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Abstrakt

Ptijmeni a jméno: Skalova Jana
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Nazev prace: Vliv davky zéafeni na zménu zastoupeni znaku H2AX

Vedouci prace: Ing. Bc. Tomas Vlas

Pocet stran — ¢islované: 35

Pocet stran — nec¢islované: 19

Pocet priloh: 1

Pocet titull pouzité literatury: 30

Klicova slova: histon H2AX, ionizujici zafeni, gama zateni, biodozimetrie, pritokova cyto-

metrie

Souhrn:

Bakalafsk4 prace je zaméfena na stanoveni miry exprese fosforylovaného histonu H2AX
(y-H2AX) po vystaveni §kodlivému gama zafeni. Byla sledovana zavislost mezi zastoupe-
nim molekuly y-H2AX ve vzorku a jeho pfijatou davkou radiace. Analyzované vysledky
byly statisticky vyhodnoceny. Vysledkem této prace je zjistény fakt, Ze exprese zminéné
molekuly je zavisla na velikosti ptijaté davky radiace. O znaku y-H2AX lze tedy teoreticky

uvazovat jako o ukazateli velikosti pfijaté davky ionizujiciho zéfeni.



Abstract

Surname and name: Skalova Jana

Department: Department of Rescue Services, Diagnostic Fields and Public Health
Title of thesis: Effect of dose of ionizing radiation on histone H2AX

Consultant: Ing. Bc. Tomas Vlas

Number of pages — numbered: 35

Number of pages — unnumbered: 19

Number of appendices: 1

Number of literature items used: 30
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Summary:

The bachelor thesis is focused on the scale of expression of phosphorylated histone H2AX
(y-H2AX) after exposure to gamma radiation. The dependency between share of y-H2AX
molecule in a sample and dose of radiation, which the sample was irradiated, was examined.
The analysed results were statistically evaluated. The outcome of this thesis is the evaluation
that production of this molecule is dependent on dose of radiation. The result is that this

histone represents an indicator of the received dose of ionizing radiation.



Predmluva

Bakalafska prace byla napsdna z divodu mého zajmu o oblast imunologie, a zdroven
0 oblast ionizujiciho zafeni. Jedna se o pomérné naro¢nou a jen z malé ¢asti prozkoumanou
problematiku. Cilem prace bylo nahlédnout do svéta radioaktivity a zjistit, jak ptsobi ioni-
zujici zatfeni na lidské buiiky. Perspektivnim tématem se jevi sledovani nizkych davek zaieni
a jejich dlouhodoby vliv na lidské zdravi, coz muze byt zajimavé z divodu zivota lidi v kon-
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UvVOoD

Bakalaiska prace s nazvem ,,Vliv davky zafeni na zménu zastoupeni znaku H2AX*
je zpracovana metodou kvantitativniho vyzkumu a zabyva se stanovenim specifického
znaku, ktery poukazuje na poSkozeni DNA zpusobené ionizujicim zatfenim. Biologicka do-
zimetrie hraje dualezitou roli pii odhadovani davek radiace na vystavené jedince po radiac-
nich nehodach, kde nejsou dostupné fyzikalni dozimetry. DNA eukaryotickych bunék je ne-
ustale vystavena ptsobeni fad¢ exogennich 1 endogennich latek. Ionizujici zateni, ale 1 jiné
Skodlivé vlivy, indukuji Sirokou $kalu 1ézi DNA, z nichz nejzavaznéjsi jsou dvouietézcové
zlomy DNA. V reakci na zlomy je indukovana exprese molekuly y-H2AX, ktera je hlavnim
predmétem této prace. Pii hodnoceni vysledki je tfeba dbat na spravnou interpretaci. Cela
problematika je stale aktudlni, jelikoz odhad davek radiace na zaklad¢ exprese znaku

v-H2AX stéale neni stoprocentni.

Hlavnim cilem této prace bylo zhodnotit vliv gama zafeni na burky, a tedy zjistit,
zda je exprese molekuly y-H2AX v korelaci s pfijatou davkou radiace. Dil¢imi cili pak bylo

nalézt vhodny postup pro stanoveni miry exprese y-H2AX a vhodné interpretace vysledkd.

V teoretické ¢asti se zabyvame uvedenim do problematiky. Vénujeme se popisu za-
kladni stavby bunécného jadra a fyziologickym mechanismiam bunky. Dale jsou vymezeny
rizné druhy ionizujiciho zafeni a jejich vyuziti ve zdravotnictvi. Nasleduje podrobny popis
biologickych ucinkli ionizujiciho zafeni na organismus. Souvislost mezi ionizujicim zafenim
a samotnou molekulou y-H2AX je popséana v samostatné kapitole. V poslednich kapitolach

teoretické casti uvadime principy metod, kterych jsme pii zpracovani vyuZivali.

Praktick4 cast popisuje principy, pomicky a pracovni postupy u méteni hladiny
v-H2AX. Déle obsahuje porovnani vysledkil u ozatrenych vzorka s negativnimi kontrolami,

a to pomoci statistického zhodnoceni.

Poslednimi kapitolami této kvalifikacni prace jsou diskuze a zavér, kde se vénujeme

vyhodnoceni a interpretaci vysledk, které jsme ziskali.
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TEORETICKA CAST

1 BUNKA A H2AX

1.1 Organizace bunééného jadra

Bunécné jadro predstavuje nejveétsi, velmi vyznamnou organelu eukaryotické bunky
0 velikosti 10-20 um v praméru. Od cytoplazmy ecukaryotické buriky je odd¢leno jadernym
obalem s jadernymi péry, které umoznuji transport latek. Bunééné jadro obsahuje nukleo-
plazmu, kterd obsahuje téméf veskery geneticky materidl bunky, ktery je nazyvan jako DNA

(deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina). (Koolman, 2012)

1.2 Struktura chromatinu

V jadte je DNA ulozeno ve formé chromatinu, ktery je kondenzovan béhem mitdzy
na chromozomy viditelné ve svételném mikroskopu, zatimco v pribéhu interfaze buné¢ného
cyklu je témét rozpustén. Uspotradani chromatinu je zalozeno na nukleozomech, jakozto za-
kladnich stavebnich jednotkach, o pruméru 10 nm. Kazdy nukleozom ma strukturu ok-
tameru, ktery je slozen vzdy ze dvou stejnych molekul ¢tyt riznych typi jadernych proteint
(histont) — H2A, H2B, H3 a H4. Podjednotky H3 a H4 tvoii ve stfedu nukleozomu syme-
trickou jednotku. Dva pary histonit H2A a H2B jsou poté vazany na vné&jsi stranu komplexu
H3-H4 a dopliuji histonovy oktamer. Kolem proteinového jadra je navinuto 147 part nuk-
leotidovych bazi neboli bp (base pair, par bazi) DNA, které vytvaii 1,8 levotocivych nad-
Sroubovicovych zaviti. Histony jsou pevné vazany na DNA a tvofi tak velmi stabilni kom-

plexy. (Koolman, 2012; Sinden, 1994; Rezacova, 201 1)

Nukleozomy jsou spojeny kratkymi useky DNA pfimo nespojenymi S histonovymi
oktamery (linkery DNA) za vzniku opakujicich se jednotek. Linkery DNA a vnéjsi stranu
nukleozomu spojuje dalsi histon — H1 a ptedpoklada se, ze kontaktuje DNA, kde do nukle-
0zomu vstupuje a vystupuje. Délka linkeru se mize dynamicky meénit napf. v zavislosti na
stupni diferenciace buiiky a odrazet tak funk¢ni stav chromatinu. S pfitomnym histonem H1
je s nukleozomem spojeno 167 bp, které tvoii dva uplné Sroubovicové zavity. Nukleozom
s vazanym histonem H1 je nazyvan jako chromatozom. DNA v chromatozomu je stabilngjsi
a kompaktné&jsi nez v nukleozomu a je predpokladano, ze jsou tyto oblasti DNA transkripéné
neaktivni. (Nasheuer, 2010; Sinden, 1994; Koolman, 2012)
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Genom (veskera geneticka informace ulozena v DNA) kazdé lidské buiiky obsahuje
fadové 6-10° bp, coz odpovida délce vlakna dvousroubovice DNA vice nez 2 m. V koneéném
disledku je pak v jedné lidské bunce stoceno 90 mm chromatinovych vldken o priméru

30 nm. (Rezacova, 2011)

1.3 Mechanismy remodelace chromatinu

Ptes jeho modulacni strukturu neni uspofadani chromatinu statické a dochézi k re-
modelacim. VSechny procesy v bunécném jadie jako napiiklad transkripce, replikace a
opravy DNA probihaji ve struktufe chromatinu a existuji lokalni i globalni mechanismy,
které mohou tuto strukturu ménit. Tato modifikace je fizena dvéma obecnymi mechanismy.
Prvnim z nich jsou enzymatické aktivity schopné posttranslacni modifikace histoni a regu-
lace histonového kodu. Druhy z mechanismi je zajistovan ATP-dependentnimi (adenosin
triphosphate, adenosintrifosfat) remodeldtory a proteiny vazajici chromatin, které mohou

pfimo modifikovat jeho strukturu. (Rezadova, 2011; Weyemi, 2018)

Zachovani stability genomu mé pro vSechny organismy zéasadni vyznam. Sav¢i
buniky jsou vybaveny fadou piisné regulovanych drah poskytujicich G€innou opravu DNA
v reakci na endogenni nebo exogenni genotoxické latky. Nedostatecnd oprava DNA muze

vést k Siroké Skale genetickych poruch, az k rakoving. (Weyemi, 2018)

