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Souhrn

Vychodiska: Prace se zabyva metodami klasické a molekularni cytogenetiky vhodnymi k vyset-
fovani cytogenetickych zmén u zdravotnikd i jinych profesnich skupin exponovanych karcino-
genlim. Ve zdravotnictvi je biomonitoring téchto osob spolu se sledovanim a hodnocenim ex-
pozice chemickym latkdm, cytostatikiim nebo zareni s karcinogennim potencialem zékladem
pro nastaveni funkénich napravnych opatieni a souc¢asné prevenci vzniku zhoubnych nadort
jako nemoci z povolani. Cil: V piehledu jsou prezentovany principy, vyhody i limity klasickych
cytogenetickych i modernich molekularné cytogenetickych metod. Z prvni skupiny se jedna
zejména o konvencni cytogenetickou analyzu chromozomalnich aberaci perifernich lymfocytd
osob exponovanych chemickym karcinogenim nebo vysetfovani sesterskych chromatid a mi-
krojader po expozici ionizujicimu zareni. Z novéjsich metod jsou uvedeny plvodniradioaktivni,
pozdéji fluorescencni in situ hybridizace, jeji barevné varianty, komparativni genova hybridi-
zace, spektralni karyotypizace, z nejnovéjsich mikro¢ipové metody. Zdvér: Molekularné cyto-
genetické metody umozniuji zpfesnéni metod pouzivanych v biomonitoringu chemickych latek
i zafeni. Jejich pfinosem je vyssi rychlost, automatizace nékterych proces(, vysoka citlivost,
zaméreni na stabilni genetické zmény schopné vyvolat proces karcinogeneze a také moznost
stanoveni odchylek i v nedélicich se burikach. Jejich nevyhodou jsou zatim chybéjici analyzy
vétsiho poctu dat z preventivnich vysSetieni, dosud nestanovené normy ¢i limitni hodnoty pro
exponované jednotlivce i pracovni kolektivy, stejné jako vyssi cena vysetieni.

Klicova slova
cytogeneticka analyza — enviromentalni monitoring - chromozomové aberace - konvencni
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METODY KLASICKE A MOLEKULARNI CYTOGENETIKY VHODNE PRO BIODOZIMETRII OSOB S EXPOZICI KARCINOGENUM

Summary

Background: People in the health professions and other occupations are frequently exposed to carcinogens, including chemicals, cytostatic
agents, and ionizing radiation with carcinogenic potential. These individuals require monitoring of their exposure, as well as biomonitoring
for cytogenetic alterations. Classical and molecular cytogenetic methods can establish functional remedial measures, while preventing the
emergence of malignant tumors as an occupational disease. Purpose: This article presents the main principles, advantages, and limitations of
classical cytogenetic and modern molecular cytogenetic methods. These include conventional cytogenetic analysis of chromosomal aberrations
in peripheral lymphocytes of individuals exposed to chemical carcinogens and examination of sister chromatids and micronuclei after exposure
to ionizing radiation. More recent methods include radioactive and fluorescence in situ hybridization, colour variants of the latter, comparative
gene hybridization, spectral karyotyping, and the latest microchip methods. Conclusion: Molecular cytogenetic methods make possible the re-
finement of methods used in the biomonitoring of chemicals and radiation. Their benefits include higher speed, automation of some processes,
high sensitivity, focus on stable genetic changes capable of triggering the carcinogenesis process, and the possibility of determining deviations
in non-dividing cells. Their disadvantages to date include lack of analysis of large numbers of individuals undergoing preventive examinations,

undetermined norms or limit values for exposed individuals and work teams, and higher costs of examination.
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cytogenetic analysis — environmental monitoring — chromosome aberrations — conventional cytogenetic analysis — fluorescence in situ hybridi-
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Uvod

Nasledkem expozice genotoxickym l&t-
kam (GTL) v pracovnim prostiedi mize
byt vznik zhoubného nadoru. Pro Gcin-
né&jsi prevenci je tfeba lépe zjistovat ex-
pozici karcinogennim latkam na praco-
vistich a podminky zpUsobujici nebo
podporujici vznik nddorového onemoc-
néni. Profesionalni expozice je charakte-
risticka kontinualnim plsobenim sledo-
vaného rizikového faktoru v komplexni
smési s dalsimi faktory na exponované
pracovniky. Pfi poskytovani zdravotnich
sluzeb jsou zdravotnici exponovani kar-
cinogenlim a mutagenltim, zejména io-
nizujicimu zafeni, cytostatikim, che-
mickym latkdm v podobé reagencnich
¢inidel, kontrastnich latek, anesteziolo-
gickych plynd nebo dezinfekénich latek.
Soucasné poznatky o souvislosti expo-

zice na pracovisti a vznikem rakoviny
zdaleka nejsou Uplné. Zdrojem udajl
o expozici karcinogenlm na pracovisti
jsou vnitrostatni rejstiiky, databaze mé-
feni expozic a informacni systémy evidu-
jici udaje o expozicich.

