Chromatinové struktura

short region of /WNM ¢
DNA double helix % \ 2nm
"beads-on-a-string" @ N\
form of chromatin . @

section of
chromosome in an 300nm
extended form

entire
metaphase
chromosome 1400nm

Figure 2.5. lllustration of the relative sizes of the DNA helix, the various stages of folding and pack-
ing of the DNA, and an entire chromosome condensed at metaphase.
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Figure 2.5. lllustration of the relative sizes of the DNA helix, the various stages of folding and pack-
ing of the DNA, and an entire chromosome condensed at metaphase.




Letéalni aberace chromosomuti
& chromatid (1)

Postihuje dva oddélené - J  treront
chromosomy pre-replication
A — chromosomes

Zlomy musi nastat casné v
interfazi a musi byt ‘ T 1 break in
"opraveny" pripojenim dvou — saeh ehromaseme
chromosomovych casti

obsahujicich centromery.
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Vysledna struktura se Replication ($)
replikuje a miize se

1dentifikovat jako zkresleny
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plus acentric fragment

centromerami a jednim
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Letalni aberace chromosomu ¢i
chromatid (2)

Centricky krouzek /\ Fre.repiication

{G1) chromosaome
Zahrnuje dveé vétve téhoz
chromosomu N TR e
Zlomy musi nastat ¢asne v et union
interfazi a musi byt "opraveny"

vytvorenim krouzku s jednou
centromerou a jednim
centrickym fragmentem = =

Replicatlon (S}

Pozdéji se chromosom replikuje a @ Overtapping rings
muze se identifikovat jako
dvojity krouzek




Chromosomové aberace
v metafézi lymfocyti




Neletélni preskupent

Symetricka translokace

Zahrnuje zlomy ve 2
prereplikacnich
chromosomech s vyménou
prerusenych koncli mezi
témito 2 chromosomy

Obtizné viditelna na
konvenénim preparatu,
avsak snadno
pozorovatelna pri
fluorescencni hybridizaci

in situ (FISH)

2 different
pre-replication
chromosomes

1 break in
each chromosome

lllegitimate union

Replication (S)

Translocation




FISH = fluorescence in situ hybridization (“Chromosome Painting®)



Chromosome 5 ; G2/PCC

Inversion pericentric (breakpoints in 1 and 21)
White dots = centromeres

Iron beam 500 MeV/n ; 1 Gy

(M. Horstmann)

Podrobnéjsi analyza zmény
usporadani je mozna pri
pouziti metody multicolour
chromosome banding (metoda

mnohobarevného pruhovani -
mBAND).

Pravy chromosom zde
vykazuje znacnou inverzi své
stredni casti, jejiz body zlomu
jsou naznaceny teckovanymi
carami.

(Bilé tec¢ky = centromery)



Analyza chromosomu metodou
mBand (2)

Snimky chromozomu
byly provedeny s péti
ruznymi filtry ...

... a byl vytvoren
jeden
pseudobarevny
obraz

(az 500 pruhti na
haploidni genom)

True"Colour Pseudo Colour




Princip biologické dozimetrie

Biologicka dozimetrie je metoda vyhodnoceni davky
na zakladé poskozeni vyvolaného zarenim v téle.

Pro Gcely biodozimetrie se nejcastéji analyzuje
chromosomalni poskozeni.

To se provadi témer vylucneé v lymfocytech periferni
krve.



aterial volby pro biodozimetri:
ymfocyty lidské periferni krve

Lymfocyty cirkuluji v téle, takze nekteré z nich jsou
vzdy exponovany zareni dokonce 1 v pripadé expozice
casti téla.

Lymfocyty 1ze snadno odebirat.
Lymfocyty jsou z vice nez 95 % v klidové Go fazi,

takze nedochazi k okamzitému vymizeni poskozeni
chromosomu proliferaci bunek.




