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Abstrakt: Plasmidy jsou v radiobiologii vyuzivany mimo jiné i jako pfiblizeni pro DNA
v jadre bunky. Pritom jsou ale bézné uchovavany a ozarfovany v podminkach, které
se od téch v bunice znacné ligi. Pokud by to mélo vliv i na vytézky poskozeni DNA
plasmidu ionizujicim zafenim, znevérohodnovalo by to pfenositelnost zavéru experi-
mentd z plasmidi na bunky.

Cilem préce je zkoumat vliv okolniho prostredi, konkrétné teploty prostredi a kon-
centrace sodnych iont, na radiac¢ni vytézky poskozeni plasmidu.

Teoreticka ¢ast se zabyva moznostmi a principy pouziti Monte Carlo track structure
koda v modelovani fyzikalni, fyzikalné—chemické a chemické faze ac¢inku ionizujictho
zareni.

Metody a softwarové nastroje vyvinuté nebo uzpusobené pro vyteseni zadani po-
pisuje ¢ast Materidly a metody. Pro zkoumani vlivu okolniho prostiedi na radiacni
vytézky byla vytvorena aplikace vyuzivajici Geantd—DNA knihovny a procesy, které
umoziuji simulovat chemickou fazi Gc¢inkt ionizujictho zafeni a zaroven pracovat
s atomarni strukturou plasmidu.

Pomoci softwarovych nastroji pro tvorbu worm-like chain modelu byla vytvorena
knihovna hrubych struktur plasmidia pBR322 a pUC19. Jeji analyzou bylo zjisténo,
ze teplota prostfedi nemé na vlastnosti konfigurace vyznamny vliv, oproti tomu
koncentrace sodnych iontti ano. Ze struktur byly nasledné vygeneroviany modely na
atoméarni arovni a ty byly pouzity pro modelovani vytézkiu poskozeni plasmidu DNA
protony o energiich 50 keV az 10 MeV a 1,25 MeV fotony. Vliv teploty a koncentrace
sodnych iontti byl hodnocen prostfednictvim separacni vzdalenosti pro dvojny zlom.

U protoni do 1 MeV ze simulaci vychazi, ze na plasmidech v roztoku s vyssi kon-
centraci sodnych iontt vznik4 pfiblizné o tfetinu poskozeni vice a vliv parametri
prostiedi na prenositelnost vysledkt do bunécéného prostiedi nelze zanedbat. Pro
fotony nebylo mozné zéavislost kvili nedostatecné statistice vysledkt posoudit.

Klicovd slova: DNA, plasmid, strukturni model, ionizujici zareni, Geant4—-DNA
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Abstract: Plasmids are used in radiobiology, among other things, as an approxima-
tion of nuclear DNA. Meanwhile, they are stored and irradiated in environmental
conditions which are considerably different from those in cells. Should this difference
affects yields of plasmid DNA damage by ionizing radiation, it would discredit the
portability of results of experiments from plasmids to cells.

This work aims to study the influence of the environment, namely the temperature of
the environment and concentration of sodium ions in solution, on yields of radiation
damage of plasmid. The theoretical part explains the possibilities and principles
of Monte Carlo track structure codes in modelling physical, physico-chemical, and
chemical phases of the effect of ionizing radiation.

Newly developed and adapted methods and software tools for solving the assignment
are described in Materials and methods. To examine the effect of the environmen-
tal conditions on yields of plasmid damage by ionizing radiation, an application
was developed using Geant4d-DNA libraries and processes. Simulation of physical,
physico-chemical, and chemical phases of the effect of ionizing radiation can be run
with this application using the atomic structure of plasmid.

Library of the worm-like chain models of plasmids pUC19 and pBR322 was generated
with software tools. No big influence of the temperature on the characteristic of the
configuration of plasmid was found by analysis of the library. Compared to that,
the concentration of sodium ions affects the characteristic. The atomic models of
plasmids were generated from these structures. They were used in the simulation of
yields of radiation damage of plasmid by protons with energies between 50 keV and
10 MeV a 1,25 MeV photons. The influence of the temperature of the environment
and concentrations of sodium ions was evaluated by changing of separation distance
for the double-strand break.

A one-third increase in the yield of radiation damage was found at plasmids with
higher concentrations of sodium ions for protons with energy under 1 MeV. So, the
influence of environmental parameters on the portability of results to cells cannot
be neglected. There was no dependence on photon yields because of insufficient
statistics of hits.

Key words: DNA, plasmid, structural model, ionizing radiation, Geant4-DNA
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Uvod

Monte Carlo track structure kody se staly neodmyslitelnou soucasti studia poskozeni
DNA ionizujicim zafenim. Oproti experimentiim umoznuji blize zkoumat jednot-
liva vznikla poskozeni na molekule. Aby bylo mozné porovnat zavéry experimenti
se zaveéry simulaci, je nutné védét jak prostredi, do kterého je béhem experimentu
umisténa DNA, muze ovlivnit jeji chovani a vytézky vzniklych poskozeni. Cilem této
prace je zkoumat vliv okolniho prostiedi na konfiguraci molekuly a radia¢ni vytézky
u plasmidii.

Plasmidy jsou molekuly DNA, které je mozné nalézt v cytoplasmé nékterych
bakterii. V radiobiologii se pouzivaji mimo jiné i jako zjednoduseny model jaderné
DNA. A to jak pii experimentech, tak pfi simulaci ii¢inkt ionizujiciho zafeni na tuto
molekulu.

V této praci je vyuzit atomérni model plasmidu, ktery zachycuje vyvoj jeho
konformace v ¢ase. Tento model je zalozen na worm-like chain modelu plasmidu |1]
zjemnéném pomoci algoritmu z mé bakalarské prace |2 inspirovaném popisem v [3].
Konkrétné jsou v této praci pouzity plasmidy pUC19 a pBR322, které maji délku
2686 a 4361 bazickych paru [4].

Pro zohlednéni vlivu okolniho prostfedi na konformaci plasmidu je simulovan
jejl casovy vyvoj pii ruznych teplotach a koncentracich sodnych iontd. Pro po-
rovnani vlivu jednotlivych parametri prostiedi jsou vyuzity konformace plasmidu
v nadsroubovnicové formeé.

Pro hodnoceni vlivu okolntho prostfedi na vytézky ionizujiciho zafeni je v ramci
této prace vyvinuta aplikace v C++ pod GNU/Linux, ktera vyuziva Geantd-DNA
knihovny a procesy v ramci simula¢niho nastroje Geant4 |5, [6]. Pomoci aplikace
byla simulovana fyzikalni, fyzikalné—chemickou a chemickou fazi az do ¢asu 100 ns.
Pro hodnoceni vlivu okolniho prostiedi je vyuzito vlivu ménici se teploty a koncen-
trace sodnych iontd na separacni vzdalenost [7]. Jako priméarni ¢astice jsou pouZity
protony o riznych energiich a fotonové zareni. Tyto primérni ¢éstice jsou ¢asto po-
uzivany pri radioterapii, proto je nutné zkoumat jejich tucinek na jadernou DNA,
popiipadé jeji modely.
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Kapitola 1

Teorie

1.1 Monte Carlo track structure kédy

Monte Carlo track structure kody umoznuji ziskat ¢aso—prostorovou distribuci fy-
zikdlnich interakci a chemickych reakci, které probihaji pii prichodu ionizujiciho
zareni prostfedim. Diky tomuto pfistupu kody umoznuji ziskat stopu ¢astice a pro-
duktt jejich interakei.

Tento pristup umoziuje ziskat presnéjsi vysledky oproti jinym metodam, pii-
kladem metodé kondenzovanych historii, avSsak za cenu vyssiho vypocetniho casu.
Presnost vysledki se vyrazné projevuje predevSsim u niz8ich energii simulovanych
¢astic (do 100eV) a mensich rozméri simulovanych objemt (do pm). V téchto hod-
notach se pohybujeme i pokud studujeme radiac¢ni poskozeni molekuly DNA, tudiz
je tento pristup vhodny i pro simulace v oblasti radiobiologie [8], [9].