1.4 Rodina histoni H2A

Rodina H2A mé dvé biochemicky oddélitelné izoformy klasifikované jako H2A1 a
H2A2. Jejich jediny rozdil je v genetickém kodu. H2A1 koduje v pozici 51 leucin a H2A2
methionin. Tyto varianty tvofi vétsinu savciho H2A a nejsou zjistény zadné odlisnosti v je-
jich funkci. Jsou oznacovany rovnéz jako majoritni varianty. Lidsky genom obsahuje 10

gent, které tyto dvé varianty rodiny H2A koduji. (Nasheuer, 2010; Rezacova, 2011)

Existuje 5 dalSich lidskych genit H2A, ozna¢ovanych jako varianty minoritni, které
koduji peptidy sekvenéné vyznamné odlisné od variant H2A1 a H2A2 — H2AX a H2AZ.
Piestoze je vyskyt téchto variant podstatné méné ¢asty, hraji vyznamnou tlohu v chromati-
novém metabolismu. Existuji dal$i minoritni varianty, jako napiiklad makro-H2Al,

makro-H2A2 a H2A-Bbd. (Nasheuer, 2010; Rezacova, 2011)

141 Definice H2AX
Histonova varianta H2AX patii do rodiny histontt H2A a pfedstavuje ptiblizné 20 %

H2A a2 % vsech histonil v buiice. Mnozstvi H2AX zavisi na typu organismu a typu bun¢k.
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Od histonu H2A se 1isi pouze prodlouzenim na karboxylovém konci, z 96 % je s nim shodna.
(Kahl, 2015; Rezacova, 2011)

H2AX hraje zasadni roli pti opravé dvoufetézcovych zlomt (DSB, double-strand
breaks) DNA a stabilité genomu a je klasifikovan také jako tumor supresor. H2AX obsahuje
fosfatidylinositol-3-kinazy (PI-3 kinazy) a zvySuje piesnou a efektivni opravu DSB v geno-
mové DNA nebo zabraiiuje jejich nepfesnym a net¢innym opravam. Rada kinaz rozpoznava
DSB, které jsou zptusobeny naptiklad ionizujicim zafenim nebo genotoxickym c¢inidlem.
Tyto kinazy fosforyluji vy¢nivajici C-terminalni doménu (serin 139) béhem nékolika minut
po nastupu podnétu, ¢imz vznika fosforylovana varianta histonu H2AX (y-H2AX). (Na-
sheuer, 2010; Kahl, 2015; Weyemi, 2018)

1.5 Poskozeni DNA

DNA ecukaryotickych bun¢k je neustale vystavena ptisobeni latek, které ji poskozuji.
Poskozeni mtize vzniknout vlivem externich zdrojt jako je expozice riznym druhiim zatreni
nebo toxinim z prostfedi. Do endogennich zdroju patii naptiklad reaktivni formy kysliku
nebo chyby béhem replikace DNA. Tyto udéalosti mohou generovat Sirokou Skalu 1ézi DNA,
vcetné modifikovanych bazi nebo cukernych zbytkd, tvorby DNA aduktd a DSB. V du-
sledku toho si buiikky vyvinuly nejméné Sest riznych drah opravy DNA, aby se vypotadaly
s témito odlisnymi typy poskozeni DNA. (Rezagova, 2011; Price, 2013)

wevr

sah do integrity genomu a jsou pro butiku potencialné smrticim poskozenim, protoze dochazi
k fyzickému §tépeni samotné ,,patete DNA. K DSB miize dojit béhem zpracovani mezi-
vldknovych kiizovych vazeb nebo po vystaveni ionizujicimu zafeni (I1Z), a to v dusledku

zhrouceni replikacni vidlice. (f{ezééové, 2011; Price, 2013)
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2 TONIZUJICI A NEIONIZUJICIi ZARENI V MEDICINE

Obecné lze zateni povazovat za uréitou specifickou formu energie, ktera je od zdroje
zareni §Sifena do prostoru v podobé¢ ¢astic nebo vInéni. Zafeni je rozd€leno na ionizujici a
neionizujici. 1Z se vyznacuje tim, Ze pfi interakcich s latkou ionizuje atomy této latky. loni-
zace je proces, pti kterém dochazi k vyrazeni jednoho z vnéjsich elektront ptivodné elek-
tricky neutralniho atomu, nacez se z n¢j stava kladné nabity iont (kationt). (Kubinyi, 2018;

Ullmann)

lonizujici zafeni 1ze roz¢lenit do dvou skupin — pfimo a nepfimo ionizujici zafeni. Za
pfimo ionizujici zafeni je povazovan proud elektricky nabitych castic (alfa, beta), které
ptimo vyrazeji Coulombickymi elektrickymi silami elektrony z atomt. Mezi nepfimo ioni-
zujici zéfeni patii zejména fotony a neutrony, které svou kinetickou energii predavaji v latce
nejprve nabitym Casticim a ty teprve pfimymi G¢inky na atomy latku ionizuji. (Kubinyi,

2018; Ullmann)

2.1 Zaveni alfa

Zateni alfa je proud alfa ¢astic — jader helia, ktera jsou uvoliovana z jader rozpada-
jicich se prvka. Jadro helia je tvofeno dvéma protony a dvéma neutrony. Nasledkem ztraty
dvou protontl se puvodni atom pfeméni na jiny prvek, ktery ma atomové ¢islo snizené o dvé
jednotky. Tento druh zafeni je mozné velmi snadno odstinit, napiiklad listem papiru nebo
lidskou kazi. (Kubinyi, 2018)

2.1.1 Vyuziti alfa zafeni v mediciné

Ze vsech typu zafeni, je zateni alfa vyuzivano v 1ékatstvi nejméné. Piikladem mizou
ptirozené se vyskytujici chemicky prvek ve skupin€ vzacnych plynt. Jeho jadra se rozpadaji
alfa rozpadem za vzniku alfa castice. Nizké davky alfa zateni ve form¢ aplikace radonu vy-
volavaji v organismu kratké podrazdéni, které stimuluje buiiky a organy. Lécebné kiiry zmir-
fyji pfiznaky onemocnéni pohybového aparatu a maji ptiznivy vliv na rizné metabolické a
fyziologické procesy, véetné téch imunitnich. (Lééebné 1azné Jachymov a.s., 2019; Kusala,
2004)

2.2 Zareni beta

Zateni beta je tvofeno rychle leticimi elektrony (zafeni ) nebo pozitrony (zafeni

B*) vznikajicimi v jadie radioaktivniho prvku. K emisi zafeni B~ dochazi u jader nuklidd,
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ktera maji nadbytek neutronti. Nadbyte¢ny neutron se muze pfemeénit na proton a elektron.
Proton zlstava v jadie, zatimco elektron jadro opousti. Pfeména B je charakteristicka u ja-
der, které maji nadbytek protont.. Mize dojit k pfeméné nékterého z protonti na neutron a
pozitron. Podobn¢ jako v piedchozim pfipad¢€, neutron zistava v jadie atomu a pozitron ja-
dro opousti. V porovnani se zatenim alfa jsou ¢astice beta mnohem leh¢i, pohybuji se proto
pfi stejné energii podstatné rychleji a pii priachodu prostfedim daleko mén¢ ionizuji a exci-

tuji. S tim souvisi i vyrazné vétsi prostup zareni beta. (Rosina, 2013; Hala, 1998)

Ke stinéni se nepouzivaji t¢zké materidly, protoze s rostoucim protonovym cislem
prvku, ktery je obsazen v ochranném materidlu, roste intenzita vznikajiciho pronikavého
brzdného rentgenového zateni, které se ze stinéni uvolituje. Vhodnym stinénim je proto ple-

xisklo a materialy s nizkym protonovym ¢islem. (Rosina, 2013; Héla, 1998)

2.2.1 VyuZiti beta zafeni v mediciné
Beta zafeni, konkrétn€ pozitronové zafeni, je pouzivano V pozitronové emisni tomo-

grafii (PET). Pti prichodu latkou se pozitrony chovaji v zasad¢ stejné jako elektrony, avSak
pozitron na konci své drahy, kdyz se jeho energie blizi nule, anihiluje. Anihilace je jev, pfi
kterém se spoji pozitron s volnym elektronem, pfic¢emz ob& piivodni ¢astice zanikaji a vyzafi
se energie v podobé dvou anihila¢nich fotont. Principem metody je lokalizace vzniku téchto
fotonli v mistech, kde se v téle navazalo podané radiofarmakum. (Kubinyi, 2018; Doleza-

lova, 2014)

PET je diagnostickd metoda umoziujici zobrazeni fyziologickych a patologickych
procest probihajicich v organismu. Timto se zasadné 1isi od vypocetni tomografie ¢i mag-
netické rezonance, které podavaji informace pouze o anatomickeé struktute. V soucasné dobé
je PET klinicky vyuzivana ptedev§im v onkologii, kardiologii a neurologii. (Kubinyi, 2018;
Dolezalova, 2014)

2.3 Zareni gama

Zateni gama je forma elektromagnetického zatfeni (fotony) s velmi kratkou vinovou
délkou a vysokou energii, jez vznika pii radioaktivnim rozpadu fady radionuklidu, zpravidla
soucasné se zafenim alfa nebo beta. Nové vzniklé jadro se timto zpisobem zbavuje pieby-

te¢né energie, pricemz nedochazi ke zméné protonového ani nukleonového cisla. (Rosina,

2013; Kubinyi, 2018)
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2.3.1 Vyuziti gama zareni v mediciné
Scintigrafie (gamagrafie) je fyzikalné-elektronickd metoda umoznujici zobrazeni

riznych organti nebo soustav v lidském téle pomoci radioaktivnich latek (radiofarmak). Po-
souzeni distribuce radioindikatoru v organismu je zaloZeno na zevni detekci vychazejiciho
zafeni gama, které radiofarmakum emituje. Pouzitim scintigrafickych metod tak mizeme
zachytit nejen dvourozmérny nebo prostorovy obraz vySetfovaného organu, ale pouzitim dy-
namické scintigrafie mtizeme také ziskat cenné informace o funkcni schopnosti takového

organu. (Ullmann; Rosina, 2006; Weyemi, 2018; Hala, 1998)