Princip kultivace lymfocytu

Fytohemaglutinin Kolcemid
(stimulace proliferace) (zastava mitozy)
J J Sbér
. priprava preparatu
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Kalibrace metody

- ozareni vzorku krve od ruznych darcu in vitro
- pocitani chromosomovych aberaci

- vytvoreni kalibra¢ni kfivky (+ interval spolehlivosti)

Frekvence

Davka (Gy)




Je frekvence aberaci stejna po
expozicl In vivo a In vitro?

Frekvence

Davka (Gy)

— Kalibracni kfivku lze obdrzet in vitro




Pouziti metody

- Obdrzeni vzorku krve od (pfipadné) exponované osoby

- Pocitani chromosomovych aberaci

- Stanoveni (pravdépodobné) davky zareni

Frekvence

Davka (Gy)




Pouziti metody

- Obdrzeni vzorku krve od (pfipadné) exponované osoby

- Pocitani chromosomovych aberaci

- Stanoveni (pravdépodobné) davky zareni

Frekvence

Davka (Gy)




Pouziti metody

- Obdrzeni vzorku krve od (pfipadné) exponované osoby

- Pocitani chromosomovych aberaci

- Stanoveni (pravdépodobné) davky zareni

Frekvence

Davka (Gy)




Krivky davka-odpovéd pro rizné
podminky ozareni

akutni expogice
Y =c + aD +|bD?

Y zareni
chronicka expgzice

Frekvence aberaci




Reprodukovatelnost biodozimetrie (1)

Spontanni frekvence dicentrickych chromosomu

pocet dicentricke
autor (autofi) analyzovanych chromozomy

bunék na 1000 bunék
Awa (1986) 32.311 2,35
Bauchinger (1986) 36.000 0,42
Bender und Preston (1986) 76.900 1,74
Blackwell et al. (1974) 17.394 0,40
Galloway et al. (1986) 31.503 2,00
Leonard et al. (1984) 11.500 1,10
Lloyd et al. (1980) 23.300 1,30




Reprodukovatelnost biodozimetrie (2)

Dicentrické chromosomy (priimér 4 osob)
pocitany v 6 ruznych laboratorich na stejnych preparadtech

Lab 0-19.3 mGy 28.8-47.7T mGy 290 mGy
Dic. | Dic./Met. | Dic. Dic/Met. | Dic.| Dic/Met.
1 10 0,0010 11 0,0028 22 0,0110
2 8 0,0008 5 0,0012 17 0,0085
3 26 0,0026 12 0,0030 41 0,0205
4 9 0,0009 8 0,0020 22 0,0110
5 17 0,0018 16 0,0046 22 0,0114
6 13 0,0013 5 0,0013 28 0,0140




Reprodukovatelnost biodozimetrie (3)

Dicentrické chromosomy (primérny vysledek obdrzeny
v 6 riznych laboratorich) pro 4 osoby

Ind. 0-19.3 mGy 28.8-47,7 mGy 290 mGy

Dic. | Dic./Met. Dic. Dic/Met. Dic. Dic/Met

1 21 0,0014 21 0,0038 58 0,0193
2 17 0,0011 9 0,0015 22 0,0073
3 13 0,0009 12 0,0020 39 0,0119
4 32 0,0021 15 0,0025 37 0,0124




Srovnéni mezi fyzikélni a
"biologickou" dédvkou

Biological Doses (Gy)

Physical Doses (Gy)

Figure 2. Experimental data of an emergency training during which more than 100 blood samples were
simultaneously analysed by conventional cytogenetics, based on the 50 metaphases reading. The biological dose
estimates (in ordinate) is expressed according to the physical dose (in abscissa). The dotted line represents the
linear regression led through experimental points




Metoda PCC (Premature
chromosome condensation) (1)

Problém:
mimoradné vysoké davky zplsobuji pozastaveni mitozy

Reseni:
metoda PCC (Premature Chromosome Condensation)