Uéinek ionizujiciho zafeni na molekulu DNA neni okamzity, ale ma nékolik fazi:
fyzikalni, fyzikalné-chemickou, chemickou a biologickou. Jelikoz béhem téchto fazi
probihaji odlisné déje, je nutné piistupovat odlisné i k jejich simulaci. V kapitole[I.1.]]
je popsén princip simulace fyzikalni faze, kdy dochazi k transportu ¢éstic ionizujiciho
zéfeni a jejich interakei s prostiedi. Kapitola[l.1.2]je zaméfena na simulaci fyzikalné-
chemické a chemické faze, kdy dochézi k pohybu produktu radiolyzy a jejich reakcim
mezi sebou nebo s ostatnimi molekulami [10].

1.1.1 Modelovani fyzikalni faze Gcinku ionizujiciho zareni

Pri fyzikalni fazi dochazi k interakei ¢astic ionizujiciho zafeni s molekulami prostiedi,
kterym prochazi. Track structure kédy umozinuji simulovat kazdou interakci, ktera
nastane, dokud energie Céstice neklesne pod urcity prah, a pomoci nich sledovat
dréhu primérnich i sekundarnich ¢astic [8].

Interakce ionizujiciho zareni jsou modelovany pomoci pravdépodobnostnich roz-
déleni na zakladé u¢innych prifezt jednotlivych interakei. U¢inné prifezy jsou bud
dopocitavany pro danou situaci z analytickych modeli nebo ziskany z ulozenych
tabelovanych hodnot. Tyto modely transportu ¢astic ionizujiciho zafeni prostredim
byvaji omezené co se tyce druhu simulovanych ¢astic a jejich mozné energie.
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Simulace drahy ¢astice, primarni nebo sekundarni, je ukoncena ve chvili, kdy
energie Castice klesne pod hrani¢ni hodnotu, tzv. cut-off. Zbytkova energie je poté
deponovana lokalné. Dalsi moznosti, kdy se ukon¢i simulace drahy castice, je jeji
interakce nebo chvile, kdy opusti zajmovy objemu [11].

Na konci fyzikalni faze uzivatel ziskd prostorové rozlozeni ionizovanych a exci-
tovanych molekul prostiedi, které je vstupni informaci pro modelovani chemické
faze uc¢inku ionizujiciho zareni, v radiobiologickych simulacich se jedné o molekuly
vody [12].

P1i simulaci fyzikalni faze t¢inkt ionizujiciho je mozné simulovat pifimé posko-
zeni molekuly DNA. A to v pfipadé, ze soucasti simula¢niho kédu je implementace
geometrie molekuly a také metoda skorovani primého poskozeni. Konkrétni reseni
tohoto problému je popsané napt. v [13].

,

1.1.2 Modelovani chemické faze Gc¢inku ionizujiciho zareni

Vlivem interakei ionizujiciho zareni dochazi k excitaci a ionizaci molekul vody, které
se poté rozpadaji nebo disociuji na jiné molekuly a radikily (pf. e,,, Hy nebo OH-).
Takto vzniklé molekuly a radikaly difunduji prostfedim mohou reagovat mezi sebou
za vzniku dalgich reaktivnich produkta (HyO2 nebo OH ). Nékteré molekuly a ra-
dikaly, napt. e, , H-, OH- a HyO,, mohou zpusobit nepiimé poskozeni molekuly
DNA [14].

Produkty radiolyzy se béhem chemické faze pohybuji diftzi. Ta je pro jednotlivé
molekuly a radikali charakterizovana pomoci difizniho koeficientu D. V Tab.
jsou uvedeny diftizni koeficienty nékterych molekul, ionti a radikala ve vodé pouzi-
vané v simula¢nich néastrojich PARTRAC a Geant4-DNA [14].

aq”

Tab. 1.1: Hodnoty diftznich koeficienti D nékterych molekul, iontt a radikala
ve vodé pouzivané v simula¢nich nastrojich PARTRAC a Geant4-DNA [14].

molekula, ion, radikél | D [1072 m?s™!]
€aq 4.9
OH - 28
H. 7.0
H;0 9,0
Hy 4,8
OH" 5,0
H,0, 2.3

Reakce produktu radiolyzy mezi sebou nebo s molekulou DNA jsou charakteri-
zovany pomoci reakénich rychlosti £. V Tab. jsou uvedeny piiklady reakcénich
rychlosti pro vybrané reakce.

7 hodnot diftznich koeficienttu jednotlivych reaktanti D4 a Dpg a reakéni kon-
stanta reakce k lze spocist reakéni polomér 74 p reakce chemickych produkti A a B
a to pomoci vzorce

k
~ 4nN(Dy + Dg)’

(1.1)

TA,B
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Tab. 1.2: Hodnoty reakénich konstant pro vybrané reakce. Hodnoty pro reakce pro-
dukti radiolyzy mezi sebou prevzaty z 15| a pro reakce radikidlu OH- s ¢astmi
molekuly DNA z |16].

reakce k [1019M~1s71 reakce k(109 M~1s7
H3O0" + OH™ — 2H>0 14,00 OH - +2-deoxyriboza 2,50
OH- + OH- — Hy09 0,55 OH - -adenin 6,10
H-+H- — Hy 0,78 OH - +thymin 6,40
H30 + Oy~ —— HO9 + H50 5,00 OH - 4cytosin 6,10
€yq - OH- — OH” 3,00 OH - +guanin 9,20

kde N4 je Avogadrova konstanta. Pokud se reaktanty A a B priblizi na vzdalenost
mensi nez r4 g, uvazuje se, ze k reakci doslo.

Nasledujici kapitoly popisuji dva pristupy k modelovani diftzniho pohybu a re-
akci chemickych produktu radiolyzy: simulace step-by-step a metoda nezavislych
reakénich ¢ast.

Step-by-step simulace

P1i step-by-step simulaci se molekuly pohybuji prostorem pomoci série ¢aso-prostoro-
vych kroki, které simuluji priubéh difaze. Délka prostorového kroku je ovlivnéna
difaznim koeficientem D daného produktu a délkou ¢asového kroku At, ktery mé
prostorovy krok reprezentovat.

Stredni délka prostorového kroku je pfimo imérna druhé odmocniné z difizniho
koeficientu [14], [17].

éasovy krok, ktery ovliviiuje délku prostorového kroku, je mozné zvolit konstantni
nebo ménici se [18§].

Pouziti konstantniho ¢asového kroku miize vést ke dvéma nevyhodnym situacim.
Pokud je zvoleny c¢asovy krok prilis kratky, dojde k vyraznému zvyseni vypocetni
narocnosti simulace, coz vede ke dlouhé dobé vypoctu. Naopak prilis dlouhy ¢asovy
krok muze byt zdrojem nepfresnosti. Z téchto divodid neni vhodné tento pristup
pouzivat.

Cilem zmény délky ¢asového kroku je minimalizovat pocet kroki, na jejichz konci
s urcitou pravdépodobnosti nedojde k reakci. Tato pravdépodobnost je popsana po-
moci Smoluchowského rovnice, viz [§]. Na nasledujicim fadku je uveden jeji nejjed-
nodussi tvar, ktery je platny pro dva neutralni reaktanty:

VA(D4+ Dp)t

kde p(t|ro) je pravdépodobnost, ze v ¢ase t dojde k reakci dvou chemickych produktii
A a B s pocatecni vzdalenosti rg. 74 p je jejich jiz diive popsany reakéni polomér
a Dy a Dp difazni koeficienty. Na pocatku chemické faze, kdy jsou chemické pro-
dukty blizko sebe, je jsou voleny ¢asové kroky kratké, aby nedochézelo k vynechani
nékterych reakei. Naopak na konci chemické faze je mozné krok prodlouzit. Simu-

p(t|’]"0) = rl:_’Bech [ To — TA,B ] : (12>
0
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la¢ni nastroje PARTRAC a Geant4-DNA proto velikost ¢asového kroku skaluji podle
doby uplynulé od prvotni fyzikalni interakce, viz Tab. [I.3]

Tab. 1.3: Délka ¢asového kroku As v zéavislosti na dobé od prvotni fyzikalni interakce
(Casovy interval) pouzivand v simula¢nich nastrojich PARTRAC [12] a Geant4d-
DNA [14].