Terapie nadorovych onemocnéni se v soucasné dob¢ opira o tfi hlavni metody — chi-
rurgie, chemoterapie a radioterapie, pficemz se tyto metody ¢asto kombinuji. Radioterapie
nadorovych onemocnéni je zalozena na U€incich ionizujiciho zatfeni na zivou tkan. Piedpo-
kladem radioterapeutického vyuziti tohoto zafeni jsou jeho letalni ucinky na buiky organi
a tkani, tj. schopnost vyvolat jejich zanik, spolu se skute¢nosti, ze citlivost riznych bunék
K letalnimu plsobeni zafeni se ve velkém rozsahu méni. Obecné plati, Ze buriky jsou vici
renciace. Proto praveé zhoubné nadory (zvlast’ rychle rostouci, s vysokou proliferacni aktivi-
tou) byvaji velice citlivé viici radioaktivnimu zatfeni. Pro zevni ozafovani se pouZivaji napfi-
Klad kobaltové a cesiové ozafovace, gama noze, linearni urychlovace, betatrony nebo cyk-

lotrony. (Hala, 1998; Ullmann; Rosina, 2006; Rosina, 2013; Benes, 2015)

2.4 Rentgenové zareni

Rentgenové (RTG) zatfeni je pronikavé elektromagnetické zateni o velmi kratkych
vlnovych délkéach a vysokych frekvencich. Pfirozeny zdroj RTG zafeni pfedstavuje Slunce,
ale 1 dalsi kosmické zdroje. Jako zakladni, uméle vytvofeny zdroj RTG zéfeni, slouZi speci-
alni vakuova elektronka zvana rentgenka. RTG zatfeni vznikd v rentgence dvéma zplisoby —
jako brzdné a charakteristické zateni. Brzdné RTG zafeni je charakterizovano rychle leticimi
elektrony, které jsou urychlovany elektrickym polem a pii dopadu na anodu jsou nahle zbrz-
dény a jejich kineticka energie je pfeménéna na energii fotoni. Kromé brzdného RTG zareni
je vyzatovano 1 ur¢ité mnozstvi charakteristického RTG zafeni, jehoz energie neni zavisla
na anodovém napéti, ale je dana materialem anody. Elektrony dopadajici na anodu ptedavaji
svou energii elektronim v atomech anody, coz ma za nasledek jejich excitaci do vyssi ener-
getické hladiny nebo Castéji uplné vyrazeni z atomu (ionizaci). Pokud je elektron vyrazen,
jeho misto je zaplnéno elektronem z jedné energeticky bohatsich hladin, ¢imz se atom snaZi

ziskat zpét svoji stabilitu. Jelikoz se jedna o zna¢né rozdily mezi energetickymi hladinami,
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je rozdil energii vyzafen ve form¢ fotonu neboli charakteristického RTG zateni. (Seidl,

2012; Benes, 2015)

Pronikavé RTG zafeni prochazi pies vySetfovany objekt, pficemz ¢ast zafeni je ab-
sorbovana v zavislosti na tloust'ce a hustoté tkang, zbyla ¢ast prochazi tkani a je zobrazovana
bud’ fotograficky nebo na luminiscencnim stinitku, novéji pak pomoci elektronickych detek-
torti. Pii expozici RTG zareni vznika rentgenovy obraz vysetfované tkané. (Seidl, 2012; Ro-

sina, 2006)

2.4.1 VyuZiti rentgenového zareni v mediciné
Diagnostické vyuziti RTG zafeni je zavislé na schopnosti vSech tkéni a organti pohl-

covat v rizné miie RTG paprsky. Tato schopnost vzriista s rostoucim protonovym cislem
prvkl nachazejicich se v absorbujici tkani. Z hlediska provedeni a zpracovani obrazi je RTG
diagnostika rozdélena na skiagrafii (snimkovani) a skiaskopii (prosvécovani). (Seidl, 2012;
Rosina, 2006)

Pti prostém RTG snimkovani, zvaném skiagrafie, dopada RTG zafeni proslé vyset-
fovanou tkani na fotograficky film obsahujici halogenidy stfibra. Vznikly RTG obraz pted-
stavuje negativni zobrazeni hustoty tkan¢. Mista s nizkou hustotou (mé&kké tkan¢) maji nizsi

absorpci, proto jsou na filmu zobrazena ¢erné a naopak. (Seidl, 2012; Rosina, 2006)

Skiaskopicky zobrazovaci systém je uren pro dynamické (pohybové) dvojrozmérné
zobrazeni trojrozmérné anatomické struktury. Tato metoda poskytuje pouze omezenou kva-
litu obrazu. Skiaskopicky zobrazovaci systém umoziuje dosahnout pouze limitovaného roz-

liseni pii vysokém kontrastu. (Seidl, 2012)

Na podklad¢ vSech poznatki mediciny byly vyvinuty G¢inné metody a techniky
(témét) kontaktni rentgenové terapie, které jsou nepostradatelné zejména Vv 1écbé koznich
nadort, bolestivych artréz nebo tenisovych loktl. Lécba ma symptomaticky, analgeticky
efekt, ktery je obvykle pomérné rychly a pretrvava relativné dlouhou dobu. Podle fady kri-
térii rozeznavame povrchovou, polohloubkovou, hloubkovou a vysokovoltazni terapii. (Se-
idl, 2012)

2.5 Neutronové zareni

Neutronové zafeni je forma ionizujiciho zafeni, ktera je definovana jako proud vol-
nych neutronti. Neutrony lIze ziskat zpravidla pouze specifickymi jadernymi reakcemi, ne-

vznikaji pii pfirozeném rozpadu jader, az na vyjimku — spontanni Stépeni. Proud neutronti
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sice nezpusobuje ionizaci, ale porusuje stabilitu atomu, ¢imz mize vyvolat radioaktivitu u
latek neradioaktivnich. Zdrojem neutroni jsou napiiklad neutronové generatory, radionukli-

dové zdroje, jaderné reaktory ¢i jaderné exploze. (Seidl, 2012; Rosina, 2013)

2.5.1 Vyuziti neutronového zareni v mediciné
I pfes vyssi pozitivni miru odpovédi ve tkanich je vzhledem K vnitini toxicité kon-

vencnich terapii rakoviny Zadouci minimalizovat vysokou toxicitu pii téchto terapiich. Jed-
nou ze strategii feSeni tohoto problému je zména zdroje zateni. (Seidl, 2012; Rosina, 2013,;

Marek, 2005; Li, 2021)

Terapie zachytem borovych neutront (BNCT, boron neutron capture therapy) pred-
stavuje experimentalni formu radioterapie, ktera je zaloZena na interakci toku neutronti s bo-
rem. Jako cilend 1écba rakoviny ma BNCT méné nezadoucich G¢inku, coz z ni teoreticky
¢ini lepsi volbu pro radiochemoterapii. Pacientovi je nitroziln€ podana slouc¢enina boru-10,
ktery je upraven tak, aby se vdzal na nddorové buiky nebo se hromadil ve tkédni nadoru. Poté
je pacient, resp. misto postizené nadorem vystaveno toku neutrontl, jehoz zdrojem je jiz zmi-
nény jaderny reaktor nebo ¢asticovy urychlovaé. (Seidl, 2012; Rosina, 2013; Marek, 2005;
Li, 2021)

Navzdory pozitivhim zpravam o uzdraveni nékterych pacientli neni doposud doka-
zano, ze by byla tato metoda lepsi nez ostatni. Je velmi nakladné financovat provoz jader-
ného reaktoru jako zdroj neutronti pro BNCT, proto zatim nebyla zavedena do bézného kli-

nického vyuziti. (Marek, 2005)

2.6 Ultrafialové zareni

Do skupiny neionizujicich zareni patii ultrafialové (UV, ultraviolet) zateni, které je
definovano jako elektromagnetické zateni o vinové délce 100400 nm. Jeho zdrojem v pii-
rod¢ je Slunce, ale l1ze generovat i uméle. Vznika naptiklad pti priichodu proudu mezi dvéma
elektrodami ve vybojce naplnéné rtutovymi parami. Podle vinové délky, ucinku a vyskytu
Jsou rozeznavany tii typy zareni — UVA (ultrafialové zareni typu A), UVB (ultrafialové za-
feni typu B) a UVC (ultrafialové zafeni typu C). UVA zafeni ma nejdelsi vinovou délku, ale
nejmensi energii. S UVA zafenim, tzv. mékkym UV zafenim, je mozno se setkat napiiklad
Vv solariich. Vyvolava zhnédnuti klize produkci melaninu. UVB zéfeni je povaZovano za bi-
ologicky nejvyznamnéjsi, zptisobuje z€ervenani kize, pii vyssich davkach tvorbu puchyit

az koznich nadort. Nejkratsi vinovou délku, ale nejvyssi energii ma zafeni UVC, které je
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zachycovano ozonovou vrstvou, tudiz na zemsky povrch nepronika. (Rostova, 2006; Lajci-

kova, 2009; Rosina, 2013; Hala, 1998)

