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Uvod

Hlavnim cilem prace bylo prozkoumat vliv individualni radiosenzitivity tumoru
na vysledky radioterapie, a proto jsou v praci popsany zakladni radiobiologické prin-
cipy, uc¢inky ionizujiciho zafeni na lidsky organismus, individualni tumorova radio-
senzitivita, radiosenzitivita bunék a organismu jako celku. Dale je v préaci obsa-
zeno téma radioterapie. V posledni kapitole je popsan prakticky experiment a jeho
vysledky. Diskutuje se ptinos znalosti o individualni radiosenzitivité pro klinickou
lécbu.

Text je ¢lenén na ¢tyti kapitoly. Prvni tii kapitoly jsou reSer$ni a zavérecna
kapitola je vénovana experimentédlni ¢asti. Prvni kapitola obsahuje obecny popis
buiiky, jednotlivych bunécénych organel, déleni bunky. Dale je popisovano DNA,
poskozeni DNA ionizujicim zafenim a metody opravy DNA. Zavér prvni kapitoly
pojednéava o vzniku, tvorbé a struktuie tumori.

Ve druhé kapitole je obecné popsano ionizujici zafeni a zac¢atky jeho uziti v me-
diciné. Dale jsou formulovany jednotlivé metody radioterapie jako je brachyterapie,
konvencni radioterapie, 3D konformni radioterapie, radioterapie s modulovanou in-
tenzitou svazku, neutronova zachytova terapie a hadronova terapie. Na konci kapi-
toly jsou uvedeny frakciona¢ni rezimy.

V porédi tieti kapitola je vénovana individualni radiosenzitivité tumort. Radi-
osenzitivita je vyznamnym ¢initelem, ktery ovliviiuje tispésnost 1é¢by. Jsou popsany
faktory, které ovliviuji odpovéd tumort na radioterapii. Dale je rozebréna pro-
blematika indikace radioterapie a dalsich onkologickych lé¢ebnych modalit jako je
chemoterapie, imunoterapie, chirurgie, atd.

Posledni kapitola popisuje experimentalni ¢ast, ve které byly zkoumany tii bu-
nééné linie glioblastomt U251, A172 a T98G. Jsou popsény metody experimentu,
pouzité vybaveni a materidl. Kapitola obsahuje také podrobny popis postupu ex-
perimentu. Na konci kapitoly jsou uvedeny nameérené hodnoty a jsou diskutovany
vysledky experimentu.

Téma prace je velmi komplexni a pro obor radioterapie muze byt zkoumani
tumorové radiosenzitivity velmi pirinosné. Znalost radiosenzitivity jednotlivych ra-
kovinnych bunék je jednim z rozhodujicich parametrii pro volbu onkologické lécby.
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Kapitola 1

Teoreticky tvod

1.1 Zakladni déleni bunék

Bunka je zékladni morfologickou a funkéni jednotkou vSech jednobunéénych
i mnohobunéénych organismi. Zastava v organismu celou fadu funkei a vykazuje
vSechny znaky zivé hmoty. Rozméry buniky se pohybuji v fddech mikrometri. Po-
zorovatelné jsou proto témér vyhradné mikroskopem. Tvar bunky zavisi na funkei,
kterou buiika v téle vykonava. Jinym tvarem se vyznacuji buiiky prokaryotni a eu-
karyotni. Prokaryotni buniky jsou jednodussi a mensi nez eukaryotni, evolu¢né se
vyvinuly dfive. Do téchto bunék radime sinice a bakterie. Eukaryotni bunky jsou slo-
Tato prace se vénuje vyhradné zivocisnym bunkam, proto budou v nésledujicim
textu popisovany jen ty [1].

1.2 Popis Zivocisné bunky

Zivocisné bunky se dale déli na bunky jednobunéénych a mnohobunéénych or-
ganismu. Tato prace pojednava pouze o mnohobunéénych organismech, dale se tedy
bude vénovat pouze jejich popisu. Primérna velikost Zivoc¢isné bunky se pohybuje
v rozmezi 10 — 20 pm. Maji rozmanité tvary v zavislosti na vykonavané funkci
v organismu. V lidském téle je pfiblizné 45 bilionu bunék [2]. Jejich soucasti jsou
riznorodé organely zastavajici rizné funkce. Schématické znézornéni bunky je na
Obr. 1.1. Soudrznost bunék je zajisténa pomoci cytoskeletu, takzvané kostry buiky.
Ochrannou vné&jsi vrstvu bunky tvori cytoplazmatickd membrana, ktera je polo-
propustné. Uvnitf bunky jsou rozmistény jednotlivé organely. Prostor mezi nimi je
vyplnén cytoplazmou. Jedna se o viskézni roztok, ktery je tvoren predevsim z vody,
potfebnych zivin, enzymii, odpadnich produkti a dalsich latek [3], [4].

Dilezitou organelou je jadro (nucleus). Je obaleno do dvojité jaderné membrany.
Uvnitf jddra nalezneme jedno nebo nékdy i vice jadérek. Uvniti jadérka je uloZzena
veskera genetickd informace potfebna pro replikaci DNA [6].
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Obrézek 1.1: Zivodisna buiika a jeji organely [5].

Endoplazmatické retikulum se nachézi v bezprostfedni blizkosti jadra. Jedné
se o uskupeni zvlastnich cisteren a tubuli ohrani¢enych membranou. Rozlisujeme
dva druhy endoplazmatického retikula: drsné a hladké. Povrch drsného endoplazma-
tického retikula je poset mnozstvim malych ¢astic, tzv. ribozémt. V drsném endo-
plazatickém retikulu probiha syntéza bilkovin. Oproti tomu hladké endoplazmatické
retikulum na svém povrchu ribozémy nema |[6].

Golgiho aparat je organela tvorené svazkem cisteren, které jsou propojené po-
moci mikrotubulta. Latky vyprodukované endoplazmatickym retikulem jsou pfene-
seny do golgiho aparatu. Zde dojde k jejich zabaleni do vacki. Témito latkami jsou
bilkoviny, lipidy a steroidy. Odtud poté tyto latky ve vaccich putuji do mista ur-
Ceni [6].

Dalsi organelou je mitochondrie. Mitochondrie jsou tycinkovité ttvary, které
v buiice slouzi jako zdroj energie. Probiha zde bunécéné dychéani, pomoci kterého
butika ziskavéa energii. Mitochondrii je v buiice velké mnozstvi, az nékolik set [6].

Mezi mikrotéliska patii lysozomy a peroxizomy. Jsou ohrani¢eny jednoduchou
membranou. Lysozomy zajistuji likvidaci bunéénych soucasti. Jsou schopné nékteré
soucasti z rozlozenych organel dale poskytnout k vyuziti [6]. Peroxizomy slouzi k de-
toxikaci bunky. Nejvice peroxizomut najdeme v jaternich a ledivinovych buiikach [6].

Centriola je parova bunécéné organela. Dvé centrioly dohromady tvoii cent-
rozom. Pii bunééném déleni se tento centrozom duplikuje a kazdy se presune na
opacnou stranu buniky. Zde se vytvori poly déliciho vieténka. Centrozomy jsou tedy
velmi dulezité pii vlastnim déleni bunky [6].
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Obrazek 1.2: Struktura DNA.

1.3 DNA

DNA (deoxyribonukleova kyselina) je geneticka informace, které je unikatni pro
kazdy organismus. Kompletni genetickou informaci nazyvame genom. Ten je uloZen
predevsim v jadrech bunék. Vlastni DNA disponuji také naptiklad mitochondrie.
DNA je v jadfe ulozena do chromozomi. Cloveék ma 46 chromozomi, rozdélenych
na 23 paru [7].

V DNA je zakédovano mnoho informaci. Nékteré tseky uchovavaji informaci
o tvorbé proteint. Tyto oblasti se nazyvaji geny a bunky jsou diky nim schopné si
sysntetizovat v8echny potfebné proteiny |7].

Struktura DNA je zobrazena na Obr. 1.2. DNA je ulozena do tvaru dvousrou-
bovice. Tato dvouSroubovice je tvofena dvéma k sobé nasedajicimi fetezci, které
se sklddaji z fosfatové patere a cukru deoxyribozy. Na kazdém cukru je navazana
nukleova baze. Spojeni fosfatu, cukru a nukleové baze nazyvame nukleotid. Nuk-
leotidy jsou spojeny pomoci vodikovych mustkt. RozliSujeme ¢tyti nukleové baze:
adenin (A), thymin (T), cytosin (C) a guanin (G) [7]. Potradi jednotlivych nukleo-
vych bézi tvoii tzv. DNA sekvenci. Pro umisténi a navazani bazi k sobé plati pravidlo
komplementarity, tedy adenin se vaze pouze s thyminem a guanin jen s cytosinem [7].

1.4 Bunéc¢ny cyklus

Jedna se o cyklus, kterym buiika prochézi mezi svymi délenimi. V ramci bunéc-
ného cyklu bunka zdvoji sviij obsah, ktery je nasledné rozdélen do dvou dcefinnych
bunék. Doba trvani bunééného cyklu se nazyva genera¢ni doba a pro jednotlivé
bunky se muze vyrazné ligit. Vétsina bunék v lidském téle setrvava ve fazi GO a jiz
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Obrazek 1.3: Bunéény cyklus [10].

se dale nedéli. Jedna se o jiz diferencované bunky. Piikladem plné diferencovanych
bunék jsou neurony. Oproti tomu napiiklad jaterni bunky mohou vstoupit do GO faze
a po Case prejit opét do G1 faze a zacit se opét délit [8].

V G1 fazi bunka roste a pripravuje se na dalsi déleni. V této fazi se kontroluje
a opravuje DNA, aby nedoslo k replikaci chybné DNA. Dalsi fazi je S faze, kde do-
chézi k replikaci DNA na dvojnasobné mnozstvi. Nasleduje G2 faze, kde se zdvojuji
organely v bunce a tvofi se struktury potfebné pro déleni. Ptipravuji se proteiny,
které nasledné kondenzuji chromozomy, tvori mitoticky aparat a jsou zodpovédné
za destrukei jaderného obalu. Faze G1, S a G2 patii do tzv. interfaze [§].