Monitorovani profesionalni
expozice karcinogeniim

Pracovisté s chemickymi karcinogeny
jsou pravidelné monitorovana. Soucasti
monitoringu je sledovani prostfedi, iden-
tifikace mutagenni aktivity komplex-
nich slozek prostfedi, monitorovani bio-
logického ucinku a hodnoceni biologické
odpovédi lidského organizmu na puso-
beni genotoxickych faktord pracovniho
prostfedi. Monitorovani biologického
ucinku poskytuje informace o mife expo-
zi¢ni zatéZe a pfip. o Uc¢innosti opatfeni

Tab. 1. Metody skupinového hodnoceni genotoxicity.

realizovanych ke snizeni expozice [1]. Ze
skupinovych metod hodnoceni genotoxi-
city sméruje praxe k vyuziti metod umoz-
nujicich co moznd nejcasnéjsi zjisténi
rizika. Metody, které maji vyrazny preven-
tivni potencidl, jsou shrnuty v tab. 1.

Typy aberaci detekované
biodozimetrii

Chromozomové aberace jsou viechny
odchylky chromozomd, které predsta-
vuji zménu jejich struktury a tvaru. Ke
vzniku chromozomovych aberaci do-
chazi tak, Ze mutagenni faktor zpUsobi
zlom, pfipadné nékolik zlomu v urci-
tém misté chromozomu, popf. chroma-
tidy. Ziskané chromozomalni aberace
vznikaji v prlbéhu Zivota prislusného
jedince pusobenim mutagennich vlivd
prostiedi, mohou vznikat i spontanné

Typ biomarkera Uroven detekce Piiklady metod

méfitelné indikatory genetickych,
biochemickych a fyziologickych faktord, ovliviuji
pravdépodobnost vzniku nemoci po dané expozici

biomarkery citlivosti metody genotypizace (detekce genového
polymorfizmu v genech podilejicich se na

biotransformaci xenobiotik)

Ames(v test
CAPL
stanoveni DNA a proteinovych addukt(

CAPL
mikronukleus test
FISH

biomarkery expozice  reverzibilni genotoxickd odpovéd

biomarkery ucinku ireverzibilni genotoxicka odpovéd'

CAPL - cytogenetickd analyza perifernich lymfocytd, FISH - fluorescen¢ni in situ hybridizace
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Tab. 2. Cytogeneticka analyza perifernich lymfocytt - skupinové a individualni hodnoceni [10].

Hodnoceni

Skupinové 0-2

2-4
4 avice
Individudlni  0-5

5 a vice (pii opakovaném nalezu)

nebo jako dlsledek poruchy reparac-
nich mechanizml. Znac¢na ¢ast naruseni
struktury DNA je pravdépodobné repa-
ra¢nimi systémy opravena, ¢ast vsak z0-
stdva neopravena a eventudini nesprav-
nou opravou vzniknou aberace rizného
typu. Plsobenim zevnich GTL vzni-
kaji hlavné strukturni chromozomové
aberace jako dlsledek dvouvlakno-
vych zlom{ na Sroubovici DNA. Dicen-
trické chromozomy nebo prstencové
chromozomy a translokace jsou hlav-
nimi aberacemi zpldsobenymi ionizu-
jicim zafenim. Chromatidové zlomy
a chromatidové vymény jsou typické
pro pusobeni chemickych latek. Sta-
bilni chromozomové prestavby nezpl-
sobuji ztrdtu chromozomového ma-
teridlu, mohou se prendset z bunky na
buriku, kumuluji se v organizmu a jsou
odrazem dlouhodobé expozice GTL [2].
Ke spravnému a jednotnému zaznamu
zjisténych odchylek slouzi Mezinarodni
systém cytogenetické nomenklatury
(ISCN). Byla prokazana asociace mezi
Cetnosti aberaci a celkovou incidenci
zhoubnych novotvar( a také asociace
mezi konkrétnimi typy aberaci a in-
cidenci konkrétnich typd zhoubnych
novotvard [3].