2.6.1 Vyuziti ultrafialového zafeni v mediciné
Obecné expozice nechranéné kiize t€la slune¢nimu UV zéfeni je hlavni pfi¢inou roz-

voje rakoviny kize. I nebezpeénych ucinktt UV zafeni vSak dnes ¢loveék dokaze vyuzivat,
konkrétné pro jeho schopnost likvidovat zivé organismy. UV zafeni je proto n¢kdy pouzi-
vano jako germicidni. Této schopnosti se da vyuzit k dezinfekci a sterilizaci ovzdusi v ne-
mocni¢nich zafizeni, potravinafstvi nebo Upravnach vody. UV zareni dokaze poruSovat
DNA mikroorganismui a tim zabranit jejich mnozeni nebo je uplné zlikvidovat. (Rostova,

2006; Rosina, 2013)

Z dal$ich pozitivnich U€¢inkt UV zéfeni Ize také uvést, ze vinové délky pod 300 nm
zptisobuji vznik vitaminu D, ktery se uklada do kiize, jater, mozku a kosti. Uginné idi me-
tabolismus vapniku a reguluje dynamickou piestavbu kosti. Proto se UV zafeni vyuziva
v 1é¢bé a prevenci kiivice, dale k 1écb¢ Spatné se hojicich ran a viedi u nékterych koznich

onemocnéni. (Rosina, 2013)
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3 BIOLOGICKE UCINKY ZARENI NA ORGANISMUS

Pti prichodu zéfeni zivou hmotou dochazi k absorpci zafeni podobnym zpiisobem
jako pfii jeho prichodu nezivym prostfedim, pifevazné mechanismem ionizace a excitace
atomu prostiedi. Davky zafeni predstavujici z fyzikalniho hlediska malé energie vSak mizou

mit na organismus velmi zhoubné uéinky. (Rosina, 2013)

Diusledek plisobeni zatfeni zavisi na aktivité zafice, typu emitovaného zéafeni a jakou
energii toto zareni nese. Mirou velikosti u¢inku ionizujiciho zafeni na latku je absorbovana
davka (D). Je definovana jako energie zafeni absorbovana objemem hmoty o jednotkové
hmotnosti. Jednotkou je Gray (Gy), ktery piedstavuje 1 J energie absorbované v 1 kg latky.
Jednotlivé druhy zafeni maji rozdilnou biologickou Uc¢innost, ktera je vyjadfovana pomoci
tzv. jakostniho faktoru. Davka vynasobena jakostnim faktorem je nazyvana davkovy ekvi-

valent (H), jehoz jednotkou je Sievert (Sv). (Hala, 1998; Ullmann)

3.1 Primy a nepfimy tcinek ionizujiciho zareni

Pti pfimém uéinku 1Z dochazi k absorpci zateni v biologicky dilezitych makromo-
lekuladch. Zmény chemickych vazeb vedou k inaktivaci az rozpadu zasaZenych molekul.
Tento zplisob pievlada v bunkach s nizkym obsahem vody. Pfimy ucinek se poklada za za-

vazny hlavné u nukleovych kyselin. (Héla, 1998; Rosina, 2013; Benes, 2015)

Neprimy ucinek souvisi s radiolyzou vody s tvorbou agresivnich volnych radikalt
(H+, OH-), které jsou odpovédné za poskozeni dulezitych molekul. Absorpce zafeni v bio-
logickém prosttedi je ovlivnéna vysokym obsahem vody. Na molekularni Girovni se za nej-

S 4

nes, 2015)

3.2 Mechanismy uc¢inku ionizujiciho zafeni na Zivou tkan
Proces G¢inku IZ na organismus probiha ve ¢tyfech vyhranénych stadiich, lisicich se

svou rychlosti a druhem probihajicich procest (pfislusna stadia zobrazuje Obrazek 1).

Fyzikalni stadium. Pfi vzajemném piisobeni IZ a hmoty pfedava zateni svoji energii
elektronim v atomech, a to za vzniku excitace a ionizace. Jestlize maji uvolnéné elektrony
dostate¢n¢ vysokou energii, mohou utvaret fadu kaskadovitych excitaci a ionizaci dalSich

atomu. (Ullmann; Rosina, 2013)
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Fyzikalné-chemické stadium. VIivem excitace a ionizace jsou naruSeny chemické
vazby mezi atomy a molekulami a nastava sekundarni fyzikalné-chemicka faze. Jedna se
0 vzdjemn¢ interakce iontl s molekulami, béhem nichz dochézi k rozstépeni molekul a

vzniku volnych radikala. (Ullmann; Rosina, 2013)

Chemické stadium. Produkty vzniklé v piedeSlém stadiu reaguji s biologicky vy-
znamnymi organickymi molekulami a zdsadné méni jejich strukturu a funkci. Pro chemickou
fazi jsou charakteristické DSB, atypické vazbové ,,mistky“ v DNA nebo poskozeni purino-

vych a pyrimidinovych bazi. (Ullmann; Rosina, 2013)

Biologické stadium. Zivot buiky zasazené 1Z se dale maze vyvijet tfemi sméry.
V prvnim ptipadé¢ burka poskozeni zcela opravi pomoci svych reparacnich mechanismu a
bude Zit i nadale. Ioniza¢ni zafeni ve vysledku nezptsobi buiice zddné nasledky. V druhém
ptipad¢ buiika zanikne na nasledky rozsahlych poskozeni DNA. Organismus mize buiiku
nahradit jinou, se stejnou nebo podobnou funkci (,,kompenzaéni proliferace bunék®) a vy-
sledkem budou opét nulové nasledky. Pokud vSak organismus nedokaze uhynulé buriky na-
hradit, mize dojit Kk selhani postizeného organu nebo celého organismu (deterministické
ucinky). V tietim piipadé buiika piezije, ale neopravi vSechna poSkozeni (stochastické
ucinky). V tom ptipad¢ hrozi riziko, ze vyvoléa rakovinné bujeni, nebo ze se jeji poskozeni
projevi genovou mutaci u narozeného ditéte (jedna-li se o spermii nebo vajicko). (Ullmann;
Rosina, 2013)

Obrdazek 1 Stadia probihajicich procesii po vystaveni organismu ionizujicimu zareni
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Zdroj: https://astronuklfyzika.cz/strana2.htm

Obrazek 1 je schématické zndzornéni probihajicich procesii, které u organismu nastavaji be-

hem 10 let po vystaveni ionizujicimu zafeni.
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3.3 Stochastické a deterministické a uc¢inky ionizujiciho zareni
Stochastické ucinky jsou charakterizovany urcitou pravdépodobnosti poskozeni,
ktera je imérnd davce ozareni. Pokud davka neni velkd, s naprostou vétSinou poskozeni se
organismus vyrovna svymi repara¢nimi mechanismy. Existuje vSak urcita pravdépodobnost,
ze néktera poSkozeni se opravit nepodaii a dochédzi ke genové nestabilite, kterd miize vyustit
v mutace. Pokud jsou mutované buriky dale déleny, mohou vzniknout pozdni trvalé nasledky

genetického nebo nadorového charakteru. Takové nasledky jsou individualni, neptedvida-

telné a zcela ndhodné (stochastické). (Benes, 2015; Ullmann)

O deterministickych u¢incich 1Z je mozno hovofit tehdy, kdy poskozeni tkané jiz
neni ndhodné, naopak piedvidatelné a pfimo umérné obdrzené davce. Dochazi k tomu v pfi-
padé, kdy buiiky po vysoké davce 1Z nejsou schopny se zcela opravit a hynou. Tyto G€inky
se projevi na konkrétni osobé&. Jednd se vlastné o tkanovou reakci na ozareni. Do téchto

ucinkt je fazena akutni a chronickd nemoc z ozareni. (Benes, 2015; Ullmann)

3.4 Nemoc z ozareni

Nemoc z ozafeni je komplex patologickych zmén v organismu vyvolanych ti¢inkem
velkych davek IZ. Akutni nemoc z ozafeni vznikd po jednordzovém ozéfeni celého téla,
chronickd nemoc z ozareni nastava po opakované expozici menSim davkam IZ. Klinicky
prubéh zavisi na velikosti davky. Pti davkach od 3 Gy do 8 Gy vznika krevni (dienova,
hematologicka) forma zptisobena poskozenim organu krvetvorby. Jestlize jsou v kostni dieni
zachovany funk¢ni kmenové bunky krvetvorby, mize dochazet k postupné regeneraci. Ex-
pozice davkam vysSim nez 10 Gy je fatalni, nendvratné ni¢i buniky krvetvorby a stfevni vy-
stelky, v krajnim piipadé vede k velmi rychlé centralné nervové smrti. (Ullmann; Rosina,
2006; Rosina, 2013; Benes, 2015)

Akutni nemoc z ozafeni ma typicky klinicky prabéh a probihd obvykle ve ¢tyfech
fazich. Casna faze velmi rychle odezniva. Béhem n&kolika malo minut po ozafeni se obje-
vuje celkova nevolnost, zvraceni, bolesti hlavy a pfi vysSich davkach zaZivaci potize s pri-
jmy. Po kratkodobém trvéani pocatecnich ptiznaku nastupuje obdobi bez klinickych ptiznakt
(latentni faze). Tteti obdobi (manifestni faze) se vyznacuje horeckami, krvacenim a zanéty
sliznic s moznosti rozvoje bakterialnich i virovych infekci. Faze rekonvalescence nastava
u postizenych, ktefi nebyli vystaveni smrtelné ddvce zafeni. Dochézi k ¢aste€nému nebo

uplnému uzdraveni. (Ullmann; Rosina, 2006; Rosina, 2013; Benes, 2015)
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4 VLIV IONIZUJICIHO ZARENI NA H2AX
Ionizujici zateni indukuje Sirokou $kalu 1ézi DNA, z nichZ nejzavaznéjsi jsou DSB.
Neucinna oprava DSB vede k tvorbé chromozomalnich aberacim a je povazovana za kritic-

kou udalost. (Reza¢ova, 2011; Zhang, 2016)