¢asovy interval [s] | délka ¢asového kroku At [ps|
<10~ 0,1
1071110710 1
10710-107* 3
1079-1078 10
>1078 100

Na konci kazdého ¢aso—prostorového kroku dojde ke kontrole vzdélenosti mezi
jednotlivymi chemickymi produkty. Pokud je vzdéalenost reaktanti mensi nez je re-
akéni polomér pro reakci mezi nimi, probéhne reakce a jsou nahrazeny jejimi pro-
dukty. Naopak pokud je vzdalenost vétsi nez reakéni polomér, produkty beze zmény
pokracuji do dalsiho ¢aso—prostorového kroku.

Metoda nezavislych reakénich ¢asa (IRT)

Druhou moznosti, jak simulovat pohyb chemickych produkti a reakci mezi nimi,
je metoda nezavislych reak¢énich casti. Jeji hlavni vyhodou oproti step-by-step si-
mulaci je mensi vypocetni narocnost. Ta je vSak vykoupena méné podrobnou caso-
prostorovou informaci o pohybu chemického produktu ziskame [8], [19).

V ramci tohoto odstavce bude popsan tzv. pozi¢ni pristup. Druhym moznosti
pouziti metody nezéavislych reakénich ¢asu je tzv. ¢asové—difizni piistup. Jeho popis
je uveden v |20]. V této praci se mu vSak vénovat nebudu, jelikoZz neumoziuje ziskat
informaci o ¢aso—prostorovém vyvoji pohybu chemického produktu.

V porovnani s metodou step-by-step, kdy uzivatel predem zné délku casového
kroku a miize ji ovlivnit, u IRT je délka ¢asového kroku urcena na zakladé prosto-
rového rozlozeni jednotlivych chemickych radikali.

V daném casovém okamziku a prostorovém rozdéleni chemickych produkti jsou
vypocteny casy, které jsou potfebné k tomu, aby se dva z nich pomoci diftize pii-
blizili na vzdalenost mensi nez je reakéni pomér jejich reakce. Ze vSech moznych
realizovatelnych reakci se poté vybere ta, pro jejiz realizaci je potfeba nejkratsi cas.
Tato reakce je provedena a ostatni produkty v ¢aso—prostoru difunduji do své nové
pozice s ¢asovym krokem rovnym dobé potiebné pro realizaci zvolené reakce. Poté
se tento proces opakuje znovu [§|, [19].

Pokud se néjaké dva produkty, kterych se netykala ptivodni reakce, nachazi po di-
fazi k sobé blize je reakéni polomér jejich reakce, muze s urcitou pravdépodobnosti
nastat i jejich reakce, blize je tato problematika popséana v [20].
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1.2 Pouzivané Monte Carlo track structure kody

V nasledujicich odstavcich jsou uvedeny priklady simula¢nich nastroji, které se pou-
zivaji v radiobiologii. Zminéné simula¢ni nastroje umoznuji simulovat kromé popisu
drahy ¢astice i chemickou fazi. Vyjimkou je simula¢ni nastroj RADAMOL vyuziva-
jici pro popis fyzikilni faze kody externi néstroje.

V textu je kladen duraz na popis simula¢niho projekt Geantd-DNA vyvijeny
v ramci simula¢niho nastroje Geant 4, jelikoz bude pouzit v této préci.

1.2.1 Geant4—-DNA

Geant4d-DNA je projektem simula¢niho nastroje Geant4. Geant4—DNA. Jeho cilem
je provadét track structure simulace transportu ionizujiciho zéreni, véetné simulace
chemické faze ucinki ionizujiciho zéfeni, zejména v tekuté vodé. To umoznuje simu-
lovat biologické t¢inky ionizujiciho zareni. K simulaci transportu a interakei ¢astic
ionizujiciho zafeni Geantd-DNA vyuzivd modely vyvinuté pro Geant4 [11], [21].

V ramci Geant4 jsou vytvoreny knihovny pro projekt Geantd-DNA, diky kterym
je mozné simulovat tc¢inky Sirokého spektra primarnich c¢éstic: fotont, elektroni,

Y v

seznam je uveden v [8].

Modelovéani fyzikalnich interakci, které nastéavaji ve fyzikalni fazi, se v tomto
simula¢nim néstroji provadi pomoci tiid procesti a modeli. Ttida procesi popisuje
konkrétni fyzikalni interakci, tiida modelt poté definuje konkrétni zptusob, jakym je
interakce simulovana [22]. Pomoci nichZ je poté definovana tiida PhysicsList, ktera
popisuje vSechny simulované fyzikalni procesy. Pro Geant4-DNA jsou doporuceny
tfi moznosti kombinaci t¥id procesi a modeld, které jsou podrobnéji popsany v [21].

Vznik chemickych radikali a chemické reakce lze v ramci Geant4-DNA simulovat
pomoci procest spojenych s radiolyzou vody. Modely a procesy pouzité v simulovani
chemickych procest lze stejné jako fyzikalnich interakei definovat v PhysicsList |23].
Zakladni moznosti je simulace metodou step-by-step. Podrobny popis implementace
této metody je uveden v [18]. V aktuélni verzi nastroje Geant4 (verze 10.07) byla
zvefejnéna i implementace metody nezavislych reakénich ¢ast [8]. Aplikace, které
modeluji kromé fyzikélnich i chemické procesy lze v instalacni slozce Geant4 nalézt
nalézt na adrese examples/extended/medical/dna jako cheml az chem6 [24].

V simula¢nim nastroji Geant4 je mozné vytvaret modely biologickych terci nebo
je do aplikaci importovat. Prikladem vytvoreného modelu je voxelovy model buiiky;,
ktery je mozné nalézt v piikladu microbeam |25]. Import biologickych terc¢a ze sou-
bort byl implementovéan také napt. v prikladu DICOM [26].

V piipadé subbunéénych biologickych terci byly v ramci projektu Geant4-DNA
vytvoreno nékolik modeli jaderné nebo bakterialni DNA, napt. [16], [27], |28]. Do
aplikaci mozné téz importovat biologické terce, jejichz struktura je popsana pomoci
souboru ve formatu PDB [29]. Aplikace, ktera predstavuje implementaci importu
atomarni struktury ze souboru ve formatu PDB do simulace, se nazyva pdb4dna. Je
mozné ji nalézt na stejné adrese jako ilustrac¢ni aplikace pro chemické procesy pod
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jménem pdb4dna,examples/extended/medical/dna. Podrobnéji je aplikace pred-
stavena v ¢lanku [13].

1.2.2 TOPAS—mBio

TOPAS-—nBio vznikl jako rozsifeni simula¢niho nastroje TOPAS. TOPAS byl vyvi-
nut jako uzivatelsky privétivéjsi rozsifeni simula¢niho nastroje Geant4d se zamére-
nim na Monte Carlo simulace v oblasti protonové terapie [30]. Cilem TOPAS-nBio
je zkoumat efekty ionizujiciho zafeni na bunééné a nizsi trovni. Vysledky simulaci
v TOPAS-nBio by mély byt déle pouzity pii modelovani makroskopickych uc¢inkt
ionizujictho zafeni pomoci nastroje TOPAS [19].

