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Motivace — retrospektivni dozimetrie

* Suspektni ozareni osob nevybavenych standardnimi dozimetry
* Konfirmace udaju z dozimetru

Retrospektivni dozimetrie

—

Fyzikalni Biologicka
(anorganické materialy) (biologické markery)
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Deoxyribonukleova kyselina (DNA)

* Polymerni molekula slozena z deoxyribonukleotidt
* Deoxyribonucleic acid

* Nukleova baze + deoxyribosa + fosfat = deoxyribonukleotid



Nukleové baze v DNA

purinové pyrimidinové
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Baze + deoxyribosa + fosfat = deoxyribonukleotid
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Baze + deoxyribosa + fosfat = deoxyribonukleotid
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DNA

* Polymerni molekula slozena z deoxyribonukleotidu

HoN
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fosfodiesterova vazba




Ribonukleové kyseliny (RNA)

* Polymerni molekuly sloZzené z ribonukleotidu
* Ribonucleic acid

* Nukleova baze + ribosa + fosfat = ribonukleotid



Nukleové baze v RNA

purinové pyrimidinové
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Baze + ribosa + fosfat = ribonukleotid
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Baze + ribosa + fosfat = ribonukleotid
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RNA

* Polymerni molekula slozena z ribonukleotid
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Proteiny

* Polymerni molekuly slozené z aminokyselin — 20 kanonickych biogennich

aminoskupina
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karboxylova skupina
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Peptidova vazba
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Proteiny

* Polymerni molekuly slozené z aminokyselin
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* Centralni dogma molekularni biologie



Centralni dogma molekularni biologie

* Pfrenos informace mezi biologickymi makromolekulami

. transkripce translace

replikace
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 Struktura a funkce biologickych makromolekul



Struktura DNA

5

* H-vazby mezi bazemi ruznych retézcu:
A—1(2)
G—-C(3)

 pravotoCivy dvojity helix (dvousroubovice)

 antiparalelni, komplementarni retézce

* vné — cukr-fosfatova kostra

* uvnitr — baze

* B forma — kanonicka

(perioda 3,4 A a 34 A)

Lehninger AL, Nelson DL, Cox MM. 2013. Lehninger principles of biochemistry.
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Struktura RNA

* VVétsinou jednovlaknova molekula
e Sekundarni struktura — kratké intramolekularni motivy

H-vazby: A—U (2), C-G (3) C=——=

* Terciarni struktura — prechodné interakce dvou molekul RNA
(vyjimecneé i prechodné dvousroubovice)

J;\iiiiiii:))

C



Struktura proteinu

o] 0 o) 0
” H ” H ” H ”
-——HN—CH—C N—CH—C——N—CH—C

* Primarni struktura — sekvence | | |

R Ro Ra Rs

e Sekundarni struktura — alfa-helix, beta-list, random coil

— | ~

NN\

* Terciarni struktura — 3D usporadani

e Kvarterni struktura — usporadani podjednotek

N—CH—C—



random coil
(neusporadana struktura)

Struktura proteinu

Terciarni struktura

Vévra J, et al. 2023. J. Inorg. Biochem. 243, 112180.

3

alfa-helix

beta-list
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Struktura proteinu

Primarni struktura

©2010 Pearson Eduction, Inc. Sekundarni struktura

Lehninger AL, Nelson DL, Cox MM. 2013. Lehninger principles of biochemistry.

Terciarni struktura

Kvarterni struktura
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Funkce biologickych makromolekul

Proteiny
e Strukturni funkce
* Transport a skladovani

DNA
* Nositelka genetické informace

e Katalyza — enzymy
RNA * Regulace procesu
* Pfenos informace z DNA do proteind (hormony, signalizace)
* Regulace genové exprese * Homeostaza
» (Katalyza — ribozymy) * Ochrana organismu
* (Nositelka genetické informace) * Nutrienty

* Pohyb



Struktura a funkce biologickych makromolekul

* Komplexita a variabilita struktur a funkci roste v poradi:

DNA < RNA < Proteiny
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* Koncept idealniho markeru retrospektivni dozimetrie



ldealni marker retrospektivni dozimetrie

* Nizka Cetnost spontanniho vyskytu

* Vysoka specificita vUci IR

* \/lysoka stabilita v Case

* MozZnost kalibrace (pro ruzné kvality zareni)
* Nizka interindividualni variabilita

* Aplikovatelnost ve vhodném intervalu
davek

Snadny odbér vzorkU
Kratka doba analyzy
Nizka cena
Srovnatelnost analyzy
(in vivo a in vitro)
Reprodukovatelnost