Zikladem metod hodnoceni chro-
mozomU je jejich studium v mikro-
skopu. Mikroskopy musi byt vybaveny
velmi kvalitni optikou s vysokou rozli-
Sovaci schopnosti. Pocet sledovanych
mitdz se odviji od zdvaznosti cytogene-
tického nalezu, v biodozimetrii u zdra-
vych osob se provadi podrobna analyza
100-200 mitdz. Vétsina cytogenetickych
laboratofi je v soucasnosti vybavena po-
¢itaCovou analyzou obrazu, kterd umoz-
nuje rychlejsi ptipravu karyotyp(, ukla-
déni analyzovanych mitéz a tim i lepsi

Vysledek (% aberantnich bunék) Vyznam

skupina s genotoxicky neefektivni expozici, na Urovni profesionalné

neexponované dospélé populace

skupina se zvysenou expozici genotoxickym latkdm

skupina s vysokou expozici genotoxickym latkam

fyziologicky nalez, odpovida profesiondlné neexponované dospélé populaci

dokumentaci a archivaci vysledkd pro
nejrliznéjsi ucely [4].

Klasické metody biodozimetrie
Patfi sem zejména cytogenetickd ana-
lyza perifernich lymfocyt( (CAPL) a mi-
krojaderny test, z historickych metod
pak stanoveni vymény sesterskych chro-
matid, stanoveni dicentr(, comet assay
nebo AmesQv test [5].

Cytogeneticka analyza perifernich
lymfocyti konvencni technikou

CAPL je v CR akreditovana standardizo-
vand metoda provddéna podle meto-
diky AHEM 1/2007. Slouzi jako vratny bio-
marker ¢asného genotoxického ucinku,
tedy v urovni poskozeni, které je pii v¢as-
ném zjisténi reponibilni, nikoliv az jako
marker onemocnéni. Provadi se v ramci
pracovnélékaiskych prohlidek na praco-
vistich, kterd byla orgdnem ochrany verej-
ného zdravi kategorizovéna jako rizikova,
a vysetieni je rozhodnutim téhoz organu
zafazeno do néplné preventivnich prohli-
dek. Zfidka je vySetfovani poskytovano
na zadost zaméstnavatele pro potreby
kategorizace prace nebo zhodnoceni
ucinnosti provedenych ochrannych opat-
feni. Prohlidky se provadéji periodicky,
podle vyse rizika, zpravidla v intervalu
1-2 roky. Vysledkem je individudIni a sou-
Casné skupinové hodnoceni [6].

Metoda kvalitativné a kvantitativné
analyzuje chromozomové abnormality
v lidskych somatickych bunkach in vitro
v optickém mikroskopu (obr. 1). Na lid-
ské lymfocyty se plsobi mitotickym
jedem kolchicinem, aby doslo ke ku-
mulaci délicich se bunék (C-metaféaze).
Buriky jsou ve vhodné dobé zpracovany
a jsou z nich pfipraveny mikroskopické
preparaty. Prepardty jsou obarveny

vysokd expozice genotoxickym latkdm

vhodnym barvivem. Metafazické burnky
jsou analyzovany z hlediska chromozo-
movych abnormalit. Aby byla burika za-
pocitana jako aberantni, musi u ni byt
nalezena alespon néktera z téchto druh(
aberaci - zlom, chromozomovy frag-
ment, minute, chromatidové vymény
a chromozomové pfestavby — dicent-
ricky a ring chromozom, translokace.
Gapy se pouze zaznamenaji, do celko-
vého hodnoceni se nezapocitavaji.

V roce 1998 byly zvefejnény hodnoty
spontanni frekvence aberantnich bunék
podlozené vysledky realizovanych rozséh-
lych studii; tyto referen¢ni hodnoty jsou
pouzivany dodnes [7]. Pro uréeni zavislosti
davka - ucinek je CAPL zatim jedinou me-
todou prokazujici sumarni karcinogenni
riziko [8]. Pfedpokladem zvyseného rizika
vzniku nddorovych onemocnéni jsou opa-
kované nalezy zvysenych hodnot chro-
mozomovych aberaci. Vlivem rlznych
translokaci dochazi k preskupeni onko-
gend, které mohou zapficinit vznik novych
fuznich gend a v kone¢ném dusledku tak
vyustit ve vznik nddorového onemocnéni.
DalSim podnétem muize byt inaktivace
nékterého z tumor supresorovych gend,
které slouzi jako negativni regulatory bu-
nécného cyklu, ¢imz dochazi k nekontro-
lovatelné buné¢né proliferaci a zabranéni
spusténi apoptdzy [9].

