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Uvod

Hlavnim cilem bakaléiské prace je analyza vlivu vybranych laboratornich chyb
na kfivky bunééného preziti v radiobiologii. Pfesna a spolehlivd méfeni bunééného
preziti po ozafeni jsou zasadni pro porozumeéni reakci tkani a bunék na rtzné davky
zareni. AvSak v laboratornim prostfedi jsou méfeni vystavena moznému vzniku labo-
ratornich chyb, které mohou nasledné ovlivnit vysledky i jejich interpretaci. Vzhle-
dem k dulezitosti spolehlivosti védeckych vysledkt v oblasti radiobiologie je pocho-

peni a minimalizace laboratornich chyb klicové.

Text je c¢lenén celkem na 5 kapitol. Prvni ¢tyfi kapitoly jsou vénovany reSersi

a pata kapitola je vénovana experimentalni casti.

Prvni kapitola se vénuje bunééné biologii. Obsahuje obecnou stavbu buiiky, popis
DNA, jadernych procest a bunééného cyklu. V druhé kapitole je popsano ionizujici
zateni a jeho interakce. TTeti kapitola se zabyva vlivem ionizujiciho zafeni na bunky.
Je popsén piimy a nepfimy uc¢inek zareni, stadia i¢inkt, radiac¢ni poskozeni biomole-
kul, chromozomii a bunécnych organel, dale odezva na poskozeni, reparacni procesy,
rizné typy bunééné smrti a mutaci. Ctvrta kapitola se vénuje radiobiologii a labo-
ratornim chybam v radiobiologii. Je popsan zékladni radiobiologicky test, kterym
je klonogenni test, kiivky buné¢éného preziti, linedrné-kvadraticky model a jeho vy-
uziti v radioterapii a jsou popsany laboratorni chyby, které se mohou v radiobiologii

vyskytovat.

Pata kapitola popisuje experimentalni ¢ést, ve které byly zkouméany vlivy vy-
branych laboratornich chyb na kiivky bunééného pteziti. Byl provadén klonogenni
test, v jehoz prubéhu byly simulovany chyby sikmého pipetovani, rozifedéni vzorku
5% a 10x, nasazeni vzorku do Sestijamkovych kultiva¢nich desticek 1 hodinu
po trypsinizaci a vliv pocitani kolonii riznymi lidmi. Je popséna pouzita bunééna
linie U251, pouzité pomtcky, podrobny postup experimentu a jeho cena. Jsou

uvedeny nameérené hodnoty a jsou prodiskutovany vysledky.
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1. Bunka

Vsechny Zivé organismy jsou slozeny z bunék, coz jsou malé, membréanou ohrani-
¢ené uzaviené jednotky, které jsou schopné rist a vytvaret své kopie. Podle pritom-

nosti pravého jadra jsou buiky rozdélovany na prokaryotické a eukaryotické.

Prokaryotické buiiky

Prokaryotické bunky nemaji vyvinuty obal, ktery by oddéloval geneticky ma-
terial od dalsich bunéénych slozek. Rovnéz neobsahuji specifické bazické proteiny
a nemaji vyvinuté membranou ohrani¢ené bunééné organely. Namisto pravého jadra
obsahuji jen prokaryoticky chromozom, ktery je tvofen obvykle z jedné molekuly
deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Déale se v buiice nachazeji plazmidy, coz jsou
malé molekuly DNA, které nesou doplinkovou genetickou informaci. Jsou zpravidla

velmi malé, jejich rozméry jsou obvykle pfiblizné 5 pm |1} 2].

Eukaryotické bunky

Eukaryotické buniky jsou obecné vétsi a slozitéjsi nez bunky prokaryotické. Mohou
7it samostatné jako jednobunééné organismy, nebo v mnohobunéénych souborech.
7 definice maji v8echny eukaryotické bunky jadro, dale maji dalsi organely a bunééné
struktury, které maji specifické funkce. V rdamci jednoho organismu se vyskytuje
spousta riuzné diferencovanych a funkéné zamérenych bunék, které diky spolupréci

a komunikaci umoziuji jeho zivot |1, 3].

1.1 Anatomie bunky

Eukaryotickd buiika se d& rozdélit na bunécné jadro a zbytek bunky, ktery je vy-

plnén cytoplazmou, ve které se nachazeji bunééné organely, cytoskelet a bunécné

12



inkluze.
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Obrazek 1.1: Anatomie buiiky (vytvofeno pomoci www.biorender.com)

Bunéénia membrana

Bunéénad membrana neboli cytoplazmatickda membrana je selektivné propustna
vrstva, tvofici vné&jsi hranici bunky. Zékladni funkci bunééné membrany je uza-
vieni obsahu bunky a dale slouzi jako jeji hranice, kterou museji prochéazet latky,
které do bunky vstupuji nebo ji opoustéji. Z velké ¢asti se sklada z fosfolipidu a pro-

teinu [4].

Bunééné membréany se déli na propustné, polopropustné a selektivné propustné,
jsou obvykle volné propustné pro vodu, ale funguji jako ¢aste¢né bariéry pro pohyb
témér vSech ostatnich latek. Zékladem je fosfolipidova dvojvrstva ve které plavou

proteiny a dalsi komponenty [2, 4].

Semipermeabilita bunétné membrany umoznuje, ze do buniky volné proniké
jen voda a nékteré malé a nepolarni molekuly, membrana nepropousti ionty a polarni
molekuly, z tohoto diivodu se vyvinuly transportni mechanismy, které umoznuji je-
jich vstup do buiiky pomoci transmembranovych proteinii. Proteiny mohou vytvaret
kanalky, mohou fungovat samy jako prenaseCe nebo vytvéaret iontové pumpy, které

vykonévaji transport [2].
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Podle toho, zda je pri transportu spotiebovavana energie délime transport na ak-

tivni a pasivni.

e Prosta difuze patii k pasivnimu transportu a jedné se o pohyb latek z oblasti

s vysokou koncentraci danych latek do oblasti s nizsi koncentraci [2].

e Zprostiredkované difuze vyuzivaji molekuly, které membranou volné nepro-
stupuji jako napf. aminokyseliny, sacharidy a rizné ionty. Pro tento transport
je zapotiebi napr. membranovych kanalki ¢i proteinovych prenaseci. Membré-
nové kanélky funguji obousmérné a mohou byt specifické pro urcité molekuly,
jejichz prostfednictvim muze bunka uzptsobovat piijem latek aktualni po-
tfebé. Proteinové prenasece umoziuji navazani transportované molekuly a jeji

prenos skrz membranu |2, 4].

e Aktivni transport vyuziva jiné typy prenaSecovych proteini a dochéazi
pii ném ke spotiebé energie ve formé adenosintrifosfatu (ATP). Déli se na pri-
méarni a sekundarni. Pfi primarnim transportu je energie pfimo spojena s po-
hybem pozadované latky pfes membranu. Sekundarni transport se tyka difuze

jedné latky pfes membranu, ktera pohani transport jiné |2, 4.

Cytoplazma

Cytoplazma je zakladni latka, kterd vytvaii prostiedi pro existenci bunéénych
organel. Je tvofena priblizné z 90 % vodou déle pevnymi slozkami, nejéastéji bilko-
vinami, sacharidy, lipidy a anorganickymi latkami. Cytoplazma prejima latky z vnéj-
stho prostredi a je mistem, kde se syntetizuji nové latky pro bunééné pouziti, dale
se v ni rozpousti latky a dochazi zde k jejich fedéni pro chemické premény. V cyto-
plazmé probiha transport do jinych ¢asti buiiky nebo do jinych buné¢k téla a usnad-

nuje se vylucovani odpadnich latek [2, 4, [5].

Cytoskelet

Zakladem cytoskeletu jsou bilkoviny, které v cytoplazmé vytvareji vlakna (mikro-
filamenta a intermediarni filamenta) nebo duté trubicky (mikrotubuly), které tvori
v bufice funkéni a dynamickou opérnou sit, zajistuji tvar, pevnost i bunéény pohyb
[3, 5]
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Mitochondrie

Mitochondrie maji vétsinou sféricky nebo valcovity tvar o priméru 1-10 pm. Ve-
likost i tvar mitochondrii je riizny, jelikoz se mohou rozdélovat ale i splyvat. Jsou
ohrani¢eny dvéma membranami — zevni a vnitini membranou, ty se lisi moleku-
larni stavbou i puvodem. Zevni membrana je velmi permeabilni, vnéjsi membrana
je naopak velmi mélo permeabilni. Nejcastéji se mitochondrie nachazeji pobliz ja-
dra, nebo v oblasti bunky, kterd pozaduje vysoky prisun energie. Mitochondrie jsou
casto prirovnavany k jakymsi ,bunéénym elektrarndm® protoze preménuji energii
zivin (cukri a tukii) do podoby, ktera je bunikou vyuzitelna — produkuji ATP, ktera
slouzi jako univerzalni zdroj energie. Mitochondrie obsahuji vlastni mitochondriélni
DNA (mtDNA) a rozmnozuji se nepohlavnim délenim. Mitochondrialni geny se vsak
nedédi stejnym zptsobem jako geny jaderné, jelikoz mitochondrialni geny a DNA
pochéazeji pouze z vajicka, a tedy se dédi jen po samici linii. Mutace v mtDNA

zpusobuji dédiéna nebo i ziskand metabolickd onemocnéni |1, 2, 3, |4].

Endoplazmatické retikulum

Endoplazmatické retikulum (ER) je rtizné tvarovany a rizné veliky souvisly pro-
stor, ktery je ohrani¢eny membranou. Jedna se o nepravidelny systém vacki, cis-
teren a kanalkia. Casti jsou pokryty ribozomy a jejich drsny vzhled vedl k tomu,
ze tyto Casti nazyvame drsné endoplazmatické retikulum, ¢asti ER bez ribozomu
nazyvame hladké endoplazmatické retikulum. Drsné a hladké ER se tedy lisi vzhle-
dem ale i funkei. Ribozomy na povrchu drsného ER slouzi ke vkladani vyrobenych
bilkovin piimo do ER, které je zpracovava a poté jsou piedany do Golgiho apa-
ratu. Hladké ER mé funkci v metabolickych procesech, jako je napt. syntéza lipid,

metabolismus sacharidu ¢i odbouravani cizich a toxickych latek |1} 4l 5].

Ribozomy

Ribozomy se bud vyskytuji volné v cytoplazmé nebo pokryvaji ER, nejsou
mezi nimi zddné morfologické rozdily. Ribozomy jsou tvofeny ribozoméalni RNA
(rRNA) a ribozomalnimi proteiny. Maji zasadni roli v proteosyntéze, jelikoz kataly-
zuji translaci. Informa¢ni RNA (mRNA) obsahuje kod udavajici poradi jednotlivych
aminokyselin v proteinech, které maji byt nasyntetizovany. Ribozomy maji roli v de-

koédovani a translaci této informace béhem proteosyntézy a na zékladé této informace
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jsou na nich spojovany jednotlivé aminokyseliny (AMK) v polypeptidové Fetézce |3

).

Golgiho aparat

Golgiho aparét se sklada ze 4 az 8 zplostélych kanalki, které jsou naskladany
na sebe a na svych koncich jsou rozsiteny. Golgiho aparat se obecné nachazi v bliz-
kosti jadra a je pfimo spojen s endoplazmatickym retikulem, ze kterého prijima
lipidy a bilkoviny a upravuje je do konec¢né podoby. Dalsi funkci je také t¥idéni
vzniklych proteini a odesilani jich k jejich kone¢nému urceni. Golgiho aparat je pii-

tomen ve vétsiné eukaryotickych bunkéch, ale vyznamnéjsi je v téch, kde se vylucuje
mnoho latek |3} 4].

Lysozomy

Lysozomy jsou membranou ohrani¢ené, nejcastéji sférické organely. Lysozomy
obsahuji hydrolytické enzymy, coz jsou enzymy, které katalyzuji rozklad, jehoz ¢ini-
telem je voda. Jsou ohraniceny pomérné tlustou membranou, ktera hydrolytické
enzymy oddéluje od ostatnich bunéénych komponent. Poskozeni této membrany
a unik hydrolytickych enzymi do cytoplazmy ma za néasledek vazné poskozeni bunky.

Funkei lysozomu je rozklad sacharidi, proteind, lipidi a nukleovych kyselin |2} 3, 5.

Peroxisomy

Peroxisomy jsou sférické, membranou ohrani¢ené malé struktury, které poskytuji
prostiedi pro rizné reakce. Dochézi v nich napt. k degradaci mastnych kyselin i ami-
nokyselin, podileji se tedy na bunééném metabolismu a odstranovani toxickych latek.
Vedlejsim produktem téchto reakei je peroxid vodiku, coz je velmi agresivni latka,
ktera by mohla poskodit bunééné struktury. Z tohoto divodu obsahuji katalazu,

ktera degraduje peroxid vodiku |2, 3].

Bunécné inkluze

Bunécéné inkluze jsou nezivé ¢asti bunék. Jedna se o produkty bunééného meta-
bolismu a exogenni latky, které mohou mit zasobni funkci. Inkluze skladuji latky

tukové, bilkovinné ¢i sacharidové povahy |2, |5].
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1.2 Bunéc¢né jadro

Tvar jadra zavisi na tvaru bunky, nejcastéji je kulovité nebo ovalné. Je nejvétsi
strukturou v buiice o rozmérech piiblizné 5 — 10 pum a obsahuje informace nezbytné
pro zivot bunky. Jadro je od cytoplazmy oddéleno jadernou membranou, v mem-
brané jsou drobné poéry, které umozinuji komunikaci jadra a ER a predpoklada se,
ze latky vstupujici do a vystupujici z jadra prochézeji pravé témito pory. Zpravidla
mé buinka jen jedno jadro, ale existuji i vicejaderné bunky napf. osteoklasty, které
slouzi k odbouravani kostni tkané. Existuji i bunky, které jadro nemaji a to jsou
napf. ¢ervené krvinky. Hlavnimi komponenty jadra jsou chromatin a nukleoplazma,
coz je pomérné tekuta hmota, obsahujici histony, DNA a RNA polymerézy, nukleo-

tidy, proteiny a dal3i |2, 4].

1.2.1 Jaderna membrana

Jadro je na povrchu ohrani¢eno dvojitou jadernou membranou. Na vnitfni mem-
branu se prichytava chromatin pomoci jaderné laminy. Na vnéjsi membranu se pri-
chytavaji ribozomy a hrubé ER. Jadro komunikuje s bunéénymi organelami a mimo-
bunéénym prostiedim pres ER a Golgiho aparat. V membrané se nachéazeji jaderné
pory, které tvori transmembranové kanalky a umoznuji interakci mezi jadrem a cyto-
plazmou. Zajistuji napiiklad cirkulaci proteini a RNA mezi jadrem, v némz probihé
syntéza RNA, a cytoplazmou, ve které probih& syntéza proteint, tedy transkripce

a translace [2, 3].

1.2.2 Jadérko

Jedné se o dynamicky ttvar v jadie beéhem interfaze, ktery neni ohrani¢en mem-
branou. Obsahuje relativné malé mnozstvi DNA, jedné se o organizéitory jadérka,
které nesou kopie genti pro rRNA. V buice se nejprve vyskytuje nékolik prejadérek,
které spolu splyvaji a v jadre je pak obvykle pfitomno jedno jadérko, ale nékdy i vice
podle metabolické aktivity bunky. Jadérka maji obvykle kulovity tvar o prumeéru
priblizné 1 — 3 um a zajistuji hlavné syntézu ribozomalni rRNA jsou také zapojena

do reakci bunky na infekei ¢i stres [2, 3].
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1.2.3 Chromatin

Chromatin je komplex DNA s histony a nehistonovymi proteiny, ktery v mi-
toze vytvari chromozomy. Histony maji stavebni a idici funkci, nehistonové pro-
teiny maji fidici funkei a ovladaji vnitini strukturu jadra. Podle stupné kondenzace
(souvisi s bunéénym cyklem) se déli na euchromatin a heterochromatin. Euchro-
matin je malo kondenzovany a je transkripéné aktivni, tvoii asi 90 % chromatinu
pro vétsinu bunék v interfazi. Nachazi se v oblasti jadernych pért a v centru jadra.
Heterochromatin je vysoce kondenzovany a transkripéné neaktivni, tvoii asi 10 %
chromatinu pro bunky v interfazi. Chromatin se spiralizuje do podoby chromozomi,
béhem mito6zy, resp. meidzy, kdy je mozno pozorovat typické struktury chromozom,

které jsou tvoreny dvéma chromatidami spojenymi centromerou |2} 3, 4, [5].

1.3 DNA

Vsechny Zivé organismy uchovévaji svou dédi¢nou informaci v podobé dvoure-
tézcovych molekul DNA. U eukaryot se nachazi v jadie a u prokaryot v cytoplazmé.

V DNA jsou zakédovany veskeré informace potiebné pro preziti a rist organismu
[1]. Struktura DNA je vyobrazena na Obr.

