenim dochazi jak ze zdroji umélych —
rtg pristroje, pouzivani radionuklidd k dia-
gnostice a terapii, jaderné reaktory, urychlova-
Ce Castic, tak beéhem ozafeni ze zdroju pfirod-
nich u pracovnikti uranovych doli, tpraven
rud apod. (12).

Profesni ozafeni osob ionizujicim zafenim
Z profesionalnich onemocnéni zpiisobenych
ionizujicim zatenim v Ceské republice byla
v letech 1974—1998 nejcastéji hldSena rakovi-
na plic u byvalych hornikti uranovych dold,
nicméné pocty hlasenych bronchogennich
karcinomut v poslednich 25 letech klesaji. Ma-
ximalni vyskyt plicniho karcinomu je mezi 15
a 25 lety od zacatku expozice.

Efektivni davky u zdravotnik jsou velmi
nizké a jsou pravidelné kontrolovany Central-
nim registrem profesionalniho ozatreni (CRPO).
Podle udaji Statniho tfadu pro jadernou bez-
pecnost (SUJB) byly v letech 1996-1997 efek-
tivni davky u exponovanych zdravotnickych
pracovnikli v rozmezi od 1 do 2 mSv/rok, coz
odpovida rozmezi hodnot v jinych zemich EU
(7). Stejné je tomu i u jinych profesi, u kterych
jsou pracovnici vystaveni ionizujicimu zafeni
jako naptiklad néktera odvetvi primyslu, pra-
covnici jadernych elektraren atd. Ptiblizné hod-
noty primémé radiacni davky z jednotlivych
zdrojti zateni vztazené na 1 ¢loveéka za 1 rok
jsou uvedené v tab. 1.

Potfeba osobniho monitorovani pracovni-
kt vystavenych riziku ozafeni je dana zako-
nem €. 18/1997 Sb. (Atomovy zadkon), ve zné-
ni pozd¢jsich predpist, a provadéci vyhlaskou
SUJB ¢&. 307/2002, v platném znéni (16).
V § 16 této vyhlasky je definovana kategoriza-
ce radiacnich pracovnikd, ktefi jsou rozdéleni
do kategorie A (mohou obdrzet efektivni dav-
ku vyssi nez 6 mSv ro¢n¢) nebo kategorie B
(ostatni radiacni pracovnici).

Tabulka 1 Pfiblizné hodnoty primérné radia¢ni davky z jednotlivych zdroji zéfeni vztazené na
1 ¢loveka za 1 rok (12)

Piirodni zdroj zaieni Efektivni divka Podil v %
[mSv/rok]
Radon (a jeho rozpadové produkty) 1,3 48
Zemské zafeni 0,45 17
Vnitini ozéfeni pfirodnimi radionuklidy v t¢le 0,25 9
Kosmické zateni (sekundarni) 0,4 14
Umély zdroj zateni
Lékarské ozateni (diagnostika, terapie) 0,3 11
Profesni ozareni 0,002 0,08
Technické a spotfebni pfedmeéty 0,005 0,02
Jaderna energetika (mimo havarie) 0,001 0,04
Radioaktivni spad (jaderné zbrané a havarie) 0,005 0,02
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Typy dozimetrie

Termoluminiscen¢ni — TLD dozimetrie je ur-
¢ena pro osobni dozimetrii pracovnikll vysta-
venych riziku ozareni fotony u zdroji zareni
gama a rtg s energii vyssi nez 30 keV, pfipad-
n¢ elektrond s energii nad 2 MeV v jednomé-
sicnim nebo tiimésicnim kontrolnim obdobi.

0,05 mm Cu
150 mgfom? plast

300 mrmicm?
plast

Filmova dozimetrie (obr. 1) je uréena pro
osobni dozimetrii pracovnikll vystavenych
rizikun ozafeni fotony, elektrony, pfip.
tepelnymi neutrony, v jednomésicnim nebo
tiimésiénim monitorovacim obdobi.

expozice

filrn wyvolany

v obalu filrn filtr

()

fotonasobie

i H 12“3?}

TLD Lpm ¢ luminiscence — OSL

wyhiivani
wyhodnoceni/

Obr. 1 Filmovy dozimetr (12)

Prstova

dozimetrie je wurena pro
pracovniky vystavené riziku ozéafeni u zdroja
gama a rtg zafeni s energii vyssi nez 30 keV,
ptipadné elektronii s energii nad 2 MeV,
u nichz je tfeba méfit davky na ruce. Pracovnik
musi byt vybaven také TLD nebo filmovym
dozimetrem.

Neutronova dozimetrie je urena pro
pracovniky, ktefi jsou vystaveni riziku ozateni
rychlymi a intermedidlnimi neutrony. Praco-
vnik musi byt vybaven také TLD nebo
filmovym dozimetrem (16).