V ramci simula¢ni nastroje TOPAS—nBio je mozné simulovat drdhu ¢éstice ioni-
zujiciho zafeni a produkty jejich interakei. Fyzikalni procesy jsou prevzaty z Geant4—
DNA knihoven a procest. Jedné se o interakce ¢astic ionizujictho zéfeni s vodou a
molekulou DNA. Chemickou fazi umoznuje TOPAS—nBio modelovat jak step-by-step
simulaci, tak i pomoci metody nezavislych reakénich ¢asti. Moznost simulace che-
mické faze step-by-step byla prezentovana v [31]. Implementace metody nezavislych
reak¢ni ¢asu byla predstavena v ¢lanku [19]. V ném bylo také predstaveno srovnéani
vytézkt chemickych produkti ziskanych metodou step-by-step a IRT s experimen-
talnimi vysledky. Vysledky simulaci byly srovnatelné s experimentélnimi daty pro
obé metody simulace.

Nastroj TOPAS—nBio umoznuje vyuzivat nebo vytvéafet rizné modely biologic-
kych terc¢a [19]. MozZnosti tvorby modelt biologickych terct jsou popsany v doku-
mentaci [32].

1.2.3 RADAMOL

RADAMOL je simula¢ni néstroj, ktery vznikl za tc¢elem studia radia¢niho posko-
zeni biomolekul na trovni nizsi nez je jaderna DNA. Na rozdil od diive zminénych
simulacnich néastroju neumoziuje RADAMOL modelovat fyzikalni fazi.

Jako vstupni informace pro simulaci je potfeba znat event-by-event popis fyzi-
kalni faze ozareni a atomarni model biologického terce. Fyzikalni fazi je mozné mo-
delovat pomoci simula¢niho nastroje TRIOL nebo Geant4-DNA. Atomarni model
biologického terce je nutné do simulace nacist ve formatu PDB [33].

V ramci simulace se poté modeluje fyzikalné-chemicka a chemicka faze. Simulace
probihéa step-by-step metodou. Simulace umoznuje modelovat i poskozeni DNA zpu-
sobené migraci naboje [15]. Déle 1ze modelovat poskozeni komplexu DNA—protein
nebo vliv kyslikového efektu na poskozeni biomolekuly [33].

1.2.4 PARTRAC

Simulac¢ni nastroj PARTRAC byl vyvinut za tc¢elem simulace fyzikalni, chemickych
a biologickych déji na trovni nanometri a mikrometra. Je ho v8ak mozné s uspo-
kojivymi vysledky pouzit i pro simulaci vétsich objemu [34].
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PARTRAC umoznuje vytvaret modely DNA na riizné Grovni organizace na ato-
méarni trovni. Nejvyssim stupném organizace, ktery je mozné modelovat, je jaderna
DNA. Ta je modelovana pomoci chromozomovych domén. Jednotlivé domény jsou
slozeny ze Ctverci, které jsou tvoreny husté smotanym chromatinovym vldknem.
Podrobnéji je tento model popséan v [35].

Fyzikalni fazi tento simula¢ni nastroj modeluje event-by-event metodou. Mode-
lovani fyzikalné-chemické a chemické fazi je zalozené na step-by-step metodé. Déle
se autofi tohoto nastroje zabyvali implementaci biologické faze radia¢niho poskozeni
molekuly DNA. V ramci nastroje je vytvotren stochasticky model, ktery umoznuje si-
mulovat reparaci dvojnych zlomt pomoci NHEJ (non-homologous end joining) [35].
Jako disledek reparaci dvojnych zlomti mohou vzniknout chromozomové aberace.
I jejich vznik je mozné pomoci PARTRACu sledovat [36].
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Kapitola 2

Materialy a metody

Cilem této prace je zhodnotit vliv okolniho prostiedi na radia¢ni vytézky poskozeni
plasmidu. V ramci této kapitoly bude predstaven worm-like chain model plasmidu,
ktery bude pouzit k vygenerovani konfiguraci pti riznych koncentracich sodnych
iontu a teploté prostiedi. Dale je v této kapitole popsan zpisob hodnoceni vlivu
téchto dvou parametri na konfiguraci plasmidu. Nasledujicim krokem procesu je
zjemnéni hrubé struktury plasmidu vygenerované pomoci worm-like chain modelu,
na atomarni troven. V této kapitole bude popsan algoritmus, ktery bude k tomuto
ucelu pouzit.

Dale bude v této kapitole popséan vyvoj aplikace v C++ pod GNU/Linux s Geant4—
DNA knihovnami a procesy v ramci Geant4, jejiz uc¢elem je simulace radia¢niho po-
skozeni plasmidu. Z dat ziskanych pomoci této aplikace budou uréeny vytézky jed-
notlivych druhu radia¢niho poskozeni. Zptisob jejich urcéeni bude téz popsan v této
kapitole.

2.1 Vygenerovani hrubé struktury plasmidu

V ramci své diplomové prace jsem jako jeden z cili stanovila vytvotit knihovnu ¢a-
sovych vyvoju prostorové konfigurace plasmidu pomoci worm-like chain modelu. Si-
mulace ¢asovych vyvoji budou probihat s riznymi podminkami okolniho prostiedi,
tudiz bude mozné posoudit jejich vliv na chovani plasmidu.

V ramci této kapitoly se zamérim na volbu podminek okolniho prostiedi pouzitych
pro simulaci konformace plasmidu a popis vstupi a vystupu simulace.

2.1.1 Volba parametri okolniho prostredi

Konfigurace plasmidové molekuly je ovlivnéna zejména dvéma parametry prostiedi:
teplotou roztoku, ve kterém se molekula nachazi, a jeho iontovou silou 37} s. 45-48|.
Vzhledem k moznostem volby parametri u pouzitého worm-like chain modelu ne-
bude déle uvazovan obecné vliv iontové sily roztoku, ale vliv koncentrace sodnych
iontu.
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Teplota prostredi

Rostouci teplota okolnitho prostiedi zptisobi zvySeny termalni pohyb atomi, ktery
zpusobi rozplétani dvousroubovice DNA |37, s. 45-48].

V ramci své diplomové prace chci ziskat vysledky simulace poskozeni plasmidu
ionizujicim zarenim, které bude mozné porovnat jak s poskozenim kultivovanych
bunéénych nebo tkanovych kultur, tak i s vysledky ziskanymi ozafovanim subbu-
néénych modela. jako je plasmid. Za standardni teplotu pro kultivace bunéénych
a tkanovych kultur se povazuje teplota 37°C [37, s. 32]. Pro druhou situaci, napfi-
klad plasmid, je typické teplota okolniho prostiedi 20 °C.

Na zékladé téchto skutecnosti byly simulace provadény pii obou vysSe zminénych
teplotach, tedy 20 a 37 °C.

Koncentrace sodnych ionti

Zvysujici se koncentrace sodnych kationtu snizuje vliv zaporné nabité fosfatové
kostry na tvar dvousroubovice. Diisledkem tohoto jevu je jeji sbaleni [37, s. 45-48].

Za standardni okolni podminky pro B-DNA je povazovana koncentrace sodnych
iontti 0,2 M |37, s. 32]. Autofi zabyvajici se simulacemi konformaci plasmidu pracuji
traci byva 0,01 M. V sav¢ich bunkach dosahuje koncentrace sodnych iontt 10 mM
a v krevni plasmé se pohybuje mezi 100 mM a 200 mM |39, s. 127-130].

Aby byly vysledky diplomové prace porovnatelné jak s experimenty a simulacemi
probihajicimi pfi standardni koncentraci sodnych ionti, tak pfi ostatnich nestan-
dardnich koncentracich, probihaly simulace pfi koncentracich Nat v rozmezi 0,01 M
a 0,2 M s krokem 0,01 M.