Molekula DNA se sklada ze dvou dlouhych polynukleotidovych fetézci. Kazdy
z téchto Tetézci neboli vldken DNA je slozen ze 4 typu nukleotidovych podjednotek
a oba Tetézce jsou propojeny vodikovymi miistky. Nukleotidy jsou slozeny z cukru,
na ktery je navazana jedna nebo vice fosfatovych skupin a baze, ktera obsahuje
dusik. U DNA je cukrem deoxyriboza, pripojena k jedné fosfatové skupiné, bazemi
jsou derivaty purinu - Adenin (A), Guanin (G) a derivaty pyrimidinu - Cytosin (C)
a Thymin (T). Spojenim deoxyribéz a fosfatu se tvoii tzv. cukr-fosfatova pater

DNA| na kterou se poji jednotlivé baze |1, [2].

Béaze se neparuji nahodné, spolu se vazi jen 2 specifické baze a to Adenin — Thy-
min, které jsou spojeny dvéma vodikovymi mustky a Cytosin — Guanin, které jsou
spojeny tfemi vodikovymi mistky. Vzdy se tedy paruje purin s pyrimidinem a kazdy
purin-pyrimidinovy par se nazyva bazovy par a toto komplementarni parovani bazi
umoznuje, aby byly bazové pary usporadany v energeticky nejvyhodnéjsim uspofa-

dani uvniti dvousroubovice. V tomto usporadéani je kazdy péar bazi podobné Siroky,
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Obrazek 1.2: Struktura DNA (vytvofeno pomoci www.biorender.com)
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a drzi tak cukr-fosfatové patere ve stejné vzdalenosti podél molekuly DNA. An-
tiparalelni cukr-fosfatova vlakna se pak navzajem obtaceji a tvoii dvousSroubovici
obsahujici 10 part béazi v kazdém zavitu Sroubovice. Disledkem pozadavkii na péa-
rovani bazi dvousroubovice je, ze kazdé vlakno molekuly DNA obsahuje sekvenci
nukleotidu, kterd je presné komplementarni k sekvenci nukleotidi svého partner-
ského vlakna, tato komplementarita ma zésadni vyznam pii kopirovani i opravach

DNA [1 ).

7 chemického hlediska rozlisujeme 3 a 5° — konec DNA. 3‘-konec je zakoncen
OH skupinou na uhliku 3 deoxyribozy a 5‘-konec je zakoncen fosfatovym zbytkem
na uhliku 5 deoxyribézy (proto 3 a 5°). Dvousroubovice DNA vznikd spojenim

antiparalelnich Fetézcii vodikovymi mistky, tedy spojenim 5 -> 3 a 3 -> 5 |2].

1.3.1 Chromozomy

Kazda lidska butika obsahuje asi 2 m DNA, ale bunééné jadro ma pramér ptiblizné
jen 5-10 pm. Dlouhé dvousroubovice DNA museji byt pi bunééném déleni zabaleny
do struktur, které se nazyvaji chromozomy. Ty se snadno vejdou do jadra, a navic
mohou byt snadno rozdéleny do dvou dcefinych bunék béhem déleni materské bunky
[1].

Geneticka informace, ktera se sklada z vice molekul DNA je rozdélena do vice
chromozomu. Kazdy chromozom je slozen z jedné velmi dlouhé molekuly DNA spo-
jené s proteiny, které umoznuji tvorbu kompaktnéjsi struktury DNA. Kromé pro-
teinu, které tvori kompaktnéjsi strukturu DNA jsou chromozomy spojeny s dalsimi
proteiny, které se podileji na expresi genti, opravach DNA a jeji replikaci |1} 2.

Y v

Nejdulezitéjsi funkei chromozomt je pfenos gent. Geny jsou tuseky DNA, které
obsahuji informace k tvorbé urcitého proteinu. Chromozomy mnoha eukaryot véetné
¢lovéka obsahuji kromé genu i DNA, ktera nenese dulezitou informaci. Tato DNA

je nazyvana ,,junk DNA“ protoZe jeji uzite¢nost zatim nebyla objasnéna |[1].

Aby DNA mohla vytvorit funkéni chromozom, musi nést gen, ale také musi byt
schopna replikace a replikované kopie musi umét spolehlivé rozdélit pii kazdém bu-

nééném déleni mezi deetfiné buniky. Tyto procesy popisuje bunéény cyklus [1].

V interfazi dochéazi k prodluzovani chromozomii a specializované sekvence DNA
zajistuji, aby byly tyto chromozomy tuc¢inné replikovany. Chromozomy obsahuji

mnoho replika¢nich pocatki, které umoznuji rychlou replikaci celého chromozomu,

20



dalsi sekvence DNA tvoii telomery |1}, 2, 4].

V mitoze se DNA svinuje az vytvori vysoce kompaktni mitotické chromozomy.
V tomto vysoce kondenzovaném stavu je mozné duplikované chromozomy snadno
oddélit. Centromery umoznuji rozdéleni kopie kazdého chromozomu do kazdé dcefiné
bunky |1} 12, 4].

Struktura chromozomi je dynamicka. Chromozomy kondenzuji a rozvolhuji
se v souladu s bunéénym cyklem, ale riizné oblasti interfazniho chromozomu se musi
rozbalit, aby buiikim umoznily pristup ke specifickym sekvencim DNA pro replikaci,
opravu nebo expresi genu. Proteiny, které se na DNA véazou a tvofi chromozomy
se daji rozdélit na histony a nehistonové proteiny. Histony zodpovidaji za prvni
uroven kondenzace chromatinu. Histony spole¢né s DNA tvoii nukeozomy, coZ jsou
zékladni jednotky chromatinu. Nukleozomové vldkno je tlusté asi 10 nm a diky
svému vzhledu je ¢asto nazyvano ,koralky na niti‘, tato struktura je charakteris-
tickda pro jadro v interfazi. Vlakno je déle spiralizovano do tvaru solenoidu, tento
stupen spiralizace je predpokladén pro transkripéné neaktivni geny. Dalsi struktury
se vytvareji pri formaci chromozomu béhem bunééného déleni, solenoidni vldkno
se formuje do vyssich struktur; nejprve se formuje chromatinova struktura a jejim
dalsim skladanim vznika chromatida (jedno ze dvou vldken DNA zreplikovaného

chromozomu)|1, [2].

Stavba chromozomu

Kazdy chromozom je slozen ze dvou chromatid, které jsou v misté primar-
niho zuzeni spojeny centromerou. Centromera rozdéluje chromatidu na dvé
raménka: kratké (p) a dlouhé (q), jeji funkei je predevsim zprostiedkovani rozchodu
chromatid do dcefinych bunék. Podle umisténi centromery rozdélujeme chromozomy
na metacentrické (raménka p a q jsou piiblizné stejné dlouh4), submetacentrické
(raménka p a q jsou délkové odlisna) a akrocentrické (velikost ramének je ve velkém
nepoméru). Na konci chromozomu se nachazeji telomery, jedné se o specifické
sekvence DNA, které chrani konce chromozomt. Bez nich by volné konce chromatid
byly rozpoznavany repara¢nimi enzymy jako dvojné zlomy DNA. Konce linearni
DNA nejsou nikdy zcela nareplikovany, coz zptsobuje postupné zkracovani telomer.
V pohlavnich bunikach dochazi k obnové délek telomer pomoci enzymu telomerazy,
ale somatické bunky po urcitém poctu déleni prechazeji do senescence ¢i apo-

ptozy (popséany v|3.7), aby se zabréanilo negativnim nasledkim absence telomer |1}, 2].
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Obrazek 1.3: Stavba chromozomu (vytvofeno pomoci www.biorender.com)

1.4 Jaderné procesy

P1i kazdém bunécném déleni musi bunka zkopirovat sviij genom, DNA je dupli-
kovana rychlosti priblizné 1000 nukleotidi za sekundu. Transkripci sekvence DNA

na sekvenci RNA a naslednou translaci dochéazi k syntéze proteinu .

1.4.1 Replikace DNA

Replikace je zdvojeni bunééné DNA pred rozdélenim mateiské bunky na dcefiné
a je iniciovana v S fazi bunééného cyklu v predem urcenych mistech. Pti replikaci
slouzi kazdé ze dvou vldken DNA jako pfedloha pro tvorbu nového vlakna. Kazda
ze dvou dcefinych bunék, které vzniknou z buiikky matetské tak zdédi nové dvou-
sroubovice DNA, které obsahuji jedno staré a jedno nové vlédkno. Retézce materské
DNA se za pomoci enzymu v misté replikace rozvolni, tam se v DNA vytvofi oblast
nesparovanych nukleotidu a do té se navazi replika¢ni proteiny, ¢imz vzniknou dvé
protismérné orientované replikacni vidlice. Oba oddélené fetézce funguji jako vzor
pro syntézu nového tetézce. Zasadni ulohu pii replikaci ma DNA polymeréza, ta ¢te
sekvenci nukleotidi na vzorovém fetézci a na zakladé komplementarity bazi pridéava

nukleotidy do nové vznikajiciho fetézce. Na replikaci se podili celd fada enzymi
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a proteinu, napt. helikdza, DNA priméza, ribonukleaza, ligiza a dalsi. Replikace
jaderné DNA je velice presny proces, piesnost zajistuje korekturni funkce DNA po-
lymerézy a opravné mechanismy bunky, které vyménuji Spatné zarazené nukleotidy

za spravné jak béhem samotné replikace, tak i po jejim dokonceni|l, |2, |4].

1.4.2 Transkripce

Transkripce probih& prepsanim urcité ¢asti sekvence DNA do sekvence RNA.
Transkripci tvoii DNA kopie v podobé ruznych typt RNA molekul napt. mRNA,
rRNA a transferové RNA (tRNA). RNA se od DNA lisi tim, Ze nukleotidy v RNA
obsahuji cukr rib6zu misto deoxyribozy a obsahuje bazi Uracil (U) namisto Thyminu
(T), Uracil se stejné jako Thymin péaruje s Adeninem. Zatimco DNA se vyskytuje
jako dvousroubovice, RNA je vlaknovita. DNA se nejprve prepisuje do primarniho
transkriptu a jeho dalsimi apravami vznika funkéni RNA. Transkripce probiha velmi
podobné jako replikace, ale mé nékteré odlisnosti. K replikaci dochézi v S fazi, k tran-
skripci hlavné v G1 a G2 fazi, nékteré geny jsou vSak pfepisovany také v S fazi
a bunka musi tyto procesy precizné regulovat. Pripadna kolize mize vést napiiklad
ke genové nestabilité, ktera muze byt pricinou karcinogeneze. Dalsim rozdilem je,
7e geny jsou béhem bunécéného cyklu prepisovany opakované. Transkripce je inicio-
vana vazbou transkripénich faktort na regula¢ni oblasti DNA a intenzita transkripce
tedy odréazi aktualni potfeby buiiky. Zakladnim enzymem transkripce je RNA poly-
meraza, ta na zakladé komplementarity bazi zajistuje prepis DNA do RNA. Tran-
skripce ma vétsi chybovost nez replikace, coz ale buiitku neohrozuje, jelikoz chyby
v transkriptech RNA nevedou k dédi¢nému ovlivnéni genetické informace. Molekula
RNA, ktera vznikla transkripci (také oznacovana jako primérni transkript) obsahuje
kodujici a nekodujici sekvence, exony a introny. Typicky gen je pak v genomu za-
stoupen jako kratké bloky exont a dlouhé bloky intront. Sestfih RNA je dulezitym

krokem, ktery spojuje rizné ¢asti kodujici sekvence |1, 2} [4].

1.4.3 Translace

Proteosyntéza neboli translace je pfeklad sekvence mRNA do sekvence aminoky-
selin bilkovin. Proces translace probihé na ribozomech, ale jelikoz probihé po tran-
skripci, bude popsan v této kapitole. Potom co je vytvorena mRNA transkripci
je informace, ktera je obsazena v jeji nukleotidové sekvenci pouzita k syntéze pro-

teinu. Z duvodu, Ze existuji jen 4 ruzné nukleotidy v mRNA a 20 riuznych AMK
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v proteinu, nelze prelozit nukleotidovou sekvenci RNA pfimo na aminokyselinovou
sekvenci v proteinu. Sekvence nukleotidi v genu se pieklada do sekvence aminoky-
selin proteinu podle pravidel genetického kodu. Kazdé tii po sobé jdouci nukleotidy
v RNA jsou nazyvany kodony a kazdy kodon urcuje jednu AMK nebo signal k ukon-
¢eni translace. Vzhledem k tomu, Ze geneticky kod je redundantni, miZze nékolik
kodonii kédovat jednu AMK, a nékteré tRNA mohou byt schopné se vazat na vice
nez jeden kodon. Translace mRNA na protein zavisi na adaptérech, coz jsou tRNA,
které rozpoznavaji kodony mRNA a vazou se na odpovidajici aminokyseliny. Kroky
vedouci od DNA k syntéze mohou byt regulovany. Bunka muze napiiklad kontrolo-
vat kdy a jak ¢asto je dany gen transkribovan a jak je RNA transkript zpracovan
[1, 4].

1.5 Bunécny cyklus

Bunécény cyklus je komplexni proces, patiici k zakladnim Zivotnim projevim
bunky, je zapojeny do rustu, proliferace bunék i regulace oprav DNA. Bunéény
cyklus se sklada z interfaze a faze déleni bunky (M faze). Kazda faze ma svij spe-
cificky a nenahraditelny vyznam. Bunéény cyklus obsahuje fadu kontrolnich bodi,
které slouzi k regulaci bunécéného cyklu. Schéma bunééného cyklu s kontrolnimi
body je zobrazeno na Obr. [I.4]

Gl

G1 kontrolni bod

M kontrolni bod\
Bunécny

M cyklus

/ <
G2 /M kontrolni bo

Obrazek 1.4: Bunéény cyklus a jeho kontrolni body (vytvoreno pomoci

www.biorender.com)
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1.5.1 Interfaze

Jedné se o obdobi mezi dvéma M fazemi a zapliuje asi 90 % bunééného cyklu.

Interfaze se sklada z G1 faze, S faze a G2 faze.

e G1 faze je také nazyvana jako faze pripravna. Béhem této faze dochéazi
ke zdvojovani bunécéné hmoty a syntetickym procesim — RNA a proteiny.
Bunka se zvétsuje a tvori se zasoba nukleotidii a syntetizuji se enzymy pro repli-
kaci jaderné DNA [2] 5].

e Na G1 fazi navazuje S faze, ktera se také nazyva faze syntetickd. V této fazi
dochazi k replikaci jaderné DNA (popséana v kapitole|1.4.1)) a k tvorbé histont

v cytoplasmé [2].

e G2 faze je nazyvana 2. piipravna faze. Tato faze je zéavisla na dokonceni
replikace DNA v S fazi. Jedna se o pripravu na mito6zu, dochézi v ni k syntéze
a aktivaci proteint, potfebnych ke kondenzaci chromozomii, tvorbé mitotic-

kého aparatu a k destrukei jaderného obalu |2} 5].

e GO faze je obdobi, béhem kterého bunka aktivné syntetizuje bilkoviny,
diferencuje se a specializuje se (funkéné dozrava), vykonava svou ¢innost
a nedéli se. Nékteré bunku zustavaji po cely svij zivot v GO fazi (napft.

neurony, buniky srde¢ni svaloviny a dalsi) |2} 5].

1.5.2 M faze

M faze je posledni fazi bunécéného cyklu ve které dochazi k samotnému bunéénému

déleni. Somatické buiiky se déli mitézou, pohlavni déleni je nazyvano meidza.

Mitoza

Béhem mitozy se déli bunécéné jadro a néasledné cytoplazma za vzniku dvou dce-
finych bunék s identickou genetickou vybavou. Zajistuje diferenciaci, rtust bunék

a jejich obnovu. Déli se na profazi, prometafizi, metafazi, anafazi a telofazi.

e Profaze
V profézi dochazi ke kondenzaci a zkracovani chromozomi, které jsou mik-

roskopicky viditelné a chromatidy jsou stale spojeny v centromere. Rozpada
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se jadérko, centrozomy se posouvaji k protilehlym poélim buiiky a zac¢ina se tvo-

fit délici vieténko, které se zatim nachéazi mimo jadro |2, 3, 5.

Prometafaze
Béhem prometafaze pokracuje kondenzace chromozomu, které se rozptyluji
po celé bunce. Dochézi k rozpadu obalu jadra a nékteré mikrotubuly déliciho

vieténka se upinaji do oblasti centromer |2, |3, |5].

Metafaze
V metafazi jsou kondenzované chromozomy usporddany do ekvatorialni ro-
viny. Sesterské chromatidy jsou oddéleny a ziistavaji ve spojeni pouze v misté

centromery |2, [3].

Anafaze

Béhem anafaze se od sebe zdvojené chromozomy oddéluji a posouvaji se k pro-
tilehlym polum bunky, kazdy dcefiny chromozom je v tuto chvili sloZzen z jedné
chromatidy s centromerou. Pohyb chromozomu zptisobuje prodluzovani a zkra-
covani mikrotubuli déliciho vieténka. Na konci anafaze zac¢ina cytokineze

a buiika se za¢ind uprostied zaskrcovat |2, [5].

Telofaze

V telofézi jiz chromozomy doputovaly na opa¢né poly bunky do blizkosti cen-
trozomu (déliciho vieténka), obnovuji se obaly jadra a vytvareji se nova jadra,
chromozomy se prodluzuji a dekondenzuji a nejsou tedy pod mikroskopem

viditelné. Na konci telofaze se dokon¢i rozdéleni na dvé dcefiné buniky |2, 5.