Opticky stimulovana luminiscence — OSL
je metoda, kterd se rozsitila béhem poslednich
10 let a postupné nahrazuje filmovou
a termoluminiscen¢ni dozimetrii. Jeji pfednosti
(vysoka citlivost, rychlé  vyhodnoceni
smoznosti  automatizace) umoznuji, Ze
integralni osobni OSL dozimetr se stal velmi
rychle rozsitenym prostiedkem ve svété pro
osobni monitorovani pracovnikii. Stimulace
ozafeného OSL materidlu (krystalu Al,O;:C)
zelenym svétlem z LED diody ma za nésledek
emitovani svétla modrého, jehoz intenzita je
umérna radiacni davee (9).

Pokud neni mozné stanovit davku fyzikal-
ni dozimetrii, je mozné jesté zpétné kvantifi-
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kovat davku, kterou obdrzel organismus od
zdroje ionizujiciho zafeni, tzv. biodozimetrii.
Tento typ dozimetrie je nezbytny v piipadé
nahodného individudlniho ozéieni, kdy neni
mozné stanovit davku na zékladé fyzikalni
dozimetrie (napf. filmového nebo termolumi-
niscenéniho dozimetru) nebo jestlize neni
mozny odecet od tohoto dozimetru (2).

Biodozimetrie

Jiz v poloviné Sedesatych let bylo zjisténo, ze
chromozomalni aberace v lymfocytech peri-
ferni krve mohou slouzit jako citlivy indikator
radiacni expozice. Pfi podezfeni na expozici
ionizujicim zafenim se proto provadi vySetieni
pomoci mikroskopové analyzy chromozomu
(13, 14). Zmeény chromozomii umoziuji de-
tekovat miru expozice, predvidat stupen po-
Skozeni a rozhodnout o 1éceni. Kromé toho
byla prokazana korelace mezi zvySenou hladi-
nou chromozomalnich aberaci po expozici
genotoxickymi faktory a zvySenym rizikem
rakoviny.

Chromozomové aberace jsou mutace na
chromozomalni Grovni. DéEli se na strukturni
nebo numerické. K numerickym aberacim se
fadi euploidie, kdy je znasobena celd chromo-



zomova vybava (triploidie, tetraploidie), nebo
aneuploidie, kdy se pocetni odchylka tyka
pouze néekterého chromozomu (trisomie, mo-
nosomie). Numerické aberace naopak vznikaji
chybou pfi rozdéleni chromozomii do dcefi-
nych bun¢k béhem bunécného déleni (tzv.
nondisjunkce) (5).

Strukturni aberace jsou disledkem chro-
mozomovych zlomu, po nichz nésleduje urcita
prestavba. Mohou vznikat spontanné nebo
jako nasledek plsobeni ruznych vnéjsich fak-
tord. DEli se na balancované (kdy je zachova-
no pivodni mnozstvi genetického materialu)
a nebalancované (kdy cast genetického materi-
alu chybi, ¢i prebyva). Piesnost detekce davky
je uvadéna 0,2 Gy, nicméné u modifikovaného
mikrojaderné-centromerového testu lze zpies-
nit davku az na 0,1 Gy (10).

Vybrané biodozimetrické metody
Cytogenetickad analyza perifernich lymfocytii —
CAPL

Metoda cytogenetické analyzy perifernich
lymfocytd umoznuje detekci, kvalitativni
a kvantitativni analyzu chromozomovych ab-
normalit (strukturalnich a numerickych abera-
ci) v lidskych somatickych bunkach in vitro
v optickém mikroskopu. Lze pouzit jak kultu-
ry stabilizovanych bunécnych linii, tak primar-
nich bunék, napt. lidskych lymfocytd. Na lym-
focyty se plsobi mitotickym jedem, napt. kol-
chicinem, aby doslo ke kumulaci délicich se
bun¢k (C-metafaze). Bunky jsou ve vhodné
dobé zpracovany a jsou z nich ptipraveny mik-
roskopické preparaty. Preparaty jsou obarveny
vhodnym barvivem. Metafazické bunky jsou
analyzovany z hlediska chromozomovych
abnormalit (3).

Konvenc¢ni metoda cytogenetické analyzy
perifernich lymfocytt je ve svété hodnocena
jako biomarker expozice a casného biologic-
kého ucinku mutagennich a karcinogennich
latek. Vzhledem k uzkému vztahu mezi mu-
tagenezi a karcinogenezi ma vyznamnou aso-
ciaci s rizikem vzniku nadord pfi zvySenych
hodnotach aberantnich bunck (8).

Fluorescencni in situ hybridizace — FISH

Detekuje pfedev$im stabilni translokace.
Slouzi k analyze chromozomovych odchylek
v mitézach i1 v nedélicich se interfaznich
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jadrech za pouziti DNA sond pro specifické
chromozomové struktury (centromery, telo-
mery, satelitni DNA), sond pro jedinecné
genové kopie (lokus-specifické sondy) a tzv.
malovacich sond pro celé chromozomy (15).
Podstatou metody je hybridizace neradio-
aktivné znadenych DNA sond ke komple-
mentarnim usekim cilové DNA chromozomu
nebo interfaznich bunéénych jader fixovanych
na mikroskopickém prepardtu a nasledna
vizualizace a analyza fluorescen¢nich signala
pod fluorescenénim mikroskopem (4). Sondy
jsou znaceny bud pifimo riznymi fluoro-
chromy, nebo nepfimo, napf. biotinem ¢i
digoxigeninem. U nepiimo znacenych sond po
hybridizaci nasleduje detekce pomoci systému
protilatek konjugovanych s riznymi fluoro-
chromy. V soucasné dob¢ jsou pouzivany
vétSinou piimo znacené sondy.