Po interfazi dochazi k mitotické fazi. Tato faze je velmi rychla. Sklada se z ja-
derného déleni a vlastni cytokineze. Mitéza je nej¢astéjsi typ jaderneho déleni (ka-
ryokineze). Na konci mitézy vzniknou dvé zcela rovnocenné dcefinné bunky. Mitoza
mé celkem ¢tyti faze. Prvni fazi je profaze. Dochazi k rozpusténi jaderné membrany
a jadérek, zkracuji se chromozomy (kondenzace) a za¢ina vznikat délici vieténko.
V metafazi jsou jiz chromozomy kondenzované a sefazené do ekvatorialni roviny.
Délici vieténko se navazuje na centromery chromozomu. Dale probihéd anafaze, kde
dojde k rozdéleni chromozomt v centromerach a jejich pohybu k polim bunky. Na-
sleduje telofaze, kde dojde k zaniku délictho vieténka, chromozomy dekondenzuji
a znovu se vytvori jadérko a jaderna membrana. Nésleduje samotné rozdéleni bunky
(cytokineze). Pii cytokinezi vznika prepézka mezi dcefinnymi buiikami a bunky se
rozdéli ryhovanim [8].

V bunééném cyklu je nékolik kontrolnich uzli, kde je kontrolovano, zda vse
probiha v poradku. Aby tedy doslo k néjaké mutaci, které se prenese na dcefinné

buniky, musi tyto ochranné mechanismy selhat [9]. Schéma bunécéného cyklu je na
Obr. 1.3.
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Obrazek 1.4: Poskozeni DNA.
1.5 Ucinky ionizujiciho zareni na DNA

Na fetézci DNA miiZe vlivem ionizujiciho zafeni dochézet k poskozenim. Ucinky
ionizujiciho zareni na bunky délime na pifimy a nepiimy. Pfimy tuc¢inek ionizujicho
zafeni muze ménit chemickou strukturu bunék v dusledku interakci zareni s lat-
kou. Jeho pravdépodobnost zavisi na velikosti molekul DNA a jejich koncentraci.
Cim vyssi je koncentrace molekul, tim vyssi je pravdépodobnost interakce a vzniku
radiacniho poskozeni bunky [11].

Neprimy ucinek je zpisoben reaktivnimi molekulami v okolnim prostiedi bu-
neék. Okoli bunék je z velké ¢asti vyplnéno vodou. Prvni ioniza¢ni potencial vody
je 12,6 eV [11]. Takové mnozstvi energie je jiz schopno vyrazit elektron z molekuly
vody. Interagujici ¢astice ionizujiciho zareni vSak nejcastéji ztraceji svou energii po-
stupné v nékolika interakcich. Mohou excitovat nebo vyrazit elektrony z elektrono-
vych obalti atomt vody. Tyto vyrazené elektrony mohou dale ionizovat prostiedi.
To zpusobuje radiolyzu vody. V okoli bunék tedy vzniknou volné radikaly, naptiklad
H a OH. Radikal je poté schopen difundovat k biomolekuldm a poskodit je [11].

Ucinek ionizujiciho zafeni na DNA se miiZe projevit napiiklad jednoduchymi
zlomy, poskozenim béze, dvojnymi zlomy, spojenim jednoho fetézce DNA na Spat-
ném misté jak v rdmci stejného fetézce, tak i mezi dvéma Tfetézci a také pripojenim
proteinu k DNA fetézci [11]. Poskozeni jednoduchym a dvojnym zlomem je schema-
ticky znazornéno na Obr. 1.4. Depozice energie ionizujictho zafeni neni v objemu
homogenni. Pokud se v buiice deponuje vétsi mnozstvi energie ¢i plisobi volné ra-
dikéaly, mohou vznikat komplexni poskozeni. Na jednom ftetézci DNA se vyskytuje
cel& fada poskozeni.
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1.6 Oprava DNA

Opravy DNA probihaji celou fadou ruznych mechanismi. Podobny princip sdili
tfi opravné mechsnismy, a to oprava chybného parovani (mismatch repair MMR),
oprava vyjmutim béze (base excision repair BER) a oprava vyjmutim nukleotidi
(nucleotide excision repair NER). Pfi rozpoznéani poskozeného mista se aktivuji tyto
repara¢ni mechanismy a dojde k odstranéni poskozené ¢asti DNA. V pripadé BER
dojde k odstranéni pouze jednoho nukleotidu, pti MMR a NER je odstranéno nékolik
nukleotidi. Déle se vyplni mezera po odstranénych nukleotidech a fetézec DNA se
zase spoji. Dalsi moZnou opravou je postreplikaéni oprava (homologni rekombinace
HR). Uplatiuje se predevsim pii opravé dvojnych zlomi. Jedno vlakno homologniho
chromosomu se spéruje a zrekombinuje s poskozenou DNA. Oprava DNA pomoci
HR je mozna pouze tehdy, kdyz existuje sestersky chromosom (pozdni faze S a G2),
ze kterého bunika muze ¢erpat informaci o spravné DNA. Oproti tomu nehomologni
spojovani volnych koncii (NHEJ) muZe probihat ve v8ech fazich bunééného cyklu.
Jedné se o opravu dvojnych zlomi, ke které neni potieba nasyntetizovany sestersky
chromosom [12].

Jednoduchy zlom dvousroubovice je snadno reparovatelny. Dvojny zlom pred-
stavuje pro bunku vétsi obtiz. Jeho reparace je ¢asto provedena s chybami, které se
nasledné mohou projevit mutacemi. Ve fazich bunécného cyklu, kde jiz bunika nemé
nasyntetizované kopie DNA pro reparaci chybi pfedloha, takzvany templat, podle
kterého by bylo mozné spravnou opravu provést. V.S a G2 fazi bunécného cyklu
miuze bunka jako templat pouzit nasyntetizovanou kopii chromozomu [11]|. Dalsim
moznym poskozenim je kiizeni. Dojde k tomu, Ze nukleonové béze se napriklad vza-
jemné spoji obé na jedné strané fetezce DNA, na druhé strané tedy zustanou dveé
volné baze. Pro reparaci poskozeni je dilezita dostupnost templatu.

Reakce organismu na radiac¢ni poskozeni je také doprovazena zvySenou repro-
dukci bunék, organismus se snazi nahradit ztraty. Nékdy buiika neni schopna spravné
opravit radia¢ni poskozeni. To ¢asto znamend, Ze u ni za¢ne probihat fizena bunécna
smrt, takzvana apoptoza. Je to aktivni proces, kdy bunka aktivuje specifické geny.
Buinika se rozdéli na jednotlivé vacky, které jsou nasledné zpracovany imunitnim sys-
témem. Oproti tomu miize probihat také takzvana nekroza. To je nefizena bunééna
smrt, kdy organely i cela bunika za¢nou zvétsovat svij objem az se jejich struktury
rozpadnou a uvolni do mezibunééného prostredi. Takovy rozpad vyvola zanét [13].

1.7 Onkogeneze

Onkogeneze je nadorové bujeni. Pokud pfi replikaci DNA nebo pii opravéich
poskozeni dojde k néjaké chybé, kterou ochranné mechanismy bunky vcas neodhali,
muze dojit k mutacim. Mutované buniky se mohou zacit nekontrolované délit a ex-
pandovat do okoli. Pokud se tyto zmutované nadorové bunky zac¢nou rychle délit
a narusovat zdravou tkan, mluvime o vzniku tumoru|[14].

Nésledné miize dochazet k $ifeni rakovinnych bunék do dalsich c¢asti téla. Na-
dorové bunky dokazi proniknout pres stény cév, a tak vniknout do krevniho recisté,
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kterym mohou cirkulovat. Nadorova bunka nebo shluky nddorovych bunék jsou ¢asto
vétsich rozmeéra nez kapilary, kterymi prochézeji. Proto mize dojit k jejich zastaveni
v tuzkych mistech cévniho fecisté. Pokud se nadorové bunky v daném misté uchyti
a nezaniknou (napf. apoptoticky), tak vznikne sekundarni nador - metastaza [14].

Zakladem onkogeneze jsou zmény v genetické informaci buiiky. Poskozené geny
zpusobujici transformaci zdravé bunky nazyvame onkogeny. V buiikach se vysky-
tuji také geny s opacnou funkci, tzv. antionkogeny (neboli tumor supresorové geny),
které brani bunécné transformaci. Jednim z nejzndméjsich je gen p53, ktery je po-
vazovan za ochrance bunky. Antionkogeny brzdi bunééné déleni, Gcastni se oprav
DNA a podporuji apoptozu [14].

V souvislosti s nepfiznivymi biologickymi Gc¢inky ionizujictho zafeni mluvime
o onkogenezi jako o stochastickém jevu. Pti diagnostice rakoviny nejsme schopni
urcit, zda byla indukovana ionizujicim zafenim. Vime vSak, Ze ionizujici zafeni zvy-
Suje pravdépodobnost vyskytu stochastickych tu¢inkt. Zname i dalsi kancerogenni
faktory. Jednou skupinou téchto ¢initelt jsou chemické, mezi které patii napriklad
inhalce cigaretového koufe, konzumace alkoholu, arzen a azobarviva. Dalsi kance-
rogenni faktory jsou biologické, a to jsou napiiklad viry a bakterie. VSechny tyto
faktory ovliviji riziko vzniku tumoru [15].

Rozligujeme benigni (nezhoubné) a maligni (zhoubné) nadory. Benigni nadory
rostou vyrazné pomaleji nez ty maligni a zachovavaji charakter pivodni tkané. Ma-
ligni nadory jsou agresivnéjsi, mohou se vytvorit z bunék jakékoliv tkané, nekontro-
lované se zvétsuji a proristaji do okolnich tkani. Buitky malignich naddort poskozuji
strukturu organu a omezuji jeho funkci. Takova buika mé mensi senzitivitu k okol-
nim vliviim, nereaguje na podnéty a muze se zacit nekontrolované délit. Velice rychle
vznika velké mnozstvi dcefinnych bunék, které se také dale nekontrolované déli. Tato
maligni nadorova tkan utlacuje zdravou tkan a nasledné muze expandovat do dalsich
organt a metastazovat [9].

1.8 Mikroprostredi tumoru

Nadorové mikroprostiedi je velmi dulezitou soucasti komplexntho pohledu na
onkogenezi. Obsah nddorového mikroprostiedi ovliviiuje agresivitu nadoru. Jako mi-
kroprostiedi tumoru oznac¢ujeme ekosystém, ktery obklopuje samotny tumor nebo
je uvnitt tumoru a v jeho okoli. Tumor a jeho mikroprostiedi se vzajemné ovliviiuji.
Mikroprostfedi umoznuje tumoru riist a vyzivovat se [16].