Meibdza

Jedné se o redukéni déleni, které spojuje dvé na sebe navazujici mitozy. Meidza

probiha pii vzniku a dozravani pohlavnich bunék (gamet), tedy béhem spermioge-

neze a oogeneze. Dcefiné bunky ziskavaji polovi¢ni sadu chromozomi, tedy polovinu

genomul5|.

1.5.3 Kontrolni body buné¢ného cyklu

Kazda faze bunécného cyklu méa kontrolni bod, v némz dochézi ke kontrole vSech

krokt, které jsou pro danou fazi potrebné. Pokud neni poskozeni zjisténo, piejde
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se do dalsi faze, pokud dojde ke zjisténi chyby, buiika se ji snazi opravit a zastavi

bunéény cyklus nebo nastane apoptoza. [5]

e Prvni kontrolni bod se nachéazi v G1 fazi. G1 kontrolni bod umoznuje buiice
potvrdit, zda je prostiedi priznivé pro proliferaci bunky pred tim, nez prejde
do S faze, ve které dochézi k replikaci.

Dochéazi tedy ke kontrole velikosti bunky, dostatku zivin, pfitomnosti ristovych
faktoru a absence defekta DNA |1, 6].

e G2/M kontrolni bod kontroluje DNA po replikaci, je ovéfovano, zda béhem
replikace nevznikly v DNA chyby a zda probéhla kompletné. Pokud neni na-
lezena chyba, bunka spusti mitézu ¢i meiézu. Pokud chyba nalezena je, musi
byt DNA opravena |1, 6].

e Posledni je M kontrolni bod, ktery funguje béhem mitézy a zajistuje, aby
byly replikované chromozomy spravné pripojeny k délicimu vieténku, nez vie-

ténko chromozomy od sebe odtrhne a rozdéli je do dcefinych bunék |1} 6].

U mnohobunéénych zZivoc¢ichi je kontrolni systém velmi citlivy na signaly
z jinych bunék, které stimuluji bunécné déleni. Kontrolni systém proto hraje
zésadni roli v regulaci po¢tu bunék v télesnych tkanich, pokud systém nefunguje
spravné a umozhuje napiiklad nadmérné déleni bunék, mize byt disledkem vznik
rakoviny. Pogkozeni kontrolniho bodu, ktery detekuje poskozeni DNA, zfejmé hraje

roli pii progresi nadori. |1, 6]
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2. Ionizujici zareni

Ionizujici zareni (IZ) je takové zareni, jehoz kvanta maji tak vysokou energii,
ze jsou schopna ionizovat latku. Ionizujici zareni se déli na pifimo a nepfimo ionizujici

17]-

e Piimo ionizujici zareni
Kvanta pf¥imo ionizujiciho zareni nesou elektricky naboj a jsou schopna piimo
interagovat s elektrony atomovych obalt. Mezi pfimo ionizujici zareni fadime
napiiklad zéreni alfa, beta a protonové zareni [7].

e Nepiimo ionizujici zareni
Kvanta neptimo ionizujiciho zafeni nejsou elektricky nabita, energii predavaji
v latce nejprve nabitym c¢asticim a ty latku primym tu¢inkem ionizuji. Mezi ne-

pfimo ionizujici zafeni fadime fotonové zafeni a neutrony |[7].

2.1 Primo ionizujici zareni

V této kapitole budou nejprve popsany spolecné rysy piimo ionizujictho zareni

a nasledné budou popsany specifické interakce pro jednotlivé typy zareni.

Nabité céstice jsou obklopeny elektrickym polem, které interaguje s orbitalnimi
elektrony a jadry vSech atomi pfi prichodu prostfedim. Pfenos energie nabité ¢astice
je obecné maly a nabité ¢astice tedy podstupuji velké mnozstvi interakei, nez je jejich

kineticka energie spotfebovana |8|.

Ionizace a excitace

Pokud energie ¢astice nebo fotonu prekroc¢i ionizacni potencial molekuly, muze

dojit pti srazce s molekulou k uvolnéni jednoho ¢i vice elektront z atomovych obali
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a tim muZe zpusobit ionizaci atomu [4} 7).

Interakce, pti kterych dochazi k prenosu energie, ale nedochazi k uvolnéni elek-
tronu, tvori excitovany atom nebo molekulu a nazyvéa se excitace. PTi excitaci se elek-
tron v atomu nebo molekule presune na vyssi energetickou tiroven, tento excitovany
stav neni staly. Elektron se pfi deexcitaci vraci zpét na ptuvodni hladinu a rozdil

energii je vyzaren ve formé fotonu |4} [7].

Rozptyl

P1i interakcich ¢éstic s atomy a jejich atomovymi jadry dochéazi ke zméné sméru
pohybu ¢éstic vlivem elektrickych a jadernych sil. Rozptyl se uplathuje predevsim
pro lehké ¢astice a nizsi kinetické energie. Podle energetické bilance délime rozptyl

na dva druhy, pruzny a nepruzny [7].

Pruzny rozptyl

Jestlize pri rozptylu nedochazi k preméné kinetické energie ¢astice na jiny druh
energie, jedna se pravé o pruzny rozptyl. Nastava pii nizsich energiich, pod prahem
procesu jako napt. excitace, ionizace a dalich. Pfi pruzném rozptylu je splnén zakon
zachovani energie i hybnosti interagujici ¢éstice a atomu ¢i jadra, se kterym c¢astice
interaguje. Obecné po interakci Castice pokracuje v odliSném sméru s nizsi energii

i hybnosti nez pred interakei |7, §].

Nepruzny rozptyl

Jestlize pfi rozptylu dochézi k preménam kinetické energie interagujici ¢és-
tice na jiné druhy energie pfi jinych procesech nez pii mechanickém pohybu jako
napt. k excitaci ¢i emisi kvant zareni, jedna se o nepruzny rozptyl. Tento druh roz-
ptylu nastava pfi energiich interagujici ¢astice vyssich, nez je excita¢ni ¢i ionizacni
energie atomu a atomovych jader a doprovazi ho excitace ¢i ionizace atomi nebo
excitace jadra. Pii vysokych energiich v oblasti desitek az stovek MeV miuze byt

doprovazen jadernymi reakcemi |7} 8.

Dale muze dochazet i k mnohonasobnému rozptylu, jestlize nabité ¢astice pro-
chézeji prostiedim, které obsahuje velké mnozstvi atomi, jednotlivé rozptyly mohou

byt jak pruzné, tak i nepruzné |7].
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Zareni [

Interakce elektront probihaji nejcastéji s elektrony v atomovych obalech, ¢imz
je zpusobena ionizace a excitace vazanych elektront. Primarni elektrony tedy pre-
déavaji ¢ast své energie elektrontim sekundarnim, které byly ptivodné pevné vazany
elektronovych obalech atomt prostiedi. Tyto interakce nazyvame kolizni. Elektrony

mohou svou energii ztracet i radiacné tvorbou brzdného zareni [7].

Pozitrony interaguji stejnymi procesy jako elektrony. Po zabrzdéni pozitronu vSak
dochazi k anihilaci elektronu a pozitronu, pfi niz se elektron a pozitron preméni
na 2 fotony o energiich 511 keV, které z mista anihilace vylétaji v protilehlych
smérech. Anihilace elektronu a pozitronu je vyuzivana pii zobrazovani v nuklearni

mediciné metodou pozitronové emisni tomografie (PET) [7].

Zareni «

Alfa ¢astice jsou jadra atomu helia a jsou prirozené uvolhoviny pii preméné ra-
dionuklidii jako je uran ¢i radium. Alfa ¢astice maji z béznych kvant zareni nejvétsi
hmotnost a také nejvétsi elektricky naboj. Pri prichodu prostiedim ptsobi alfa ¢as-
tice znacnou elektrickou silou na elektrony z atomovych obalt a G¢inné je uvoliuje,
¢imz pusobi ionizaci. Vlivem silnych ioniza¢nich ac¢inkt se ¢astice alfa v prostiedi
rychle brzdi a jeji dosah je velmi kratky. Pokud maji ¢astice alfa energii fadu né-
kolika MeV, mohou pfi prichodu prostredim prekonévat odpudivé elektrické sily

atomovych jader a vstupovat do jadernych reakei |7].

Protonové zareni

Protony interaguji predevsim s elektronovymi obaly atomii a tim atomy ionizuji,
v mensi mife pak interaguji s atomovymi jadry, pak dochézi nejcastéji k pruznému
rozptylu nebo jadernym reakcim, pii nichz vznikaji sekundarni nabité ¢astice ¢i fo-

tony [7].
Tézké nabité ionty

Tezké ionty vyvolavaji analogické ucinky jako zareni alfa ale kvili vétsimu naboji

zpusobuji vétsi hustotu ionizace [7].
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2.2 Neprimo ionizujici zareni
Neutronové zareni

Neutrony jsou v jadrech spoleéné s protony vazéany silnymi interakcemi, mohou
byt vsak uvolnovany jadernymi reakcemi. Neutrony pii prichodu prostrednim inter-
aguji témér vyhradné s atomovymi jadry, a to ¢tyfmi zpisoby: pruznym, nepruznym
rozptylem ¢&i jadernou reakei.

v

PruzZzny rozptyl na jadrech je nejcast&jsi interakei rychlych neutronii pii pri-
chodu prostfedim. Neutron preda atomovému jadru ¢ast své kinetické energie a po-
kracuje v pohybu se snizenou energii a zménénym smérem. Atomové jadro predanou

energii ztraci ionizaci a excitaci okolnich atomi |7} §.

Pii nepruzném rozptylu predava neutron ¢ast své energie atomovému jadru
a toto jadro excituje. Pti deexcitaci jadra do puvodniho stavu je vyzafen foton zafeni

gama, ktery dale interaguje s prostfedim (popséno v [7].

P1i jaderné reakci je po proniknuti neutronu do jadra emitovana jin& cCastice,
ktera nasledné prostiedi ionizuje. Pti radia¢nim zéchytu je neutron v jadie pevné
zachycen, jedné se tedy také o jadernou reakci. Po zachyceni neutronu je emito-
vano kvantum zateni gama. Takto vznikla jadra jsou casto S~ aktivni a preménuji

se za emise dalstho ionizujiciho zareni |7, §].

Fotonové zareni

Fotonové zareni muzeme rozdélit na zafeni gama a rentgenové zafeni, obé maji
stejnou fyzikdlni povahu, ale lisi se zpusobem vzniku. Foton zareni gama vznika
v atomovém jadre a foton rentgenového zareni vznika v jaderném obalu. Proces
absorpce energie fotonového zareni zavisi na energii fotoni a na slozeni materiélu,
ktery je absorbuje. Fotony s latkou interaguji tfemi hlavnimi procesy: fotoelektric-

kym jevem, Comptonovym rozptylem a tvorbou para [4, [7].

Fotoelektricky jev

P1i fotoelektrickém jevu neboli fotoefektu interaguje foton s vazanym elektronem
na K, L nebo M slupce elektronového obalu a predava mu veskerou svou energii. Cast
této predané energie je spotifebovana na prekonani vazbové energie elektronu a jeho

uvolnéni z elektronového obalu atomu. Zbytek energie si odnasi elektron ve formé
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kinetické energie:
T.- =E, - E\, (2.1)

kde T.- je kinetickd energie elektronu, E. je energie fotonu a F, je vazbova ener-
gie elektronu. Po uvolnéni elektronu vznika v atomovém obalu prazdné misto, které
je nasledné zaplnéno elektronem z vyssi slupky atomového obalu. Energeticky rozdil
vazbové energie vyssi a nizsi slupky je uvolnén ve formé fotonu charakteristického
zareni. Alternativou emise charakteristického zareni je predani energie nékterému
elektronu na vyssi slupce, ktery je nasledné uvolnén jako tzv. Augeruv elektron.
Pravdépodobnost fotoefektu je pfimo itmérna 5. mocniné protonového ¢isla Z a je ne-
piimo tmérna 3. mocniné energie interagujictho fotonu. Fotoefekt obecné prevlada

v oblastech nizgich energii — jednotek az desitek keV |4} 7, §].

Comptoniv rozptyl

Jestlize foton interaguje s volnym nebo slabé vazanym elektronem, preda mu
jen Céast své energie a pruzné se odrazi a ve svém pohybu pokracuje s nizsi energif
a ve zménéném smeéru. Pro energii rozptyleného fotonu plati:

E
= — : (2.2)
14+ —5(1 — cosf)

MepC?

E.,

Y

kde E. je energie rozptylen¢ho fotonu, E, je energie interagujictho fotonu, meqc?
je klidova energie elektronu a # je thel rozptylu fotonu od ptvodniho sméru. Z ce-
hoz vyplyva, Ze s rostoucim thlem rozptylu klesa energie rozptyleného fotonu.
Vézany elektron se touto interakci z atomového obalu uvolni s kinetickou ener-
gii T.- = E, — E, a nasledné¢ bude prostredi ionizovat. Elektron i foton mohou
po Comptonové rozptylu podstoupit dalsi interakce, dokud neni primarni energie
spotfebovana. Comptontv rozptyl je dominantni interakei v oblastech jednotek MeV
a v oblastech desitek MeV se stava zanedbatelnym ve srovnani s tvorbou elektron
— pozitronovych paru. Pravdépodobnost Comptonova rozptylu je imérna protono-

vému ¢&islu Z |4, |7, 8]

Tvorba elektron-pozitronovych pari

Pokud maji fotony energii vétsi nez 1,022 Mev, mize dochazet ke tvorbé elek-
tron - pozitronovych péri. Energie fotonu je tedy spotfebovana na vytvoreni paru
elektron-pozitron a zbytek jeho energie je pak predana vzniklym ¢asticim ve formé ki-

netické energie. Osud pozitronu je potom stejny jako je popsano v kapitole 2.1} Prav-
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dépodobnost tvorby péri je piimo imérna 2. mocniné protonového ¢isla Z atomi
prostiedi. Tento proces je dominantni interakei v oblastech vysokych energii fotono-

vého zafeni a u latek s vysokym protonovym ¢islem Z |4, 7, 8].
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3. Vliv ionizujiciho zareni na bunky

Biologické ucinky ozéafeni jsou vysledkem udélosti, které jsou zptisobené priicho-
dem IZ latkou. Nejprve dochézi k ionizaci a excitaci atomti a molekul podél drahy
ionizujicich ¢astic. Tyto fyzikalni reakce vedou k fyzikalné-chemickym, chemickym

reakcim a nasledné k biologickému a¢inku [4].

3.1 Primy a neprimy ucinek 17

P1i vystaveni bunek 1Z se nejprve vyskytuji standardni fyzikalni i¢inky mezi 1Z
a atomy ¢i molekulami bunék a biologické poskozeni nasleduje pozdéji. Biologické
ucinky vychézeji predevsim z poskozeni DNA, coz je nejkriti¢téjsi cil bunky. Po-
skozeni biologickych systémii miize probihat dvéma zpiisoby: pfimym ¢i nepfimym

uc¢inkem [9).

Primy ucinek

Mluvime-li o pfimém tucéinku, pak IZ interaguje piimo s cilem v bunce. Cilové
atomy mohou byt ionizovany nebo excitovany vlivem Coulombickych interakei, které
vedou k Tetézci fyzikalnich a chemickych reakei, jejichz vysledkem je biologické po-

skozenti [9).

Nepiimy ucinek

Pfi nepfimém tucinku interaguje IZ s jinymi molekulami a atomy, zejména
s vodou, a produkuje volné radikaly, které mohou poskodit cil uvnitt bunky.
P1i interakci s vodou jsou produkovany extrémné reaktivni radikaly, jako ion vody
¢i hydroxylovy radikal. Tyto volné radikily néasledné narusuji chemické vazby

a pusobi chemické zmény, které vedou k biologickému pogkozeni [9].
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Vliv pfimého a nepiimého t¢inku na poskozeni biomolekul se lisi podle typu
1Z. 1Z s nizkym linearnim prenosem energie (LET) jako napf. v nebo rentgenového
zatreni poskozuje biomolekuly predevsim prostiednictvim nepiimého tc¢inku, naopak
IZ s vysokym LET jako napft. tézké ionty ucinkuji z velké ¢asti pfimym ucinkem.
Priblizné dvé tretiny poskozeni odpovidaji nepfimému tcinku a tretina pfimému
ucinku |2 9].

3.1.1 Radiolyza vody

Radiolyza vody je proces, pii kterém jsou molekuly vody rozstépeny ionizujicim
zéfenim, jako je gama zafeni, rentgenové zafeni ¢i vysokoenergetické ¢astice. Mo-
lekuly vody absorbuji energii ionizujiciho zareni. Tato energie je dostatecné vysoka
na to, aby pfekonala vazebnou energii molekuly vody, coz vede k jejimu rozsté-
peni. Rozstépenim molekuly vody vznikaji primérni produkty, hydroxylovy radikal,
atom vodiku a sekundérni elektron. Tyto priméarni produkty jsou vysoce reaktivni
a mohou déle reagovat s dalsimi molekulami vody nebo s jinymi latkami v roztoku.
Vysledkem jsou sekundéarni reakéni produkty jako napt. peroxid vodiku. Z hlediska
dikal. Dtuvodem je jeho vysoké reaktivita a schopnost zptisobovat rozsahlé poskozeni
biologickym makromolekulam jako je DNA, lipidy a proteiny. Tyto poskozeni mohou

mit za nasledek bunéénou smrt, karcinogenezi nebo genetické mutace [10].