2.1.2 Pouzity worm-like chain model

Worm-like chain model zjednodusuje molekulu na soustavu elasticky propojenych
segmenti. Elastické spojeni segmenti umoziuje jejich pohyb. Béhem pohybu maji
urcité ¢asti struktury tendenci zachovavat si svou orientaci. Délka tiseku, na kterém
se tak déje se nazyva persistence length. Jeho hodnota se voli 50 nm, coz je hodnota
typicka pro B-DNA [40].

Pro vygenerovani knihovny ¢asovych vyvoji budu pouzivat worm-like chain mo-
del, ktery byl predstaven pracovni skupinou prof. Vologodského v ¢lanku [1]. Na ODZ
UJF AV CR je kod se souhlasem prof. Vologodského pouzivan. S jeho vystupy pra-
cuje jiz ma bakalarska préace [2], ve které byl vyvinut nastroj, ktery umoznuje vyge-
nerovanou strukturu zjemnit a vytvorit atomarni model plasmidu.

Charakterizace simulovaného plasmidu, tj. jeho délka a déleni na segmenty, a pro-
stfedi, ve kterém se méa plasmid v pribéhu simulace nachézet, je popsana vstupnim
souborem Input_data. Vystupy simulace jsou zapisovany do soubort s predponou
fort, riuzné vystupni proudy jsou identifikovany ¢islem.
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Vstupni soubor modelu

Vstupni soubor je urcen k charakterizaci plasmidu a prostredi, ve kterém ma byt
simulace provadéna. Prostiedi charakterizujeme pomoci jeho teploty a koncentrace
sodnych kationti.

Ve Vypisu|2.1]je uveden priklad vstupniho souboru pouzitého v této praci. Na na-
sledujicich fadcich budou popsany parametry podstatné pro tcely této prace. Ostatni
jsou blize popsany v rozsifené verzi vstupniho souboru, ktery je mozné pripadnym
zdjemcum poskytnout.

Vypis 2.1: Ukazka vstupniho souboru. Textova ¢ast pojmenovava jednotlivé para-
metry.
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Prvnim vyznamnym parametrem je parametr n uvedeny na prvnim rfadku. Tento
parametr udava pocet bodiu, které popisuji plasmid. V této ukéazce se jedna o plas-
mid pBR322. V Tab. je uveden pocet bazickych part pouzitych plasmida a po-
¢et bodu, které jej charakterizuji. Oba pouzité plasmidy jsou v radiobiologickych
experimentech hojné pouzivané modely jaderné DNA. Pocet bodu, ktery pouZzity
k charakterizaci struktury, je vypoc¢ten jako pomér délky plasmidu a pozadované
vzdalenosti mezi dvéma sousednimi doby. Tato vzdélenost je urcena jako nasobek
dvojnasobku persistance length, Kuhnovy statistické jednotky [41]. Délka Kuhnovy
statistické jednotky je ve vstupnim soubory zapsana na Sestém radku jako para-
metr statbl, pocet segmenti, které dohromady slozi tsecku o délce jedné Kuhnovy
jednotky, je zadan na sedmém tadku jako parametr subseg.

Tab. 2.1: Pocet bazickych part plasmidu a pocet bodi charakterizujici plasmid
béhem simulace.

| pUC19 | pBR322
pocet bazickych part 2686 4361
pocet bodi simulované struktury 91 143
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Parametry nfinal a dtime uvedené na druhém radku jsou pouzity k definici
poctu krokt simulace a ¢asového kroku mezi kroky simulace udaného v ps. V tomto
pripadé a i v ostatnich simulacich povedenych v ramci této prace prace je zvoleno
108 krokt s ¢asovym rozestupem 500 ps.

Parametry slouzici k charakterizaci okolntho prostiedi jsou teplota a koncentrace
sodnych iontt. Ty jsou do simulace zadévany jako parametry temp na Sestém radku
a concen na fadku sedmém. Teplota je uvedena v K a koncentrace sodnych kationtti
v M. V této ukazce je je teplota 293 K a koncentrace sodnych ionti 0,09 M.

V poslednim Fadku jsou uvedeny pokyny pro zépis do jednotlivych vystupnich
soubori a frekvence tohoto zapisu. Klicové vystupni proudy jsou blize popsany v na-
sledujici kapitole.

Vystupy simulace

Pro dalsi praci s vygenerovanymi hrubymi strukturami, hodnoceni jejich chovani
v zévislosti na ménicich se parametrech a jejich zjemnovani, jsou podstatné nasle-
dujici vystupy simulace.

e fort.108 — v tomto vystupu jsou zaznamenany hodnoty velikosti topologic-
kych veli¢in writhe a twist, které budou pouzity pro hodnoceni chovani struk-
tury pod vlivem ménicich se parametri prostiedi. Jejich vyznam je popséan

v kapitole

e fort.129 — z tohoto vystupu je mozné ziskat soufadnice vSech bodi jednotli-
vych konfiguraci. Ty jsou poté pouzity jak k hodnoceni chovani struktury, tak
samoziejmé ke zjemnovani struktury.

e fort.139 — tento vystup obsahuje polohy bodi v posledni konfiguraci. Je dale
pouzit k hodnoceni unikatnosti ¢asového vyvoje hrubé struktury.

e fort.787 — do toho vystupu se zapisuji hodnoty energie ohybu struktury a jeji
torzni energie. Jejich vyznam je popsan v kapitole Hodnoty energii jsou
poté pouzity k hodnoceni chovani struktury pii ménicich se parametrech pro-
stiedi.

V ramci vstupniho souboru je mozné ménit frekvence zapisu do jednotlivych
vystupnich soubort, viz predchozi kapitola.

2.1.3 Realizace simulace

Zamérem prace bylo vytvorit knihovnu ¢asovych pribéhi pro dva plasmidy a kom-
binace teploty prostiedi a koncentrace sodnych iontt popsanych v kapitole [2.1.1]
Pro tvorbu knihovny bylo provedeno sto vypoc¢tu pro kazdy plasmid a kombinaci
teploty prostiedi a koncentrace sodnych kationti.

Aby provadéné vypocty byly nezavislé, je nutné kazdé z tloh prifadit unikatni
seed, v tomto pripadé dvojici nahodnych ¢isel. Toho bylo docileno tak, Ze byl pomoci
generatoru nahodnych ¢isel /dev/random, ktery je povazovan za opravdu nahodny
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generator a pro generovani ¢isel vyuziva termalniho Sumu procesu, vygenerovan sou-
bor obsahujici nahodné ¢isla pro vice tiloh, v nasem pripadé pro tlohy pro jeden
plasmid se stejnou teplotou a koncentraci sodnych ionti. V tomto souboru byla
provedena i kontrola unikatnosti vygenerovanych seedii. Z néj byla ndhodnéa c¢isla
poté pfepsana do vstupniho souboru. A byla provedena simulace ¢asovych vyvoju
konformace plasmidu.

Po provedeni vsech vypocti byla provedena kontrola unikatnosti vygenerovanych
prubéht. Jako unikatni byl hodnocen takovy c¢asovy pribéh, jehoz posledni kon-
figurace nebyla shodna s zadnou z ostatnich, které byly vygenerovany pii stejny
podminkach prostfedi. Pro porovnani konformaci byl pro kazdou z nich vygenero-
van pomoci funkce hash fetézec znaki, tzv. otisk. Otisky dvou rozdilnych soubort
mohou byt shodné, ale pravdépodobnost toho, Ze se tak snad je zanedbatelna. Z to-
hoto duvodu se vystup funkce hash hodi k porovnani shody nebo neshody dvou
soubori [42]. Pokud budou mit soubory obsahujici posledni konformaci stejny otisk,
bude pro dalsi postup pouzit pouze jeden ze simulovanych ¢asovych pribéhu.