CAPL - hodnoceni vysledkti

Individualni primérné procento abe-
rantnich bunék (AB.B.) je v pribéhu let
konstantni. Pfedpoklada se, ze zvySena
frekvence aberaci znamena zvysenou
expozici GTL v poslednich 3-4 mésicich
pfed vysetfenim. Pfi snizeni expozice pak
dochazi k postupnému snizovani poctu
chromozomovych pfestaveb a zlom( az
k normé.Vysledkem vysetfeni konvenéni
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Obr. 1. Konvenéni cytogenetickd analyza.

cytogenetickou analyzou je zjisténé pro-
cento AB.B. Kromé hodnoceni jednot-
livel jsou vypracovany i postupy pro
provedeni skupinového testu uvedené
v tab. 2. Ten je podle platné legislativy
biologickym expozi¢nim testem k hod-
noceni expozice GTL [10]. Pi individual-
nim hodnoceni je za rizikovou povaZo-
vana frekvence > 5 % AB.B. Opakovany
nalez takové frekvence AB.B. v rozestupu
3 mésict znamena pro postizeného je-
dince zvysené riziko vzniku nadorového
onemocnéni, riziko zrychleného starnuti
bunék a zvysené riziko vyskytu vroze-
nych vad u potomkd. V rdmci individudl-
niho hodnoceni jsou nékdy odhaleny
i jiné, neocekavané individualni zmény.
Po zjisténi vysoké expozice genotoxic-
kym Iatkam je pracovnikovi doporucena
Uprava rezimu a Zivotospravy, podava se
3meésic¢ni vitaminizace. Pfi mimoradné
preventivni prohlidce se vysetfeni zo-
pakuje. Dalsi pracovni zafazeni zavisi
na vysledku kontrolniho odbéru, v kraj-
nim pripadé je mozné i trvalé prefazeni
pracovnika mimo riziko. Soucasné se
kontroluji hygienické podminky na pra-
covisti, pracovni postupy, ochranné po-
mucky, manipulace s odpady apod. Na-
vrhuji se opatfeni zamérend na snizeni
profesni expozice GTL.

U skupinového hodnoceni jsou limitni
hodnoty rozdilné. Ve vysetiované skupiné
ma byt nejméné 20 osob. Optimalni je exi-
stence srovnatelné neexponované sku-
piny zaméstnanct a idedlné také obecné
kontrolni skupiny ze stejné oblasti. Hod-

nota do 2 % AB.B. je shodnd se spontanni
frekvenci aberaci u bézné, profesionalné
neexponované populace. Hodnoty 2-4 %
AB.B. svédc¢i o zvysené expozici genoto-
xickym latkam, a je proto nutné presné
kvalitativné a kvantitativné definovat ex-
pozici a vyhledat a dale sledovat jednot-
livce s vysokou expozici GTL ve skupiné.
Hodnoty vy33i nez 4 % AB.B. signalizuji vy-
sokou expozici GTL v prostredi.

Mikrojaderny test

Mikrojaderny test perifernich lymfo-
cytl se pouziva zejména pro expozice
ionizujicimu zéfeni jak v pfipadé radiac-
nich nehod, tak k monitoringu profes-
niho ozareni osob. Principem je detekce
malych acentrickych chromozomadlnich
fragmentl, mikrojader, které zdstanou
béhem bunécného déleni v cytoplazmé,
mimo hlavni dcefind jadra. Mikrojadra
mohou obsahovat jak celé chromozomy,
tak i pouze jejich ¢asti. Test je jednoduchy,
rychly a soucasné dostatecné citlivy i pro
nizké davky ionizujiciho zéfeni. Vysledky
se vyjadiuji jako procento dvojjader-
nych bunék s mikrojadry nebo primérny
pocet mikrojader na dvojjadernou buriku.
Vzhledem k polocasu mikrojader v pe-
rifernich lymfocytech mlze byt mikroja-
derny test pouzit jak ke stanoveni davek
bezprostfedné obdrzenych po expozici
ionizujicimu zafeni, tak i s odstupem né-
kolika let od expozice. Rada modifikaci
testu zvysSuje statistickou spolehlivost
vysledkd a soucasné umoznuje detekci
i podstatné nizsich davek zareni [11].