4.1 Molekularni mechanismy vedouci k fosforylaci H2AX

Fosforylace H2AX je jednim z prvnich dé&ju aktivovanych po vzniku DSB. V reakci
na DSB je H2AX fosforylovan na serinu 139 a vytvati ohniska v nebo v blizkosti DSB. Lze
ptedpokladat izkou korelaci mezi poc¢tem ohnisek y-H2AX a odhadovanym poctem DSB a
nazyvat tudiz y-H2AX jako ,,marker DSB*“. Fosforylovany y-H2AX je vSak indukovan né-
kterymi podminkami, které nejsou DSB, a hojn¢ se tvofi i v apoptdze, coz vyvolava obavy
z nadhodnoceni miry y-H2AX indukovaného po expozici 1Z. Ustfednimi kinazami pro fos-
forylaci jsou tii kinazy z rodiny PI-3 kinaz: ataxia telangiectasia mutated (ATM), ataxia te-
langiectasia and Rad3-related (ATR) a DNA-dependent protein kinase (DNA-PK). (Reza-
cova, 2011; Zhang, 2016)

Fosforylace H2AX na serinu 139 je zprostiedkovana hlavné pomoci ATM kinazy,
ktera je aktivovana komplexem detekujicim DSB. Kinazova aktivita je dale zvySovana pro-
stiednictvim jeji acetylace pomoci enzymu, ktery se akumuluje na mistech DSB diky vazbé
na trimethylovany histon H3 (H3K9me3). Tato ATM kinaza pak fosforyluje H2AX a hro-
madi se v mistech DSB. K aktivaci ATR kinazy dochazi zejména pod vlivem UV zafeni.
Naproti tomu DNA-PK je zodpovédna za fosforylaci H2AX v pribéhu apoptdzy. (Luczak,
2018; Rezacova, 2011)

Fosforylace H2AX se §ifi po chromatinu obklopujicim DSB. V misté DSB pak do-
chézi k akumulaci mnoha proteini a vzniku tzv. zafenim indukovanych lozisek. Kromé
ATM nebo ATR kinaz a y-H2AX je zde lokalizovano nékolik dalsich proteind. Funkce
téchto proteint jsou rizné. Nékteré formuji funkéni komplex, ktery slouzi jako senzor pro
DSB, jiné zase ptisobi jako adaptorové molekuly a umoziiuji interakce ostatnich proteinii

s poskozenym mistem. (Rezacova, 2011)

4.2 Oprava DSB pomoci y-H2AX

Pfitomnost y-H2AX je pfimo rozpoznavana mediatorem DNA poskozeni (MDC1)
prostiednictvim jeho tandemové C-terminalni domény. Chromatinem vazany MDC1 zaha-

juje kaskadu ubikvitinace proteinii prostfednictvim néboru E3 ligdzy RNF8, ktera
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ubikvitinuje histon H1. Ubikvitinovany H1 rekrutuje dalsi E3 ligdzu RNF168, ktera kataly-
zuje monoubikvitinaci y-H2AX, coz je nezbytné pro naslednou polyubikvitinaci chromati-

novych proteind. (Luczak, 2018)

Tyto pocatecni signaliza¢ni udalosti jsou vyzadovany pro aktivaci opravnych drah
DSB. Na opravé DSB se podileji dvé cesty — nehomologni spojovani konci (NHEJ, non-
homologous end joining) a homologni rekombinace (HR, homologous recombination).
v-H2AX hraje dulezitou roli pfi modulaci obou cest. Cesta NHEJ je hlavnim mechanismem
opravy radia¢né indukovanych DSB, jejiz core proteiny jsou Ku80 a Ku70. Buriky s nedo-
statkem nékterého z core proteini vykazuji vétsi precitlivélost na IZ a snizenou schopnost
znovu se napojit k radia¢né indukovanym DSB. NHEJ je proces probihajici jak v proliferu-
jicich, tak v diferencovanych bunikach (napi. neuronech) a je tak vice nachylny k chybam.
Nezbytna je pro NHEJ cestu monoubikvitinace y-H2AX, zatimco HR je zaloZena na na-
sledné polyubikvitinaci proteinu vazaného na protein K63. Tato homologni rekombinace je
na rozdil od NHEJ omezena na S- nebo G2-fazi po dokonceni replikace DNA. Jedna se o
bezchybny proces, ktery prednostné probiha v proliferujicich buiikach (napf. progenitorech).
Jakykoli nedostatek téchto drah mize vést ke stabilnim mutacim vedoucim k rakoving, vy-
vojovym abnormalitam a pfedéasnému starnuti. (Meador, 2008; Weyemi, 2018; Sharma,
2012; Zhang, 2016; Luczak, 2018)

4.3 Deficit kinaz a H2AX

Deficit kinaz pro opravu DSB (hlavné ATM) vede k fatalnimu autozomalné recesiv-
nimu neurologickému onemocnéni znamému jako ataxie telangiektazie (AT, ataxia telangi-
ectasia). Pacienti s AT vykazuji Sirokou $kalu klinickych projevii, véetné progresivni cere-
belarni degenerace, okulomotorické dysfunkce, zvySeného vyskytu rakoviny, endokrinnich
abnormalit, choreoatetdzy, imunodeficience, zpomaleni riistu, neuplného sexudlniho zrani a
pred¢asného starnuti ktize. Nedostatek H2AX vede k neurobehavioralnim deficitim. Dale
mohou bunky s deficitem H2AX vykazovat pfedCasnou a rozsahlou apoptickou smrt.
(Weyemi, 2018; Meador, 2008)

4.4 Moznosti detekce y-H2AX
Ve srovnani s jinymi technikami pouZivanymi k detekci poskozeni DNA, jako je ko-
metova analyza nebo pulzni gelova elektroforéza, je detekce ohnisek y-H2AX mnohem cit-

v

livejsi. Stejné vyhoda plati ve srovnani s jadernymi lozisky vytvofenymi riznymi proteiny
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citlivosti nebo omezengjsiho vyskytu. Zatimco y-H2AX lze detekovat ve vSech fazich bu-

nééného cyklu, ostatni ohniska jsou omezena na S- a G-fazi. (Sharma, 2012)

Metody vyuzivané pro detekci y-H2AX jsou zaloZené na imunodetekci specifické
primarni protilatky. Jedna se o mikroskopii, imunoblot (western blot) a prutokovou cytome-
trii. Imunoblot mé&fi celkové hladiny y-H2AX v bunikach, je to nejjednodussi a relativné
levna metoda. Poskytuje vSak pouze semikvantitativni ukazatele. Imunochemické znaceni a
naslednd detekce v mikroskopu umoziuje sledovat vznik ohnisek a spole¢nou kolokalizaci
v-H2AX s dal§imi proteiny. Vysledkem je pocet urcenych lozisek v jednotlivych jadrech.
Vyhodou je moznost sledovat vzajemnou lokalizaci, ale metoda je ¢asové velmi naro¢na a
pti vétsim poskozeni, kdy ohniska splyvaji, nepfesna. Jako nejvyhodnéjsi se pro detekci a
kvantifikaci y-H2AX jevi pritokova cytometrie. Umoziuje rychlé a pfesné méteni fosfory-
lace H2AX v jednotlivych bunkach a vyzaduje relativné maly pocet bun€k. Tato metoda je
nejrychlejsi, kvantifikace je objektivni a je vhodna i pro rutinni stanoveni. (Sharma, 2012;

Rezatova, 2011)
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5 SEPARACE NA HUSTOTNIM GRADIENTU

Metoda je zaloZena na rozdilné hustoté separovanych bun¢k. Hlavnim materialem je
plna krev odebrand do zkumavky s heparinem. Krev je pak nafedéna v poméru 1:1 kultivac-
nim médiem RPMI. Nafedéna krev se navrstvi na vrstvu separa¢niho ¢inidla. Zkumavka se
vlozi do centrifugy na dobu a intenzitu potfebnou k dostatecné separaci, ktera je také zavisla
na objemu vzorku ve zkumavce (400 g, 15-30 minut). Vlivem odstiedivé sily v centrifuze
dojde k rozdéleni slozek krve podle jejich hustoty. Erytrocyty a granulocyty maji vyssi hus-
totu neZ monocyty a lymfocyty Vv mononukledrni frakci, tudiz klesaji ke dnu. (Barttiikova,
2011)

Obrdazek 2 Separace bunék na hustotnim gradientu

Plazmocyty + trombocyty

Centrifugace

»

Natfedéna krev

Mononuklearni frakce

Histopaque

Histopaque

Granulocyty + erytrocyty

Zdroj: vlastni

Obrazek 2 znazorfiuje krev se separa¢nim ¢inidlem Histopaque pied a po centrifugaci. Zde
je mozné pozorovat jednotlivé slozky krve, rozdélené podle hustoty. Céstice s nejvétsi hus-

totou nasednou na dno centrifuga¢ni zkumavky.