2.1.4 Vyhodnoceni vlastnosti vygenerovanych struktur

P1i volbé veli¢in, které budou pouzity na vyhodnoceni vlivu teploty a koncentrace
sodnych iontl jsem zohledhovala, jestli byla veli¢ina jiz nékdy pro tyto tcely pouzita
a zda je mozné ziskat jeji hodnotu z vystupt simulace. Na zakladé reserse a studia
vystupu simulace bylo rozhodnuto, Ze pro hodnoceni chovani molekuly budou pou-
Zity ¢tyTi nize popsané veli¢iny.

Pro srovnani chovani plasmidu pii riznych teplotach a koncentracich sodnych
iont1 v roztoku nebudu pouzivat prubéh velic¢iny v zavislosti na case simulace, ale jeji
priamérnou hodnotu po smotéani struktury do nadsroubovicové konformace (déale ,,po
smotani“).

Polomér koule opsané

Polomér koule opsané mnohothelniku, ktery reprezentuje plasmid, je veli¢ina, ktera

umoznuje hodnotit, jaky vliv maji podminky prostfedi na smotavani dvousroubovice
DNA.

Vstupni data pro urceni této velic¢iny byla ziskdna z vystupu fort.129. Tento
vystup byl pomoci skriptu Ing. Vaclava Stépéna, Ph.D. upraven tak, aby sourad-
nice bodu mnohothelniku pro kazdou zaznamenanou konfiguraci byly zapsény v sa-
mostatném souboru. Polomér koule opsané danému mnohothelniku byl poté urcen
pomoci Welzlova algoritmu [43]. K ziskani vysledka byla pouZzita volné dostupna
implementace tohoto algoritmu od Antona Semechka [44].

Elasticka energie

Elasticka energie mnohothelniku reprezentujici konfiguraci plasmidu charakterizuje
miru ohybani struktury a jeji torzni tuhost. Tato veli¢ina byla pouzita k hodnoceni
chovani struktury v [3]| a [45] .
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Tuto veli¢inu, casto oznacovanou jako FE., l1ze spocist soucet energie ohybu, Ej,
a torzni energie, F;. Energie pohybu je ur¢ena pomoci vzorce

> 6, (2.1)

kde g je ohybova konstanty, N pocet stran mnohothelniku a 6; je ihel mezi soused-
nimi stranami mnohothelniku. Druhou z energii, torzni, definuje vzorec

Ey, =

N |

N

Z(ai,i+1 + Yiit1 — ¢0)2, (2.2)

=1

C

t:2_lo

kde C' je konstanta torzni tuhosti, [y pocatecéni vzdalenost dvou sousednich bodu
mnohotuhelniku. Soucet a; ;41 +7; ;41 definuje tzv. torzni ithel mezi dvéma sousednimi
body a ¢q je rovnovazné zakroucené strany i, definované body i a i + 1. Tyto pojmy
jsou podrobnéji vysvétleny v [1].

Writhe a twist

Writhe a twist jsou veli¢iny, které se pouzivaji k charakterizaci chovani struktury
z pohledu topologie, naptiklad v [45].

Prvni zminéna veli¢ina, writhe, slouzi ke kvantifikaci po¢tu a orientace kiizeni
dvousroubovice DNA v prostoru. Pomoci veli¢iny twist lze urcit kolikrat a jakym
smérem, po nebo proti sméru hodinovych rucic¢ek, se dvousroubovice otoc¢i kolem
své centralni osy. Podrobnéji jsou tyto veli¢iny popsany v 46|, s. 49-54].

2.2 Automatizace zjemnovani hrubé struktury

Vygenerované hruba struktura byla zjemhovana pomoci zjemnovacich skripti, ktery
byl vyvinut v ramci bakalaiské prace [2]. Vyvinuté skripty byly zaloZzeny na popisu
zjemiiovaciho procesu v [3].

Vstupnimi daty pro zjemnovaci proces jsou:

e hruba struktura konfigurace

e sckvence bazickych pari plasmidu

PDB soubory bazickych part

pocet iteraci zjemnujiciho procesu

hodnoty kontrolnich parametri

Samotny proces zjemhovani za¢iné iterativnimi zjemnovani celé struktury s pre-
dem zadanym poctem iteraci. Jeji pribéh je podrobné popséan v |2| a v ramci pro-
cesu je realizovana skriptem puleni_py.m. Po zjemnéni je délka struktury upravena
tak, aby jeji délka byla rovna 3,4 - N, kde N je pocet bazickych paru plasmidu,
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ktery struktura reprezentuje a 3,4 je vzdalenost dvou bazickych part v A. Skalo-
vani délky struktury je realizovano skriptem skalovani.m Poté jsou na zjemnéné
a naskalované struktufe urceny polohy bodt, které reprezentuji polohy jednotli-
vych bazickych pari. K tomuto ucelu slouzi skript ekvidistant.m Nasledné jsou
zkontrolovany hodnoty kontrolnich parametri. Jejich hrani¢ni hodnoty jsou uvedeny
v Tab. 2.2] Pokud jsou hodnoty kontrolnich parametri vyhovujici, je spustén skript
tr.m, ktery je urcen k vypocteni poloh vSech atomu tvorici plasmidovou molekulu
a jejich zépis do PDB souboru.

Tab. 2.2: Kontrolni parametry pouzité k hodnoceni spravnosti procesu zjemnovani
a jejich hrani¢ni hodnoty.

kontrolni parametr podminka
vzdalenost mezi dvéma sousednimi mezi 32A a 34A
body reprezentujici bazické pary
velikost cosinu pfi vrcholu v bodé alespon 0,95
reprezentujici bazicky par
vzdalenost dvou nesousednich bodi vétsi nez 20 A,
reprezentujicich bazicky par s vyjimkou 6 nejblizsich

Procesem zjemnovani prochazely oba dva druhy plasmida. V Tab. jsou uve-
deny jejich charakteristiky a pocet iteraci, které struktura béhem zjemnovani pod-
stoupila.

Tab. 2.3: Pocet bazickych para tvorici zkoumané plasmidy [4], poc¢et bodi hrubé
struktury, ktera plasmid modeluje, a pocet iteraci zjemnujiciho procesu.

| pUC19 | pBR322

pocet bazickych paru 2686 4361
pocet bodu hrubé struktury 91 143
pocet iteraci 7 8

V ptivodni verzi algoritmii bylo v piripadé, Ze hodnoty kontrolnich parametri
struktury nebyly vyhovujici, nutné, aby uzivatel zménil pocet zvolenych iteraci a ne-
chal cely proces probéhnout znovu. Tento piistup neni vhodny ve chvili, kdy je nutné
vzhledem k mnozstvi zpracovavanych dat provadét zjemnovani na gridech. Z tohoto
divodu muselo dojit k mirnému upraveni celého procesu.

Pro tcely automatického vyhodnoceni hodnot kontrolnich parametra byl pripra-
ven skript auto_check.m. V piipadé nevyhovujicich hodnot kontrolnich parametri
je zménén pocet iteraci zjemnovaciho procesu tak, Ze je pocet iteraci zjemnujiciho
procesu snizen o jednu nebo dvé. Pokud ani tento postup nezajisti, ze struktura vy-
hovi pozadavkim na kontrolni hodnoty, je z procesu vyfrazena. AZ poté co, struktura
splni pozadované podminky, je mozné ptejit k vypoctu poloh atomi a naslednému
zapisu do souboru.