Stanoveni sesterskych chromatid
Vysoce citlivda metoda provadéna in vitro
na lidskych lymfocytech byla dfive
hojné pouzivdna pro posouzeni mu-
tagenity/karcinogenity environmen-
talnich chemickych latek. Rychly test je
uréen pro detekci reciprokych vymén
DNA mezi dvéma sesterskymi chroma-
tidami duplikovaného chromozomu. Vy-
mény sesterskych chromatid pfedstavuji
vzajemnou vyménu produktl replikace
DNA v mistech homologie. Molekularni
podstata tohoto jevu stale neni zcela ob-
jasnéna. K vizualizaci sesterskych chro-
matid se vyuziva ,harlequinska” tech-
nika zaloZzena na rozdilném zbarveni
sesterskych chromatid béhem dvou bu-
nécnych cykld [12].

Comet assay

Jednoduchy a citlivy test je uréen pro de-
tekci jedno- a dvouretézcovych zlom
na DNA. Je vyuzivan ve studiich oprav
a poskozeni DNA a pfi hodnoceni ge-
notoxicity in vitro/in vivo. Provadi se na
sav¢ich bunkach, jeho vyhodou je po-
tfeba malého mnozstvi bunék. Metoda
vyuziva skutec¢nosti, Ze molekula DNA
s pfirozené zapornym ndabojem mig-
ruje v elektrickém poli smérem k anodé.
Rychlost migrace DNA v elektrickém poli
zavisi na poctu zlomu a velikosti mole-
kuly DNA. Bunky se zvySenym posko-
zenim DNA (barveni fluorescen¢ni DNA
sondou) maji zvySenou migraci chromo-
zomové DNA z jadra, tvarem ptipomind
kometu. Analyzou obrazu je uréena ve-
likost a tvar komety, tém odpovida mira
poskozeni DNA [2].

Stanoveni ¢etnosti dicentrickych
chromozomi

Cetnost dicentrickych chromozomi
pfesné sleduje davku ozareni, proto se
k biologické dozimetrii vyuzivd kromé
klasického cytogenetického vysetfeni
i toto vySetteni [2].

Amesuv test

Test vyvinuty pocatkem 70. let minu-
[ého stoleti patii k nejrozsifenéjsim tes-
tdm k detekci chemicky indukovanych
genovych mutaci. Mutagenita testova-
nych latek se ovéfuje na bakteriich. Pou-
Zivaji se histidin auxotrofni kmeny bak-
terie Salmonella typhimurium. Auxotrofie
je zplGsobena jednoduchou posunovou
mutaci. Kultivace probiha na agarovych
plotnach. Na pldé bez histidinu kolo-
nie nerostou. Pfidanim mutagenni latky
do pudy se zvysuje vyskyt zpétnych mu-
taci a vznikaji kolonie bakterii, které his-
tidin syntetizuji a na ptidé bez néj ros-
tou. Porovnanim poctu kolonii s pivodni
a zpétnou mutaci Ize prokazat pritom-
nost i velikost mutagenniho U¢inku
latky [2].

Molekularné biologické metody

v biodozimetrii

Zéakladni metodou z této rady je fluo-
rescencni in situ hybridizace (FISH) od-
vozena z plGvodni radio in situ hybridi-
zace (ISH). Déle srovnavaci genomova
hybridizace (comparative genomic hyb-
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ridization - CGH), mnohobarevné ka-
ryotypovani lidskych chromozomd
(mFISH — mBAND-SKY) a mikrocipové
technologie [4].