Tumory jsou tvofeny dvéma velmi provazanymi komponentami. Jedna se o vlastni
parenchym (nadorové buiky) a stroma. Tumory totiz pottebuji, stejné jako organy
v lidském téle, dodéavat kyslik a ziviny. Solidni tumory proto obsahuji také nena-
dorové buiniky rtznych typt. Na Obr. 1.5 je schematicky znazornén tumor a jeho
mikroprostiedi, které obsahuje mnoho druhti bunék. Jedna se napiiklad o makro-
fagy, lymfocyty, natural killer buiiky a naddorové buiky. Na obrazku je také vidét
cévni zasobeni tumoru [16].

Nédory obsahuji tzv. cancer stem cells (CSC), které maji schopnost sebeobnovy
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Obrazek 1.5: Mikroprostiedi tumoru.

a diferenciace. Vysilaji do okoli signaly a jsou tak schopné prinutit ostatni zdravé
buiiky ke spolupréci. CSC maji schopnost diferenciace i v nenadorové buiikky. Mohou
se preménit v endotelialni bunky ¢ fibroblasty. Ty nasledné tvoii bunky hladké
svaloviny a pojivovou tkan. Takto muze vzniknout cévni sit, ktera nador zasobuje
kyslikem a zivinami. Tvorba této sité se nazyva angiogeneze [17].

V soucasné dobé se stdle mnoho véci o mikroprostiedi tumoru nevi. Probihé
tedy cela fada vyzkumi, abychom zjistili, jak presné ovliviiuje mikropstiedi tumoru
jeho rist a jaké je postaveni mikroprostiedi ve vztahu k onkologické 1é¢bé [18].
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Kapitola 2

Radioterapie

2.1 Ionizujici zareni

Jiz v roce 1895 objevil W. K. Rontgen zareni X. Hned o rok pozdéji objevil
Henri Becquerel radioaktivitu. Nasledoval objev radia a polonia, ktery uskutecnili
Marie a Pierre Curie. V nésledujicich letech se védci snazili popsat co nejdokonaleji
chovéani radiaktivniho materialu a také pro néj najit vyuziti. Velmi brzy se zareni X
pouzilo k 16¢bé nadoru (1896). Gamma zéafeni *Ra se také zéhy zacalo pouZivat
pro lé¢bu zhoubnych nadorua (1903) [19].

V zacatcich vyuziti ionizujiciho zafeni pro onkologickou 1é¢bu nebyl prilis kladen
diiraz na radia¢ni ochranu. To predstavovalo vysoké riziko pro personal, ktery musel
manipulovat s radioaktivnimi latkami. V prubéhu let se zdokonalila radia¢ni ochrana
personélu i pacienti [19].

V padesatych letech dvacatého stoleti doslo k zavedeni vysokoenergetickych ko-
baltovych ozafovacii do radioterapeutické praxe. Tim se vyrazné zvysila efektivita
ucinnost lecby se zvysila. Dalsi vyvoj radioterapie byl velmi rychly. Zacaly se vyu-
zivat linearni urychlovace pro externi radioterapii. Velkym piinosem jsou také sofis-
tikované planovaci systémy, které umi velmi presné pocitat davkové distribuce jed-
notlivych pacientskych plant. Pro planovéani lécby byl také dulezity posun v oblasti
diagnostiky. Vyuziti modernich zobrazovacich modalit, jako je predev§im vypocetni
tomografie (CT) a magnetickd rezonance (MR), rovnéz zvysilo kvalitu planovani
radia¢ni terapie [19].

2.2 Obecny uvod k radioterapii

Radioterapie je metoda vyuzivajici ionizujici zareni pro 1é¢bu Siroké skily one-
mocnéni. Nejcastéji se jedna o onkologickou 1é¢bu. Ionizujicim zafenim vsak miizeme
lécit i nenadorova onemocnéni jako jsou napiiklad patni ostruhy a rtzna zanétliva
¢i kloubni onemocnéni. Déle se budu zabyvat pouze onkologickou ¢asti radioterapie.
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Obréazek 2.1: Terapeuticky linearni urychlova¢ ve Fakultni Nemocnici Bulovka.

Cilem radioterapeutického ozarfovani je nadorova tkan. Ozafuje se tzv. cilovy
objem. Cilovy objem se definuje na zakladé diagnostickych snimkii. Nejcastéji se
uziva CT skenti, nékdy se vyuziva také doplikovych modalit jako je magneticki
rezonance, ultrazvuk ¢i pozitronova emisni tomografie (PET). Vysledky téchto dia-
gnostickych modalit se poté mohou zobrazit jako obrazova fuze.

Snahou je dorucit velmi presné davku presné definovanému cilovému objemu
a co nejnizsi davku okolni zdravé tkani.

2.3 Metody radioterapie

Rozlisujeme dva rozdilné zpusoby radioterapie, a to vnéjsi (externi) radioterapii
a brachyterapii. Externi radioterapie je velmi rozsahla metoda vyuzivajici ionizuji-
ciho zéafeni pro lécbu ruznych onemocnéni. Samotna externi radioterapie se dale
déli na konvencni radioterapii, 3D konformni radioterapii a radioterapii s modulova-
nou intenzitou svazku [15]. Linearni urychlovac, ktery se vyuziva k doruceni davky
v externi radioterapii nachazejici se ve Fakultni nemocnici Bulovka je pro ukazku
zobrazen na Obr. 2.1.
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Brachyterapie

Brachyterapie je radioterapeutickd metoda, kdy se maligni lozisko ozaiuje z velmi
malé vzdalenosti bud na povrchu téla nebo uvnitf téla pacienta pomoci zavedeni za-
fice do téla pacienta. Vyhodou této metody je velmi dobré rozlozeni davky. Piesné
doruc¢eni davky do cilového objemu a rychly spad davky ve zdravé tkani. Jedné se
o lokalni ozafovani a tudiz se velmi dobfe chrani zdrava tkan [15].

K ozarovani se pouzivaji malé zapouzdiené radionuklidové zdroje. Nejcastéji se
jedna o radionuklidy 37Cs, ¥2Ir, 198 Au, 125T a '03Pd [15]. Brachyterapeutické me-
tody se dale déli dle umisténi zdroje v téle pacienta na intersticialni, intrakavitarni,
intraluminarni a povrchové. Intersticidlni zavedeni zdroje znamené, ze zdroj je im-
plantovan piimo do nadoru (napf¥. nadory prsu). Pi intrakavitarni brachyterapii je
z&¥i¢ umistén do télnich dutin (napt. gynekologické aplikace). Déle pii intralumi-
narni brachyterapii se zdroj umistuje do trubicovitych organi (napf. jicen, zluc¢ové
cesty). A nakonec povrchova aplikace se vyuziva pro kozni nadory [15].

Vyhodou brachyterapie oproti externi radioterapii je presné dodani davky do
cilového objemu a mala zatéz okolni tkdné diky vysokému gradientu davky. Nevyho-
dou je omezend moznost vyuziti. Brachyterapii lze pouzit pouze pro pomérné malé
nadory definovanych rozmért a snadné lokalizace [15].

Konvenc¢ni radioterapie

Konvencéni radioterapie vyuziva homogennich svazki ionizujiciho zafeni. Jednéa
se o nejstarsi radioterapeutickou metodu. Pti konvenéni radioterapii se nejcastéji
uziva vysokoenergetickych fotonti. Nékteré kritické organy je mozné odstinit pomoci
individuélné odlitych stinicich bloku [15].

3D konformni radioterapie

Oproti tomu 3D konformni radioterapie vyuziva lépe tvarovanych poli. K tpraveé
poli do riznych tvart se vyuziva tzv. vicelamelovy kolimator. Tento kolimator umoz-
nuje tvarovat ozarovaci pole do riznych tvart z rtznych sméru tak, aby tvar pole
odpovidal tvaru cilového objemu z dané projekce [15].

Radioterapie s modulovanou intenzitou svazku

Radioterapie s modulovanou intenzitou svazku (IMRT) je specialni tim, Ze lze
pouzivat pole s proménnou intenzitou. Zarovén jsou IMRT urychlovace opatieny
také vicelamelovym kolimétorem. Pole lze tedy tvarovat individualné ve vSech smé-
rech. Moznost modulovat intenzitu svazku vyrazné snizuje davku okolnim zdravym
tkanim [15].
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Obrazek 2.2: Braggova kiivka [21].

Neutronova zachytova terapie

Neutronova terapie je zatim pouze na experimentalni trovni. Nejrozsitenéjsi
je vyzkum v Japonsku. Neutronova terapie je uréena k 1é¢bé lokalnich invazivnich
malignich nadort. Pacientovi se do nadoru musi vpravit borové ¢inidlo obsahujici
10B. Tok neutronti nasledné reaguje s borem obsaZenym v nadoru. Z této rakce
vznikne jadro 7Li a ¢astice alfa. Ty maji v tkani velmi kratky dolet. Energie se
tedy deponuje pfimo v nadoru a zdrava tkan neni poskozena. Vyzkum neutronové
terapie se provadi také v Ustavu jaderného vyzkumu a.s. v Rezi s vyuzitim reaktoru
LVR-15 [20].

Hadronova terapie

Jedné se o ozafovani pomoci tézkych nabitych ¢astic. Tyto ¢astice jsou urych-
leny na velmi vysoké energie. Nejcastéji se jedna o 1é¢bu protony. Pro tuto metodu
je dilezité odlisné chovani tézkych iontt v hmoté. Tézké ¢astice zanechavaji na své
draze jen malou ¢ast energie a smér jejich letu se prilis neméni. Vétsinu své energie
deponuji na kratké dréze a vSechny ve stejném misté. To ndm umoznuje efektivné
ochranit zdravou tkan, ktera je v téle pted nadorem. Tuto skutecnost dobre ilustruje
tzv. Braggova kiivka (Obr. 2.2) [20].
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2.4 Frakcionace a priklady

Na zékladé pozorovani kiivek preziti za uziti riznych metod a podminek pri
ozafovani byly v prubéhu vyzkumu v minulosti odvozeny zakladni modely radiobi-
ologického mechanismu. RozliSujeme dva zékladni rezimy ozafeni, a to jednorézové
(stereotaktické) a frakcionované. Pri frakcionovaném ozafeni se uziva mensiho biolo-
gického efektu ozéareni pii rozdéleni dané davky do vice frakci. Mezi frakcemi dochézi
k repara¢nim procestim subletalnich poskozeni zdravé tkané. Pro 1é¢bu riznych one-
mocnéni jsou vhodné rizné frakcionacni rezimy:

e normofrakcionace (10 Gy/tyden, 5x 2 Gy)

e kontrahovana frakcionace (vice nez 10 Gy /tyden)
e protrahovana frakcionace (méné nez 10 Gy/tyden)
e hyperfrakcionace (vice nez 5 frakei/tyden)

e kombinované kontrakce a hyperfrakcionace [15].

