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Rizika a nejistoty detekce gamma-H2AX pro ucely
biodozimetrie
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Fosforylace jaderného histonu H2AX reprezentuje jeden z klicovych procest reparace poskozeni DNA u¢inkem
ionizujiciho zafeni (IZ), ktery nastava v pribéhu nékolika minut a pfetrvava az nékolik hodin po ozafeni.
Utinkem absorpce uréitého mnozstvi energie IZ dochazi ke zvyseni poétu indukovanych dvojitych zlomt na
DNA a tim i ke zvySeni exprese histonu gamma-H2AX. Diky dostupnosti specifickych monoklonalnich pro-
tilatek proti fosforylované formé histonu je mozné stanovit miru exprese v zavislosti na ¢ase ¢i absorbované
davce IZ. Linearni davkova zavislost fosforylace histonu H2AX byla u lidskych perifernich krevnich lymfo-
cytti prokazana in vitro i in vivo. Histon gamma-H2AX byl s ispéchem pouzit nejen v pfipadé homogenniho
celotélového, ale také k prikazu parcidlniho ozafeni u potkant. Vysoké senzitivity stanoveni miry fosfory-
lace H2AX dosahuje metoda konfokalni mikroskopie. Tato metoda je ov§em naroc¢na jak na ¢as (vice jak 24
hodin), tak také na vybaveni laboratofi a odborné zku$enosti personalu. Alternativou je stanoveni gamma-
H2AX metodou priitokové cytometrie, kterou Ize realizovat v jakékoliv hematologické laboratofi s bézZnym i
jedno-laserovym prutokovym cytometrem a vysledky lze ziskat do tfi hodin po odbéru krve. Tato technika
vsak s sebou nese sva uskali, ktera je nutno v pfipadé vyuziti gamma-H2AX jako biodozimetrického ukaza-
tele absorbované davky IZ zohlednit. DuleZitym parametrem, ktery vyznamné ovliviiuje vysledky analyz, je
¢as odbéru krve, protoze gamma-H2AX dosahuje maxima v rozsahu 10-30 minut po ozafeni. S tim souvisi i
zpusob uchovavani vzorkt po odbéru. Vzhledem k tomu, Ze prutokova cytometrie je metodou relativni, ktera
neumoziuje stanoveni poctu 1ézi DNA, ale poskytuje vyhradné informaci o intenzité flourescence, jsou exak-
tni vystupni data ovlivnéna nejen nastavenim pfistroje, ale také pouzitym fluorochromem i Sarzi specifické
monoklonalni protilatky. Nase data dale prokazala, Ze fosforylace H2AX vykazuje signifikantni rozdily v pfi-
padé ozafeni rozdilnymi davkovymi piikony. Cilem této prace bylo zhodnotit vyhody i nevyhody metody
detekce gamma-H2AX metodou pratokové cytometrie a navrhnout fe$eni pripadnych spornych oblasti, které
ovlivituji kvalitu a moznosti vyuziti gamma H2AX jako biodozimetrického ukazatele.
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