Separace na hustotnim gradientu je bézn¢ vyuzivanou metodou k piipravé bunék
k naslednym funk¢nim testim (proliferace, prutokova cytometrie) a patii mezi zakladni imu-

nologické techniky. (Bartiinkova, 2011)
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6 PRUTOKOVA CYTOMETRIE

Pritokova cytometrie je standartni metoda pro analyzu bunék v suspenzi. Umoziuje
studovat riizné parametry, véetn€ povrchovych i intracelularnich antigenii. Detekce je umoz-
néna monoklonalnimi protilatkami s navazanym fluorescen¢nim barvivem, tzv. fluorochro-
mem. Tyto molekuly jsou specificky navazany na antigeny bunék. Pf¥ipravena suspenze takto
znacenych bungk je vlozena do pratokového cytometru. (Bartiiikova, 2011; Penka, 2011;

Bouchalova, 2016)

Diky pfetlaku je v cytometru utvoien tenky laminarni proud suspenze, v némz jsou
buiiky unaSeny nosnou kapalinou. Procesem hydrodynamické fokusace jsou buiiky vstiiko-
vany do métici komory jedna po druhé. Tento proud je protnut laserovym paprskem. Jaka-
koliv ¢astice v suspenzi zpusobi, ze je laserové svétlo od ni odrazeno a rozptyleno. V méfici
komote dochazi k tim vétSimu mnozstvi odrazeného svétla, ¢im je buiika vice granulovana
(Tyndalltv jev). Dalsim jevem je svétlo rozptylené, které vykazuje pfimou tmérnost s veli-
kosti buriky. Je-li na bunce navazan fluorochrom, vznika jesté svétlo emitované. Kazdy svét-
lem excitovany fluorochrom po deexcitaci emituje foton — svétlo o specifické vinové délce.
Toto emitované zareni je detekovano fotondsobici v optickée Casti pristroje a vysledny signal
je zpracovan pocitacove. Diky pouZiti riiznych monoklonalnich protilatek soucasné je mozné
stanovit pfitomnost nékolika antigent v bunice zarovenl. Dalsi vyhodou je velké mnoZstvi
analyzovanych castic (napf. oproti fluorescen¢nimu mikroskopu). (Bartinkova, 2011;

Penka, 2011; Bouchalova, 2016)

Analyzovanymi parametry je kromé vinové délky 1 velikost buniky vyjadiena v tzv.
forward scatteru a komplexita (granularita) bunky, ktera je znazornéna pomoci tzv. side scat-
teru. VSechny tyto parametry ziskané pfevodem svételného signalu na elektricky jsou zazna-
menavany ve formée tzv. listmode. Ziskana data jsou nésledné analyzovéna pocitaCovymi
programy, a to nejcastéji pomoci nejjednodussich histogramil (procentudlni zobrazeni) nebo
bodovych grafu, tzv. dot plotl (jedna tecka piedstavuje jednu bunku). (Bartinkova, 2011;
Penka, 2011; Bouchalova, 2016)

Pratokova cytometrie je hojné vyuzivana k diagnostice poruch imunity, haplotypu
nebo imunofenotypu malignich bunék. Je proto dostupna hlavn¢ v imunologii, hematologii
i onkologii. (Bartunkova, 2011; Penka, 2011; Bouchalova, 2016)
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Graf 1 Grafické zobrazeni bodového grafu (dot plotu), ,,zdkladni leuko-gate
[Ungated] CD45 KO / SS INT
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Zdroj: Ustav imunologie a alergologie FN Plzeit

Graf 1 ukazuje zptsob vybéru (,,gatovani) populace lymfocyt (A), pti kombinaci znaku

CDA45 a parametru SS (side scatter, bo¢ni rozptyl).

Graf 2 Grafické zobrazeni histogramu
[B] H2ZAX AF488

Count

100 10 10? 10°
H2AX AF488
Zdroj: Ustav imunologie a alergologie FN Plzer

Graf 2 ukazuje zpusob vybéru (,,gatovani‘) H2AX pozitivni populace (D) jako jednopara-
metrovy graf (histogram).
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PRAKTICKA CAST

7 CIiL A UKOLY PRACE

7.1 Hlavni cil

Hlavnim cilem bylo zjistit, zda je exprese znaku y-H2AX zavisla na davce ionizujiciho za-

feni.

7.2 Dildi cile

1. Dil¢im cilem bylo nalézt vhodny postup pro stanoveni miry exprese znaku y-H2AX po
ozafeni gama zarenim.

2. Na zavér bylo cilem zajistit vhodnou interpretaci ziskanych vysledk.

35



8 VYZKUMNE OTAZKY

Vyzkumna otazka ¢. 1: Je mnozstvi analyzovaného znaku y-H2AX v korelaci s davkou za-

feni?

Vyzkumna otdzka ¢. 2: Dochazi ke zménam exprese y-H2AX v davkach 0,5 Gy, 1 Gy a2 Gy

gama zafeni?

Vyzkumna otazka €. 3: Dochazi ke zménam exprese y-H2AX po 24 hodinach, 48 hodinach

a 72 hodinach po vystaveni gama zafeni?

36



9 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Pro praktickou cast bakalafské prace bylo stanoveni provedeno ze ¢trnacti vzorkt
plné krve od zdravych 22-27letych darci. Od kazdého darce bylo ziskano 16 ml plné krve.
Jednotlivé vzorky byly odebrany do zkumavek s heparinem. Potfebna mononuklearni frakce

bunék byla ziskana separaci na hustotnim gradientu.
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10 METODIKA PRACE

10.1 Separace na hustotnim gradientu

Material
— plna krev odebrana do zkumavky s heparinem

Pomiicky

zkumavky typu Falcon
— Pasteurovy pipety

— centrifugacni zkumavky
— kultivacni zkumavky

— automaticka pipeta (+ Spicky)
Reagencie

— RMPI 1640 (Lonza, USA)

— Histopaque®-1077 (Sigma, Velka Britanie)

— L-Phytohaemagglutinin (EXBIO Praha, a.s, Ceska republika)
Pristroje

— laminarni box Labculture® Class Il, Type A2 (Esco, USA)
— centrifuga Rotina 46R (Hettich Zentrifugen, Némecko)
— termostat (Sheldon Manufacturing, Inc., USA)

Postup

Plna krev kazdého vzorku byla nafedéna kultivacnim médiem RPMI 1640 v poméru

1:1. Na dno centrifuga¢ni zkumavky byly napipetovany 2 ml separacniho média Histopaque

pomoci Pasteurovy pipety, které byly poté opatrné prevrstveny nafedénou krvi po horni

rysku. Zkumavky byly vlozeny do centrifugy, a to na 20 minut pii 2 200 otackach za minutu.

Po centrifugaci bylo treba ziskat ze zkumavky mononuklearni frakci tvofenou pouze mono-

cyty a lymfocyty. Tato frakce utvotila ve zkumavce tzv. oblacek, ktery byl Setrné odsan

Pasteurovou pipetou a vlozen do nové centrifuga¢ni zkumavky. Zkumavka s mononuklearni

frakci byla po horni rysku doplnéna kultivaénim médiem RPMI 1640. Nasledné byla

smés centrifugovana 10 minut pii 2 000 otackach za minutu, ¢imz se smés promyla. Po

38



centrifugaci byl supernatant slitim odstranén a suspenze na dné¢ zkumavky byla doplnéna
0 2 ml kultivaéniho média RMPI 1640. Tato smés byla ptepipetovana do kultivacni zku-
mavky, spole¢né s mitogenem L-Phytohaemaglutinin (L-PHA) s 1 ml RPMI 1640. Kone¢na
koncentrace mitogenu Vv reakéni smési byla 500 ug/ml. Toto pipetovani bylo provedeno jiz
automatickou pipetou, aby byl pfenesen veskery material. Do kultivacni zkumavky bylo
V poslednim kroku dolito do 25 ml kultiva¢ni médium RMPI 1640. Takto pfipravena zku-
mavka byla dana na noc do termostatu nastaveného na 37 °C. Pro zamezeni kontaminace

vzorkt byla veSskera manipulace s nimi provadéna sterilné v laminarnim boxu.

10.2 Priprava vzorku a samotné ozareni gama zarenim

Material
— kultivovana bunécna suspenze
Pomiicky

— centrifugacni zkumavky

— pistovy néstavec pro pipety (+ serologické pipety)
Pristroje

— lamindrni box Labculture® Class II, Type A2
— zafi¢ Gammacell® 1000 Elite (Best Theratronics, Kanada)

— termostat
Postup

Suspenze byla po 6 ml sterilné pievedena pomoci pistové pipety do ¢tyt centrifugac-
nich zkumavek, které jsou diky svym rozmérim kromé centrifugace vhodné i k ozatovani.
Tti zkumavky byly poté ozafeny gama zafenim o intenzité 0,5 Gy, 1 Gy a 2 Gy. Posledni
Gammacell® 1000 Elite. Ozatené vzorky byly ponechany 24 hodin v termostatu pii 37 °C
ke kultivaci.
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10.3 Inkubace a intracelularni znacéeni

Material
— ozéfené bunécné suspenze + neozaiena bunécéna suspenze (negativni kontrola)
Pomuicky

— pracovni protokol
— pistovy nastavec pro pipety (+ serologické pipety)
— cytometrické zkumavky

— automaticka pipeta (+ Spicky)
Reagencie

— PBS (pH 7,4) (Lékarna FN Plzen Lochotin, Ceské republika)
— BD Cytofix (4,2 %) (BD Biosciences, USA)

— Triton® X-100 (Life Technologies, USA)

— FBS (3 %) (Biosera, Francie)

— CD45 KO (Beckman Coulter, USA)

— CD3 PB (Beckman Coulter, USA)

— Alexa Fluor® 488 Mouse anti-H2AX (BD Biosciences, USA)

Pristroje

— laminarni box Labculture® Class II, Type A2
— centrifuga Rotina 46R

Postup

Z kazdé ze ¢tyt zkumavek byly sterilné pteneseny 2 ml suspenze do ¢tyt cytometric-
kych zkumavek, pomoci pistové pipety. Zkumavky byly centrifugovany po dobu 3 minut pfi
1 800 otackach za minutu. VSechny vzorky byly slity a doplnény automatickou pipetou
0 250 pl fosfatového pufru (PBS, phosphate buffered saline) o pH 7,4. Dale prob¢hla 3mi-
nutova centrifugace o 1 800 otackach za minutu. Poté, co byl supernatant slit, byla suspenze
resuspendovana. K resuspendované suspenzi bylo ptfidano 250 pl fixacniho roztoku BD Cy-
tofix (4,2% PFA, paraformaldehyd). Smés byla po dobu 5 minut inkubovana. Po inkubaci
byly zkumavky vlozeny do centrifugy, a to na 3 minuty a 1 800 ota¢ek za minutu. Zcentri-

fugované zkumavky byly slity a ke zbyl¢ suspenzi bylo napipetovano 250 ul PBS. Poté byly