Nejcastéji uzivany frakcionacni rezim je normofrakcionace. Pii frakcionované radio-
terapii pozorujeme reparaci bunék zdravé tkané. V dobé mezi frakcemi se subletalné
poskozené nadorové i zdravé bunky mohou opravovat. Po dobu reparace se v buiice
zastavi bunécny cyklus. Pokud je reparace mozna, buika obnovi sviij bunéény cyk-
lus. Pokud oprava neni mozné, dojde k apoptéze. Dalsim radiobiologickym jevem
pozorovanym pii frakcionovaném ozarovani je repopulace. Pojem repopulace se uziva
pro doplhovani po¢tu nadorovych bunék po jejich ubytku. Regenerace se tyka ob-
novy zdravych tkani. Dojde k dorustani zdravé tkané z kmenovych bunék [15].
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Kapitola 3

Radiobiologie a radiosenzitivita

3.1 Radiobiologie a jeji principy

Radiobiologie je mezioborové odvétvi na hranici mezi biologii a fyzikou; casto
sem vtupuje také chemie. Zabyva se pusobenim ionizujicihio zarfeni na Zivé orga-
nismy, tkané, bunky a jejich soucasti. Zkoumé veskeré vyskytujici se zdroje ioni-
zujictho zafeni. Pfedmétem zajmu jsou prirodni i umeélé zdroje zafeni a jejich uziti
v mediciné, prumyslu, vyzkumu, atd. Snahou radiobiologie je popsat uc¢inky ionizuji-
ciho zareni na zivou hmotu jak z hlediska samotné interakce, tak i nasledné procesy,
které zafeni v zivé hmoté vyvola [22].

Klonogenni test

Diilezitym radiobiologickym nastrojem pii zkoumani radiosenzitivity je klono-
genni test. Tato metoda je zaloZena na schopnosti bunék délit se, tedy klonovat se
a tim tvofit pocCetné kolonie. P¥icemz kolonie je definovana jako skupina alespon pa-
desati bunék. Principem testu je, Zze bunky jsou podrobeny néjakému negativnimu
Ciniteli v rizné mite a je sledovano jejich pteziti a schopnost tvorit kolonie. Pomoci
této metody je mozné popsat miru odpovédi bunék na dané negativni ¢initele [23].

Vystupem klonogenniho testu je zavislost preziti bunék na davce zafeni, kterou
popisuje tzv. kiivka preziti. Nejde jen o preziti jednotlivé bunky, ale zalezi i na za-
chovéani reprodukéni funkce. Kiivky preziti je mozné popsat riznymi matematickymi
modely. V radioterapii se ¢asto vyuziva linearné-kvadratického modelu (LG model).
Dle LQ modelu se spocte prezivsi frakce S jako:

S = Sy e (@P+BD?), (3.1)

kde D je absorbovana davka, Sy je puvodni pocet nasazenych bunék a o a 8 jsou
parametry modelu. Parametry o a 8 popisuji radiosenzitivitu zkoumanych bunék.
V literatufe se ¢asto pro popis radiosenzitivity tumora uziva podilu «/3. Parametr
a udava tvar kiivky preziti v oblasti nizkych dévek. S rostouci absorbovanou déavkou
roste vliv parametru  na prubéh kiivky preziti. Pokud je v oblasti nizkych davek
strmy pokles prezivsi frakce, bude pomér o/ 3 vyssi. Tedy bunky jsou velmi senzitivni
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jiz v oblasti nizkych davek. Tvar kiivky preziti miize mit naopak na zacatku raménko
a pokles prezivsi frakce je tak pozorovan az pri vyssi absorbované dévce. Toto muze
poukazovat na potifebu akumulace vice poskozeni pro pokles prezivsi frakce. Prezivsi
frakce se vynasi do grafu zpravidla v logaritmické skale [24].

Jednotlivé studie se velmi riizni v konkrétnich hodnotach parametru a/f3. Lze
vsak Tici, ze napf. nddory hlavy a krvku, délozniho ¢ipku, moc¢ového méchyte a jater
(a/ =~ 10 Gy) maji vyssi pomér «/f nez nadory prsou a prostaty («/f =~ 4 Gy).
Poméry parametri « a 8 pro nadory rekta, jicnu, centralni nervové soustavy, kize
a plic se mezi jednotlivymi studiemi velmi odlisuji. To je pravdépodobné zptisobeno
vyraznymi nehomogenitami v histologii téchto tkani. Vyssi pomér «/f naznacuje
vhodnost uziti hypofrakcionace. Naopak pfi niz§im poméru «/F by bylo vhodné
idikovat hyperfrakcionaéni rezim radioterapie [25].

3.2 Vliv individualni radiosenzitivity na prtibéh ra-
dioterapie

Radioterapeuticka 1écba a jeji parametry jsou indikovany prevazné na zakladé
stupné diferencovanosti bunék nadoru (grading) a rozsahlosti nadorového onemoc-
néni (staging). Dalsim parametrem, ktery vstupuje do rozhodovaciho procesu je to,
o jaké nadorové onemocnéni se jednéd a kde se nachézi. Neni vSak béznou praxi
hodnotit pfi nastaveni lé¢by také individualni radiosenzitivitu jedince [26], [27].

Vyznamnym faktorem v radioterapeutické onkologické 1é¢bé je radiosenzitivita.
Tumory ruznych jedinct pochézejici ze stejné tkané a ve stejném stadiu vyvoje mo-
hou mit vsak extrémné rozdilnou radiosenzitivitu. Radiosenzitivitu lze vnimat ve
vztahu k organismu jako k celku, radiosenzitivitu jednotlivych tkani ¢i jako individu-
alni tumorovou radiosenzitivitu. Radiosenzitivita tumoru je ur¢ujicim parametrem
ucinnosti radioterapeutické lécby (28], [29].

Celkova radiosenzitivita organismu

Odpovéd na ionizujici zafeni se mezi lidmi jako jednotlivei rizni. Tento fakt
byl prezentovan jiz pfed vice nez sto lety a je dodnes platny. Na pocatku 20. sto-
leti se ionizujici zareni zacalo hojné vyuzivat k 1é¢ebnym tcelim. Védci a lékari si
vs§imali odlisnych reakci na stejnou lé¢bu u ruznych pacienti. Zpocatku byly tyto
rozdily prisuzovany nepfesnému urceni dorucené davky pacientovi. S postupem casu
a rostoucim mnozstvim pacientt vSak védci dosli k zavéru, ze za odliSnou reakci na
ionizujici zareni stoji individualni radiosenzitivita jednotlivce [30].

Radiosenzitivita tkani

Pojem radiosenzitivita popisuje miru odpovédi nadoru ¢i tkdné na ozéareni a ve-
likost a rychlost regrese po ozareni. Radiosenzitivita tkani primo souvisi s citlivosti
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bunék na ucinky zareni. Mira této citlivosti je dana predevsim schopnosti reparace

DNA [28], [31].

Jiz. v roce 1906 védci prisli na myslenku, Ze radiosenzitivita tkané je prfimo
umeérna jeji reprodukéni aktivité a nepfimo imérné stupni diferenciace. Nejvice ra-
diosenzitivni jsou tedy bunky, které se ¢asto déli nebo malo diferenciované buiiky.
Toto pravidlo oznacujeme jako zakon Bergonié a Tribondeau. Nasledkem této zako-
nitosti je také vyssi radiosenzizivita u déti [32].

Za vysoce radiosenzitivni tkdné lidksého téla povazujeme kostni dien, zaludek,
tlusté stirevo, plice ¢i mléénou zlazu. Pri uziti radioterapie tedy tyto organy oznacu-
jeme jako kritické a snazime se je chranit pred ionizujicim zarenim. Naopak pomérné
vysokou radiorezistenci vykazuji svaly, kosti a nervovy systém [28], [32].

Tumorova radiosenzitivita

Radiosenzititvita nadorovych bunék je urcujici pro odpovéd tumoru na radi-
oterapii. Posledni studie naznacuji, ze pro vysledek radioterapie je nejdilezitéjsi
radiosenzitivita stromatu!. Bylo prokazéano, Ze radiosenzitivita tumoru jako celku
koreluje s radiosenzitivitou bunék daného typu in vitro?. Nékteré studie ovsem opo-
nuji a za determinant odpovédi nadoru na zafeni povazuji radiosenzitivitu vnitinich
struktur nadoru, jako je napiiklad cévni systém [35]. Jako ukazatel radiosenzitivity
nadoru povazujeme zpomaleni ristu nadoru nebo dokonce zmengeni nadoru [28].

Radiosenzitivita nadort souvisi s jejich tkdnovym ptuvodem. Vysokou radiosen-
zitivitu vykazuji nadory ze tkané emryonalni, zarodecné a lymfoidni. Stfedné radi-
osenzitivni jsou nadory z epitelialni a zlazové tkané. A nizkou radiosenzitivitou se
charakterizuji nadory ze svalové, zlazové a nervové tkané [28]. Nadory hlavy a krku
jsou obecné velmi agresivni a uc¢innost jejich 1é¢by je ¢asto nizka. Je to zptisobeno
vysokym zastoupenim nedostate¢né radiosenzitivnich nadort (az 60 %) [29].

Potiebna davka pro i¢inné usmrceni urcitych bunék se miize lisit az stonasobné.
Tento fakt souvisi také s tim, ze tumorova radiosenzitivita je ovlivnéna celou fadou
faktoru. Zalezi naptiklad na reparacnich schopnostech bunky po radia¢nim posko-
zeni DNA. Dalsim faktorem je pfitomnost kysliku, ktery zesiluje ac¢inky ionizujictho
zareni. Naopak anoxické podminky zvysuji radiorezistenci nadorovych bunék. Ano-
xické prostifedi se Casto nachézi uvniti velkych rychle rostoucich tumort, jejichz
cévni zasobeni neni dostatecné [36].

Dalsim c¢initelem, ktery ovliviiuje tumorovou radiosenzitivitu je pocet pravé se
délicich bunék a distribuce bunék v bunééném cyklu. Vsechny vyse zminéné pa-
rametry koreluji s radiosenzitivitou bunéénych linii invitro [36]. Radiosenzitivitu
bunécénych linif in vitro lze zkoumat pomoci tzv. klonogenniho testu. Pomoci tohoto

1Stroma je hmota nadoru, ktera obsahuje fibroblasty, buiiky imunitniho systému, endotelialni
butiky. Jedné se o tzv. kostru nadoru, zajistuje také jeho cévni zésobeni a sehrava zasadni roli pii
metastazovani [33].