3.2 Stadia ucinku IZ na organismus

Proces uc¢inku IZ na zivou tkan probihé ve ¢tyfech hlavnich stadiich, které se lisi

jak svou rychlosti, tak i typy probihajicich procesu [7].

Fyzikalni faze

Fyzikalni faze je tvorena interakcemi mezi nabitymi ¢asticemi a atomy prostedi,
kterymi nabité ¢astice prochazi. IZ interaguje predevsim s elektrony, ¢imz zptisobuje
ionizace a excitace. Jestlize maji sekundéarni elektrony dostate¢nou energii, mohou
excitovat nebo ionizovat jiné atomy v jejich blizkosti a vyvolat tak kaskaddu ionizaci

a excitaci. Tento proces trva priblizng 10716 — 107! sekund |2} |7 [11].
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Fyzikalné-chemicka faze

Ionizace a excitace vedou k naruseni chemickych vazeb, dochazi k interakcim
iontid s molekulami, jimiz dochazi k disociaci molekul a tvorbé volnych radikala

(napi. radiolyzou vody). Tato faze trva piiblizné 107 — 107'% sekund |[7].

Chemicka faze

Vzniklé produkty reaguji s organickymi molekulami jako je napr. DNA, RNA,
proteiny a dalsi a méni jejich funkci a slozeni. Dochézi k zlomum v DNA, posko-
zeni bazi, cross-linkim uvnitf DNA a dal$im chemickym zménam. Tato faze trva

az jednotky sekund |[7].

Biologicka faze

V biologické fazi jsou zahrnuty vSechny pozdéjsi procesy. Dochéazi k opravam po-
skozeni DNA, vétsina téchto poskozeni je opravena, ale ta, co se opravit nepodaii
vedou nakonec k bunétné smrti & k mutacim. Casova délka této faze trva priblizng
nékolik dni na bunééné trovni, dny v tkanich a orgénech a na drovni celého orga-
nismu az roky. P1i vysokych absorbovanych davkach se mtuze biologicka faze projevit
jiz po desitkdch minut, pii stfednich béhem nékolika dni a pfi nizkych az po nékolika
¢i desitkach let |7, |11].

3.3 Radia¢ni posSkozeni biomolekul

IZ napada vSechny typy biomolekul, nejzéasadnéjsi pro bunku je poskozeni DNA,
RNA, funkce proteinii a lipidu.

Poskozeni proteint

Poskozeni proteinii miize byt pro bunku fatélni, jelikoz proteiny zajistuji fungo-
vani bunéénych ¢innosti. Proteiny jsou narusovany zarenim samotnym, tak i hydro-
xilovym radikalem pochézejicim z radiolyzy vody. Hydroxylovy radikal méa schopnost
reagovat s peptidovym Fetézcem proteintd, vazat se na aromatické zbytky aminoky-
selin a miize odlomit vodikovou vazbu v fetézci. Reakce s radikaly muze také aktivo-

vat samotné proteiny a zménit je na proteinové radikily, které mohou poskodit dalsi
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proteiny a biomolekuly a tvofit nové produkty s odlisnymi vlastnostmi. Poskozeni
proteintd vlivem IZ miize mit dopad nejen na bunécné procesy, ale také na dalsi typy
biomolekul, zejména DNA. Nebezpecné jsou zejména proteinové adukty na DNA,

které blokuji replikaci, transkripci a repara¢ni procesy |[2].

Poskozeni lipida

Lipidy jsou zakladnimi stavebnimi jednotkami bunéénych membran. Tyto lipidy
vymezuji hranice bunky a chrani ji pred proniknutim nezéddoucich latek. Lipidy spolu
s membranovymi proteiny také reguluji transport iontt a dalsich latek pres mem-
branu a zajistuji komunikaci buiikky s okolnim prostfedim a tkdnémi. Stejné jako
ostatni biomolekuly jsou i lipidy citlivé na poskozeni, predevsim v dusledku hydro-
xylového radikalu. Tento radikal odstépuje elektrony z mastnych kyselin, coz vede
k vzniku nestabilnich radikali lipidi a ty néasledné s kyslikem vytvareji peroxy-
lové radikaly. Pokud dojde k reakci téchto radikali s dalsimi mastnymi kyselinami,
miize se rozpoutat Tetézova reakce, pri které se dalsi lipidy méni v lipidové pero-
xidy nebo cyklické peroxidy mastnych kyselin. Tento proces mize narusit strukturu
membrany a snizit mobilitu membranovych proteini, coz v kone¢ném disledku vede
ke snizeni selektivni permeability membrany a miize vést k tniku vnitrobunééného
obsahu do prostredi. Pokud dojde k naruSeni homeostazy, muze to mit fatalni dua-
sledky pro bunku. V nékterych pripadech dokaze buiika poskozeni opravit, ale v pii-
padé vysoké absorbované dévky zareni muze dojit ke kolapsu bunécéné homeostéazy

a okamzité smrti buiky [2].

Poskozeni RNA

RNA molekuly plni v butice dulezité signalizacni a regula¢ni funkce. Jejich hlavni
funkci je umoznit preklad genetické informace ulozené v DNA do podoby proteint
a nékteré RNA molekuly reguluji expresi geni. RNA mé podobnou molekularni
strukturu jako DNA, ale je pouze jedno vldknova, coz zvysuje jeji nachylnost k po-
skozeni. Oxidativni poskozeni a zlomy RNA mohou byt spojovany s poruchami syn-

tézy proteinu a nékterymi neurodegenerativnimi onemocnénimi [2].
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Poskozeni DNA

DNA maé zcela zasadni postaveni, jelikoZ je nositelkou genetické informace a ur-
¢uje chovani bunky. DNA je velice citliva i na nizké davky I1Z, protoze k narusSeni
funkce genu, ¢ regulacniho tseku DNA stac¢i i zména jedné béze v jeji sekvenci.
Zmény genetické informace mohou vést k expresi proteini se zménou jejich funkce
¢ k aplné ztraté jejich funkce. Vyhodou DNA je, Ze mé fadu opravnych mecha-
nismi, které jsou schopné vétsinu poskozeni spravné a vcas opravit. Vznikla posko-
zeni vyvolévaji mutace genové, chromozomalni i genomové. Vybrana poskozeni jsou

vyobrazena na Obr[3.1] [2, [11].

Poskozeni baze

Jak jiz bylo popsano v kapitole [1.2] molekula DNA se skladé z purinovych (A, G)
a pyrimidinovych (T, C) bazi. Dojde-li k chemické zméné baze, muze byt ovlivnéna
tvorba vodikovych mustki mezi jednotlivymi bazemi a piipadné i samotna struktura

DNA. Tyto zmény vedou k chybnému parovani nukleotidii pti replikaci [2].

Abazicki mista

Abazickd mista vznikaji prerusenim vazby mezi cukrfosfatovym fetézcem a bazi.
Tato poskozeni mohou vést k zafazeni Spatnych nukleotidi do DNA nebo mohou

vést ke vzniku komplexnéjsich poskozeni jako jsou napt. kiizové vazby nebo dvojné
zlomy DNA [2].

K#izové vazby (Cross-linky)

Absorpci energie 1Z se v poskozené DNA vytvareji reaktivni mista. Tato mista
spolu mohou interagovat a tvofit propojeni mezi bazemi jak v ramci jednoho fetézce,
tak i mezi komplementarnimi fetézci. Cross-linky mezi komplementarnimi tetézci
pak zabranuji oddéleni fetézct pii replikaci ¢i transkripci a tim tyto procesy blokuji
[2].

Jednoduché a dvojné zlomy

Pferusenim patefe DNA dochéazi ke tvorbé jednoduchych (Single Strand Break,
SSB) a dvojnych (Double Strand Break, DSB) zlomi. Dvojné zlomy vznikaji,
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pokud prerusi c¢astice IZ oba dva komplementarni retézce zaroven nebo pokud
radikaly vytvoii dva a vice jednoduchych zlomtu v tésné blizkosti. Jelikoz reparacni
procesy maji urcitou dobu trvani, tak pii vys$sim davkovém piikonu IZ se zvySuje

pravdépodobnost, ze zlom druhého vlakna DNA probéhne diive, nez je prvni vlakno

v v,

molekuly DNA a jsou nejhife opravitelné [2| 7] [11].

Je odhadovéno, ze 1 Gy fotonového zareni v buiice zpusobi priblizné 1000 - 2000
poskozenych bazi, 500 - 1000 jednoduchych zlomi a 25 - 50 dvojnych zlomt .

L 4 a4 ¢ &
] | \ i | 1 ITTITTT
\ | [N
Poskozeni baze Jednoduchy Dvojny zlom Kftizova

zlom vazba

Obrazek 3.1: Poskozeni DNA (vytvofeno pomoci www.biorender.com)

3.4 Poskozeni na subcelularni trovni

3.4.1 Poskozeni chromozomu

Pogkozeni chromozomii je jednim z nejvice oc¢ividnych uc¢inki 1Z. Ozateni zptiso-
buje zpozdéni vstupu bunky do mitozy, kvili aktivaci kontrolnich bodi bunééného
cyklu. Pokud jsou buniky ozéafeny ve fazi G1, pak po prvni mitéze produkuji ab-
normalni chromozomy, které vznikaji kvili poskozeni v G1 fazi. Pokud se takovy
chromozom v S fazi replikuje, replikuje se i poskozeni, které ovliviiuje obé sesterské
chromatidy. Pokud jsou buiiky ozafeny béhem S nebo G2 faze (tedy po replikaci
DNA), jsou potom abnormality jen v jedné chromatidé. Nékteré z téchto aberaci

vedou k bunééné smrti, nékteré mohou byt prendseny nékolik bunécnych déleni.

Pogkozeni chromozomi jsou vyobrazeny na Obr. a , .
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Obrazek 3.2: Chromozomalni aberace (vytvofeno pomoci www.biorender.com))

Dicentrické chromozomy

Dicentrické chromozomy vznikaji spojenim dvou chromozomii potom, co konce
ramének chromozomt prestavaji byt chranéna telomerami a jejich spojenim vzniké

chromozom se dvéma centromerami [2|.

Kruhové chromozomy

Kruhové neboli ring chromozomy vznikaji cirkulaci chromozomu a spojenim krat-
kého a dlouhého raménka potom, co byly odlomeny terminalni konce nebo byly po-
skozeny telomery. Pfitomnost tohoto typu chromozomalni aberace vede ke ztraté
genetické informace a dale zptisobuje problémy béhem mitézy, coz muze vést

az ke smrti bunky |2, [4].
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Obrazek 3.3: Kruhovy chromozom [13|

Translokace

Translokace jsou nejcastéjsimi chromozomalnimi aberacemi vyvolanymi vlivem
IZ. Vznikaji v mistech dvojnych zlomu spojenim nespravnych koncti DNA pii opra-
vach. Translokace mohou byt rozdéleny na prosté a reciproké. Pii prosté translokaci
se fragment chromozomu presune na jiny nehomologicky chromozom. Pri reciproké

translokaci dochéazi k zaméné fragmentii mezi dvéma chromozomy [2, 4].

Delece

Deleci jsou oznacovany aberace, pii kterych dochazi k odpojeni ¢asti chromozomu,
a tedy ke ztraté ¢asti genetického materialu. Delece mohou vznikat vlivem samotného

ozéareni, ale i vlivem oprav dvojnych zlomi DNA [2].

Chromozomalni fragmenty

Muze také dochazet k oddéleni kratkych fragmenti chromatinu od chromozomu.
Tyto fragmenty jsou poté z jadra odstranovany, jelikoz nemaji centromeru, tak ne-

mohou byt béhem bunécného déleni napojeny na délici vieténko [2].
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3.4.2 Poskozeni buné¢nych organel

Poskozeni bunécéného jadra méa nejvétsi vyznam, ale ani ostatni organely nejsou
vudi IZ imunni. Napiiklad mitochondrie, které maji svou vlastni mtDNA vykazuji
k 17 jesté vyssi citlivost nez bunééné jadro. Pro opravy mtDNA funguje méné re-
para¢nich mechanismi a mtDNA mutuje pfiblizné 10x rychleji nez jaderna DNA.
Po ozareni vyssimi davkami dochézi i k poskozeni proteini a lipidi mitochondrial-
nich membran, ¢imz selhavaji jejich funkce, dochéazi také ke snizeni produkce ATP.
Dtsledky radia¢niho poskozeni dalsich organel zatim nebyly hloubéji prostudovany.
Obecné se ale naruseni funkci membran bunéénych organel projevuje v poskozeni
bunééného metabolismu. Vyznamné je také poskozeni cytoplazmatické membrany,
jelikoz pri jejim naruSeni dochézet ke ztraté kontroly nad ptrijmem latek a miize dojit
k uniku obsahu buiiky do jejiho okoli [2].

3.5 Odezva na poskozeni DNA

Mechanismy odezvy na poskozeni DNA (DNA Damage Response, DDR) jsou za-
kédovany v proteinech, které reaguji na poskozeni pouzitim senzoru signéalu a efek-
tortd. Tyto mechanismy pomahaji genomu poskozeni priitbézné korigovat ¢i tolero-
vat. DDR mechanismy zahrnuji opravné mechanismy, procesy tolerance poskozeni
a kontrolni body bunééného cyklu. Senzory se skladaji ze skupiny proteint, které
zkoumaji genom a kontroluji pritomnost poskozeni a nasledné signalizuji poskozeni
tfem efektorovym draham. Efektorové drahy zahrnuji drahy programované bunécné
smrti, drahy oprav DNA a drahy, které docasné ¢i trvale zastavuji bunécny cyk-
lus. Mutace nebo jiné poskozeni genti zodpovédnych za regulaci bunééného déleni
nebo tumor supresorovych genii [[| mize vést k genomické nestabilité | a karcino-
genezi. Karcinogeneze, je pravdépodobnéjsi v tkanich, které se aktivné déli. Bunky
s vysokou rychlosti proliferace jsou citlivéjsi na poskozeni DNA a vznik tumort.
Genomicka nestabilita zodpovida za progresi tumort a modifikaci zdravych bunék

na rakovinné bunky [2, |16].

!Tumor-supresorovy gen je gen, ktery reguluje procesy béhem bunééného déleni. Jeli v ném
pritomna mutace, tak je jeho funkce omezena ¢i ztracena a v kombinaci s dalsimi faktory muze

dochézet k nekontrolovatelnému déleni bunék, coz vede ke vzniku zhoubnych nadora [14].
2Genomicka nestabilita je vétsi tendence genomu k vyskytu mutaci, jedna se o stav, pri kterém

jsou reparac¢ni procesy a replikace nefunkéni [15].
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3.6 Reparacni procesy

Pro preziti buinky musi byt zachovana integrita DNA a jelikoZ je neustéle posko-
zovana, k opravam téchto poskozeni byly vyvinuty repara¢ni mechanismy. Kromé
opravnych mechanismii jsou také vyuzivany kontrolni body bunééného cyklu, které
poskozeni rozpoznéavaji. Kontrolni body zastavuji bunéény cyklus v G1 fazi, zpo-
maluji fazi S, zastavuji bunéény cyklus v G2-M fézi a v nékterych piipadech také

aktivuji ¢ reguluji procesy oprav DNA [17].

3.6.1 Opravy bazi

Poskozené baze ¢i nespravné sparované nukleotidy postihuji jen jeden tetézec
a jejich oprava patii mezi snazsi opravy. Modifikované baze jsou opravovany pomoci
bazové excizni reparace (BER). Enzymy nejprve odstrani poskozenou bazi, ¢imz
vznika abazické misto a nasledné vytvoii jednoduchy zlom. Na uvolnény konec DNA
je pridan novy nukleotid se spravnou bazi a nasledné je DNA fetézec spojen. Tento
opravny proces je aktivni hlavné v G1 fazi bunééného cyklu |2, |16} [18].
Opravy chybného parovani bazi (Mismatch Repair, MMR) odstranuji nespravné
parovani mezi bazemi a vloZeni malych nespravnych sekvenci, ke kterym miize do-
chazet béhem replikace. Nejprve je nespravné parovani identifikovino specifickymi
senzory, fetézec s nespravnym parovanim je identifikovan a nukleotidy jsou vyriznuty

[2,[18).

3.6.2 Opravy zlomit

Jednoduché zlomy umi buiika jednoduSe spojit, dvojné zlomy predstavuji nej-
hife opravitelné poskozeni. Pro opravy dvojnych zlomi existuji dva reparac¢ni
mechanismy: homologni rekombinace (HR) a nehomologni spojovéani koncti (Non-

homolognous End-joining, NHEJ).

Homologni rekombinace vyuziva sekvence DNA neposkozené sesterské chro-
matidy k rekonstrukei poskozené. HR probiha v pozdni S-fazi nebo v G2 fazi po tom,
co je DNA zreplikovana a je tedy mozné najit tsek v sesterské sekvenci jako predlohu.
Podle této predlohy je dosyntetizovan poruseny tsek sekvence DNA. Vysledkem HR
je vétsinou presna oprava. Dohledat odpovidajici sekvence vSak neni jednoduché
a je Casové narocné, proto je cCastéjSim zpusobem opravy NHEJ. Nehomologni

spojovani konct probihd pfimym napojenim konct bez nutnosti pouziti jakékoliv
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predlohy. Vyhodou tohoto zptisobu je, ze miize probihat ve vSech fazich bunééného
cyklu, jelikoz nezévisi na zreplikované sekvenci DNA. Jedna se o mnohem rychlejsi
a jednodussi proces, nez HR, je vS8ak zdrojem chyb v sekvenci DNA, ¢imz dochazi

ke zméné genetické informace |2, 7, |16, [18].