Diferenciace krevnich bunék

kmenova burika
myeloidni
prekursor \
@ @ lymfoidni

megakaryocyt progenitor

eosinofil  bazofil Zima bunka

76 .
dendriticka makrofag
burika o
plazmocyt
zralé 7,
\"/
. . . ce s ;v v/ . , efektory

pro biologickou dozimetrii vyznamné predevsim periferni T-lymfocyty A 0N

Hoftejsi V, Bartdrikova J, Brdicka T, Spisek R. 2017 Zdklady imunologie.
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Metody biologické retrospektivni dozimetrie

Centralni dogma molekularni biologie:

transkrlpce translace

rephkace



Metody biologické retrospektivni dozimetrie

Centralni dogma molekularni biologie:

U

replikace
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o Stavba eukaryotické buriky

_— karyoplazma

endoplazmatické retikulum ‘-"/ — igekérko
hrubé hladké /
bicik e Primér lidské buriky ~ 20 um

e
Vol AN
NN

Primér jadra = 10 um

centrozém . \ i
. AS »

(R }f—\_'\
cytozom | ' = ribozémy

Golglho aparat

mikroklky ~ cytoplazmaticka membrana

mikrofilamnty/ " mitochondrie

mikrotubuly,” \

http://bze.kvalitne.cz/images/schemata/animalcell.jpg 38



J Organizace DNA v jadre

replikace

proteiny
ﬂww\ \

Jaderné “leSeni” \

Diploidni lidsky genom =
6.10° bp 2 m

NUTNA KOMPRESE

504
proteiny

D NA Koolman J, Rohm K-H. 2012. Barevny atlas biochemie. 39




replikace

Bunécny cyklus
lidska bunka = 20 - 24 hod.

Interfaze

e G, —rust, priprava na replikaci
 S—replikace DNA

* G, —pfiprava na mitozu a déleni

©
)
©
£
4
8
®
=

Mitdza

* Profdze — kondenzace chromosom
* Metafaze — chromosomy v roviné

* Anafaze — rozchod chromosomu

* Telofdze — déleni jadra (karyokineze)

Cytokineze (bunécné déleni)

G, — , klidovy stav”

International Atomic Energy Agency. 2011. Cytogenetic Dosimetry: Applications in Preparedness for and Response to Radiation Emergencies.
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v Vv ’

~7 Bunecny cyklus —zmeny morfologie chromosomu

replikace

ANAPHASE

METAPHASE

PROPHASE Melapz::: TELOPHASE AND CYTOKINESIS
Early mitotic pster Cleavage Nucleolus
furrow - .. forming

Centrosome at

Spindle one spindle pole Daughter i '

chromosomes

envelope
forming

Chromosome, consisting
of two sister chromatids

G, OF INTERPHASE

Centrosomes Chromatin
(with centriole pairs) (duplicated)

G, — 1 chromatida
S, G,, M — 2 sesterské chromatidy

Nucleolus Nuclear Plasma
envelope membrane

41



Stavba chromosomu v metafazi

replikace
+———  telomera

<+  kratké raménko (p)
+— centromera
chromatida

~ 5 um
+— dlouhé raménko (q)

L'leum



Interakce IR s DNA

N4

replikace
v o . Intact DNA
1 Gy, 1 bunka: ot \ \
AR jednoduchy zlom (SSB)
~ 100 000 ionizaci 3 sl nodifikace baze
( viv i C s
~ 40 DSB \ \ Abasic Site odstépeni baze (abazické misto)
>
~ 1000 SSB e } Single DSB dvojnv zlom (DSB)
~ 1000 modifikaci bazi rdiaon
Ii#.ﬂ _._O—_> Intrastrand
~ 1000 odstépeni bazi e~ o ,
\ ,zesitovani” (cross-linky)

5@f Interstrand
cross-links

X >
&("/

opravné mechanismy bunky | .

QO Excitation

Complex SSB

G | ’ v ,
s komplexni poskozeni t LET

E TE :‘E‘? Complex DSB

International Atomic Energy Agency. 2011. Cytogenetic Dosimetry: Applications in Preparedness for and Response to Radiation Emergencies.



J , '
Strukturni chromosomové aberace

* translokace, delece, inverze, inzerce, zlomy...

/\

Chromosomovy typ Chromatidovy typ
a ! \J
o T sGM

B B Ao S-dependentni klastogeny



o , , y
-w Strukturni chromosomové aberace - prehled

Examples of 2-lesio@nosame-type aberr@ chromosomovy typ

INTRA-ARM j

INTER-ARM "BREAK"
INTERCHANGE
INTRACHANGE INTRACHANGE DISCONTINUITY
‘- * @ 0.
dicentric centric.ring interstitial deletion

=3
=T

reciprocal translocation

L

- S

pericentric inversion

S

B

paracentric inversion

N,

Savage JRK. 1999. Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology.

| i)
0L
I [ \
LI E v

IR
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o , , y
-w Strukturni chromosomové aberace - prehled