2 In witro (tj. ve zkumavce, ve skle) je termin, ktery v mediciné a biologii oznacuje péstovani ve
skle, tedy mimo organismus [34].
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radiobiologického experimentu je mozné odhadovat odpovéd danych nadorovych bu-
nék na zareni. Vysledky klonogennich testu koreluji s klinickymi vysledky. Radiobio-
logicky vyzkum jednotlivych bunéénych linii miize pomoct v klinickém rozhodovani
o volbé druhu lécby, pripadné frakcionaci [37].

Pokud se podivame na redlnou radioterapeutickou lé¢bu, najednou nam do
celého procesu vstupuje jesté vice proménnych. Odpovéd tumoru na lé¢bu zéavisi
také na zdravotnim stavu a véku pacienta, stddiu diferenciace tumoru, velikosti
tumoru, atd. [38]. Nadorova onemocnéni se ¢astéji vyskytuji u lidi v pokrocilejsim
véku. U starsich pacientti se vyskytuji velmi ¢asto dalsi komorbidity?, coZ negativné
prispivéa k a¢innosti 1é¢by. Pacienti s komorbiditami maji obecné nizsi preziti [38|.

Ucinnost 1é¢by lze zvy&it kombinaci radioterapie s jinymi metodami onkologickeé
lécby jako je napiiklad chemoterapie, chirurgie nebo imunoterapie [39]. Volba pri-
méarni lécebné modality je pro vysledek lécby zasadni. Dodnes vSak neexistuje zadny
jednozna¢ny marker?, dle kterého by se dalo rozhodovat o indikaci radioterpie [29].

Znamé a detekovatelné markery

Nékteré nadorové markery jsou detekovatelné pomoci laboratornich testi krve
a tkani. Mezi markery, které se jiz pomérné bézné stanovuji patii napt. BRCA1
a BRCA2 vzhledem ke karcinomu prsu, RB1 pro retinoblastom® a K-ras pro kolo-
rektalni karcinom [40].

Souhrnné BRCA jsou tumor supresorové geny®. Rozlisujeme dva typy téchto
gent, a to BRCA1 a BRCA2. Mutace na téchto genech vyrazné zvysuji pravdépo-
dobnost vzniku nadorovych onemocnéni. Jedna se prevazné o nadorova onemocnéni
prsou a vaje¢nikii. Mutace na genech BRCA1 a BRCA2 se v rodinach dédi autoso-
malné dominantné”. Riziko vzniku zkoubného nadoru je u nostitelek téchto mutaci
celozivotné velmi vysoké. Nadory se u nich vyviji pfiblizné o 15-20 let dfive nez
u pacientek bez mutaci na BRCA1 a BRCA2. V rodinach s pozitivni anamnézou
(vyskyt nadorového onemocnéni prsu a vajecniki) se provadi vySetieni krve, ze kte-
rého jsme schopni detekovat pritomnost mutaci na genech BRCA1 a BRCA2. Pri
zjisténi téchto mutaci je pacient nadéale onkologicky sledovan. V nékterych pripadech
se pristupuje k preventivni masektomii® ¢i adnexotomii? [46].

Radioterapie je vhodnou a ¢asto pouzivanou terapeutickou modalitou pri lécbé
malignich nadori prsu. Ucinnost 1écby je vsak z velké ¢asti podminéna podtypem
nadoru. Je mozné rozligit napt. triple negativni karcinom prsu (TNBC), luminélni

3Komorbidita je termin, ktery oznaduje piitomnost dalsich onemocnéni vyskytujicich se sou-
¢asné s primarni chorobou [38].

4Marker je pojem uZivany v mediciné pro prokazatelné znaky, jejichZ p¥itomnost indikuje n&jaké
onemocnéni [40].

Retinoblastom je zhoubny nador sitnice [41].

6Tumor supresorové geny hraji zasadni roli pii maligni karcenogenezi. Produkty téchto genil
reguluji bunéény cyklus a reparaci [42].

" Autosomélné dominantni dédi¢nost se tyka nepohlavnich chromozomt (autozomi) a jedna se
o pfenos znaku podminéného dominantni alelou [43].

8Masektomie je chirurgické odstranéni celé mléené zlazy|44].

9 Adnexotomie je chirurgické odstranéni vajeéniku a vejcovodu[45.
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karcinom prsu a HER-2 pozitivni karcinom prsu. Nejptiznivéjsich vysledku je dosa-
hovéno pfi lé¢bé luminédlniho typu karcinomu prsu. Oproti tomu HER-2 pozitivni
karcinom prsu a TNBC jsou pii radioterapii odolnéjsi. Vykazuji vyssi radiorezistenci,
agresivitu a malignitu [47].

Experimenty pro nalezeni vhodnych markert

Védci se snazi najit parametry, dle kterych by bylo mozné individualizovat a ze-
fektivnit lécbu a jeji vysledky. Jednim z dostupnych biomarkert, pomoci kterého lze
rozhodvat o individéalni radiosenzitivité, je fosforylovany histon H2AX (yH2AX). P1i
radia¢nim poskozeni DNA dvojnym zlomem dojde k fosforylaci a nasledné lze tato
loziska rezidualnich YH2AX mikroskopicky detekovat. Na zakladé vyskytu yH2AX
mohou byt detekovany dvojné zlomy DNA, které ur¢uji miru poskozeni DNA [26].

P1i 1é¢bé nadoru hlavy a krku lze usuzovat tspésnost radioterapie na zakladé
prezivsi frakce po absorbovani davky 2 Gy (SFs). Nadory hlavy a krku jsou lé-
¢eny predevsim chirurgicky, radioterapeuticky a chemoterapii, pfipadné kombinaci
téchto lé¢ebnych modalit. Faktor SFs je ziskan pomoci provedeni klonogenniho testu
na buiikdch danych tumort in vitro. Faktor SFy 1ze pouzit jako marker pro posou-
zeni individuédlni radisenzitivity nadort hlavy a krku. V klinické praxi vSak neni
stanovovani parametru SFy za ucelem idikace lé¢ebné modality provadéno [48].

Dalsi priuzkum biomarkeru radia¢ni odezvy je veden pomoci techniky OE-MRI
(Oxygen-Enhanced Magnetic Resonance Imaging). Zkouma se vliv hladiny kysliku
v ozafované tkani na vysledek radioterapie pomoci zobrazovani na magnetické re-
zonanci. Bylo zjisténo, Ze inhalace kysliku béhem hypofrakcionované radioterapie
vyznamné zlepsila odpovéd na zareni. Pomoci magnetické rezonance bylo mozné sle-
dovat zpozdéni rustu nebo zmenseni nadoru. Vyzkum naznacil, Ze znalost nékterych
parametri jako je napt. prokysliceni tkané by mohla byt uzitecna pro stratifikaci
pacienti a individualni planovani lécby [49].

Predmétem zkoumani je dale napiiklad souvislost mezi zvySenou expresi recep-
toru pro epidermalni rustovy faktor (EGFR) a radiosenzitivitou. Tento rustovy fak-
tor je zodpovédny za bunécénou diferenciaci, proliferaci a regulaci bunééného cyklu.
Vyrazné zvysena exprese EGFR muze zptsobit nddorové bujeni. EGFR také vyrazné
snizuje odpovéd nadoru na radioterapeutickou 1é¢bu. Inhibice EGFR by mohla ze-
fektivnit lé¢bu nékterych epitelidlnich nadora [50].
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Kapitola 4

Experimentalni ¢ast: Radiosenzitivita
ti rakovinnych bunéc¢nych linii
stejného tkanového ptvodu

4.1 Uvod

Experimentélni ¢ast je zamérena na zkoumani radiosenzitivity tif rakovinnych
glioblastomovych linii. Experiment byl proveden na Ustavu jaderné fyziky Akademie
véd Ceské republiky v Oddéleni dozimetrie zareni. Stejny experiment byl opakovén
celkem trikrat. Prvni opakovani experimentu bylo provedeno s vyznamnou pomoci
a za dozoru vedouci prace Ing. Anny Jelinek Michaelidesové, Ph.D. Druhé a tieti
opakovani exeprimentu jsem jiz provadéla samostatné a vedouci prace pouze dohli-
zela a pomahala jen v nutnych pripadech.

4.2 Materiadly a metody

Experiment byl proveden jako klonogenni test (viz Kap. 3.1). V tomto pifipadé
bylo jako negativni ¢initel pouzito ionizujici zafeni. Vysledkem experimentu jsou
krivky preziti, které popisuji radiosenzitivitu zvolenych glioblastomovych bunéénych
linif.

Pouzité bunécéné linie

V ramci mého experimetu byly péstovany tii bunécné linie glioblastomi, a to
U251 MG, A172 a T98G. Tyto bunécné linie byly vybrany, jelikoz na Oddéleni
dozimetrie zareni se glioblastomim aktualné vénuje velkd pozornost. Jednalo se
o bunééné linie, které byly zakoupeny v podobé ampulek s buiitkami zmrazenymi
tekutym dusikem. Takto je mozné buniky uchovavat po velmi dlouhou dobu. Dle
predchozich testi provedenych na Oddéleni dozimetrie zafeni jiz mizeme vychézet
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ze stanovenych hodnot parametri « a 3. Tyto predpokladané hodnoty jsou uvedeny
v Tab. 4.1.

Z Tab. 4.3, Tab. 4.4 a Tab. 4.5 lze vidét, Ze pocet nasazovanych bunék se zvysuje
s rostouci ddvkou. Pro danou bunécnou linii a aplikovanou davku byl pozadovany
pocet nasazovanych bunék vzdy stejny ve vSech opakovanich. Snahou je, aby pfi
vysledném pocitani kolonii byl ve vSech vzorcich priblizné stejny pocet bunék.

Bunécna linie | a (Gy™) | 8 (Gy™?)
U251 0,35 0,01
AlT2 0,29 0,03
TI8G 0,09 0,03

Tabulka 4.1: Predpokladané hodnoty parametri @ a § dle méfeni na Oddéleni do-
zimetrie zareni.

V8echny pouzité bunécné linie byly glioblastomové. Glioblastom je nejagresiv-
néj$im a nejcastéjsim malignim nddorem mozku u dospélych. Piiznaky téchto nadorta
jsou velmi tézko rozpoznatelné a diagnéza byva tedy stanovena casto jiz v pokro-
¢ilém stadiu onemocnéni. Lécha je nejcastéji vedena pomoci chirurgie, radioterapie
a chemoterapie [51].