3.7 Bunécéni smrt

Fyziologické mechanismy bunééné smrti vyuzivaji mnohobunééné organismy k vy-
voji, ke kontrole po¢tu bunék a jako obrannou strategii pro odstranéni poskozenych

bunék. Bunééna smrt je nutna pro normalni vyvoj mnohobunéénych organismu [19].

Biologické disledky ozafeni jsou znacné ovlivnény mechanismy DDR, které ur-
cuji jak citlivost bunék k ozéareni, ale i typ bunécné smrti i jeji nacasovani. DDR
se lisi mezi raznymi typy bunék (normalnich i nddorovych) a projevy bunééné smrti
se tedy mezi riznymi typy bunék lisi. Pro hodnoceni bunééné smrti se vyuziva urceni
klonogenniho preziti, to je definovano jako schopnost buiiky po ozafeni neomezené
proliferovat a tvorit kolonie. Ztrata schopnosti reprodukce je pouzivana jako definice
buné¢éné smrti v radiobiologii a je stézejni pro proliferujici bunky jak nadorovych,

tak i zdravych tkani, které jsou pro radioterapii dulezité [11].

3.7.1 Apoptoéza

Apoptoza je vysoce regulovanou formou bunécné smrti a muze byt iniciovana
bud vnitinimi podminkami buniky (poskozeni DNA) nebo je iniciovana v diisledku
signalu, které ziskava z vnéjsiho prostiedi buniky (okolni tkdné ¢i imunitnich bunék).
Je hlavnim mechanismem pro eliminaci nadbytec¢nych bunék béhem embryonalniho
vyvoje, rustu, diferenciace a normalniho zivota buiiky. Dysregulace apoptozy miize
zpusobovat fadu onemocnéni véetné rakoviny ¢i neurodegenerativnich onemocnéni
[4, 120].

Apoptoza muze byt indukovana v norméalnich i nadorovych tkénich ozarenim. In-
dukce apoptozy vlivem IZ silné zavisi na typu bunky, hematopoetické a lymfoidni
buiiky jsou velmi néchylné k smrti apoptézou po vystaveni [Z. Morfologicky je cha-
rakterizovana kondenzaci a $tépenim DNA na fragmenty, fragmentaci bunécéného
obsahu do membrénou uzavienych apoptickych télisek, ktera jsou nasledné pohl-
cena fagocyty. Molekularnimi ucastniky apoptické drahy jsou senzory, které rozho-

duji o zahajeni apoptozy a efektory, které zodpovidaji za realizaci tohoto rozhodnuti
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[11] 18]

3.7.2 Nekroza

Nekroza je neorganizovany a neregulovany proces destrukce bunék. Dochézi k ni
za nepfiznivych podminek, které nejsou slucitelné s normalnim fyziologickym proce-
sem. K témto nepfiznivym podminkam patii napiiklad extrémni zména pH, teploty
¢ ztrata energie. Morfologicky je nekréza charakterizovana otokem bunky, defor-
maci membréany, rozpadem organel a uvolnénim hydrolytickych enzymu z lysozomii,
které bunku napadaji. Nekroza je ¢asto pozorovana u néddoru a mize byt vyvoldna
lé¢bou, ktera ma za cil poskodit DNA, tedy i radioterapii, dale pri infekci, zdnétu

nebo ischemii |4} |11].

Nedavné vyzkumy naznacuji, ze vyskyt i prubéh nekrézy mize byt prisné re-
gulovan. Po signalizaci poskozeni miize nekroza vykazovat znaky fizenych procesi,
jako napiiklad mitochondrialni dysfunkce, zvysSena produkce reaktivnich forem kys-
liku a vycerpani ATP |21].

3.7.3 Senescence

Senescence je programovand reakce na bunécny stres a predstavuje odpovéd
na hromadéni poskozeni v bunce. Indukce senescence vede k nevratnému zastaveni
bunécného cyklu, které je charakterizovano aktivaci proteini pb3 a retinoblastomu
a dale s modifikaci chromatinu, které vedou k potla¢eni gent nezbytnych pro prechod
z G1 faze do S faze. Senescence je oznacovana jako tumor-supresorovy mechanismus,
jelikoz zabranuje nadmérnému déleni bunék jako reakce na nespravné riistové signély
¢i déleni bunék, u kterych doslo k poskozeni DNA [4] (18, 22].

3.7.4 Autofagie

v

moci lysozomu k obnoveni nebo udrzeni bunééné homeostazy. Defekty autofagie byly
charakterizovany u onemocnéni jako jsou infekce, neurodegenerativni onemocnéni,

rakovina, starnuti, Crohnova choroba a srde¢ni choroby [18, 23].
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3.7.5 Mitotickad katastrofa

Mitoticka katastrofa je typ bunééné smrti, ktera je zptusobena neobvyklym pri-
béhem mitézy. Morfologicky je charakterizovdna hromadénim vicejadernych bunék,
které obsahuji nekondenzované chromozomy a jsou v nich pfitomny chromozomalni
aberace a mikrojadra. K tomuto jevu dochézi, kdyz bunky vstoupi do mitézy s neo-
pravenym ¢ nespravné opravenym poskozenim DNA. Jedné se o nejc¢astéjsi mecha-
nismus bunécné smrti zptusobené vlivem ozéareni. Bunky umiraji pfi prvnim nebo na-

sledujicim pokusu o déleni po ozéareni kvili poskozeni chromozomu |4} 11}, [18].

3.8 Mutace

P1i ozareni nizsimi davkami nedochazi k usmrceni bunky a nemusi dojit ani k za-
stavé bunécného cyklu, ale vzniklé radikaly vyvolavaji zmény v DNA, které repara¢ni
mechanismy nemusi zvladnout opravit. Tim jsou tvoreny i zmény ve struktufe chro-
mozomi, které nesou zakodované genetické informace. Tyto mutace se pii bunééném
déleni mohou prenaset na dalsi generace. Z hlediska genetiky zptisobuji pravé mutace
genetické choroby, vyvojové vady ¢i tvorbu nadort. Jelikoz jen mala ¢ast genomu

koduje proteiny, tak k mutacim nejcastéji dochéazi v nekodujicich oblastech |7} 24].

Podle trovné ovlivnéni genetické informace je mozné mutace rozdélit na geno-
mové, chromozomalni a genové a z pohledu typu postizenych bunék na somatické

a genetické.

Genomové mutace jsou nejrozsahlejsim typem mutaci a tykaji se velkych ¢asti
genomu nebo genomu celého. Mtze dochézet ke znasobeni celé chromozomalni sady,
za normalnich podminek jsou organismy diploidni (2n), ale pfi znasobeni sady mize
byt 3n ¢ 4n. Tyto stavy jsou sice bézné naptiklad u rostlin, ale u ¢lovéka jsou
s zivotem neslucitelné. Dale muze dojit ke stavu, kde chybi nebo piebyva chromozom

v chromozomalni sadg, tyto stavy vznikaji chybou v bunétném déleni [24].
Chromozomalni mutace byly popsany v sekci [3.4.1]

Genové mutace probihaji na tdrovni vlakna DNA a jejich vlivem dochazi
ke zméné poradi nukleotidi. Tyto mutace mohou vznikat tfemi zpusoby: adici, sub-
stituci ¢i deleci. Pri adici dochazi k zatazeni jednoho ¢i vice nadbyte¢nych nukle-
otidovych part. Pii substituci dochézi k ndhradé béze pivodni sekvence za jinou.

Béhem delece dochazi ke ztraté jednoho ¢i vice nukleotidi ptivodni sekvence [24].

Somatické mutace postihuji jen somatické buniky v priubéhu Zivota a vedou k lo-
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kalnimu poskozeni. Poskozené bunky umiraji nejcastéji apoptozou ¢i nekrézou, v né-
kterych pfipadech mohou zacit proces maligni transformace, ktery vede ke tvorbé

nadori. Tyto mutace se nepfenaseji na dalsi generace [24].

Gametické mutace postihuji pohlavni buniky organismu. Nebezpeci téchto mu-
taci je, ze kdyz dojde pomoci zmutované gamety k oplozeni a vzniku zygoty, prislusna
mutace se bude v zygoté nachézet, coz vede k tomu, Ze se prislusna mutace bude
nachéazet ve vSech bunkéich organismu. Tyto mutace se prenaSeji na dalsi generace
[24].

3.9 Faktory ovliviiujici biologicky tc¢inek ozareni

Bunécény cyklus

Bunécény cyklus je jiz mnoho let spojovan s reakci buiikky na ozareni. Radio-
senzitivita bunék v pribéhu bunééného cyklu kolisa. Nejcitliveéjsi k 17 jsou bunky
v M fazi, citlivé jsou i v G2 ¢ GI1, pokud maji dlouhy bunécny cyklus. Nejvice
radiorezistentni jsou v S fazi, jelikoz je béhem replikace vytvoreno komplementarni
vlakno DNA a tim dochéazi k rychlejsim a efektivnéjsim opravam dvojnych zlomu
pomoci HR. Dilezité je také rychlost bunééného cyklu. Rychle se délici bunky maji
obecné méné ¢asu na opravu vzniklych poskozeni DNA a jsou tedy vice ovliviiovany
neopravenymi nebo Spatné opravenymi poskozenimi DNA, z ¢ehoz plyne, Ze jsou

radiosenzitivnéjsi nez pomalu se délici buniky [2, (7, |25].

Vlastnosti ionizujictho zareni

Fyzikalni vlastnosti riznych druht IZ maji vliv na poskozeni DNA. Schopnost
zareni poskozovat DNA a usmrcovat bunky se s rostoucim LET zvySuje. Pro kvantifi-
kaci biologickych uc¢inkt byla zavedena relativni biologickd u¢innost (RBE, Relative

Biological Effectiveness):

RBE = =%, (3.1)

kde Dg je davka referen¢niho zafeni (nejCastéji 60Co) a Dy je davka zkoumaného

zéreni, které pusobi stejny biologicky efekt [2].

47



Pritomnost kysliku

Pritomnost ¢i nepritomnost kysliku v bunce silné ovliviiuje biologicky u¢inek oza-
feni. Koncentrace kysliku v buiice béhem ozarovani méa duilezity vyznam pro vznik
volnych radikili a po ukonceni ozafeni je kyslik nutny pro repara¢ni procesy. Cim
vice jsou buniky okysli¢eny, tim vyraznéjsi je biologicky tc¢inek ozareni. Tento tucinek
je vyraznéjsi u zareni s nizkym LET, zatimco u zafeni s vysokym LET je mnohem
méné vyrazny. Pomér davek bez kysliku a s kyslikem, tedy pro hypoxické a dobfe
okysli¢ené bunky, které maji vyvolat stejny biologicky efekt se nazyva kyslikovy efekt
(OER, Oxygen Enhancement Ratio). Buiiky na periferii nadorii rostouci okolo cév
se stavaji chronicky hypoxickymi, protoze je spotiebovana vétsina kysliku v bliz-
kosti cévy. Prechodné uzavieni cév miize pusobit, Ze cely naddor bude po néjakou
dobu hypoxicky. Reoxygenace je proces, pii kterém se hypoxické buiikky po ozéareni

okysli¢uji prostiednictvim usmrceni a odstranéni okysli¢enych bunék z nadoru [9).
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4. Radiobiologie

Radiobiologie je mezioborova disciplina na pomezi fyziky a biologie zabyvajici
se vlivem ionizujictho zafeni na zivé organismy a jejich soucasti. Zakladem radiobi-
ologie je teorie piisobeni ionizujiciho zafeni na zivé organismy, kterd je popisovana

samotnou interakei a nasledné d&ji, které se v organismu odehréavaji po ozafeni |26].

4.1 Klonogenni test

Klonogenni test je zlatym standardem k urceni reprodukéni smrti bunék po ozéa-
feni. Zakladni myslenkou je odebrani bunék, umisténi je do definovaného ristového
prostiedi a nésledné zkouméni jejich schopnosti vytvorit kolonie. Kolonie je defino-
vana jako skupina obsahujici alespon 50 bunék. Tento test je vyuzivan pro stanoveni
reprodukéni smrti bunék po ozareni ionizujicim zafenim, muze byt ale také pou-
zit ke zjisténi Gc¢innosti jinych cytoxickych latek. Vystupem tohoto testu je kiivka
bunécného preziti. Kiivky bunééného preziti mohou byt sestaveny podle riznych
modelt, vieobecné nejpouzivanéjsim je linearné-kvadraticky model (LQ model) |11}
27, 28].

Krivky bunécného preziti

Krivka bunééného pieziti je grafické znazornéni prezivsi frakce bunék v zavislosti
na dévce IZ. Pokud je kfivka zobrazena v linearnim méritku, tak ma sigmoidalni tvar,
tedy méa raménko, za nimz nasleduje kiivka, ktera se asymptoticky blizi k nulovému
preziti. Kfivky bunééného preziti jsou obvykle graficky zobrazovany s davkou D
v linearnim méritku a prezivsimi frakcemi v logaritmickém méritku. Tento zpisob
zobrazovani je volen proto, Zze zabijeni bunék je nahodné a preziti bunék je tedy
exponencialni funkci davky, coz je v logaritmickém méritku zobrazovano jako pfimka,

logaritmické méfitko déle umoznuje zobrazeni oblasti nizkého preziti bunék |11} |1§].
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4.2 LQ model

Prezivsi frakce SF se dle LQ modelu urci jako funkce absorbované davky D
nésledovné:
SF = S, - ¢~ (@D+AD?), (4.1)

kde Sy je pocet nasazenych bunék, «, 8 jsou parametry a D je absorbovana davka
[29].

Tento model je rozsdhle vyuzivan k predikci a analyze reakci bunék na ozafeni.
Parametr « reprezentuje linearni slozku a parametr 8 kvadratickou slozku zabijeni
bunék [30].

Linearné-kvadraticky-kubicky model

LQ model dobte popisuje odezvu na ozafeni pii davkach nizsich nez piiblizné
5 — 6 Gy, pri vyssich davkach preziti bunék vice pfipomina linearni vztah mezi
In(SF) a davkou D. LQ model muZze byt jednoduse upraven tak, aby zohledioval
linearnéjsi odezvu, a to pridanim kubického ¢lenu opa¢ného znaménka, nez méa line-
arn{ a kvadraticky c¢len. Tento model se nazyva linedrné-kvadraticky-kubicky model

(LQC model) a vztah pro prezivsi frakei vypada néasledovné:
SF = ¢-aP=AD*+D? (4.2)

[11].

Kfivky bunééného preziti sestavené pomoci LQ a LQC modelu jsou na Obr. [4.1]
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Obrazek 4.1: Kiivky bunééného preziti [11]

4.3 Vyuziti LQ modelu v radioterapii

LQ model je uZitecény pro predpovéd efektu frakcionace a v porovnavani ekviva-
lentni davky dorucené ve frakcich po 2 Gy (EQD,) riznych frakciona¢nich rezimi.
Odhad vysledku radioterapie silné zavisi na spolehlivém odhadu parametru «a,

a jejich poméru o/ [30].

Ranné studie ukazaly, Ze orgdny obsahujici rychle se délici bunky, jako je kiize,
ustni sliznice ¢i kostni dfen, projevovaly obvykle malou citlivost na velikost davky
a reakce na ozareni se projevovaly béhem nebo kratce po dokonceni radioterapie.
Tyto ¢asné reagujici tkiné maji vysoké pomeéry o/ ~ 7 - 10 Gy. Organy obsahujici
pomalu se délici buniky, jako je srdce, plice ¢i ledviny, reaguji béhem mnohem delsiho
¢asového intervalu a projevuji se vétsi citlivosti na velikost davky. Pozdé reagujici

tkané maji obvykle poméry /5 ~ 3 - 5 Gy [31].

Jelikoz je rakovina charakterizovana nekontrolovatelnym délenim bunék, tak jsou
tumory charakterizovany vysokym pomérem «/f3, jako ¢asné reagujici tkané. Hod-

noty poméru o/ pro jednotlivé tumory se nap#ic¢ studiemi razni. Odhady pro nadory
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prostaty, prsu ¢i liposarkomy jsou obvykle a/ ~ 4 Gy, pro nadory hlavy a krku,
délohy, mocového méchyie a jater jsou obvykle a/f8 ~ 10 Gy. Odhady poméru o/
pro kone¢nik, jicen, centralni nervovou soustavu, ktizi a plicni nadory jsou rozmanité,
coz je pravdépodobné zptusobeno rozmanitymi histologiemi téchto tkani. Nizsi hod-
nota pomeéru a// 5 poukazuje na vyssi citlivost na frakcionaci, vyssi hodnota poméru

a/ B poukazuje na vyhodnost uziti hypofrakcionace |29, |30].