40



zkumavky opét zcentrifugovany (3 minuty, 1 800 otacek za minutu), slity a resuspendovany.
Pro permeabilizaci bun¢k bylo do zkumavky piidano 250 pl 0,1% roztoku Tritonu® X-100,
ktery se fedi s 1% zasobnim roztokem PBS v poméru 1:9. Tato smés byla inkubovéna po
dobu 10 minut, centrifugovana 3 minuty pii 1 800 otackach za minutu a nakonec slita a
resuspendovana. Nasledn€ bylo k bunikam napipetovano 250 ul 3% fetdlniho hovézi séra
(FBS, fetal bovine serum), které blokuje reaktivni skupiny odkryté pusobenim Tritonu®
X-100. Poté opét byla provedena centrifugace po dobu 3 minut a 1 800 otackéach za minutu.
Byl slit supernatant a zbyl4 suspenze resuspendovana. K resuspendovanym bunikdm bylo
napipetovano 5 pl kazdé monoklonalni protilatky. Pro stanoveni znaku y-H2 AX bylo potieba
tfech monoklonalnich protilatek, kterymi jsou CD45 KO (krome orange), CD3 PB (pacific
blue) a Alexa Fluor® 488 Mouse anti-H2AX. Takto oznac¢ené bunky musely byt ve tmé
30 minut inkubovany. Po uplynuti inkubace se smés nechala centrifugovat 3 minuty pii
1 800 otackach za minutu. Po vyjmuti zkumavek z centrifugy byl slit supernatant a bufiky
resuspendovany. K buikam byl napipetovan 3% roztok FBS o objemu 250 ul, zkumavky
byly centrifugovany pfi stejnych podminkach jako v pfedchozich krocich, supernatant slit a
bunky resuspendovany. Takto zpracované vzorky byly pfipraveny pro méfeni na pritoko-

vém cytometru.

10.4 Stanoveni na pritokovém cytometru

Material

— predem pfipravené bunécné kultury s navdzanymi protilatkami
Pomiicky

— automaticka pipeta (+ Spicky)
Reagencie

— PBS (Lékéarna FN Plzefi Lochotin, Ceské republika)
Pristroje

— pratokovy cytometr Navios (Beckman Coulter, USA)
Software

— Kaluza Analysis 2.1 (Beckman Coulter, USA)
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Postup

Pfipravena buné¢na suspenze byla pfed samotnym métenim doplnéna o 400 ul PBS,
aby byl zvétSen objem, ktery je prosavan prutokovym cytometrem. VSechny vzorky byly
vlozeny do cytometru a pojmenovany. Méfeni na pritokovém cytometru probéhlo pomoci

protokolu ,,fotoforeza.pro.” Ziskana data byla analyzovana v programu Kaluza Analysis 2.1.
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11 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

11.1 Analyza surovych dat
Surova data jako vystup méfeni na pratokovém cytometru byla analyzovéana v pro-
gramu Kaluza Analysis 2.1. Pomoci gatovaci strategie byla vybrana jen ta data, ktera byla

potiebna k vyhodnoceni znaku y-H2AX.

Dot plot CD45 KO/SS znazornuje veskeré bunky ve vzorku, jimiz jsou lymfocyty a
monocyty, obsazené v mononuklearni frakci. Byla vybrana pouze populace lymfocyta pozi-
tivni na znak CD45 popsané jako gate A. CD45 negativni jsou jiZ zminéné monocyty, které
pro toto méfeni nemaji vyznam. Z populace lymfocyti byly vybrany gatem B CD3 pozitivni
buiky — T-lymfocyty. CD3 negativnimi jsou pak ozna¢ovany B-lymfocyty a NK bunky.
Z vysledné populace byl vytvoien histogram se znakem y-H2AX. P¥imka D ukazuje pro-
cento T-lymfocyt s poskozenou DNA. Graficky vystup dat z programu Kaluza Analysis 2.1
je vyobrazen v Pfiloha A. Graficky vystup udava procento zastoupeni znaku y-H2AX i ¢i-

selné.

11.2 Interpretace vysledki

Pro analyzu bylo pouZito ¢trnact vzorkl plné krve, ze které byla odebrana potfebna
mononuklearni frakce. Kazda frakce byla rozd€lena do ¢tyt vzorkli (negativni, 0,5 Gy, 1 Gy,
2 Gy). Méfenim bylo ziskano celkem 56 vysledku. Tabulka 1 znazorfiuje procenta exprese

znaku y-H2AX u vybrané populace z kazdého vzorku.
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Tabulka 1 Mira exprese znaku ~H2AX

Vzorek | 0Gy[%] | 05Gy[%] | 1Gy[%] | 2 Gy [%]
1 2,92 23,60 24,15 30,36
2 36,18 56,55 64,62 66,49
3 2,20 19,62 25,63 31,87
4 47,22 58,87 73,57 67,93
5 2,65 7,19 10,64 16,65
6 3,87 45,86 44,63 50,72
7 5,73 32,15 37,44 31,83
8 24,98 23,01 33,26 40,25
9 5,54 19,05 22,50 25,06
10 28,05 36,36 34,01 23,72
11 3,26 8,54 9,40 7,29
12 6,90 14,16 19,39 22,97
13 20,09 33,55 40,36 42,08
14 16,59 36,77 30,33 34,88

Medisin 6,315 27,875 31,795 31,850

Zdroj: vlastni

Tabulka 1 znazornuje vS§echny namétené vysledky. V tabulce je 14 hodnot pfedstavujicich
procentudlni zastoupeni znaku y-H2AX ze vSech bunék ze zkumavky u jednotlivych vzorka
(100 %) pro kazdou Groven ozéfeni. Ve spodni Casti tabulky jsou uvedeny medidny pro po-

uzité urovne.

11.3 Statistické zhodnoceni
Namétené vysledky byly nasledné statisticky vyhodnoceny v programu R (R Core
Team, New Zealand). Pro zhodnoceni byl aplikovan Wilcoxonuv test, ktery sleduje rozdily

mediand.

Z Grafu 3 je viditelné, Ze mezi medianem negativni kontroly (0 Gy) a vzorku ozafre-
ného gama zafenim o intenzit€¢ 0,5 Gy byl zjistén vyznamny statisticky rozdil v expresi
znaku y-H2AX. Statistickou vyznamnost potvrzuje i hodnota pravdépodobnosti (p) vypoci-
tanad pomoci Wilcoxonova testu, jejiz hodnota ¢ini 0,0106 (hodnoty p > 0,05 jsou povazo-

vany za statisticky nevyznamné).
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Graf 3 Stanoveni znaku »-H2AX
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Graf 3 znazoriuje velikost a rozmezi mediani ziskanych z vysledkt procentualniho zastou-
peni znaku v ozatenych vzorcich, které byly vystupem z pritokového cytometru. Tento graf

byl zpracovéan v programu R.

Rozdily mezi mediany ozafenych vzorku jsou sice z Grafu 3 také patrné, ale vzhle-
dem k malému poctu vzorka statisticky nevyznamné. Pokud by bylo k dispozici napt. sto
vzork, statisticky rozdil mezi mediany by mohl mit jiz vyznam. Pro Gplnost pfedstavy o roz-
dilech medianti pomoci hodnoty p je piilozena Tabulka 2. Zobrazuje rozdily mediand napii¢

jednotlivymi skupinami ozafenych vzork.
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Tabulka 2 Rozdily medidnii

Median skupiny 0,5 Gy 1Gy 2 Gy
e A 21,560 25,480 25,535
y 0 0,0106| 0004162|  0,001729
A 3,920 3,975
0,5 Gy

0 0,5409 0.4544
0,055

1Gy a
p 0,8036

Zdroj: vlastni

V Tabulce 2 jsou znazornény rozdily mezi mediany pro jednotliva stanoveni oznacené A a

jednotlivé hodnoty pravdépodobnosti p. Za statisticky vyznamny rozdil je povaZovana pouze

p <0,05.

11.4 Zhodnoceni mediini proloZenim krivky

Pro zhodnoceni medidnt prolozenim kiivky byl pouzit program Excel (Microsoft,
USA). Byl vytvoren spojnicovy graf na zakladé dat o medianech a intenzité ozafeni. Ukazalo
se, ze ¢ast mezi mediany negativnich kontrol a vzorky ozarené 0,5 Gy gama zatreni ma témeft
linearni priibéh, coz je pro toto méteni zddouci. Dale je mozné pozorovat zvysujici se median

s rostouci davkou gama zafeni na vzorek. Tato zavislost je uvedena v nasledujicim Grafu 4.

Graf 4 Zhodnoceni medianii proloZenim krivky
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Graf 4 popisuje zavislost velikosti mediand na davce ozafeni jednotlivych skupin vzorku.

Cim vyssi je davka ozéfeni vzorkd, tim vyssi je jeji median.
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DISKUZE

Prvni vyzkumna otadzka bakalaiské prace a také hlavni cil prace dava za kol zjistit,
zda je mira exprese analyzovaného znaku y-H2AX ve vzorku v korelaci s ptijatou davkou
ionizujiciho zatfeni vzorkem. Dtivéjsi studie Redona (2010) prokazala uzite¢nost stanoveni
v-H2AX nejen pro odhadovani velikosti davek, ale také pro monitorovani ucinnosti opravy

DSB u savcu.