Vsechny zminéné bunééné linie jsou lidské. Bunééna linie U251 MG (U251)
byla odebrana z mozku 75 let starého muze a jedna se o glioblastom astrocytom.
Astrocytom je nej¢astéjsim gliomem mozku [52]. Buiiky z linie A172 byly odebrany
z glioblastomu 53 let starého muze. Tento nador byl klasifikovan jako astrocytom
[53]. Buiiky T98G jsou klasifikovany jako multiformni glioblastomy a jedna se o jedny
z nejmalignéjsich nadorovych onemocnéni mozku. Buiiky této linie byly odebrany
z glioblastomu 61 let strarého muze [54].

Vybaveni laboratore

Biologicka laborator na Oddéleni dozimetrie zafeni poslouzila experimentu jako
vhodné zazemi pro veSskerou potiebnou praci s bunkami. Oddéleni dozimetrie zareni
poskytlo také ®°Co ozarova¢. Laborator disponuje laminarnim boxem, inkubéatory,
mikroskopy, centrifugou, poc¢itadlem bunék MUSE, pocitadlem bunék Scepter, ana-
lytickymi vahami a dalsim drobnym vybavenim. Nékteré pouzivané pristroje a vy-
baveni jsou na Obr. 4.1, Obr. 4.2, Obr. 4.3 a Obr. 4.4.

Bylo pouzito velké mnozstvi spotfebniho materidlu. Mezi tento material se fadi
kultivaéni lahve (Obr. 4.5), tuby, lahvicky, pipety, Zivna média, PBS (Phosphate
Buffered Saline), trypsin, desinfekéni prostiedky, rukavice, barvici latka crystal violet
a dalsi.
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Obréazek 4.1: Laminarni box.

Obrazek 4.2: Mikroskopy.
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Obrézek 4.3: Pocita¢ bunck MUSE.

Obrazek 4.4: Pocita¢ bunék Scepter [55].
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Obrazek 4.5: Kultiva¢ni lahve [56].

4.3 Postup experimentu

Na zacatku experimetu bylo potfeba bunky rozmrazit a vypéstovat populace
bunék. Buniky byly nasazeny do kultiva¢nich lahvicek do zivného média a byly umis-
tény do inkubatoru, aby mély co nejvhodnéjsi podminky pro déleni. Takto byly
bunécné linie péstovany priblizné po dobu dvou tydni.

Po uplynuti této doby byly bunécéné kolonie pripraveny na ozarovani. Kultivac¢ni
lahvicky s napéstovanymi buiitkami byly doplnény médiem tak, aby byly plné. Lah-
vicky musely byt plné proto, aby v nich bylo homogenni prostiedi. VSechny vzorky
byly odneseny k ozatovaci (Obr. 4.6). Po celou dobu byla snaha uchovavat veskeré
vzorky ve stejnych podminkach. Proto byly i lahvicky s buiikami, které nemély byt
ozareny, preneseny do ovladovny ozarovny. Postupné byly jednotlivé lahvicky s bun-
kami ozafeny davkami dle Tab. 4.2 na ®°Co ozafovaci. Lahvicky byly umistény do
prostfedi vodniho fantomu a ozafovany ve vzdalenosti 5 cm vody od primarniho
koliméatoru. Voda byla ohfata na teplotu piiblizne 37 °C, aby byly zachoviny co

nejpriznivéjsi podminky pro bunky. Ozafova¢ s vodnim fantomem a umisténou lah-
vickou pred ozafovanim muzete vidét na Obr. 4.7.

Bunééna linie | Dy (Gy) | Dy (Gy) | Ds (Gy) | Dy (Gy) | Ds (Gy) | Dg (Gy)
U251 0 1 2 4 6 8
A172 0 1 2 4 6 8
TI8G 0 2 4 6 8 10

Tabulka 4.2: Davky, kterymi byly bunécné linie ozafeny.

Po ozéareni vSech vzorku bylo potfeba bunky odlepit ode dna a spocitat je. Pro-
ces uvolnéni bunék ze dna se nazyva trypsinizace. Z lahvicek se odebralo médium
a bunky se dvakrat oplachly pomoci PBS. Dale byl do kazdé lahvicky piidan 1 ml
trypsinu a byla provedena samotna trypsinizace. Trypsinizace se provadi v inku-
batoru a trva priblizné ¢tyfi minuty. Timto procesem docilime toho, Ze bunky se
odlepi ode dna a za¢nou volné plavat v trypsinu. Pro kontrolu toho, Ze trypsini-
zace probéhla spravné, je vhodné vzorky zkontrolovat pod mikroskopem. Buiiky by
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Obrazek 4.6: Prenos lahvicek s bunéénymi liniemi.

Obrézek 4.7: ©°Co ozaiova¢ a vodni fantom s umisténou lahvickou v ozafovaci geo-
metrii.
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mély v lahvicce volné plavat. Do lahvicek bylo poté pfidano médium, které pomiize
zastavit proces trypsinizace.

Nésledné byly odebrany vzorky pro pocitani koncentrace bunék na pristroji
MUSE. Pomoci pocitadla bunék MUSE byly zjistény koncentrace bunék v jednotli-
vych vzorcich. Dle zjisténych koncentraci byly vypocteny objemy, které bylo potieba
nasadit do Sestijamkovych kultiva¢nich destic¢ek. Pocet nasazenych bunék byl prizpi-
soben ocekavanému pieziti pro kazdou davku. Ocekavané preziti vychézelo z pred-
chozich odbornych méfeni v laboratori na Oddéleni dozimetrie zafeni (Tab. 4.1).
Takto nasazené bunky byly umistény do inkubatoru na kolonie, kde byly vzorky
ponechany po dobu jedenécti dni.

Po uplynuti doby inkubace byly vzorky vyjmuty z inkubatoru a obarveny. Z kul-
tiva¢nich desti¢ek bylo vylito médium a do jednotlivych jamek bylo aplikovano spe-
cialni barvivo crystal violet. Toto barvivo je dodéavano ve formé prasku a je michano
v roztoku metanolu a vody. Ukazka vzorku s aplikovanym barvivem je na Obr. 4.8.
Jedné se o roztok, ktery ma fungicidni a antibakterialni vlastnosti. Po aplikaci crys-
tal violet doslo k usmrceni bunék.

Barvivo bylo nutné ze vzorki vymyt. Vymyti crystal violet z kultivac¢nich desti-
¢ek bylo provedeno pomoci vlazné vody. Nasledné byly kultivaéni desticky ususeny
na vzduchu pii pokojové teploté. Suseni kultivac¢nich desticek se zafixovanymi a obar-
venymi bunkami je vyobrazeno na Obr. 4.9.

Po ususenti jiz bylo mozné pocitat jednotlivé kolonie. Nejdiive je nutné pod mi-
kroskopem najit referen¢ni kolonii, ktera odpovida poctu padesati bunék. Nésledné
dle této referencni kolonie pouhym okem byly spocteny vSechny kolonie v jednot-
livych jamkach. Ususené kultivacni desticky pro bunééné linie U251, A172 a T98G
jsou na Obr. 4.10, Obr. 4.11 a Obr. 4.12. K usnadnéni pocitani kolonii slouzilo poci-
taci pero, které vzdy pii stisknuti hrotu zaznamenalo navySeni poc¢tu kolonif o jedna.
Tento tdaj byl zobrazen na displeji pera. Specialni pocitaci pero je na Obr. 4.13.

Zaznamenané hodnoty poc¢tu kolonif a odpovidajici aplikované davky poslouzily
pro dalsi zpracovani.

4.4 Zpracovani

Namétfené hodnoty pro prvni opakovani experimentu pro bunééné linie U251,
A172 a T98G jsou v Tab. 4.3, Tab. 4.4 a Tab. 4.5. Kazda kultiva¢ni desticka ma Sest
jamek, ¢emuz odpovida Sest hodnot poc¢tu kolonii pro kazdou aplikovanou davku D.
7 kazdé kultivacni desticky je déle vypoctena prumérna hodnota poctu kolonii np
na jednu jamku daného vzorku ozafeného davkou D. Nasledné je vypocteno relativni
preziti bunék S po ozareni danou davkou D vii¢i neozarenému vzorku jako:

np S
hS = -2 .20
Sop T
kde Sop je pocet nasazenych bunék ve vzorku, ktery byl ozafen davkou D, Syg je
pocet nasazenych bunék pro neozéfeny vzorek a ng je primérny pocet kolonii na

100, (4.1)
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Obrazek 4.9: Suseni vzorku po obarveni.
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Obréazek 4.12: Ukazka usuSenych kultiva¢nich desti¢ek kolonie T98G.
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Obrazek 4.13: Pocitani bunék po usuSeni pomoci specialniho pera s pocitadlem.

jednu jamku, které byly spocteny v neozareném vzorku.

Vzorek | Sy | D (Gy) Pocet kolonii n | S (%)
Uo 75 0 39 |32 3327|3034 32,50 | 100,00
Ul 108 1 3112536 |33|34 |42 |33,50 | 71,58
U2 158 2 49 | 43 | 44 | 44 | 43 | 42 | 4417 | 64,51
U4 357 4 58 | 50 | 57 | 59 | 50 | 46 | 53,33 | 34,48
U6 878 6 09 | 61 |52 | 74|65 |63 6233 16,38
U8 2340 8 43 | 48 | 39 | 48 | 51 | 45 | 45,67 4,50

Tabulka 4.3: Data z prvniho opakovani experimentu pro bunécnou linii U251 zahr-
nujici: pocet nasazenych bunék v jednotlivych vzorcich Sy, aplikovanou déavku D,
namétené pocty kolonii po ozafeni a inkubaci a jejich pramér m, relativni preziti S.