P1i pouziti LQ modelu se predpoklada, ze klinicky tc¢inek zavisi jen na poctu

prezivsich bunék. Klinicky ucinek E je spojen s logaritmem prezivsi frakce, tedy:
E = —In(SF)" = —nIn(SF) = n(ad + Bd®) = nd(a + Bd) = D(a + Bd),  (4.3)

kde SF je prezivsi frakce, n je pocet frakei, d je davka v jednotlivé frakci a D = nd
je celkova davka. Tento vztah zdiraznuje Setfeni tkdni pomoci frakcionace. Pokud
je stejna davka D aplikovana ve vétsim poctu frakei, tak dojde ke snizeni klinického
uc¢inku E. Zatimco frakcionace Setfi vSechny tkané, uroven Setteni je viditelné zavisla

na poméru o/ cilové tkané [29].

Klinicky tcinek radioterapie muze byt vyjadien jako:

E D (1 + 4 ) (4.4)
= X . .
a/f

Vztah (4.4) muaze byt vyuzit k vypoctu izoefektivnich dévek mezi frakciona¢nimi
rezimy. Jelikoz jsou nejvyznamnéjsi klinické plany s davkou na frakci 2 Gy, tak jsou
plany porovnavany na zakladé EQD,.

Pro ziskani EQD,, pro libovolny plan o n frakcich o davce d na frakci, je nutné

najit davku, ktera poskytuje stejny ucinek:

d 2

coZ muze byt upraveno do nasledujiciho tvaru:

Nejjednodussim zptisobem, jak porovnat i¢innost radioterapeutickych plani je pre-

EQD, = D ( (4.5)

vést jednotlivé plany, které se sklddaji z rtiznych celkovych davek D a riznych davek
na frakci d, na ekvivalentni plany ve frakcich 2 Gy, které poskytuji stejny biologicky
ucinek |11, 29].

LQ model dale umoznuje uréit biologicky efektivni davku (BED):

BED—%—D(l—i—%l)—D(le%), (4.6)
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kde D je celkova aplikovana davka. Tento vztah je diilezity pro srovnévani tuc¢innosti

a toxicity jednotlivych frakcionaénich rezimi a rizika pozdnich komplikaci [32].

Jelikoz se radiobiologické parametry mezi nadory a zdravou tkani lisi, existuji
i riazné hodnoty BED pro kazdou ozarovanou tkan, a to i tehdy, pokud vSechny tkéné
obdrzi stejnou davku ve stejném case. Relativni zména BED nadoru a zdravé tkané
muze byt uzitecnym ukazatelem pro hodnoceni terapeutickych plani. Zohlednéni
hodnot BED pro rtzné tkané muze byt vyuzito k porovnavani riznych lééebnych
modalit [33].

4.4 Laboratorni chyby v radiobiologii

Veskera prace v laboratornim prostiedi je nachylné ke vzniku laboratornich chyb.
¢i tinava mohou vést ke zptsobeni chyb pfi praci se vzorky. Chyby mohou byt déle
zpusobovany pouzitim nespravného laboratorniho vybaveni, nespravnou manipulaci
s vybavenim ¢i nepfesnou kalibraci méricich pristroji. Nékteré z téchto chyb jsou

popsany dale.

Vliv pipetovani

Nepresnosti v pipetovaném objemu maji veliky vliv na spravnost a pfesnost vy-
sledku experimenti. Chyby v pipetovanych objemech jsou ¢asto zptisobeny Spatnym
nastavenim pipet ¢i nespravnou manipulaci s pipetami. Na pipetovani ma zasadni
vliv také lidsky faktor, jelikoz nezkuSenost a nespravna technika pipetovani vede

ke vzniku chyb.

P1i pouzivani mikroobjemovych pipet by mél byt Spicka ponofena 1 — 2 mm
do vzorku, je-li §picka ponorena piilis hluboko, dochazi ke stlaceni vzduchu ve Spicce,
coz zpusobuje nabrani vétsiho objemu, nez byl nastaven. Pfi nabirani vzorku by mél
byt thel pipety co nejblize 90°, pti Sikmém thlu dochéazi ke snizeni hydrostatického
tlaku vodniho sloupce uvnitf Spicky pipety a je nasavan vétsi vetsi objem, nez byl
nastaven. Kapalina by méla byt nasavana plynule a pomalu. Plna $picka by méla byt
vytahovéna z kapaliny po sténé néddoby, ze které je odebirana, aby doslo k setfeni

zbytku kapaliny z vnéjstho povrchu 8picky |34, [35].
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Ruzné rozredéni vzorku

Klonogenni test je ovlivnén riznymi faktory véetné hustoty nasazenych bunék
i bunécéné spoluprace. U znac¢ného poc¢tu bunéénych linii byla pozorovana bunééné
spoluprace, pfi niz si bunky vzajemné pomahaji v riistu a prezivani, tato spoluprace
muze vést k nelinearnimu chovani klonogenniho ristu. Pouziti zfedénych vzorki

pii klonogennich testech muZe znaéné ovlivnit vysledky i jejich interpretaci [36].

Nasazeni v rtizny c¢as po trypsinizaci

Klonogenni test musi probihat plynule a rychle, aby byl omezen celkovy cas
a zabranilo se nepiiznivym uc¢inkiim zmén prostiedi, ve kterém se s buiikami pra-
cuje. Nasazovani vzorkl v rizné casy po trypsinizaci muze vést k vystaveni jed-
notlivych vzork riaznym laboratornim podminkam. Na bunky maji vyznamny vliv
napi. zmény teploty, které maji ovliviiuji buné¢énou fyziologii, naptiklad replikaci,
traskripci a translaci. Buniky jsou bézné uchovavany v inkubatoru za teploty 37 °C,
po trypsinizaci jsou ponechany v laminarnim boxu za pokojové teploty. Zejména bu-
nécnd membrana je velmi citlivd na zmény teploty. Vyssi teploty mohou zménit jeji
propustnost a umoznovat vstup Skodlivym molekulam. ZvySovanim teploty se také
snizuje schopnost bunék tvorit kolonie a tedy snizuji bunééné preziti pti klonogennim
testu |27, 37, 3§].

Chyby v pocitani kolonii

Ruéni pocitani kolonii je nachylné k subjektivité a vzniku lidskych chyb, napii-
klad pokud je osoba, kteréa experiment provadi rozptylena, unavené ¢i nezkusSena.
Chyby, které vznikaji pti poc¢itani kolonii mohou vést k nespolehlivym tdajim a vy-
sledky jednoho experimentu neni pak mozné spolehlivé porovnat s vysledky jinych
experimentu. S vétsi statistickou odchylkou jakéhokoli datového bodu, klesa sila ja-
kéhokoli statistického srovnani. K u¢inéni spolehlivych zavéra o statistickém rozdilu
mezi dvéma experimenty je obtizné pouzit data s vysokou mirou variability. Vé-
decké vysledky pozaduji statistickou vyznamnost, aby mély dopad pro vyzkumnou
komunitu. Z toho vyplyva, Ze laboratote, které pouzivaji metodu pocitani kolonii,
ktera je zatizena lidskou chybou, maji mensi Sanci Gspésného publikovani namére-

nych dat, nez laboratore, které pouzivaji spolehlivéjsi a reprodukovatelnéjsi metody.

Z tohoto divodu byly u¢inény pokusy o zavedeni automatickych postupi pocitani
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kolonii. Komercné dostupné nastroje pro poc¢itani kolonii vSak mohou byt cenové ne-
dostupné, proto se nékteré laboratore obraceji na software s otevienym zdrojovym
kodem. Software s otevienym zdrojovym kédem miize mit ale nedostate¢né defino-
vany proces a muze byt problematické se spolehnout na presnost automatizovaného

procesu [39].
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5. Experiment

5.1 Uvod

Experimentélni ¢ast je vénovana zkouméni vlivu simulovanych laboratornich chyb
na krivky bunééného preziti. Bylo vybrano zkouméni vlivu sikmého pipetovani,
roziedéni vzorku 5 x a 10X, nasazeni vzorku do Sestijamkovych kultivacnich desticek
1 hodinu po provedeni trypsinizace a vliv po¢itani kontrolntho vzorku jinou osobou.
Experiment byl provadén na Ustavu jaderné fyziky Akademie véd Ceské Republiky
na Oddéleni dozimetrie zafeni. Experiment byl opakovan celkem tfikrat s pomoci

a dozorem konzultantky bakalaiské prace Ing. Iriny Danilové.

5.2 Materidly a metody

5.2.1 Bunécéna linie U251

Pro experiment byla vyuZzita bunééné linie U251 MG (U251). Jedna se o buiky
maligniho tumoru glioblastom astrocytom, které byly odebrany z mozku 75 let
starého muze [40, 41].

Glioblastomy jsou nejagresivnéjsimi a nejbéznéjsimi naddory mozku u dospélych
a jsou typicky spojeny se Spatnou prognoézou a nizkou kvalitou zivota. Pteziti paci-
enti od diagnoézy se pohybuje od 9 do 12 mésici. Standardni 1é¢bou je chirurgicky
zékrok, radioterapie a chemoterapie |42, 43, 44].

Parametry bunécné linie U251 jsou dle méfeni na Oddéleni dozimetrie zateni:
a=035Gy ', 3=001Gy ?aa/=35Gy.
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5.2.2 Pouzité pomicky

Laboratorni vybaveni: laminarni box, inkubator, mikroskop, Guava Muse Cell
Analyser E], Scepter Handheld Automated Cell Counter E], kultiva¢ni lahvicky T25
a T75, 15 ml tuby, pipety a pipetové Spicky, kobaltovy ozafova¢, vodni fantom,

drzék, kadinky, rukavice.

Chemikalie: médium slozené z MEM (Minimum Essential Medium) + 10%
FBS (Fetal bovine serum) + PEN/STREP (Penicillin/Streptomycin) + L-glu (L-
glutamine) + NEAA (Non-Essential Amino Acids Solution) + SPS (Sodium Py-
ruvate), trypsin, PBS (Phosphate Buffered Saline), Crystal Violet, metanol, desti-

lovana voda a desinfekéni prostiedky.

MEM je jedno z nejpouzivanéjsich médii, je vhodné pro riist Siroké skily savcich
bunék. Jelikoz médium MEM neobsahuje bilkoviny, lipidy ani rustové faktory, bézné
vyzaduje doplnéni FBS [47].

FBS se pri kultivaci eukaryotickych bunék pouziva jako doplnék ristovych médii,

obsahuje nutri¢ni faktory a faktory podporujici embryonalni rust [4§].

PEN/STREP je smés antibiotik penicilinu a streptomycinu, které se pridéavaji

do média a jsou ucinné proti kontaminaci bakteriemi [49].

L-glutamin slouzi jako zdroj energie, zejména pii rychlém déleni bunék. Je takeé
dilezity pfi tvorbé aminokyselin, hraje roli pfi syntéze bilkovin a tvorbé glukézy
[50].

NEAA je doplnék pro bunééné kultury a obsahuje 7 druhii neesencialnich ami-
nokyselin potfebnych pro bunééné kultury, které mohou zlepsit pomér bunécéného
kultivaéniho meédia [51].

SPS se pridava do média jako zdroj uhliku [52).

Trypsin je proteolyticky enzym, umoznuje odlepeni bunék od stény kultivaéni
lahvicky a jejich nasledné pouziti |53, |54].

Crystal Violet se vaze na proteiny a DNA bunék. Bunky, které podstoupily bu-
nécnou smrt, ztrati adhezi a jsou tedy obarveny pouze vzniklé bunécéné kolonie pre-

zivsich bunék. Barvivo se z prasku Crystal Violet pripravi tak, Zze se smichd 5 g

IP¥istroj vyuziva miniaturizovaného detekéniho systému fluorescence a technologie mikrokapi-
lar k poskytovani kvantitativni analyzy bunék [45].

2Jedn4 se o piistroj pro poéitani bunék zalozeny na Coulterovém principu. Couletrv princip
spoc¢iva v prichodu roztoku, ktery obsahuje buniky mezi dvéma elektrodami, prichodem bunék

se méni prochézejici proud [46].
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Crystal Violet, 250 ml etanolu a 750 ml destilované vody [55].

Provadénym experimentem byl klonogenni test (popsan v , v jehoz priitbéhu

byly simulovany vybrané laboratorni chyby.

5.2.3 Postup experimentu

Pred samotnym zacatkem experimentu musely byt buiiky rozmrazeny a néko-
likrat presazeny, nez byly presazeny pro tento experiment. Experiment probihal
ve zkratce nasledovné. Prvni den byly bunky pfesazeny do 5 kultivac¢nich lahvicek
T25, podle jednotlivych davek (0, 1, 2, 4 a 6 Gy), kterymi byly vzorky druhy den
ozafovany. Nasledné byly 12 dni po ozafovani vzorky obarveny a byly spoc¢itany bu-
nécéné kolonie. Cely postup byl zopakovan tfikrat, jednotlivé kroky jsou v nasledujici

sekci detailnéji popsany.

Presazeni bunék

Nejprve byla provedena kontrola bunék v kultivacni lahviéce pod mikroskopem,
bylo kontrolovano jak narostly a v jaké jsou kondici. Nasledné bylo nutné odlepit
bunky ze stény kultivac¢ni lahvicky, tento proces je nazyvan trypsinizace a probiha
nasledovné. Z lahvi¢ek bylo odebrano médium a bunky byly dvakrat oplachnuty po-
moci PBS, ktery byl nésledné opét odebran. Oplach pomoci PBS slouzi k odstranéni
média, jinak by pfridany trypsin netcinkoval. Pii pouziti velkych kultiva¢nich lah-
vi¢ek (T75) bylo pouZito pro trypsinizaci 3 ml trypsinu (pfi pouziti T25 jen 1 ml)
a lahvicky byly umistény do inkubatoru po dobu 4 minut. Po vyndani lahvicek z in-
kubatoru s nimi bylo radné zatieseno a bylo zkontrolovano mikroskopem, zda bunky
v trypsinu volné plavou. Nasledné bylo do lahvicek pridano médium, které proces

trypsinizace zastavilo.

Pomoci Muse Cell Analyseru ¢i Scepter Handheld Automated Cell Counteru bylo
spocitano, zda je ve vzorku dostatecné koncentrace bunék, pfipadné byly stejnym
postupem dotrypsinizovany dalsi bunky tak, aby byl jejich pocet optimalni. Muse
Cell Analyser je k vidéni na ObrJ5.1] Poslednim krokem bylo nasazeni bunék do kulti-
vacnich lahvicek T25, byla snaha mit v kazdé lahvicce pres 50 tisic bunék. Presazené

bunky byly umistény do dalsiho dne v inkubéatoru.
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Obrazek 5.1: Muse Cell Analyser

Ozarovani

Prvnim krokem pred ozafovanim byla opét kontrola bunék pod mikroskopem.
Nasledné byly lahvicky T25 doplnény médiem po rysku, pro zajisténi homogenniho
prostiedi a také kvuli tomu, aby byly buiiky stale namoceny v médiu jelikoz byly
lahvicky ozarovany ve vertikalni poloze. Naplnéné kultivacni lahvicka T25 je k vi-
déni na Obr. p.2] Takto pfipravené lahvicky byly preneseny v boxu k ozafovadi.
Aby byly vSechny vzorky vystaveny stejnym podminkam, byla prenesena i lahvicka,
ktera ozarovana nebyla. Pred ozafovanim byly napocitany ozafovaci ¢asy pro jed-
notlivé davky. Lahvicky byly postupné umistovany do vodniho fantomu, voda méla
priblizné 37 °C a lahvicky byly vzdy umistény do vzdalenosti 5 cm od primérniho

kolimétoru kobaltového ozafovace. Ozarovaci geometrie je na Obr. [5.3]
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Obrézek 5.2: Lahvicka T25 naplnénd médiem pfed ozarfovanim

Obrazek 5.3: Ozafovaci geometrie
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Po ozareni bylo z lahvicek odebrano médium a byla opét provedena trypsinizace.
Na Obr. je k vidéni laminarni box v pritbéhu piipravy vzorka pfed nasazovanim
vzorkii do kultiva¢nich desticek. V této fazi experimentu byly simulovany prvni tii la-
boratorni chyby. Vzorky, které mély ukazovat vliv nasazeni bunék do Sestijamkovych
kultivacnich desticek 1 hodinu po trypsinizaci byly ponechany v lamindrnim boxu
pravé po dobu jedné hodiny. Vzorky, které mély ukazovat vliv rozredéni 5x a 10x
byly roziedény. Po nasimulovani téchto chyb byly vzorky nasazovany do Sestijamko-
vych kultiva¢nich desticek. Nasazované ul vzorka byly prizptsobeny ocekdvanému
preziti pro kazdou davku a danému roziedéni, tedy pro 5x resp. 10x roziedény vzo-
rek bylo nasazovano 5x resp. 10x vice ul nez pro vzorky neziedéné. Jeden vzorek
byl ponechan spravné, jako kontrolni skupina a déale bylo pii nasazovani simulovano
sikmé pipetovani. Po nasazeni vzorkid byly desticky nechany v inkubatoru po dobu

12 dni a nésledné byly obarveny.