Cely automatizovany proces Tidi funkce auto_skript_pdb.m, vstupnimi daty
pro tuto funkci je pocet iteraci zjemnovani a sekvence bazickych part zjemnova-
ného plasmidu. Vyvojovy diagram fidici funkce je na Obr. 2.1}

24



vstupni data

/zjemnéné struktura/

/)olohy bodu reprezentujici bazické pary /

/DDB soubor s polohami atom0 plasmidl/

Obr. 2.1: Vyvojovy diagram fidici funkce auto_skript_pdb.m, ktery fidi automati-
zovany proces zjemnovani upraveno|.
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2.3 Aplikace pro simulaci radia¢niho poskozeni

Simulace radiacniho poskozeni plasmidu bude provadéna pomoci Geant4—-DNA kniho-
ven a procesu. Pro realizaci simulace je nutné vytvorit v C+-+ aplikaci, ktera simulaci
fidi. Tuto aplikaci si uzivatel muze celou vybudovat sam, nebo ji 1ze sestavit pomoci
t¥id popisujici jednotlivé déje, které byly zvefejnény v ramci aplikaci fesicich ukéz-
kové tlohy, které lze v instala¢ni slozce nalézt ve slozce examples, ktera je soucasti
instala¢niho balicku.

Pro sestaveni simulace byly vyuzity tfidy z aplikaci pdb4dna, chem6 a chem3,
které lze nalézt na adrese examples/extended/medical/dna v instala¢nim balicku
Geant4.

Nac¢teni modelu plasmidu je popsano ve t¥idé DetectorConstrution a bude po-
pséano v kapitole [2.3.1] Fyzikalni a chemické procesy, které maji byt simulovany, jsou
definovany ve tridé PhysicsList. Zdroj primarnich ¢astic popisuje tiida PrimaryGe-
neratorAction, podrobnéji rozebrana v kapitole [2.3.2]

Prabéh simulace je fizen pomoci tiidy RunAction. Za sledovani dréhy primarni
castice a vSech fyzikalnich interakci a chemickych reakci, které ¢astice pfimo ¢i ne-
piimo zpusobi, je zodpovédna tiida EventAction.

Ttidy souvisejici se simulaci fyzikalni faze ucinku ionizujicitho zafeni budou po-
psany v kapitole a ty souvisejici s fazi chemickou jsou v kapitole[2.3.4] Skorovani
poskozeni v téchto fazich bude popséno v kapitole [2.3.2]

Zmény v jednotlivych tiidach je mozné provadét dvéma zpusoby. Prvni z nich jsou
zmény v souborech, které slouzi k realizaci aplikace. To vSak vyzaduje opétovnou
kompilaci aplikace. Druhym je tvorba makra, které umoziuje provést zmény urci-
tych parametri. pro prenos informaci z makra do aplikace je nutné mit v ramci
aplikace definovany tfidy tzv. messengeri. V prezentované aplikaci jsou pouzity
messengery DetectorMessenger a FEventActionMessenger. Ukazka makra je uvedena

ve Vypisu [2.2]
Vypis 2.2: Ukazka makra slouziciho pro zadéni parametri simulace
/tracking/verbose 0
/PDBADNA/ det /loadPDB pdb_500. pdb
/run/initialize

/PDB4DNA/det /setBoundingRadius 300 nm
/PDBADNA/det /buildBoundingV

/random/setSeeds 2791 422
/gun/particle proton
/gun/energy 500 keV
/scheduler /endTime 100 ns

/run/beamOn 1000
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2.3.1 Nacteni modelu plasmidu

Za nacteni geometrie simulace je zodpovédna tiida DetectorConstruction. V ni vy-
tvofen tzv. svét, ve kterém se veskeré simulované déje odehravaji. V této praci je to
krychle s velikosti hrany 1cm vyplnénéd vodou, jejichz stfed je umistén do stied
soufadné soustavy.

Po definici svéta je do v této tfidé nactena struktura plasmidu z PDB souboru.
Kromé tridy DetectorConstruction jsou k definici plasmidu pouzity t¥idy PDBIlb,
PDBatom, PDBresidue a PDBmolecule.

Molekula plasmidu je z PDB souboru na¢tena nejprve po atomech. Kazdy z atomu
je modelovan jako koule, jejiz polomér je roven van der Waalsové poloméru. Z po-
loh atomu jsou vypocteny stiedy kouli, které modeluji nukleotidy a tzv. residua.
Jako residuum se v této aplikaci oznacuje baze, cukr a fosfatovy zbytek. Tyto koule
jsou konstruovany jako koule opsané modelim atomi, které jednotlivé organizacéni
skupiny tvoii [13], [47].

V makru je mozné nastavit, jaky soubor PDB bude do simulace nacten a to
pomoci prikazu /PDB4DNA/det/10adPDB.

2.3.2 Zdroj primarnich c¢astic

Ve tiidé PrimaryGeneratorAction je definovan zdroj primarnich ¢astic. Volba druhu
a energie ¢astic byla popsana v kapitole [2.4.2, Geometrie zdroje byla nasledujici.

Okolo stfedu souradné soustavy byla vytvorena kulova plocha. Objem uvniti této
plochy je v kddu nazyvam Bounding Volume. Polomér kulové plochy lze uréit v této
tTidé nebo je mozné jej zadat pomoci makra a to prikazem /PDB4DNA/det/setBound-
ingRadius. Na kulové plose byl ndhodné zvolen bod (z7 y; z1), ze kterého ¢astice
vylétala. Poté byl v této kouli zvolen dalsi bod (z3 ys 22), do kterého by méla pri-
méarni ¢astice mitit. Body (z1 y1 21) a (22 Yo 22) jsou urcéeny nasledujicimi algoritmy:

x1 = x9+ Rsinfcosp
Y1 = Yo + Rsinfsin ¢
21 = Yo + Rcosyp,
Ty =29+ R-rand
Y2 = yo + R -rand
29 = 2o+ R -rand,
kde bod (zg yo 20) je stied BoundingVolume a R jeho polomér, rand je ndhodné ¢islo

mezi 0 a 1 uréené pomoci generatoru nahodnych ¢isel GAUniformRand (). Nahodnost
volby prvniho bodu je dana volbou 1hli 6 a ¢ a to nasledujicim zptisobem:

cosf =2 xrand — 1

sinf = v1 — cos? 6

@ =27 - rand

Vektor definovany body (x; y1 z1) a (2 y2 22) uréuje smér ¢astice z vychoziho
bodu. Po ziskini téchto informaci je primarni ¢astice ,,vystielena®.
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Energii, druh a pocet simulovanych primarnich castic lze nastavit v této tridé
také, pohodlnéjsi je vsak zadani téchto prikazl skrz makro. Druh ¢astice se zadava
po piikazu /gun/particle a jeji energie /gun/energy. Pro zadani poctu cCéstic

je potieba pouzit prikaz /run/beamOn.

2.3.3 Fyzikalni faze

Fyzikalni interakce, které ¢astice ionizujiciho zareni béhem fyzikalni faze, jsou defino-
vany ve ttidé PhysicsList. V této praci byl pouzit konstruktor GAEmDNAPhysics_option2,
blize popsany v [21].

Jednotlivé kroky ¢astice ovlada t¥ida SteppingAction. V ni je také definovan prvni
krok skorovani pfimého poskozeni molekuly, které je popsano v [2.3.5 Ke sledovani
drahy primarni castice a depozice jeji energie je urcena tiida TrackingAction.

Pokud se castice vzdali od stfedu o urcitou vzdalenost, je jeji simulace ukon-
¢ena. Tato vzdalenost je zvolena 500nm. Pokud je vSak polomér kulové plochy
pro ,vystiel* Castice vétsi, je tato vzdalenost zvétsena na vzdalenost o 1nm nez
polomér kulové plochy. Tento postup byl zvolen kvili zvySeni efektivity vypoctu.
Toto rozhodovani probihalo ve tiidé SteppingAction.

2.3.4 Chemicka faze

Po dokonceni simulace drahy priméarnich ¢astice a ji produkovanych sekundéarnich
¢astic je inicializovana simulace faze chemické. Za inicializaci je zodpovédna tiida
StackingAction, jez ziskava informace o dréaze ¢astic ze t¥idy TrackingAction.