Vzorek | Sy | D (Gy) Pocet kolonif n | S (%)
A0 60 0 23 3825|2535 24| 28,33 | 100,00
Al 73 1 33133 125|35 27| - | 30,60 | 88,77
A2 94 2 15124 |17 126 | 21 | 19 | 20,33 | 45,81
A4 | 184 | 4 |16] 9 [12]20 15|16 14,67 | 16,83
A6 462 6 10 120 |10 [ 13 | 14 | 14 | 13,50 6,19
A8 1472 8 9 | 716 |11 7 10| 833 1,20

Tabulka 4.4: Data z prvniho opakovani experimentu pro bunéénou linii A172 zahr-
nujici: pocet nasazenych bunék v jednotlivych vzorcich Sy, aplikovanou déavku D,
namétené pocty kolonii po ozafeni a inkubaci a jejich pramér m, relativni preziti S.
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Vzorek | Sy | D (Gy) Pocet kolonii no | S (%)

TO | 60 0 39 [33 323549 [ 34 | 37,00 | 100,00
T2 | o4 2 61 | 46 | 41 | 38 | 61 | 43 | 49,17 | 84,82
T4 | 101 1 25 [ 27 |24 | 24 [ 32 | 21 | 25,50 | 40,94
T6 |167| 6 14|17 [11] 18|26 | 21 | 17,83 | 17,32
T8 | 322 8 16 |21 | 11| 17|20 |20 | 17,50 | 8,81

T10 | 731 10 6 | 6|5 |7 |13]12| 8§17 1,81

Tabulka 4.5: Data z prvniho opakovani experimentu pro bunécnou linii T98G zahr-
nujici: pocet nasazenych bunék v jednotlivych vzorcich Sy, aplikovanou davku D,
namétené poc¢ty kolonii po ozafeni a inkubaci a jejich pramér m, relativni preziti S.

Namétené hodnoty pocti kolonii pro druhé opakovani experimentu pro bunééné
linie U251, A172 a T98G jsou v Tab. 4.6, Tab. 4.7 a Tab. 4.8.

Vzorek | Sy | D (Gy) Pocet kolonii n | S (%)
U0 75 0 313/010(12]1] 1,50/ 100,00
Ul 108 1 213115 12|2]|250]| 115,74
U2 158 2 01141333233 73,84
U4 357 4 4121312132267 37,35
U6 | 878 6 202313183 1044
U8 2340 8 311131314 |1]2,50 5,34

Tabulka 4.6: Data ze druhého opakovani experimentu pro bunéénou linii U251 za-
hrnujici: pocet nasazenych bunék v jednotlivych vzorcich Sy, aplikovanou davku D,
namérené poc¢ty kolonii po ozafeni a inkubaci a jejich pramér m, relativni preziti S.

Vzorek | Sy | D (Gy) Pocet kolonii n | S (%)
A0 60 0 11124 ]1]4/217 | 100,00
Al 73 1 2121111133 ]| 50,58
A2 94 2 2/1(0(0]0]1]0,67 | 19,64
A4 184 4 110(1]0}2]0]0,67| 10,03
A6 462 6 0j0y0({0(1]110,33 2,00
A8 1472 8 110(0(1]0]1|0,50 0,94

Tabulka 4.7: Data ze druhého opakovani experimentu pro bunécénou linii A172 za-
hrnujici: pocet nasazenych bunék v jednotlivych vzorcich Sy, aplikovanou davku D,
namérené pocty kolonii po ozafeni a inkubaci a jejich pramér m, relativni preziti S.
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Vzorek | Sy | D (Gy) Pocet kolonii n | S (%)
TO 60 0 211124149 3,67 100,00
T2 94 2 213122 1|1]18] 3191
T4 101 4 0/(0ojof1412]0,67| 10,80
T6 167 6 1111703 |4167| 16,33
T8 322 8 01212333217 11,01
T10 | 731 10 002110/ 0,67 1,49

Tabulka 4.8: Data ze druhého opakovani experimentu pro buné¢énou linii T98G za-
hrnujici: pocet nasazenych bunék v jednotlivych vzorcich Sy, aplikovanou davku D,
namétené poc¢ty kolonii po ozafeni a inkubaci a jejich pramér m, relativni preziti S.

Namétené hodnoty pocti kolonii pro tfeti opakovani experimentu pro bunééné
linie U251, A172 a T98G jsou v Tab. 4.9, Tab. 4.10 a Tab. 4.11.

Vzorek | Sy | D (Gy) Pocet kolonii n | S (%)
U0 75 0 8§ 121015 |11 | 10 | 11,00 | 100,00
Ul 108 1 15119 |16 | 22 | 10 | 14 | 16,00 | 101,01
U2 158 2 17113116 |19 | 17|19 | 16,83 | 72,64
U4 357 4 22 12212112523 |18|21,83 | 41,70
U6 878 6 18115116 |15 |18 | 16 | 16,33 | 12,68
U8 2340 8 14112 9 |12 | 17 | 11 | 12,50 3,64

Tabulka 4.9: Data ze tfetiho opakovani experimentu pro bunéénou linii U251 zahr-
nujici: pocet nasazenych bunék v jednotlivych vzorcich Sy, aplikovanou davku D,
namérené poc¢ty kolonii po ozafeni a inkubaci a jejich pramér m, relativni preziti S.

Vzorek | Sy | D (Gy) Pocet kolonii n | S (%)
A0 60 0 138126167 9 |13,17 | 100,00
Al 73 1 4 181919 (910 817 | 50,98
A2 94 2 4 15|10 6 [2] 2 4,83 | 23,43
A4 184 4 1113 71(3]5 3,33 8,26
A6 462 6 0Oj0] 2] 1]0|1 0,67 0,66
A8 1472 8 110 0] 010} 0 0,17 0,05

Tabulka 4.10: Data ze tfetiho opakovéani experimentu pro bunéénou linii A172 za-
hrnujici: pocet nasazenych bunék v jednotlivych vzorcich Sy, aplikovanou davku D,
namérené pocty kolonii po ozafeni a inkubaci a jejich pramér m, relativni preziti S.
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Vzorek | Sy | D (Gy) Pocet kolonii n | S (%)
TO 60 0 31201204/ 183/ 100,00
T2 94 2 111137013150 52,22
T4 101 4 110[0]2]0(0]0,50| 16,20
T6 167 6 11112(0]0]0/0,67| 13,06
T8 322 8 0O(1}(170}2|2]100| 10,16
T10 | 731 10 0j{ojof1,00]0,17 0,75

Tabulka 4.11: Data ze tretiho opakovani experimentu pro bunécnou linii T98G za-
hrnujici: pocet nasazenych bunék v jednotlivych vzorcich Sy, aplikovanou davku D,
namétené poc¢ty kolonii po ozafeni a inkubaci a jejich pramér m, relativni preziti S.

Pro vSechny tii bunécéné kolonie byla pro dalsi zpracovani vybrana pouze data
z prvniho a tfetiho opakovani experimentu. Hodnoty relativniho pteziti S z téchto
dvou opakovani byly zprimérovany a jsou uvedeny pro jednotlivé bunécéné linie U251,
A172 a T98G v Tab. 4.12, Tab. 4.13 a Tab. 4.14. Data ze druhého opakovéani nebyla
zahrnuta. V dobé druhého opakovani experimentu totiz nefungoval pocita¢ bunék
MUSE a pro zjisténi koncentrace bunék bylo vyuzito alternativni metody (po¢i-
tani bunék pomoci Scepteru), ktera neni tak presna. Nedostateény pocet vzrostlych

kolonii je pravdépodobné zptisoben nizkym poc¢tem nasazenych bunék.

Tabulka 4.12: Pramérné hodnoty relativniho pfeziti S a odchylka og v zavislosti
na aplikované davce D pro prvni a treti opakovani experimentu pro bunécénou linii

U251.

Tabulka 4.13: Praumérné hodnoty relativniho pteziti S a odchylka og v zavislosti
na aplikované davce D pro prvni a treti opakovani experimentu pro bunécénou linii

A172.

D (Gy) | S (%) | s (%)
0 100,00 16,04
1 86,30 16,96
2 68,57 9,29
4 38,09 5,21
6 14,53 1,85
g 107 0,60

D (Gy) | S (%) | os (%)
0 100,00 | 37,95
1 69,87 | 17,68
2 34,62 | 10,89
1 1257 | 4,26
6 342 1,08
8 0,63 0,19
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D (Gy) | S (%) [ os (%)
0 100,00 | 57,49
2 68,52 | 30,28
1 28,57 | 14,58
6 15,19 | 9,37
8 949 | 5,90
10 1281 0,96

Tabulka 4.14: Pramérné hodnoty relativniho preziti S a odchylka og v zavislosti
na aplikované davce D pro prvni a tieti opakovani experimentu pro bunécnou linii

TI8G.

Zavislost relativniho preziti S na aplikované davce D byla proloZzena pomoci
vztahu (3.1). Byla pouzita data uvedend v Tab. 4.12, Tab. 4.13 a Tab. 4.14. Pro
proklad bylo uzito programu Root.

Vysledkem jsou t¥i kfivky preziti pro tfi bunécné linie: U251, A172 a TI8G,
které jsou znazornény na Obr. 4.14. Z prokladu dat pomoci vztahu (3.1) byly zjistény

parametry « a (8. Zjisténé parametry a a § pro jednotlivé bunééné linie jsou uvedeny
v Tab. 4.15.

< -
= % .
%) —%— U251 data + fit
5 L
10 = T
= —%— Al72 data + fit
B —%— T98G data + fit
10

0 2 4 6 8 10
D[Gy]

Obrazek 4.14: Vysledné kiivky preziti t¥i bunécnych linii, data byla prolozena po-
moci vztahu (3.1) v programu Root.

Bunéena linie | o (Gy™1) B (Gy™?)
U251 0,10 £ 0,05 | 0,04 £ 0,01
A1T2 0,41 + 0,11 | 0,03 * 0,02
TO8G | 0,18 + 0,14 | 0,02 £ 0,02

Tabulka 4.15: Zjisténé hodnoty parametri o a § pomoci prokladu dle vztahu (3.1)
pro tfi bunécéné linie U251, A172 a T98G.
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4.5 Diskuze

Vystupem experimetu jsou kiivky preziti pro jednotlivé bunééné linie U251,
A172 a T98G, které jsou zobrazeny na Obr. 4.14. Pomoci prokladu namérenych dat
byly zjistény parametry a a 3, které jsou uvedeny v Tab. 4.15. Vysledné kiivky
preziti bunéénych linii U251, A172 a T98G jsou vytvoreny z priuméru relativniho
preziti S pro prvni a treti opakovani experimentu pomoci dat uvedenych v Tab. 4.12,
Tab. 4.13 a Tab. 4.14. Dat zjisténych ze druhého opakovani nebylo vyuZzito. Netispéch
druhého opakovani experimetu je pravdépodobné zptisoben chybami pfi pocitani
koncentraci bunék pfed jejich nasazenim do kultivacnich desti¢ek. V dobé konani
druhého opakovani experimetu totiz nebyl funkéni pocita¢ bunék MUSE a bylo
vyuzito alternativni metody pomoci pocitace bunék Scepter, ktera vSak neni tak
presna. Doslo tedy pravdépodobné k tomu, Ze nebylo nasazeno dostate¢né mnozstvi
bunék, coz vedlo k nedostate¢nému nartustu kolonii v dobé inkubace po ozareni.