K hodnoceni této, ale i dalsich vyzkumnych otazek, bylo k dispozici ¢trnact vzorkt
plné krve od zdravych darct. Plna krev byla zpracovana tak, aby byla ziskana potfebna mo-
nonuklearni frakce (monocyty, lymfocyty). Tato frakce kazdého darce byla nasledné rozdé-
lena do ¢ty zkumavek. Jedna zkumavka kazdého darce byla pouzita jako negativni kontrola,
zbylé byly ozéafeny davkami gama zafeni na tfech hladinach — 0,5 Gy, 1 Gy a 2 Gy. K oza-
fovani byl pouzit gama zafi¢ s cesiovym (Cs-137) zdrojem. Po 24hodinové inkubaci byla

stanovena mira exprese znaku y-H2AX.

Vlivem pussobeni ionizujiciho zafeni gama dochazi u bunék ke dvoufetézcovym zlo-
DSB dochazi k fosforylaci histonu H2AX a vznika y-H2AX. Dle Rogakoua (1998) po ex-
pozici davkou 1 Gy gama zafeni vznika v bunice cca 40 DSB a pfiblizné 1 % H2AX je fos-
forylovano. Kazdy DSB vyvola fosforylaci zhruba 2 000 molekul H2AX. Fosforylovana
verze H2AX je snadno detekovatelnd pomoci konkrétnich protilatek a pritokové cytometrie.
Histon y-H2AX je proto povazovan za spolehlivy specificky marker DSB. Diky jeho povaze
byla hledané zavislost mezi procentualnim zastoupenim (expresi) y-H2AX a davkou pftija-

tého zafeni statisticky potvrzena.

Obecné je znamo, ze faktory jako jsou druhy reagencii, nahodné chyby zptisobené
pii zpracovani vzorki, veék, pohlavi nebo Zivotni styl darcii mohou vysledky zadsadné ovliv-
nit. Vzhledem k malému poctu vysetfovanych, a¢ zdravych, darct je pravdépodobné, ze me-
feni je témito faktory do jisté miry ovlivnéno. V malé analyzované skupiné vzorki miZzou
mit i malé odchylky jedince velky vliv na kone¢né vysledky. Sedelnikova (2008) uvadi, ze
podil buné¢k obsahujicich marker DSB (y-H2AX) je vyssi u starSich jedincti. Dale také pro-
kazala, Ze se u starSich jedincil vyskytuje vyrazny nartst celkového poctu buné€k s ohnisky
7-H2AX. Vliv této odchylky je vSak v préci irelevantni, nebot’ darci krve patii do mladé

veékové skupiny jsou mezi nimi minimalni vékové rozdily.
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Je dulezité zminit také fakt, ze tvorba lozisek y-H2AX se objevuje nejen v bunkach,
ve kterych byly indukovany DSB, ale vznikaji také jako odpovéd na syntézu DNA nebo
apoptozu bunék. Kvuli této skute¢nosti jsou vSechny vysledné hodnoty vyssi. Stejné tak je
tomu 1 u kontrolnich bunék, které nebyly ozarené, ale i tak nemaji nulové hodnoty exprese
v-H2AX. Nicméné se predpoklada, Ze tato odchylka by méla byt u vSech vzorkl totozna,

diky ¢emuz nema vliv na statistick¢ hodnoceni.

Ihned po ozafeni bun¢k ionizujicim zafenim zac¢ina kromé fosforylace histonu H2AX
soucasné i fada jinych procest, snazicich se DSB co nejrychleji opravit a v ptipadé vétsiho
poskozeni bunku zniéit, aby organismu neuskodila. Mira poSkozeni a rychlost téchto mecha-
nismi je, stejn¢€ jako exprese y-H2AX, zaroven zavisla na velikosti piijaté davky IZ. Je proto
velmi obtizné uréit ,,idedlni ¢as* nejvyssi koncentrace ohnisek y-H2AX ve vzorku po vysta-
casové dynamiky nez pouze okamziku nejvys$si koncentrace, v souvislosti s mirou exprese
1-H2AX po ozéfeni. To by pak mohlo byt vyuZito v redlnych scénétich, jako jsou naptiklad
radia¢ni nehody. Pacientim by na zakladé znamého Casu od ozéfeni a vySetiené miry ex-

prese y-H2AX bylo zji$téno postizeni zafenim.

Dil¢imi cili bylo shledani vhodného postupu pro stanoveni miry exprese znaku
v-H2AX po vystaveni zdroji gama zafeni a vhodné interpretace analyzovanych vysledki.
Uvedend metodika prace vychazi z metody pro stanoveni y-H2AX, extrakorporalni fotofo-
rézy. Pii této metod¢ vznikaji zlomy v DNA vlivem chemicky latek a stanoveni y-H2AX je
dlouhodobé zavedeno na 24 hodin po reakci s t€émito latkami. Za vhodnou interpretaci vy-
sledkti se povazuje specificka analyza surovych dat z pritokového cytometru. Touto analy-
zou je myslen vybér (,,gatovani) potfebnych buné€k, v tomto piipadé lymfocyta. ,,Gatovani®

bylo provedeno v programu Kaluza Analysis 2.1.

Druha vyzkumna otazka bakalaiské prace se tyka zmén exprese y-H2AX mezi sku-
pinami vzorkd ozafené urcitou piijatou davkou gama zafeni. Bylo zpozorovano, ze kiivka
ma mezi hodnotami 0 Gy a 0,5 Gy tém¢éf linedrni prubéh. Statisticka zména o hodnoté€ prav-
dépodobnosti p = 0,0106 je tak velmi vyznamna. Ostatni zmény v expresi y-H2AX oproti
nulovému ozatfeni maji p > 0,05, ¢imz se z nich stavaji zmény povazovany za statisticky
nevyznamné. Vzhledem k omezenym moznostem zafi¢e byla nejnizsi aplikovatelna davka

0,5 Gy.
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Mira exprese y-H2AX byla ovéfovana i v ramci medianu fluorescence (X-Med), ale
zmény nebyly patrné. Z toho vyplyva ze pro stanoveni znaku y-H2AX neni tato metoda tak

vhodna, jako jiz zminéné procentudlni zastoupeni miry exprese y-H2AX.

Pfed samotnym métfenim bylo provedeno pokusné stanoveni téi davek zafeni a mé-
feni po 24, 48 a 72 hodinach. Jako nejlepsi se jevilo stanoveni po 24 hodinach, protoze zde
byla pozorovana nejvétsi exprese znaku y-H2AX. Pokles exprese u méfeni po vice hodinach
je zpasoben bud’ vlivem opravnych drah DNA nebo nasledného umrti bunék po vystaveni

gama zafeni. Timto byla zodpovézena treti vyzkumna otazka.

Studie prokazaly, ze maximalni Girovné ohnisek y-H2AX bylo dosazeno 30-120 mi-
nut po ozafeni; postupné se poté snizovala, ale zbytkova ohniska byla stale detekovatelna i
za 24 hodin a pozdéji. (Hamasaki, 2007) Vzhledem k vychozi metod¢, u které je exprese
v-H2AX méfena az po 24 hodinach, nebyly kratsi ¢asy ovéteny.

V budoucich studiich by se mohl vyzkum soustfedit na méfeni exprese y-H2AX
pouze v rozmezi davek 0,5 Gy a mensi. Nicméné k tomu je potieba vhodnéjsi zafic, nez byl
k dispozici pro tuto praci. Zaroven by bylo vhodné analyzovat indukci DSB na zakladé mar-
keru y-H2AX v kratSich €asech (v fadu desitek minut) po ozafeni, ptipadn€ zhodnotit celko-
vou ¢asovou dynamiku exprese y-H2AX po ozéfeni. Pro statisticky vyznaméjsi data by také
bylo vhodnéjsi mit k dispozici vice nez zminénych ¢trnact vzorkd, coz pro tuto praci nebylo

bohuzel mozné.
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ZAVER

Bakalaiska préace se zabyvala molekulou y-H2AX, ktera vznika v zivych bunkach po
vystaveni ionizujicimu zéfeni a dal§im faktorim zplsobujicich bunéény stres. Nékolik
vzorkt krve, pfesnéji kultivované bunééné suspenze s mononuklearni frakci, bylo vystaveno
riznym davkam gama zafeni. Exprese y-H2AX byla méfena pomoci prutokové cytometrie.

Data byla analyzovéna a statisticky vyhodnocena.

V kapitolach teoretické ¢asti je popsan podrobny mechanismus eukaryotické bunky
po vystaveni riiznym vnéj$im i vnitinim faktoram, které zptsobuji poskozeni DNA. Dale je
uveden vycet druhti ionizujiciho zafeni a jejich vyuziti ve zdravotnictvi. Prakticka ¢ast se
vénuje samotnému postupu zpracovani vzorkl pted i po ozareni a naslednému vyhodnocent
analyzovanych dat. Jednalo se o grafické a statistické zhodnoceni naméteného procentudl-

niho mnozstvi y-H2AX v jednotlivych vzorcich.

Vsechny cile byly splnény a podafilo se zodpovédét vSechny vyzkumné otazky této
bakalarské prace. V budoucnu by mohla tato metoda najit uplatnéni v praktickych scénétich,
a to naptiklad u zpétného urcovani piijaté davky osob po radiac¢nich nehodach. Ma velky
potencial, nicméné bude tieba provést spoustu dalSich stanoveni a testl. Lze doporucit jak
vhodnéjsi zdroj zafeni, ktery je mozné nastavit na velmi nizkou intenzitu, tak stanoveni mar-

keru y-H2AX po méné nez 24 hodinach po ozéfeni.
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e Piiloha A — Graficky vystup dat z programu Kaluza Analysis 2.1
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Priloha A — Graficky vystup dat z programu Kaluza Analysis 2.1
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