Fluorescencni in situ hybridizace
FISH s celochromozomovymi sondami
detekuje zejména stabilni strukturni
aberace, které nejsou identifikovatelné
konvenc¢nitechnikou. Pti pouziti specific-
kych DNA sond slouZi k analyze chromo-
zomovych odchylek v mitézéch i v ne-
délicich se interfaznich jadrech. Existuji
sondy pro specifické chromozomové
struktury (centromery, telomery, sate-
litni DNA), sondy pro jedine¢né genové
kopie (lokus-specifické sondy) a tzv. ma-
lovaci sondy pro celé chromozomy.
Podstatou metody je hybridizace ne-
radioaktivné znacenych DNA sond ke
komplementarnim tsekim cilové DNA
chromozom? nebo interfaznich bunéc-
nych jader fixovanych na mikroskopic-
kém preparatu a naslednd vizualizace
a analyza fluorescencnich signalt pod
fluorescen¢nim mikroskopem [4]. Sondy
jsou znaceny bud' piimo rdznymi fluoro-
chromy, nebo nepiimo, napt. biotinem.
U nepfimo znacenych sond po hybridi-
zaci nasleduje detekce pomoci systému
protilatek konjugovanych s rdznymi flu-
orochromy. V souc¢asné dobé jsou pou-
zivany vétsinou pfimo znacené sondy.
Identifikace fluorescencniho signalu je
mozna piimo z fluorescen¢niho mikro-
skopu, citlivéjsi je analyza z mikroskopu
vybaveného velmi vykonnou kamerou
napojenou na pocitac se specialnim pro-
gramem pro FISH. Citlivost metody se
tak zvy3uje o nékolik fadl. Obraz zis-
kany na monitoru je kvalitnéjsi nez pfi
sledovani pouhym okem v mikroskopu,
navic pocita¢ovy program dovoluje dalsi
Upravy obrazu. Pocita¢ova analyza ob-
razu umoznuje kvantitativni zpracovani
ziskanych dat, méfeni vzdalenosti jed-
notlivych signalG a vytvareni jednoho
obrazu z vice zaznam (obr. 2) [4].

Srovnavaci genomova hybridizace

CGH umoznuje detekovat a mapovat re-
lativni pocet kopii jednotlivych sekvenci
mezi riznymi genomy. Oblasti zmnozeni
nebo ztraty DNA sekvenci, jako jsou de-
lece, duplikace nebo amplifikace, jsou
zvyraznény rozdilnou barevnosti. CGH

Obr. 2. Fluorescencni in situ hybridizace, vlastni vyzkum (VRI Brno, projekt AZV
P09-15-33968A).

nelze vyuzit u prestaveb, pfi kterych
se neméni pomér poctu kopii sekvenci
DNA. Na stejném principu jako CGH je
zalozena metoda mikrocipli a tzv. ma-
trix CGH. Jako podklad pro hybridizaci
neslouzi celé mitézy, ale jednotlivé oli-
gonukleotidy predstavujici ¢asti DNA
oblasti nebo vybranych gent roboticky
natistény na podloznim skle (tzv. chip).
K takto pfipravenym preparatim je pak
pfipojena rozdilné znacend kontrolni
a sledovanda DNA. Barevnd zména uka-
zuje pfitomnost nebo nepfitomnost ur-
C¢itého genu nebo ¢asti chromozomu [4].

Mnohobarevné karyotypovani
lidskych chromozomi

Varianty FISH metody vyuZivaji moznosti
rozlisit barevné kazdy jednotlivy pér au-
tozom{ a pohlavni chromozomy.

V ptipadé multiplex FISH jde o hybri-
dizaci rozdilné znacenych malovacich
sond s konkrétnimi chromozomy. Pou-
ziva se smés DNA sond slozenych z vel-
kého poctu fluorescenéné znacenych
fragmentU jednotlivého chromozomu,
k detekci slouzi Sest uzkopasmovych
filtrGd. Po hybridizaci fluoreskuje cely
chromozom. Signal se pocita¢ové ana-
lyzuje a podle zjisténé intenzity se kaz-
dému chromozomu pfifadi klasifikacni

barva. Pti znaceni chromozom-speci-
fickych sond vice nez jednim fluorofo-
rem je mozné definovat cely karyotyp.
Aberace jsou snadno detekovany podle
poctu barevnych oblasti v chromozo-
mech — normalni zobrazena bunka je
jednobarevnd, zatimco nadorova burika
je sloZzena z vice barev (obr. 3). Detekce
slozitych interchromozomovych pre-
staveb postihne cely genom. Metoda je
velmi vhodna pti ur¢ovani plivodu mar-
ker chromozom jak v klinické, tak v na-
dorové cytogenetice. Nevyhody: nezjisti
intrachromozomové aberace, nutnost
kultivace bunék a ziskani dobfe pozoro-
vatelnych mitéz.