Z Obr. 4.14 vidime, ze hodnoty relativniho pfeziti pro bunéénou linii T98G jsou
zatizené vysokou chybou. Tato chyba je zptisobena primérovanim hodnot z prvniho
a tretiho opakovani experimentu. Ve tfetim opakovani totiz nenarostlo zdaleka tolik
bunécnych kolonii jako pfi prvnim opakovani. VSechna opakovani experimetu jsou
vsak zatizena chybou. Jedné se o praci s zivymi organismy, které jsou velmi nachylné
na zmény okolnich podminek jako je teplota, pristup svétla, otfesy, atd.

Dulezitym faktorem, ktery vstupuje do méreni je manipulace se vzorky. S bun-
kami je ¢asto potieba pracovat rychle, napt. pri nabirani jednotlivych objemu vzorku
pro nasazeni bunék do kultiva¢nich desticek. Tyto buiiky mohou v tubé sedimen-
tovat ke dnu a jejich koncentrace pii nabirani pipetou u hladiny je nizsi, nez jaka
by byla v pripadé homogenniho roztoku. Nizka koncentrace bunék pred jejich na-
sazenim do kultiva¢nich desti¢ek tak mize vést k nedostateénému nartstu kolonii
po inkubaci. Nedostatecny absolutni pocet vzrostlych kolonii zpispobuje obrovsky
rozptyl poc¢tu kolonii v jednotlivych jamkach, které se nasledné primeéruji. Prace
s buiitkami vyzaduje urcitou zruc¢nost a sviznost, kterou lze ziskat praxi. Prvni opa-
kovani experimentu bylo provedeno s vyraznou pomoci mé skolitelky, oproti tomu
tfeti opakovani jsem provadéla samostatné. Praci v laboratofi pfi druhém a tfetim
opakovani jsem vykonavala témér samostatné a pod dohledem, abych si vyzkousela
praci na radiobiologickém vyzkumu. Je pravdépodobné, Ze tato nezkusenost ovlivnila
vysledky experimentu a nejsou tedy v souladu s vysledky zkusenych védcii.

Dle krivek preziti na Obr. 4.14 lze pozorovat, Ze nejvice radiosenzitivni je bu-
nécéné linie A172. Pokles prezivsi frakce bunék v zévislosti na déavce je nejstrméjsi
pravé pro tuto bunécénou linii. Oproti tomu bunécéné linie U251 a T98G jsou mno-
hem vice radiorezistentni. Z téchto vysledki usuzuji, ze glioblastomy T98G a U251
jsou mnohem odolné&jsi vii¢i ionizujicimu zéfeni nez nadorové bunky z linie A172.
Nadorové bunky linie A172 jsou citlivéjsi na vliv ionizujictho zafeni, tj. postacuje
nizsi aplikovana davka na usmrceni bunék této linie. Bunééna linie T98G vykazuje
mirné vyssi radiosenzitivitu pro nizké davky nez bunécéné linie U251. Naopak pro
vyssi davky je poradi bunéénych linii zaménéné, tedy linie U251 je citlivéjsi k ioni-
zujicimu zéfeni v oblasti vyssich davek.

Duvody rozdilné radiosenzitivity miizou byt rizné. Zde muzeme vzit v potaz
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vék osob, kterym byly odebrany vzorky tumort pro bunécné linie. Nejmladsi z pa-
cienti poskytl bunky z bunééné linie A172, ktera byla vyhodnocena jako nejvice
radiosenzitivni. Z toho lze usoudit, ze glioblastomové buiiky v mladsim organismu
jsou citlivéjsi na ionizujici zareni. Mohlo by to znamenat, zZe mladsi jedinec bude mit
lepsi odezvu na lé¢bu pomoci radioterapie nez starsi pacienti. Naopak bunécné linie
pochézejici od starsich pacientit (pro bunéénou linii U251 byl vék pacienta 75 let
a pro T98G byl vék pacienta 61 let) vykazovaly nizsi radiosenzitivitu. Tyto bunky

potifebovaly vyssi davku ionizujictho zareni, aby byly usmrceny.

Bunééna linie | o (Gy ™) B (Gy™?)
U251 0,33 £ 0,15 | 0,09 £ 0.03
A172 0,36 £ 0,01 | 0,08 £ 0,01
TISG 0,06 £ 0,01 | 0,05 £ 0,01

Tabulka 4.16: Hodnoty parametri « a f v odborné literatufe pro bunééné linie
U251 [57] a pro A172 a T98G [58].

Zjisténé hodnoty parametri o a [ jsou uvedeny v Tab. 4.15. Hodnoty parame-
tri a a g dle odborné literatury jsou uvedeny v Tab. 4.16. Pfedpokladané hodnoty
téchto parametri dle predchozich experimenti na Oddéleni dozimetrie zafeni jsou
uvedeny v Tab. 4.1. Zjisténé hodnoty parametri v této praci (Tab. 4.15) nejsou
v souladu s predpokladanymi hodnotami ani s hodnotami z odborné literatury.
V predpokladanych hodnotdch parametri jsou nejvyssi parametry pro bunéénou
linii U251, nicméné z namérenych hodnot vyplynula jako nejvice radiosenzitivni bu-
nééna linie A172. Tento nesoulad muze byt zpisoben snahou pracovat samostatné
a bez pomoci zkusenéjsich experimentatori. Dalsim faktorem, ktery ovliviiuje vysle-
dek experimentu je pocitani kolonii po obarveni vzorki. Oznaceni shluku bunék za
kolonii je do jisté miry subjektivni a pocet zjisténych kolonii tedy zavisi i na osobé,
ktera je pocitala.
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Zaveér

Tato prace se zaobird vlivem individualni radiosenzitivity tumort na vysledky
radioterapie. Vyznamnou paséazi je kapitola vénovana radioterapii. Radioterapie pied-
stavuje jednu z néjcastéjsich modalit uzivanych pii onkologické léc¢bé. Z dostupnych
dat vyplyva, ze piiblizné 50 % onkologickych pacientt je nékdy v pribéhu jejich
lécby indikovana radioterapie [59]. Napiiklad pii 1é¢bé karcinomu plic v Ceské re-
publice je aplikovana radioterapie ptiblizné ve 22 % piipadia [60]. Posledni kapitola
pojednava o experimentu na tfech glioblastomovych bunéénych liniich U251, A172
a T98G. Byla zkouména jejich radiosenzitivita pomoci provedeni tzv. klonogenniho
testu.

Text je ¢lenén na ¢tyti kapitoly. V prvni kapitole je popsano fungovani bunky,
jeji organely, bunéény cyklus, druhy poskozeni ionizacnim zéfenim a mechanismy
opravy téchto poskozeni. Zminéna je také tvorba novotvari, jejich struktura, rist
a zasobovani. Tyto zakladni znalosti jsou krucialni pro pochopeni fungovani orga-
nismu ve vztahu k ionizujicimi zéreni.

Druha kapitola pojednéava o radioterapii. Nejdiive je popsan W. K. Rontgentv
objev zareni X, ktery zapocal vyznamnou kapitolu lidské historie. Tento objev byl
nasledovan snahou vyuzit ionizujici zafeni ku prospéchu spole¢nosti. Od té doby do
nynéjska je ionizujictho zareni v mediciné hojné vyuzivano. Je uvedeno rozdéleni
radioterapie na externi radioterapii a brachyterapii. Jednotlivé radioterapeutické
modality jsou dale rozvedeny. Popsany jsou také bézné uzivané frakcionacni rezimy
radioterapeutické lécby.

Ve treti kapitole je popséna individuéalni radiosenzitivita tumori. Radiosenziti-
vita tumori vyznamné souvisi s radioterapii a je diilezitym faktorem jeji efektivity
a uspésnosti. Jsou popsany faktory, které vstupuji do procesu lécby tumorti pomoci
zareni. Déle je rozebréana problematika indikace radioterapie a dalsich onkologickych
lécebnych modalit jako je chemoterapie, imunoterapie, chirurgie, atd.

Posledni kapitola pojednava o experimentu na tfech glioblastomovych bunéc-
nych liniich U251, A172 a T98G. Byla zkouména jejich radiosenzitivita pomoci pro-
vedeni tzv. klonogenniho testu. Experiment se uskutec¢nil v laboratoti na Oddéleni
dozimetrie zareni. Jsou popsany zakladni radiobiologické principy a metody, které
byly vyuzity. Déle jsou uvedeny také jednotlivé pristroje, material a vybaveni, které
bylo nezbytné pro uskuteénéni experimentu.

Jednalo se o experiment na tfech glioblastomovych bunéénych liniich U251,
A172 a T98G. Experimentalni ¢ast prace vyzadovala stravit mnoho ¢asu v labora-
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tofi. Experiment byl opakovan celkem tfikrat, pricemz kazdé opakovani experimentu
trvalo tfi az ¢tyri tydny. VSechny bunécné linie byly péstovany a nasledné ozéareny
riznymi davkami za tucelem zjisténi jejich individualni radiosenzitivity. Vysledky
druhého opakovani byly vyhodnoceny jako nedostatecné. Absolutni poc¢ty kolonii,
které narostly ve vzorcich, byly velmi nizké. To je pravdépodobné zptsobeno tim,
ze v pribéhu experimetu nefungoval pocita¢ bunék MUSE a muselo byt vyuzito
alternativni metody, kterda vSak neni tak pfesnd. Tato data tedy nebyla zahrnuta
do vysledku. Jako nejvice radiosenzitivni byla vyhodnocena bunééna linie A172.
Vysledky zjisténé v této préaci vsak neodpovidaji vysledkiim zkuSenych experimen-
tatora.

7 reserse i z vysledku experimetu vyplyvé, ze radiosenzitivita nadoru stejného
ptvodu a rozsahu se muze velmi riiznit mezi jedinci. Toto zasadné komplikuje in-
dikaci onkologické lécby a predikci jeji Gspésnosti. Vyzkumu v oblasti onkologie se
v soucasné dobé vénuje znac¢na pozornost a prostiedky. Vyzkum radiosenzitivity
jednotlivych tumori v zavislosti na dalsich vstupujicich parametrech ma potenciél
vyznamné zdokonalit rozhodovaci proces indikace 1é¢ebné metody a celkové tedy
vylepsit uspésnost 1é¢by.
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