Examples of 2-Iesio@ ch romatldovy typ

INTER-ARM INTRA-ARM "BREAK" \\J/
INTERCHANGE
INTRACHANGE INTRACHANGE DISCONTINUITY
mtra-chromat:d inter-chromatid | intrachromatid | inter-chromatid H‘
ARy NS -
. = interstitial uochromaﬁd
dicentric (=centric ring) (=dicentric) domion . Aatation
s 7 LV %‘ t , \ “
pericentric | duplication/ R— | i some are incomplete
reciprocal translocation inversion | deletion inversion | deletion) intra-arm intrachanges

Savage JRK. 1999. Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology.
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J Analyza dicentrickych chromosomu

replikace

Dicentric and fragment

* 2 DSB / 2 chromosomy
* Nespravna fuze

* Dicentricky chromosom
* Acentricky fragment

 Specifické pro IR

dic ace

Oestreicher U. 2019. ADORE course: Introduction to Dicentric Assay (DCA) - Biological Dosimetry.
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N4

replikace

Analyza dicentrickych chromosomu

kultivace 24 hod
(37 °C, 5 % CO,)

kolcemid

phytohemagglutinin-L / -M

METAFAZE MITOZY (PHA-L / PHA-M)

STIMULACE

?tOP“ase
Metaphase PO
A ~

kultivace 24 hod
(37 °C, 5 % CO,)

International Atomic Energy Agency. 2011. Cytogenetic Dosimetry: Applications in Preparedness for and Response to Radiation Emergencies.
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Analyza dicentrickych chromosomu

= HRTRR

-~ " NIRRT u n
\‘\g@g;‘- “_ e A (N (N R TR U

% wme - “ 2 LLIE T R
\éh“'/ @ 0

dic ace
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V A4 v V4 V4
-~ PFedCasna chromosomova kondenzace - PCC

(premature chromosome condensation)

/ \

FUzné-indukovana Chemicky-indukovana
=
p . & 'eg“‘ o Okadaova kyselina
FAL Ve Calyculin A
AV, i e alyculin
% AR
* & 4 N % " . . .
-3 \_o{ RS P (inhibitory fosfatas)
o)e it AE Y

International Atomic Energy Agency. 2011. Cytogenetic Dosimetry: Applications in Preparedness for and Response to Radiation Emergencies.
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N4

replikace

Analyza mikrojader

* DSB:
* Acentrické fragmenty — hlavné IR
(Chromosomoveé zlomy)

e “Volné” chromosomy

* Nespecifické pro IR

mikrojadro

/'

Binuklearni bunka

Bunécné
jadro 1

Bunécné
jadro 2

51



Analyza mikrojader

kultivace 48 hod
(37 °C, 5 % CO,)

Cytochalasin B

phytohemagglutinin-L / -M
(PHA-L / PHA-M)

PRED CYTOKINEZI

STIMULACE

kultivace 24 hod
(37 °C, 5 % CO,)

e
m \
Metaphase D
;‘naphasef
D/;ase

International Atomic Energy Agency. 2011. Cytogenetic Dosimetry: Applications in Preparedness for and Response to Radiation Emergencies.



replikace

Analyza mikrojader




o  Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

replikace
E@ Znacena sonda
* Translokace 9‘ (komplementarni k sledované sekvenci)
* (Dicentrické chromosomy) il Pt /
c L N7, dSa r (R A< 2%
* (Acentrické fragmenty)
L - E\\’.‘.‘ 4R “ \ \ ¢ \ \ ¥ \ \ ¥ \

Bunka v metafazi mitozy / Denaturace

(pfiprava analogicka analyze ~$-
dicentrickych chromosom{i)

/'

Hybridizace DNA se znacenou sondou

Fluorescencni vizualizace



FISH - translokace




N4

replikace

Automatizace mikroskopickych metod

e Automaticky skenovaci mikroskopicky systém Metafer

y

|
CoolCube 4 |

56



J : LA
Somatické mutace

* Mutace v genu pro glykoforin A (prekurzory erytrocytu)

* Mutace v genu pro hypoxantin-guanin fosforibosyltransferasu
(T-lymfocyty)

* Nutna optimalizace

 Dalsi inovativni pristupy?



Metody biologické retrospektivni dozimetrie

Centralni dogma molekularni biologie:

transkripce

—)



transkripce

—)

endoplazmatické retikulum
hrubé hladké

S T Prdmér lidské buniky = 20 um

bic¢ik

centrozom .
e

cytozom | \

mikroklky

mikrofilamnty/ e
mikrotubuly \

SNy AN
h° & ',
Y

Stavba eukaryotické bunky

\/ - dopla a
//

e’
' Pramér jadra = 10 um

,’,.’—-—
(\'\
h o’

- ribozémy

Golglho aparat

~ cytoplazmaticka membrana

" mitochondrie

http://bze.kvalitne.cz/images/schemata/animalcell.jpg 59



transkripce

Genova exprese

reverzni transkripce

* Modulace exprese vybranych genu v dusledku IR
» Kvantifikace molekul RNA o specifické sekvenci

* [dentifikace novych RNA markerd — DNA Cipy

* Kvantifikace omezeného setu RNA — kvantitativni PCR (qPCR)

* DDB2, FDXR, TRAF4, TRIAP1... - indukce prostrednictvim IR, dalsi markery?