Obrézek 5.4: Priprava vzorki v laminarnim boxu po ozéfeni

Barveni bunék

7 kultivacnich desticek bylo odebrano médium a do jamek destic¢ek bylo pridano
barvivo. Barvivo se nechalo piisobit po dobu cca 30 minut, nasledné bylo odebrano
a bylo z jamek desticek vymyto vlaznou vodou. Desticky byly ususeny na vzduchu

a byly spocitany bunécéné kolonie. Ususené kultiva¢éni desticky jsou na Obr. [5.5
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Kolonie byly pocitany pomoci pocitaciho pera, nejprve byla vSak urcena kolonie
obsahujici 50 bunék pod mikroskopem a déle byly kolonie poc¢itany pouze pohle-
dem se znalosti této referen¢ni kolonie. Pocty kolonif byly zaznamenany do tabulek.
Pro analyzu vlivu poc¢itani kolonif jinymi lidmi byly napocitdny kolonie kontrolnich

vzorki i konzultantkou bakalairské prace a byly také zaznamenany do tabulek.

Obrazek 5.5: Obarvené kolonie

5.2.4 Zpracovani dat

Do tabulek byly zaznamenany napocitané kolonie, jelikoz méa kultivacni desticka
Sest jamek, tak je v tabulkach je zaznamenano Sest poc¢tu kolonii pro kazdou apli-
kovanou davku. Byla provedena kontrola vybocujicich hodnot Dixonovym testem
(pomoci [contchart.com/outliers.aspx)), v testu byla zvolena hladina spolehlivosti
P = 0,05. V tabulkach jsou vybocujici hodnoty zobrazeny s preskrtnutim. Z na-
pocitanych kolonii byl dale urc¢en primér np. Nasledné bylo urceno preziti bunék
pro jednotlivé davky Sp jako:

np
Sp= -2 5.1
® S o)
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kde np je primérny pocet kolonii pro danou aplikovanou davku a Sy p je pocet

nasazenych bunék ve vzorku. Déle bylo ur¢eno relativni preziti bunck S [%)] jako:

S[%] = 100- 22, (5.2)
SDO

kde Sp je preziti pro danou davku a Spg je preziti neozarenych bunék.

Pro zjisténi, zda je rozdil mezi jednotlivymi vzorky statisticky vyznamny byla
pouzita metoda analyzy rozptylu (Analysis of Variance, ANOVA). Byla provedena
dvoufaktorovd ANOVA, pii které byl zkouman vliv dvou nezévislych faktori na za-
vislou proménnou (pfeziti S). Jako faktory byla zvolena davka D a skupina vzorki
(jednotlivé simulované laboratorni chyby). Kromé hlavnich efektu téchto faktori
byla zahrnuta také interakce mezi nimi, coz umoziuje posouzeni, zda se vliv davky
D na preziti S lisi v zavislosti na skupiné. Analyza byla provedena pomoci balicku
statsmodels v programovacim jazyku Python. Byl vytvoren model metodou nejmen-
Sich ¢tverct pro odhad parametri modelu. Vstupem do ANOVA analyzy byly hod-
noty preziti S |%]| pro jednotlivé vzorky z obou experimenti. Vystupem ANOVA
analyzy je tabulka F-statistik a p-hodnot. Vysokd hodnota F-statistiky znamen4,
ze je nulova hypotéza chybna. Pokud je vypoctena p-hodnota mensi nez 0,05, pova-
zuje se rozdil mezi skupinami za statisticky vyznamny a zamita se nulova hypotéza,

ze mezi skupinami neni zadny rozdil.

5.3 Vysledky experimentu

Prvni opakovani

Pro prvni opakovani experimentu byly buniky presazeny 23. 11. 2022, byly ozareny
25. 11. 2022 a obarveny 7. 12. 2022.

Nazev vzorku, davka D, pocet nasazovanych bunék Sy, napocitané kolonie, jejich

pramér 7 a preziti S jsou zaznamenany v Tab. [5.1][5.2] 5.3} 5.4, 5.5
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Vzorek | D |Gy| | So Pocet kolonii n S %]
Co 0 75 |23 22 17 21 11 19| 18,83 | 100,00
C1 1 108 | 18 22 21 31 17 22 20,00 | 73,75
C2 2 58| 8 4 22 20 13 12| 13,17 | 33,19
C4 4 357 (30 38 33 35 37 29| 33,67 | 37,55
C6 6 878 |36 33 42 51 52 45| 43,17 | 19,58

Tabulka 5.1: Data pro kontrolni vzorek

Vzorek | D [Gy] | So Pocet kolonii n S %]

SIK-0 0 3 12 6 8 2 5,50 | 100,00

SIK-1 1 108 128 19 19 31 23 9 | 21,50 | 271,46

SIK-2 2 158 | 7 23 24 22 13 19| 18,00 | 115,55

SIK-4 4 357 23 25 31 37 16 27| 26,50 | 71,48

SIK-6 6 878 |26 30 46 24 26 24| 26,00 | 40,38

Tabulka 5.2: Data pro Sikmé pipetovani
Vzorek | D [Gy] | So Pocet kolonii n S %]
5X-0 0 75 12 6 12 1 6,50 | 100,00
5X-1 1 1083 7 13 18 2 8,67 | 84,22
5X-2 2 158 | 12 18 15 20 16 13| 15,67 | 76,49
5X-4 4 357 [ 34 24 42 33 38 31| 33,67 | 72,51
5X-6 6 878 |35 34 34 29 20 40 | 32,00 | 28,34
Tabulka 5.3: Data pro 5x rozfedény vzorek
Vzorek | D [Gy] | So Pocet kolonii n S %]
10X-0 0 712 5 10 24 2 7 | 520 | 100,00
10X-1 1 108 | 15 15 24 27 14 16,67 | 222,58
10X-2 2 158 |12 16 23 27 20 6 | 17,33 | 158,23
10X-4 4 357 | b1 59 57 47 58 61 | 55,50 | 224,22
10X-6 6 878 |45 34 32 36 27 25| 34,00 | 54,48

Tabulka 5.4: Data pro 10x roziedény vzorek
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Vzorek | D |Gy| | So Pocet kolonii n S %]
1PT-0 0 D7 13 22 21 6 11| 13,33 | 100,00
1PT-1 1 108 [ 23 26 21 34 13 20| 22,83 | 118,92
1PT-2 2 158 |68 70 82 81 74 76 | 75,17 | 267,60
1PT-4 4 357 | b1 b5 47 44 46 H2 | 49,17 | 177,47
1PT-6 6 878 125 34 35 26 30 28| 29,67 | 19,21

Tabulka 5.5: Data pro vzorek nasazeny 1 hodinu po trypsinizaci

Druhé opakovani
Pro druhé opakovani experimentu byly buiiky pfesazeny 27. 3. 2023, byly ozafeny

28. 3. 2023 a obarveny 11. 4. 2023.

Nézev vzorku, davka D, pocet nasazovanych bunék Sy, napoc¢itané kolonie, jejich

pramér n a preziti S jsou zaznamenany v Tab. [5.6)[5.7 -8 5.9 ap.11]

Vzorek | D [Gy] | So Pocet kolonii n S %]
Co 0 75 123 30 25 26 25 27| 26,00 | 100,00
C1 1 108 |24 27 25 23 24 26| 24,83 | 66,33
C2 2 158 119 24 24 16 23 20| 21,00 | 38,34
C4 4 357 |1 28 41 33 41 29 35| 34,50 | 37,88
C6 6 878 130 29 24 34 27 24|28,00 /| 9,20

Tabulka 5.6: Data pro kontrolni vzorek
Vzorek | D [Gy] | So Pocet kolonii n S %]
STK-0 75 122 19 19 24 32 24 21,60 | 100,00

0

SIK-1 1 108 129 24 19 25 16 25| 23,00 | 73,59
SIK-2 2 158 126 17 18 21 22 18| 20,33 | 44,68
SIK-4 4 357123 24 27 31 25 31| 26,83 | 26,10
SIK-6 6 878129 32 33 29 20 242783 | 11,01

Tabulka 5.7: Data pro Sikmé pipetovani
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Vzorek | D |Gy| | So Pocet kolonif no | S|%]
5X-0 0 o}l0 O 0 O 0 0/ 000 -
0X-1 1 1080 0 0 0 0 0] 0,00 -
5X-2 2 588 9 6 7 9 11| 833 -

5X-4 4 357 | 47 51 48 BT 50 49 | 49,00 -

5X-6 6 878 (20 17 19 20 20 13| 18,17 -

Tabulka 5.8: Data pro 5x rozfedény vzorek

Vzorek | D [Gy| | So Pocet kolonii n | S |%]
10X-0 0 w0 0 0 0 0 0000 -

10X-1 1 108 128 39 30 41 39 38| 35,83 -
10X-2 2 158 118 26 29 32 32 30| 27,83 -
10X-4 4 357 | 31 43 31 45 41 43| 39,00 -
10X-6 6 878 |31 37 38 34 40 37| 36,17 -

Tabulka 5.9: Data pro 10x rozfedény vzorek

Z divodu nulového preziti neozarenych bunék pro 5x a 10x rozfedény vzorek ne-
mohlo byt vypoc¢teno pteziti S. Z tohoto divodu dale nemohla byt urcena statistické

vyznamnost fedéni vzorku.

Vzorek | D |Gy] | So Pocet kolonii n S %]
1PT-0 0 75 |18 23 22 27 30 26 | 24,33 | 100,00
1PT-1 1 108 | 34 24 22 20 24 27| 25,17 | 71,82
1PT-2 2 158 (16 11 15 15 16 10 | 13,83 | 26,99
1PT-4 4 357 | 34 22 23 26 24 23] 23,60 | 20,38
1PT-6 6 878133 34 39 36 31 26| 33,17 | 11,64

Tabulka 5.10: Data pro vzorek nasazeny 1 hodinu po trypsinizaci
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Vzorek | D |Gy| | So Pocet kolonii n S %]
Co 0 7 |26 33 26 28 24 28| 27,50 | 100,00
C1 1 |108]20 29 31 28 24 242917 | 73,65
C2 2 158 (19 28 24 15 21 21| 21,33 | 36,52
C4 4 357130 43 36 37 33 40| 36,50 | 27,88
C6 6 878 |42 43 34 46 35 33| 38,83 | 12,06

Tabulka 5.11: Data pro kontrolni vzorek pocitany jinou osobou

Treti opakovani
Pro tfeti opakovani experimentu byly buniky pfesazeny 26. 4. 2026, byly ozafeny
27. 4. 2023 a obarveny 9. 5. 2023.

Néazev vzorku, davka D, pocet nasazovanych bunék Sy, napocitané kolonie, jejich
prumér 7 a pieziti S jsou zaznamenany v Tab. [5.12|[5.13] [5.14] [5.15] [5.16] a [5.17

Vzorek | D [Gy] | So Pocet kolonii n S %]
Co 0 78 8 13 18 12 11 | 11,67 | 100,00
C1 1 108 | 11 15 15 18 15 15| 14,83 | 88,29
C2 2 158 112 15 12 13 11 14| 12,83 | 52,22
C4 4 357114 19 17 18 16 15| 16,50 | 29,71
C6 6 878 | 15 13 11 19 12 8 | 13,00 | 9,52

Tabulka 5.12: Data pro kontrolni vzorek
Vzorek | D [Gy] | So Pocet kolonii n S %]
STK-0 78 14 16 14 10 14 | 12,67 | 100,00

0

SIK-1 1 108 |13 13 15 15 12 15| 13,83 | 75,84
SIK-2 2 158 [ 11 13 ¥ 12 12 11 | 11,80 | 44,22
SIK-4 4 357120 15 17 20 11 14| 16,17 | 26,81
SIK-6 6 grg| 9 7 9 11 6 9 | 8,50 5,73

Tabulka 5.13: Data pro sikmé pipetovani
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Vzorek | D |Gy] | So Pocet kolonif n | S|%|
5X-0 0 D7 3 9 8 11 6,50 | 100,00
5X-1 1 0818 7 7 8 8 7,83 | 70,95
5X-2 2 5813 3 7 9 5 6,00 | 37,15
5X-4 4 35702 7 11 9 8 10783 | 2147
5X-6 6 813 4 5 5 5 1 |383]| 4,27

Tabulka 5.14: Data pro 5x roziedény vzorek
Vzorek | D [Gy] | So Pocet kolonii n S %]
10X-0 0 75|13 4 17 14 13 16 | 14,60 | 100,00
10X-1 1 108 [ 21 23 24 22 17 18| 20,83 | 99,09
10X-2 2 158 {21 22 23 23 20 20| 21,50 | 69,90
10X-4 4 357120 14 20 25 14 26| 19,83 | 28,54
10X-6 6 878 | 14 & 11 12 18 11| 12,33 | 7,22

Tabulka 5.15: Data pro 10x roziredény vzorek
Vzorek | D [Gy] | So Pocet kolonii n S %]
1PT-0 0 7 |10 13 10 14 10 8 | 10,83 | 100,00
1PT-1 1 |108]12 11 11 12 10 | 10,83 | 69,44
1PT-2 2 w187 9 9 10 8,00 | 35,05
PT-4 | 4 [357]9 8 11 11 017 | 17,78
1PT-6 6 88| 8 5 8 15 10 9,00 7,10

Tabulka 5.16: Data pro vzorek nasazeny 1 hodinu po trypsinizaci

Vzorek | D [Gy] | So Pocet kolonii n S %]
Co 0 7|8 &8 17 19 15 12| 13,07 | 100,00
C1 1 108 |21 23 29 19 24 22 23,00 | 121,31
C2 2 158 | 14 21 15 22 17 17| 17,67 | 63,69
C4 4 357 |27 23 34 35 37 26| 30,33 | 48,40
6 6 |878|22 28 37 29 14 19| 2483 | 16,11

Tabulka 5.17: Data pro kontrolni vzorek pocitany jinou osobou
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7 dalsiho zpracovani dat byly vynechany vysledky prvniho experimentu, jelikoz
se jednalo o prvni zkuSenost s praci v laboratori, tak priace s bunkami probihala

velmi pomalu a zfejmé se zptsobenim chyb.

Byly uréeny priumérné hodnoty preziti S [%| a smérodatné odchylky pramér-
ného preziti o, [%| pro kontrolni vzorek, sikmé pipetovani, nasazeni 1 hodinu
po trypsinizaci a poc¢itani kolonii v kontrolnich vzorcich jinou osobou, 5x a 10x

roziedéné vzorky byly vynechany z divodu nulového preziti pfi druhém opakovani

experimentu. Vypoc¢itané hodnoty jsou zaznamenany v Tab. [5.18] |5.19] [5.20] a [5.21]

Vysledné kiivky bunééného preziti pro tyto vzorky jsou zobrazeny na Obr.
pro lepsi vizualizaci prumérnych hodnot pteziti S [%| a jejich smérodatnych
odchylek o4 bylo pouzito offsetu. Kfivky bunééného pteziti byly vykresleny pomoci
programovaciho jazyka Python. Parametry prokladu o« a g LQ modelu jsou

zaznamenéany v Tabl5.22]

D [Gy] | S[%] | o, [%]
0 |100,00| 214
1 7731 | 14,6
p 4528 | 8,7
4 28,79 | 5.2
6 9,36 | 2,0

Tabulka 5.18: Prumérné preziti S a smérodatné odchylky o, pro kontrolni vzorek

D (Cy] | S (%] | s [%]
0 |100,00 | 20,3
1 72,15 | 12,7
2 44,42 | 82
4 2549 | 4.8
6 796 | 15

Tabulka 5.19: Primérné pfeziti S' a smérodatné odchylky o, pro Sikmé pipetovani
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D [Gy] | S[%] | o, [%]
0 |100,00| 174
1 70,63 | 11,3
p 31,02 | 55
4 19,82 | 3.3
6 9,37 | 18

Tabulka 5.20: Pramérné preziti S a smérodatné odchylky o4 pro nasazeni vzorku

1 h po trypsinizaci

D [Gy] | S[%] | o, %]
0 | 100,00 | 238
1 97,48 | 21,8
2 50,26 | 12,1
4 38,14 | 9,1
6 14,08 | 3,7

Tabulka 5.21: Primérné pteziti S a smérodatné odchylky o, pro pocitani

kontrolniho vzorku jinou osobou
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Obrazek 5.6: Kfivky bunééného preziti pro kontrolni skupinu, sikmé pipetovani,

vzorek, ktery byl nasazen 1 hodinu po trypsinizaci a pro poc¢itani kontrolni skupiny
jinou osobou s prokladem pomoci LQ modelu (vztah

a [Gy™'] 8 Gy~ a/f |Gyl
Kontrolni skupina | 0,292 + 0,096 0,016 = 0,018 18,250
Sikmé pipetovani 0,319+ 0,093 0,016 = 0,018 19,938
Nasazeni 1 hodinu
o 0,423 £ 0,080 | 6,3 10717 £ 0,017 | 6,7 - 10*°
po trypsinizaci
Pocitani kontrolni
0,217 £ 0,120 0,017 = 0,023 12,765
skupiny jinou osobou

Tabulka 5.22: Zjisténé hodnoty parametri «, § a jejich poméru o/ ziskané
prokladem pomoci vztahu

Pro urceni statistické vyznamnosti simulovanych laboratornich chyb byla prove-

dena dvoufaktorova ANOVA analyza jejiz princip byl popséan v [5.2.4] vysledky jsou
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zaznamenany v Tab. [5.23]

Sikmé pipetovani

faktor F-statistika p-hodnota

Davka 134,58 1,19 - 1078
Skupina 0,58 0,4645
Davka-Skupina 0,11 0,9768

Nasazeni 1 hodinu po trypsinizaci

faktor F-statistika p-hodnota

Déavka 140,47 9,66 - 107°
Skupina 4,55 0,0588
Déavka-Skupina 0,95 0,4742

Pocitani kontrolniho vzorku dvéma riznymi lidmi

faktor F-statistika p-hodnota

Dévka 26,56 2,6-107°
Skupina 1,49 0,25
Déavka-Skupina 0,28 0,882

Tabulka 5.23: Vysledky dvoufaktorové ANOVA analyzy

Velmi vysoka hodnota F-statistiky a velmi nizk& p-hodnota pro faktor davky po-
tvrzuje pro v8echny laboratorni chyby, Ze efekt davky je statisticky velmi vyznamny
pro bunécné preziti.