Zatimco dicentrické chromozomy nebo
prstencové chromozomy a translokace (abe-
race chromozomového typu) jsou typickymi
aberacemi zplisobenymi ionizujicim zarenim,
chromatidové zlomy a chromatidové vymény
jsou typické pro pusobeni chemickych latek.
Protoze cetnost dicentrickych chromozomi
presné sleduje davku ozéfeni, vyuziva se cyto-
genetické vySetieni a stanoveni poctu dicentri
k biologické dozimetrii (3).

Mikrojaderny test

Mikrojaderny test spo¢iva v pozorovani frag-
mentovaného jaderného materialu, tzv. mikro-
jader, které vznikly piisobenim genotoxickych
faktort (11).

Mikrojadra jsou morfologicky identicka,
ale mens$i nez hlavni bunééna jadra. Objevi se
napt. u lymfocyti stimulovanych k mitoze
nebo u nezralych cervenych krvinek. Jejich
pocitani je obvykle znacné jednodussi
a rychlejsi nez u jakychkoli testi.

Vysledky tohoto testu se vyjadiuji bud’
jako procento dvojjadernych bunék s mikroja-
dry, nebo primérny pocet mikrojader na dvoj-
jadernou bunku (obr. 2).
davku pomoci detekce mikrojader povazuje
davka v tadu stovek mSv. Byla navrzena fada
modifikaci, z nichz jednou je automatizace
pomoci analyzy obrazu, kterda dovoluje pocitat
mikrojadra u tisicti bun¢k misto u stovek, a tak
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zajistit vétsi statistickou spolehlivost vysledkd.
Touto metodou mohou byt detekovany davky
okolo 50 mSv. Dals§i obménou je pocitani
mikrojader v pritokovém cytometru (flow-
cytometr) misto pod fluorescenc¢nim mikro-
skopem, coz opét podstatné zvysi mnozstvi

Mutagen :
aneugen or clastogen

pocitanych bunék. Timto zplsobem je
dokonce mozné stanovit davky mezi 20 a 50
mSyv. Treti moznosti je vyuziti rozdilu mezi
mechanismem spontanni a radiacné indu-
kované tvorby mikrojader (17).

()

_ mitosis
Giemsa i -\ Fluorescence
staining metaphase ({%> staining

+ cytochalasin B i

LI centromere -

o
L L

Chromosome breakage

+ cytochalasin B

)

FIZH: probing with
pancentromeric
probe

Chromosome loss

LI centromere +

Obr. 2 Mikrojaderny test (6)

Mikrojaderné-centromerovy test
Tento test je modifikaci mikrojaderného testu,
do kterého se navic zahrnuje imunofluo-
rescencni znaceni centromer, a je tedy mozné
rozli§it mikrojadra vznikla spontdnné (mi-
krojadra obsahujici celé chromozomy) a mikro-
jadra radia¢né indukovana (mikrojadra obsahu-
jici chromozomové fragmenty). Postup i1 hod-
noceni jsou stejné jako u mikrojader pouze
s pfidanim imunofluorescenéniho znaceni cent-
romer a analyzy vzorkd pod fluorescenénim
mikroskopem. Odeéitd se pocet mikrojader
s centromerami a bez centromer ve dvoujader-
nych bunkach. Jejich pomér je piimo umérny
davce zafeni.

Senzitivita mikrojaderné-centromerového
testu je limitovana hranici 0,1 Gy z ddvodu
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pomérné vysokého poctu mikrojader, které
vznikly samovolné (1).

ZAVER

Biologickd dozimetrie je nezbytna v pfipadé
teroristického zneuziti radiacniho materidlu
(Spinavé bomby) nebo pfi radia¢nich nehodéach
a havariich, pfi kterych doslo k ozafeni osob
bez dozimetrt nebo fyzikalni dozimetrii neby-
lo mozné vyhodnotit.

Biodozimetrickych metod existuje cela
fada, ale zalezi na mnozstvi ozafenych osob,
laboratornich podminkach, senzitivit¢ a caso-
veém faktoru, ktery test je nejvhodnéjsi. Mikro-
jaderny test je jednim z metod volby, protoze
vysledky mohou byt znamy do 48 az 72 hodin
po odbéru krve a je dostatecné citlivym ukaza-



telem davky ionizujiciho zafeni. Modifikaci
mikrojaderného  testu je  mikrojaderné-
-centromerovy test, ktery je citlivéjsi a lze ho
pouzit ke stanoveni davek jak bezprostiedné
obdrzenych po expozici ionizujicim zafenim,
tak i po nékolika letech od expozice, protoze
polocas mikrojader v perifernich lymfocytech
je kolem tif let.

*  Clanek byl realizovan v ramci projektu Minis-
terstva Skolstvi, mladeze a télovychovy Ceské
republiky (NPV II 2B08001).
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