Metody biologické retrospektivni dozimetrie

Centralni dogma molekularni biologie:

translace

—)



Fosforylovana forma histonu H2AX (YyH2AX)

* Fosforylace histonového proteinu H2AX na Ser139 v dusledku DSB
* Detekce prostrednictvim protilatek + fluorescencni mikroskopie

fluorescencni sonda ~.

sekundarni protilatka

DSB indukovan\'/ IR A ~
L primarni protilatka
Ser139 (H2AX) Ser139 (H2AX)
Ser139 (H2AX) Ser139 (H2AX)



translac

Fosforylovana forma histonu H2AX (YyH2AX)




translace

Proteinové markery
 C-reaktivni protein (CRP) — zanétlivé procesy, nespecificky vudi IR
 Amylasa —slinné Zlazy, nespecifické vuci IR
* Ferredoxinreduktasa (FDXR) — oxidoreduktasa, prenos elektronu

* p53 — transkripcni faktor, nespecificky vici IR



translace

Proteinové markery

» Kvantitativni stanoveni - proteomika
* Koncentrace v plazmé / burikach
* Hmotnostni spektrometrie

* Modulace aktivity, posttranslacni modifikace, strukturni zmény?...
* Nutno provést dalsi vyzkum



Dalsi pristupy

* Metabolomika — hmotnostni spektrometrie, HPLC...
 Hematologické parametry — krevni obraz

* Kombinace vice nespecifickych, ale rychlych metod?



Metody biologické retrospektivni dozimetrie

I T - T ™

Typ zkoumanych

beraci ac, dic, (k) ac, dic, k, (t) mikrojadra (ac, dic, k,) t
Expozice Akutni Akutni Akutni Akutni / chronicka (t) Akutni
Detekéni rozsah 0,1-5Gy 0,2-20Gy 0,3-4Gy 0,25 -4 Gy 0,01 -4 Gy
Doba analyzy > 48 hod. > 2 hod. > 72 hod. > 72 hod. > 24 hod.

Specifi¢nost vici IR ¢ ¢ x x ¢
Nehomogenni ozareni Q/ ¢ x x ¢
Pouzitelnost pro triaz ¢ ¢ ¢ x v

Stabilita signalu mésice meésice mésice roky (t) ~ 24 hod.
Narocnost analyzy stredni vysoka nizka vysoka stredni
: ISO 19238
Standardizace SO 21243 x 1ISO 17099 ISO 20046 x

ac (acentricky fragment), DCA (analyza dicentrickych chromosom), dic (dicentricky chromosom), DSB (dvojny zlom DNA),
FISH (fluorescencni in situ hybridizace), k (chromosomovy kruh), MN (analyza mikrojader), t (translokace),
YH2AX (fosforylovana forma histonu H2AX)
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/!\ Hleddme dobrovolniky /!\

* Pro ucely implementace metod biologické retrospektivni dozimetrie
hledame dobrovolné darce krve

e Odbér 1-3 x 10 ml zilni krve " 8( RB }m “ 5?
e Kontakt: ” “ “ M 595 38 “ﬂ“ Kuﬁ
Jakub Vavra TS TY K8 A an
jakub.vavra@suro.cz } I TRV I

e Odbéry probihaji po domluvé na adrese: Jablonova 8, Praha 10 f
* MozZnost zaslani individualniho karyogramu ¢i grafickych vystupu

68
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International
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Organization f f
so Reference

IAEA 2011. Cytogenetic Dosimetry: Applications in Preparedness for and Response to Radiation
Emergencies.

ISO 19238:2014. Radiation protection - Performance criteria for service laboratories performing
biological dosimetry by cytogenetics.

ISO 21243:2022. Radiation protection - Performance criteria for laboratories performing cytogenetic
triage for assessment of mass casualties in radiological or nuclear emergencies - General principles and
application to dicentric assay.

ISO 17099:2014. Radiological protection — Performance criteria for laboratories using the cytokinesis
block micronucleus (CBMN) assay in peripheral blood lymphocytes for biological dosimetry.

ISO 20046:2019. Radiological protection — Performance criteria for laboratories using Fluorescence In
Situ Hybridization (FISH) translocation assay for assessment of exposure to ionizing radiation.

Lehninger AL, et al. 2013. Lehninger principles of biochemistry.
Rodwell V, et al. 2018. Harper's lllustrated Biochemistry.
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