Nizké hodnoty F-statistiky a p-hodnoty vyssi, nez je prah statistické vyznamnosti
pro faktor skupiny poukazuji na statistickou nevyznamnost simulovanych laborator-

nich chyb pro bunééné preziti.

Velmi nizké hodnoty F-statistiky a vysoké p-hodnoty pro faktor interakce mezi
davkou a skupinou potvrzuji, Ze interakce simulovanych laboratornich chyb s davkou

nemaji statisticky vyznamny vliv na pteziti bunék.

5.4 Cena experimentu

Experiment byl navrzen tak, aby byla co nejvice minimalizovana spotieba chemi-
kalii i plastovych pomiicek. Z tohoto divodu bylo pro kazdé opakovani pouzito pouze

5 kultivacnich lahvicek, z jejichz obsahu byly nésledné simulovany laboratorni chyby.
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Taktéz byla sniZzena spotfeba pouzitych tub, jelikoz byl kontrolni vzorek, chyba Sik-

mého pipetovani a nasazeni vzorku 1 hodinu po trypsinizaci nasazovana ze stejné

tuby.

V Tab. a jsou zaznamenané odhady poctu pouzitych plastovych pomii-
cek a odhady ml pouzitych chemikilii a jejich ceny.

Sestijamkové kultiva¢ni desticky

Kultivac¢ni lahvicky T25

Cena [K¢] Kust Cena [K¢] | Kusi
Nakoupeno 8200 126 Nakoupeno 9607 360
Pouzito 4881 75 Pouzito 480 18

Kultiva¢ni lahvicky T75

Pipetové spicky 10 pl

Cena [K¢| Kusii

Cena |K¢| | Kusi

Nakoupeno 5033 100

Nakoupeno 2891 960

Pouzito 453 9

PouzZito 813 270

Pipetové spicky 100 ul

Serologické pipety 10 ml

Cena [K¢] Kust Cena [K¢] | Kusi
Nakoupeno 2891 960 Nakoupeno 798,6 200
Pouzito 542 180 Pouzito 276 69

Serologické pipety 25 ml

Serologické pipety 5 ml

Cena [K¢| Kusi Cena [K¢| | Kust
Nakoupeno 1669,8 150 Nakoupeno 1076 200
Pouzito 111 10 Pouzito 226 42
Tuby Tuby na Muse
Cena [K¢| Kusi Cena [K¢| | Kusi
Nakoupeno 2420 500 Nakoupeno 395,67 1000
Pouzito 232 48 Pouzito 14 36

Tabulka 5.24: Pouzité plastové pomiicky a jejich ceny

Déle bylo pouzito ptiblizné 102 rukavic za cenu 105 Ké. Pouzité plastové pomitcky

staly piiblizns 8 133 K&.
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ICF Muse Count and Viability Muse
Cena |K¢| | [ml] Cena [K¢| | [ml]
Nakoupeno 3025 100 || Nakoupeno 15100 240
Pouzito 363 12 Pouzito 126 2
System Check Muse PBS
Cena [K¢| | [ml] Cena [K¢| | [ml]
Nakoupeno 10000 55 Nakoupeno 613,5 500
Pouzito 1310 7,2 Pouzito 246 200
Trypsin MEM
Cena |K¢| | [ml] Cena [K¢| | [ml]
Nakoupeno 1185 100 || Nakoupeno 278,3 500
Pouzito 711 60 Pouzito 1559 2800
FBS SPS
Cena [K¢| | [ml] Cena [K¢| | [ml]
Nakoupeno 9111 500 || Nakoupeno 498,89 100
Pouzito 5103 280 Pouzito 140 28
NEAA PEN/STREP
Cena [K¢| | [ml] Cena [K¢| | [ml]
Nakoupeno | 1057,54 100 || Nakoupeno 495 100
Pouzito 297 28 Pouzito 139 28
L-glu Etanol - sterilizac
Cena |K¢| | kust Cena [K¢| | [ml]
Nakoupeno 255,8 100 || Nakoupeno 715 1000
Pouzito 72 28 Pouzito 715 1000
Metanol Crystal Violet
Cena [K¢| | [ml] Cena [K¢| | g
Nakoupeno 415,85 2500 || Nakoupeno 3518 100
Pouzito 59 350 Pouzito 62 1,75

Tabulka 5.25: Pouzité chemikalie a jejich ceny

Pouzité chemikalie staly priblizné 10 902 K¢.
Pouzivana bunécéna linie U251 stoji priblizné 30 000 K¢. Bunky byly k dispozici

na Oddéleni dozimetrie zafeni a cena se neda tedy presné vycislit. Kobaltovy oza-
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fovac byl taktéz dispozici a proto neni mozné presné vycislit ani cenu za ozafovani.

Dale nebyl zapocitan ¢as konzultantky.

Celkova cena experimentu bez zapocteni vody, energii, ozarovani, ceny bunék

a Casu konzultantky byla priblizné 19 035 K¢.

5.5 Diskuze vysledki

Vystupem experimentélni ¢asti jsou kiivky bunééného preziti pro kontrolni vzo-
rek a jednotlivé simulované laboratorni chyby a nasledna statisticka analyza vlivu
simulovanych laboratornich chyb. Vysledné kiivky bunééného preziti byly sestaveny
pro prumérné preziti S z 2. a 3. opakovéani pro kontrolni vzorek a jednotlivé labora-
torni chyby a jsou zobrazeny na Obr. 5.0 parametry a a f ziskané pomoci prokladu
LQ modelem jsou zaznamenéany v TabJ5.22] Prvni opakovani bylo ze zpracovani dat
vynechano, protoze slouzilo primarné k nauceni prace v laboratofi a prace s buiikkami.
Vlivem nezkuSenosti byly pfi prvnim opakovani zfejmé zplisobeny rizné nahodné

chyby, ¢emuz napovidaji i hodnoty vypocteného preziti S.

V Tab. ap.9 je vidét, Ze pii druhém opakovani doslo k nulovému pieziti ne-
ozéfenych vzorki, coz dale znemoznilo statistické vyhodnoceni vlivu fedéni vzorku.
Nulové preziti bylo s nejvétsi pravdépodobnosti zptsobeno nepromichanim vzorku
pred jeho nasazovanim do kultiva¢nich desticek. Pfed nasazenim vzorku do kultivac-
nich destic¢ek je nutné vzorek v tubé radné promichat, aby byl co nejvice homogenni
a buiiky nebyly usazené na dné, jelikoz byly vzorky pipetou nasavany z nékolika
milimetra pod hladinou. V Tab. [b.11] 5.12] a[5.17 jsou vidét veliké rozdily v po-

¢tech kolonii pfi pocitani kontrolniho vzorku dvéma riznymi lidmi. To je zrejmé

zpusobeno mou nezkuSenosti s poc¢itanim kolonii a nevhodnym urc¢enim referenc¢ni
kolonie pod mikroskopem, podle které byly déale zapocitavany kolonie i u ostatnich
vzorki. Poc¢itani kolonii bylo ztiZeno pozadim v jamkach kultiva¢nich desticek, které
vzniklo barvenim, kvili tomuto pozadi byly u nékterych vzorki jednotlivé kolonie

od sebe Spatné rozlisitelné.

Pro urceni statistické vyznamnosti simulovanych laboratornich chyb na bunécéné
preziti byla provedena dvoufaktorova ANOVA analyza. Vysledky potvrdily, ze davka
D je vyznamnym faktorem, ktery ovliviiuje bunécné preziti, coz prokazala velmi
nizké p-hodnota. Naopak, p-hodnoty pro jednotlivé skupiny, které vyjadrovaly zkou-
mané laboratorni chyby, byly vyssi nez 0,05, coz je obvykly prah vyznamnosti. Vyssi

p-hodnoty naznacuji, ze tyto faktory nemély statisticky vyznamny vliv na vysledné

75



preziti bunek.

I kdyZ nebyla prokazéna statisticki vyznamnost simulovanych laboratornich chyb
na bunécné preziti, laboratorni chyby mély vliv na vysledné parametry «, £ i je-
jich pomér a/f, které byly ziskany sestavenim kiivek bunééného preziti pomoci
LQ modelu. Z Tab. [5.22] je vidét, Ze nejvice se parametry lisi pro nasazeni vzorku
1 hodinu po trypsinizaci, kde je hodnota parametru g o 15 fada nizsi, nez bylo
ocekavano. Zjisténé hodnoty parametri pro ostatni laboratorni chyby také nejsou
v souladu s parametry ziskanymi mérenim na Oddéleni dozimetrie zareni. Parametr
a se od o¢ekavané hodnoty lisi o 8,9 - 38 %, parametr $ o 60 - 70 % a pomér «/f3
0 43,1 - 63,5 %. Nesoulad parametri pro kontrolni skupinu s o¢ekavanou hodno-
tou z méfFeni na Oddéleni dozimetrie zafeni je pro parametr o 16,6 %, pro S8 60
% a pro pomér o/ 47,9 %. Pro kontrolni skupinu i vSechny simulované labora-
torni chyby byl vysledny pomér «/f vyssi, nez 10 Gy, coZz znameni, Ze se jedna
o radiorezistentni bunky, coz je v souladu s tim, ze bunky glioblastomu jsou obecné

radiorezistentni.

Obecné se hodnoty zjisténych parametru «;, 5 a /5 mezi pracovisti lisi, v odborné
literature byly nalezeny hodnoty o =(0,33 £ 0,15) Gy~*, 8 =(0,09 4 0,03) Gy
[56] a o = (0,109 4 0,011) Gy~%, 8 = (0,0411 £ 0,0023) Gy—2 [57]. Dale
a =(0,425 4+ 0,047) Gy, 8 =(0,018 £ 0,007) Gy~ |58], které byly uréeny pro oza-
fovani svazkem 6X, coz je srovnatelné s ozafovanim na kobaltovém ozafovadi.

Pro dalsi porovnéani zjisténych parametri o a [ je mozné porovnat hodnoty
BED (popséano v kapitole pro jednotlivé vzorky se simulovanymi laboratornimi
chybami i hodnotami nalezenymi v odborné literature. Vypocitané hodnoty BED

jsou v Tab5.26| kde pro vypoc¢ty BED byla pouzita celkova davka D = 60 Gy
pii 2 Gy na 1 frakci.
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« I5; a/p BED

Oddéleni dozimetrie zareni 0,350 0,010 35,000 63,429
Kontrolni skupina 0,292 0,016 18,250 66,575

Sikmé pipetovani 0,319 0,016 19,938 66,011

Nasazeni 1 hodinu po trypsinizaci 0,423 | 6,3 - 10717 | 6,7 - 10'® | 60,000
Pocitani kontrolni skupiny jinou osobou | 0,217 0,017 12,765 69,470
Petras M. |56| 0,330 0,090 3,667 92,727
Shridhar R. |57] 0,109 0,041 2,652 105,248

Howard M. 58| 0,425 0,018 23,611 65,082

Tabulka 5.26: Parametry «, (3, pomér a//3 a vypoc¢tené hodnoty BED
pro parametry ziskané na Oddéleni dozimetrie zafeni, v této praci a z odborné
literatury [56], [57] a [58]

Z hodnot poméru a/f v odborné literature [56], [57] by byla glioblastomova
bunécna linie U251 zarazena mezi radiosenzitivni, ¢emuz odpovidaji i vypoctené
hodnoty BED. Ale glioblastomy jsou obecné radiorezistentni, tomu odpovidaji vy-
po¢tené hodnoty BED pro hodnoty parametri LQ modelu z odborné literatury [58],
pro méteni na Oddeéleni dozimetrie zafeni i pro vSechny zkoumané laboratorni chyby,

kde jsou hodnoty BED nizsi, coz znamena nizsi radiosenzitivitu.

Takto rozdilné vysledky parametri poukazuji na dilezitost nastaveni parametri
lécby na zékladé individualni radiosenzitivity pacientii, coz v soucasnosti neni bézné
praxe. Individualizace radioterapie na zakladé parametru L(Q modelu z bunék zis-
kanych pomoci biopsie by zfejmé nebyla dostatecné vypovidajici, vzhledem k tomu,

ze se parametry L(Q modelu stejné bunécné linie mezi pracovistémi vyrazné lisi.

Velmi dulezitym faktorem, ktery ovlivnil vysledky experimentu, je prace
se vzorky. S bunkami je potfeba pracovat rychle, zejména pii nasazovani do kul-
tivacnich desti¢ek. Sedimentace bunék ke dnu ve vzorku zptisobuje rozdilnou kon-
centraci bunék ve vzorku. P¥i pomalém nasazovani bunék do kultiva¢nich desticek
byly vlivem sedimentace bunék do jednotlivych jamek nasazeny rozdilné koncent-
race bunék, coz nasledné zpiusobilo fluktuace v poc¢tech vytvorenych kolonii. Pomala
prace se vzorky ovlivnila i zkouméni vlivu nasazeni vzorku 1 hodinu po trypsinizaci,

jelikoz u nékterych vzorku doslo také k nasazeni v delsim casovém tuseku.
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Zaver

Tato bakalarské prace se vénuje vlivu laboratornich chyb na kfivky bunécéného
preziti v radiobiologii.

Prvni ¢tyfi kapitoly prace jsou vénovany reSerSi. Jsou shrnuty informace o Zi-
vocisnych bunkach, DNA, jadernych procesech a bunééném cyklu. Déle je popsano
ionizujici zareni a jeho vliv na buiiky. Jsou popsany ruzné typy poskozeni ionizujicim
zafenim, reparacni procesy a bunééna smrt. V posledni resersni kapitole je popsén
klonogenni test, ktery je zlatym standardem pro urceni klonogenniho preziti v ra-
diobiologii, déle linearné-kvadraticky model kiivek bunééného preziti a jeho vyuziti
v radioterapii a laboratorni chyby, které mohou mit vliv, na vysledky klonogennich

testu.

Experimentélni ¢ast prace se vénuje analyze vlivu laboratornich chyb na kiivky
bunécéného preziti. Byl provadén klonogenni test, v jehoz pribéhu byly simulovany
chyby sikmého pipetovani, rizného rozredéni vzorku, nasazeni 1 hodinu po trypsini-
zaci a dale byl zkouman vliv pocitani kolonif dvéma rtznymi lidmi. Klonogenni test
proveden celkem tiikrat, ale vysledky prvniho opakovani nebyly vyuzity k dalsi ana-
lyze. Pti druhém opakovani doslo k nulovému preziti neozarenych vzorkiu pro rozie-
déni 5x a 10X, coz znemoznilo provedeni statistické analyzy pro tyto simulované
laboratorni chyby. Byla provedena dvoufaktorova ANOVA analyza, pro urceni sta-
tistického vyznamu Sikmého pipetovani, nasazeni vzorkt 1 hodinu po trypsinizaci
a pocitani kolonii kontrolniho vzorku dvéma riznymi lidmi. Nebyl prokazan sta-
tisticky vyznamny vliv téchto simulovanych laboratornich chyb na bunééné preziti.
Laboratorni chyby ale mély vliv na parametry «, S i jejich pomér «/3, coz jsou pa-
rametry, které se pouzivaji pri radioterapii a maji vliv na vyslednou lécbu. Zjisténé
parametry «, [ i jejich pomér a/f se neshoduji s hodnotami ziskanymi mérenim

na Oddéleni dozimetrie zéfeni ani s hodnotami z odborné literatury.
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Seznam pouzitych zkratek

A Adenin

AMK Aminokyselina

ANOVA Analysis of Variance

ATP Adenosintrifosfat

BED Biologicky efektivni davka

BER Bazova excizni reparace

C Cytosin

DDR DNA Damage Response

DINA Deoxyribonukleova kyselina

DSB Double Strand Break, dvojny zlom
ER Endoplazmatické retikulum

EQD2 Ekvivalentni davka s davkou 2 Gy na frakeci
FBS Fetal bovine serum

G Guanin

HR Homologni rekombinace

1Z Ionizujici zareni

L-glu L-glutamine

LQ model Linearné-kvadraticky model
LQC model Linearné-kvadraticky-kubicky model
LET Lineéarni prenos energie

MEM Minimum Essential Medium
MMR Mismatch Repair

mtDNA Mitochondrialni DNA
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mRNA Informaéni RNA

M faze Féaze déleni

NHEJ Non-homolognous End-joining
NEAA Non-Essential Amino Acids Solution
PBS Phosphate Buffered Saline
PEN/STREP Penicillin/Streptomycin
PET Pozitronova emisni tomografie

RNA Ribonukleova kyselina

ROS Reactive Oxygen Species

RBE Relative Biological Effectiveness
rRNA Ribozomalni RNA

SPS Sodium Pyruvate

SSB Single Strand Break, jednoduchy zlom
T Thymin

tRNA Transferovda RNA

U Uracil
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