Induktorové mitotické bunky CHO (tj. bunikky ovarii ¢inského kireéka)
izolované s pouzitim chemické a fyzikalni (rychlé trepani banky)
techniky

Zkusebni bunky (tj. lidské lymfocyty) fizované s buntkami CHO pomoci
polyetylenglykolu (PEG)

Interfazové DNA testovanych bunék kondenzuji do struktur podobnych
chromatidu/chromosomu (46 pro neozaiené lidské bunky)
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Metoda PCC (Premature
Chromosome Condensation) (2)

Fytohemaglutinin Fuze s bunkami CHO
Y Y/ Sbér

priprava preparatu

barveni

2

:“ - GZ PCC
e ®

. ..

e bufika s

nadmernymi
fragmenty




FISH = fluorescence in situ hybridization (“Chromosome Painting®)



o Ozarena bunka
Neozarena bunka s nadmérnym fragementem



Pouzitelnost analyzy PCC pro
biologickou dozimetrii

Odhady davek lze obdrzet v prubéhu 48 hodin po
dodani krve do laboratore

Pozastaveni mitézy vyvolané zarenim neinterferuje s
analyzou, jelikoz se provadi na jadrech
v interfazi a nevyzaduje déleni bunek

Metoda je povazovana za pouzitelnou po supraletalni

expozicl a pro zlepseni hladiny detekce nizkych
davek




Letalni aberace chromosomui

Postihuje dva oddélené
chromosomy.

Zlomy musi nastat ¢asné v
interfazi a musi byt
"opraveny" pripojenim
dvou chromosomovych
casti obsahuijicich
centromery.

Vysledna struktura se
replikuje a muze se
identifikovat jako
zkresleny chromosom se 2
(nebo 3) centromerami a
jednim centrickym
fragmentem.

Y Gy

2 difterent
pre-replicatian
Chrgmosomes

1 break in
each chromosome

IHegitimate unior

RAeplication {%)

Dicap Hyomosome
plus fragment



Tvorba mikrojader

:.
NormAlni anafaze Abnormalni anafize (ztrata
(spravné déleni chromozomit) materidlu nasledkem zlomt DNA)




Mikronuklearni a nukleoplazmatické
mustky po déleni jaddra







Rozbor mikrojader

Fytohemaglutinin Cytochalasin B
/ J
— Sbér

priprava preparatu
BRI SRR |-




Zavislost frekvence vyskytu
mikrojader na dévce

100

y= 2783 x + 3714 r =099

80 =

MICRONUCLEI PER 1000 CELLS
+ S.E.M.

X-RAY DOSE ( cGy ) 1 cGy = 10 mGy




€uropean Radiation Dosimetry Group E U R ﬂ DOS

Centric ring

Cytochalasin Dicentrics

B .
Fragment

Incorporation




€uropean Radiation Dosimetry Group 6 U R H DOS

1. 35 vzorku

2. davky od 0,5 do 3 Gy

Dicentric dose

3. 50 metafazi na vzorek

4. 500 binuklearnich bunéek




€uropean Radiation Dosimetry Group 6 U R ﬁ DOS

Rozbor mikrojader oproti rozboru dicentrickych chromosomu

Dicentrics Micronuclei @

Lymphocytes cultures 48h 64 h

Slide preparation 4h 2h

Number of cells scored 50 500

Staining Giemsa Fluorescence
Scoring 1to2h 1to2h
Precision +1 Gy +0,5 Gy
Lower dose 1 Gy 0,5 Gy

Dicentrické chromosomy:
obtizné pozorovatelné
moznost vyssi presnosti

Mikrojadra:

snadnejsi 1dentifikace - v poradku pro fazi tridéni
méne specificka - méné vhodna pro presné posouzeni davky




Zlepseni rozboru mikrojader:
znaceni centromer
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section of
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Figure 2.5. lllustration of the relative sizes of the DNA helix, the various stages of folding and pack-
ing of the DNA, and an entire chromosome condensed at metaphase.