Podobné funguje také metoda mno-
hobarevného pruhovani s vysokou roz-
liSovaci schopnosti — mBAND. Vyu-
ziva parcidlnich malovacich sond, kdy
kazda hybridizuje s jinym usekem chro-
mozomu. Chybéni pruhu znaéi pa-
tologii. Umozniuje pfesné lokalizovat
misto zlomu na chromozomech, zjis-
tit rozsah deleci nebo duplikaci apod.
Mnohobarevna analyza jednotlivych
chromozom se vyuzivd v nadorové
cytogenetice, pfi studiu komplexnich
zmén karyotypu a pfi ur¢ovani plvodu
marker chromozomu. V sou¢asné dobé
jsou dostupné sondy pro vsechny auto-
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Obr. 3. Mnohobarevna fluorescencni in situ hybridizace.

zomy a pro X chromozom. Spektrélni ka-
ryotypizace je variantou mFISH — smés
DNA sond slozenych z velkého poctu
fluorescen¢né znacenych fragmentt

jednotlivého chromozomu. Po hybridi-
zaci fluoreskuje cely chromozom. Zobra-
zeni slouzi CCD (charge-coupled device)
kamera, Fourierlv spektroskop a fluo-

Tab. 3. Srovnani nejdulezitéjsich biodozimetrickych metod.

CAPL vyhody

nespecificky komplexni
ukazatel GTL

CAPL nevyhody

odrazi kratkodobou expozici

FISH vyhody

expozici GTL

detekce stabilnich aberaci
- vhodna pii opakované

rescencni mikroskop. Vysledny obraz je
podobny jako u mFISH, snima se najed-
nou, ne po filtrech.

Mikrocipové technologie

Rychle se rozvijeji také Cipové technolo-
gie. Do praxe vstupuji array CGH metody.
Pavodni BAC (bacterial artificial chro-
mosome) arrays s rozlisenim kolem 1 MB
jsou nahrazovény ¢ipy s vy$sim, oligonuk-
leotidovym rozlisenim. Vysledkem mé-
feni je vysoce citlivd celogenomové ana-
lyza — DNA ¢ipy detekuji zmény v poctu
DNA sekvenci, RNA ¢&ipy umoznuji sledo-
vat genovou expresi. Srovnani nejvhod-
néjsich metod z obou skupin pro bio-
dozimetrické Ucely je uvedeno v tab. 3.

Zaveér

Zmény v chromozomech vyvolané ge-
notoxickym ucinkem celého komplexu
latek, které se vyskytuji v pracovnim pro-
stiedi nejen zdravotnik(, jsou viditel-
nymi vysledky fady biodozimetrickych
metod. Tyto metody umoznuji deteko-
vat miru expozice, predvidat stupen po-
Skozeni a rozhodnout o event. léceni.
V nékterych ptipadech vysledky CAPL
byly hlavnim argumentem pro prosa-

FISH nevyhody

mezilaboratorni rozdily
v metodice i vysledcich

mezinarodni standardizace
a validace

definované referen¢ni hodnoty

biomarker expozice i t¢inku

individudlni i biologicky
expozi¢ni test

podporeno legislativou

méné vhodnd pro hodnoceni
expozice IZ

manualni hodnoceni nalezt -
vyssi chyba hodnotitele

striktni poZadavky na velikost
skupiny a kontroly

¢asové a finan¢né naro¢na

skupinové hodnoceni
ovliviuji dalsi, negenotoxické
faktory

individualni vysledky ovliviuji
dalsi, negenotoxické faktory

univerzalni — zhodnoti vliv
expozice GTL i nizké davky 1Z

zhodnoti i nekvalitni mitézy,
nedélici se nebo terminalné
diferencované buriky

automatizace analytickych
systém0

vysoka specificita, senzitivita
i rychlost

konfirmuje nejasné vysledky
klasickych metod

pouziti riznych barev pro
identifikaci rdznych sekvenci

malo vysledkud - chybi
referen¢ni hodnoty

variabilni komer¢ni
dostupnost DNA sond

vyssi cena

CAPL - cytogeneticka analyza perifernich lymfocytd, FISH - fluorescen¢ni in situ hybridizace, GTL — genotoxické latky,