Analyza mikrojader
pancentromerickou sondou

Vétsina spontannich
mikrojader je centromer
pozitivnich (obsahuji celé
chromosomy), vétsina
mikrojader vyvolanych
zarenim je centromer
negativni (obsahuji pouze
fragmenty chromosomt).

Proto pomér poctu centromer-negativnich k centromer-pozitivnim

jadrim roste s davkou. Vzrust lze pripadné zaznamenat nad 0,05 Gy
neboli 50 mGy.
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1)

2)

3)

4)

—_——

mikrojader

—_———— —

Identifikace
binuklearnich bunék

Identifikace moznych
mikrojader

Eliminace artefaktu

Pocitani mikrojader
na bunku



Analyza somatickych mutaci
pomoci glykoforinu A (GPA)

Provadény dvoubarevnou imunofluorescencni
prutokovou cytometrii na erytrocytech periferni krve

Lidé jsou bud N/N ¢1 M/M homozygoti nebo N/M
heterozygoti

Rozbor se zaklada na méreni N/O variant erytrocytu,

které vykazuji fenotyp konzistentni se ztratou exprese
GPA (M) alely

LLze provadét pouze na jednotliveich heterozygotnich
v tomto lokusu, t.j. pouze u osob N/M (zhruba polovina
populace)



Fluorescencni aktivacni postup
(¢i imunofluorescenéni znaéeni)

Protilatky Protilatky jsou uméle
rozpoznavaji konjugovany na
specifické fluorochromy

ol elictily me Pokud jsou bunky

povrchu nékterych

bunék... analyzovany prutokovou

cytometrii, budou bunky
exprimujici marker, pro

FITC

& ktery je dané protilatka
specificka, vykazovat
fluorescenci. Bunky, které

postradaji tento marker,
nebudou vykazovat
fluorescenci

...ale nikoli na
povrchu jinych
bunék




Sheath

Bunky jsou vystaveny
laseru s pouzitim principtim
hydrodynamické fokusace

/ <«— | Flow
/ chamber

Laser optics




Laminar Fluidic Sheath

PE FL

\Outer

Sheath

FITC FL

488nm Sct




Kazda burika generuje soubor fluorescencnich signalu

Photomultiplier Tubes

SN

PE FL FITC FL 488nm Sct

/ﬁﬁf

Discriminating

Filters
Forward

D|chr0|c Lenses  Confocal Lens Light _
Scattering

Detector




Negativni bunky se rovnez detekuji

PE g\fl_i% FITCg% 488nm Sct

P !

Forward
Dichroic Lenses Light

Confocal Lens Scatter




Pouziti analyzy GPA
pro biologickou dozimetrii

Number of mutant red blood cells per million

00 05 10 18 20 28 30
Bone marrow dose (sieverts)

Vztah mezi glykoforin A mutantni frekvenci v ¢ervenych krvinkach
a radiacni davkou pro zhruba 1200 osob, které prezily atomovou bombu




5 Gy

0 Gy



Pouziti analyzy lozisek yH2AX
pro biologickou dozimetrii

Analyza lozisek YH2AX umoznuje
vyhodnoceni dokonce 1 relativnée
nizké davky obdrzené pri
radiologické diagnostice, napriklad
pri pocitacové tomografii. Bylo
zjisténo, ze lze mérit efektivni
davky jiz od 3 mGy.

Vzhledem ke kratkému polocasu
lozisek YH2AX byla méreni
provadena obvykle behem hodiny po
expozicl.

Excess foci / cell
30 min after exposure

Excess foci / cell
60 min after exposure

0.40 1
0.35 1
0.30 1
0.25 1
0.20 1
0.15 1
0.10 1
0.05 1

0.00
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0.20
0.15 1
0.10

0.05 A

0.00

A, A one-phase thorax CT with, w/o contrast medium
® multi-phase abdomen CT

B combined thorax / abdomen CT
4 one-phase skull CT
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