IZ - ionizujici zafeni
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zeni zlep3eni pracovnich podminek a za-
vedeni bezpecnéjsich maximalnich pfi-
pustnych koncentraci skodlivych latek.
Kromé toho byla prokadzana korelace
mezi zvy$enou hladinou chromozomal-
nich aberaci po expozici genotoxickym
faktorlim a zvy3enym rizikem rakoviny.
CAPL je zatim jedinou metodou proka-
zujici sumarni karcinogenni riziko. Je
uzivana fadu desetileti, v CR byla stan-
dardizovéna a zaclenéna do legislativy
k ochrané vefejného zdravi a prevenci
onemocnéni s profesiondlni expozici,
existuji referen¢ni hodnoty pro profesné
exponované skupiny i béznou populaci.
Nové screeningové testy in vitro, jako
je FISH, comet assay nebo mikrocipové
techniky, pfekonévaji nékterd omezeni
metod konven¢ni cytogenetiky a mole-
kuldrni genetiky. Diky své citlivosti umoz-
nuji detekovat chromozomové aberace
v mitézach i v nedélicich se interfaznich
jadrech. Zachycuiji stabilni aberace, které
souviseji s naslednou karcinogenezi. Vyu-

ziti elektronové mikroskopie a automatic-
kych vyhledavacich systém trvaji kratsi
dobu, jsou efektivnéjsi a tim pfi rutinnim
vyuzivani i konkurenceschopné z financ¢-
niho hlediska. Prispivaji tak k efektivnéjsi
prevenci a cilené ochranné intervenci pfi
ochrané zdravi karcinogenlim exponova-
nych pracovnik(. Je zadouci ¢astéji vyuzi-
vat jejich vyhod nejenom ve vyzkumnych
programech, ale predevsim za¢lenénim
do kazdodenni praxe.

Literatura

1. Cikrt M, Mélek B. Pracovni Iékafstvi I. Hygiena préce.
Praha: CIVOP 1995.

2. Komérek L, Bencko V, Mika J et al. Standardni operacni
postupy pro biologické monitorovani genotoxickych
Ucinkd faktor( prostiedi. AHEM: SZU Praha 2003.

3. Smerhovsky Z, Landa K, Rssner P et al. Risk of cancer in
an occupationally exposed cohort with increased level of
chromosomal aberrations. Environ Health Perspect 2001;
109(1): 41-45. doi: 10.1289/ehp.0110941.

4. Michalova K, Zemanovd Z. Klasickd a molekularni cy-
togenetika v klinické praxi. Klin Biochem Metab 2005;
13(34): 63-67.

5. Mitelman, F (ed). ISCN 1995. An international system for
human cytogenetic nomenclature (1995). Recommenda-

tions of the international standing committee on human
cytogenetic nomenclature. New York: Karger, Basel 1994.
6. Obe G, Pfeiffer P, Savage JR et al. Chromosomal
aberrations: formation, identification and distribution.
Mutat Res 2002; 504(1-2): 17-36. doi: 10.1016/50027-
5107(02)00076-3.

7. Rossner P, Srdm RJ, Bavorové H et al. Spontaneous level
of chromosomal aberrations in peripheral blood lympho-
cytes of control individuals of the Czech Republic popula-
tion. Toxicol Lett 1998; 96-97: 137-142.

8. Rossner P, Boffetta P, Ceppi M et al. Chromosomal aber-
rations in lymphocytes of healthy subjects and risk of can-
cer. Environ Health Perspect 2005; 113(5): 517-520. doi:
10.1289/ehp.6925.

9. Bonassi S, Hagmar L, Strémberg U et al. Chromosomal
aberrations in lymphocytes predict human cancer inde-
pendently of exposure to carcinogens. European Study
Group on Cytogenetic Biomarkers and Health. Cancer Res
2000; 60(6): 1619-1625.

10. Ocadlikové D, Bavorové H, Smid J. Metody biologického
monitorovani genotoxickych Ucinkd faktord prostredi. Cy-
togeneticka analyza perifernich lymfocyt(l. AHEM: SZU Praha
2007. [online]. Dostupné z: http://www.szu.cz/uploads/doc-
uments/knihovna_SVI/pdf/2007/full_2007_01.pdf.

11. Hayashi M . The micronucleus test — most widely used
in vivo genotoxicity test. Genes Environ 2016; 38: 18. doi:
10.1186/541021-016-0044-x.

12. Norppa H, Bonassi S, Hansteen IL et al. Chromo-
somal aberrations and SCEs as a biomarker of cancer
risk. Mutat Res 2006; 600(1-2): 37-45. doi: 10.1016/j.
mrfmmm.2006.05.030.

276

Klin Onkol 2019; 32(4): 270-276