Chemické reakce, které béhem simulace probihaji, a zptisob simulace pohybu che-
mickych produktt je definovan ve t¥idé PhysicsList pomoci konstruktoru G4EmDNA-
Chemistry_optionl. Simulované chemické produkty a reakce je mozné nalézt v git
repozitari konstruktoru [48|. Tento konstruktor modeluje pohyb chemickych pro-
dukttt metodou step—by—step, popsané v kapitole [I.1.2]

Kroky chemického produktu jsou sledovany tiidou ITSteppingAction. Délka cCa-
sového kroku produktu je urc¢ovana pomoci podminek uvedenych ve tiidé TimeSte-
pAction. S prodluzujici se dobou od vzniku produktu se ¢asovy krok prodluzuje.
Dréha chemického produktu je sledovana pomoci tiidy IT TrackingAction |49).

Pomoci ttidy G4Scheduler uzivatel aplikace definuje dobu od fyzikalni interakce,
po kterou jsou chemické produkty sledovany. Tu lze nastavit bud v aplikaci nebo
v makru piikazem /scheduler/endTime.

Ve tridé ITTrackingInteractivity je definovan prvni krok nepiimého poskozeni
molekuly plasmidu. Tento proces je popsén v kapitole [2.3.5|

2.3.5 Skoérovani poskozeni plasmidu

V aplikaci byla zaznamenana pifima i nepiima poskozeni plasmidu, kterda vedla
ke vzniku zlomu vlakna. Princip vzniku téchto poskozeni je rozdilny a byl popsan
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v bakalaiské praci [2|. Z tohoto divodu musi byt odlisna i implementace skorovani
téchto poskozeni.

Piimé poskozeni vldkna

Pro skoérovani tohoto poskozeni bylo vyuzito jiz existujici feSeni z aplikace pdb4dna.
Rozhodnuti o tom, zda doslo k poskozeni probihat, se odehravéa na vice trovnich.

Jako prvni se pii kazdém kroku ¢éstice ve t¥idé SteppingAction rozhoduje, jestli
se na jeho konci ¢astice nachazi v tzv. Bounding Volume. Bounding Volume miize
byt nejmensi koule, do kterého je mozné umistit plasmid. Jeho rozméry jsou spoc-
teny ve t¥idé PrimaryGeneratorAction, nebo je jeho velikost zadédna v makru pomoci
prikazu /PDB4DNA/det/setBoundingRadius. Pokud se ¢astice v tomto objemu na-
chazi, je ve tridé PDBIlib spustén algoritmus, ktery mé za tkol nalézt atom, ktery
je Castici nejblize a zaroven je ji zasazen. Zasazeni je v tomto algoritmu definované
tak, Ze je castice ke stfedu atomu bliZze nez je jeho van der Waalsiiv polomér.

Prvnim krokem algoritmu je vyhodnoceni polohy ¢astice vici nukleotidu. Po-
kud se c¢astice nachézi v objemu definujici nukleotid, algoritmus pokracuje v hle-
dani atomu, ktery je castici zasazen a zaroven je ji nejblizsi. Kvuli prekryvim
kouli s van der Waalsovymi poloméry jednotlivych atomu kontroluje algoritmus
kromé atomii v daném nukleotidu i atomu v nukleotidu sousednim. Pokud je nale-
zen zasazeny atom z cukr—fosfatové kostry a zéroven je depozice energie u tohoto
atomu vétsi nez 8,22eV, je tato udalost zaznamenana jako zlom vlakna u daného
nukleotidu [13]. Tuto energii je mozné modifikovat pomoci makra a to piikazem
/PDB4DNA/event/setEnergyThres.

Schéma vyhodnoceni a jeho podrobné&jsi popis je mozné nalézt v [13].

Neprimé poskozeni vlakna

Neprimé poskozené vlakna molekuly DNA vzniké pri reakci OH - radikalu s cukrem
(2-deoxyribozou). Tato reakce miuze nastat pouze ve chvili, kdy se OH- dostane
do reakéniho radiu pro reakci OH - s 2-deoxyribozou a pouze ve 40% piipadil vede
ke vzniku zlomu. Kromé reakce OH - s cukrem je nutné v skorovani definovat i reakce
s bazemi [16], [27].

Samotny proces skérovani zacind ve t¥idé ITTrackinglInteractivity, se podobné
jako pri skorovani neprimého poskozeni sleduje, zda se OH - radikal nachazi v Bounding
Volume. Pokud ano, spousti se algoritmus ve ttidé PDBlib, ktery ma za tikol provést
samotnou reakci.

Reakce OH - s jednotlivymi ¢astmi molekuly byla simulovana ve chvili, kdy se ra-
dikal priblizil do vzdalenosti mensi nez je reakéni polomér pro danou vzdalenost. Ta
byla spo¢tena pomoci vzorce

k

—_— 2.3
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TOH.-,DNA =

kde N4 je Avogadrova konstanta. Hodnota diftzniho koeficientu pro OH- Dgoy.
byla pievzata z Tab. a jednotlivé ¢asti DNA byly povazovany za nehybné, tudiz
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byl jejich diftzni koeficient Dpya polozen 0. Hodnoty reakénich rychlosti k& byly
prevzaty z Tab. [I.2l Hodnoty reakénich rychlosti pro jednotlivé baze jsou odlisné,
pro ucely této prace byla jako jednotné hodnota reakéni reakce pro reakei baze s OH -
brana jako primeér téchto hodnot. Pouzité hodnoty reakénich rychlosti a vypoctena
velikost reakéniho poloméru je uvedena v Tab. [2.4]

Tab. 2.4: Hodnoty reakénich rychlosti z [16] a z vypo¢tené velikosti reakénich polo-
méru.

reakce OH - s ‘ kE|10°M™'s™ rom. pva [A]
2—-deoxyriboza 2.5 1,2
béze 6,95 3.3

Za zasazenou strukturu je povazovana ta, jejiz stfed je blize stfedu OH-. V pii-
padé, ze vzdalenosti existuji dvé struktury se stejnou vzdalenosti od stfedu OH -,
je uvazovana 50% pravdépodobnost zasazeni jedné za struktur. Rozhodnuti je uci-
néno za pomoci generatoru nahodnych ¢isel G4UniformRand (). Pokud dojde k re-
akci s cukrem nebo bézi, dochazi k zaniku radikdlu. V piipadé, Ze reakce probiha
na cukru, je za pomoci generatoru nahodnych ¢isel G4UniformRand () urceno, zda
tato reakce vedla ke vzniku zlomu, ¢i nikoliv.

2.4 Volba parametri simulace radia¢niho poskozeni

Pted provedenim simulace bylo nutné zvolit mnozstvi vygenerovanych atomarnich
struktur plasmidi, které bude béhem simulaci ozarovano, jelikoz nebylo mozné vzhle-
dem k velkému objemu dat nebylo mozné simulovat ozafeni vSech. Dale bylo nutné
zvolit typ a energii priméarnich ¢astic a dalsi uzptisobeni nékterych parametri apli-
kace pro Geant4-DNA témto charakteristikam.

2.4.1 Druh a struktura plasmidu

Pro tcely simulace bude pouzit model atomérni model plasmidi pUC19 a pBR322.
Pri simulaci radia¢niho poskozeni plasmidu fotonovym zafenim bylo pouzito 70 kon-
formaci kazdého z plasmidi v nadSroubovicové formé simulované pii teploté 20 °C
a koncentraci sodnych iontid 10 mM. Pro simulaci radia¢niho poskozeni zptisobeného
protony bylo pouzito po 10 konformacich plasmidu v nadsroubovicové formé a to vy-
generovanych pii teploté 20 °C a koncentraci sodnych iontd 10 mM nebo 200 mM.

2.4.2 Zdroj ionizujiciho zareni
V ramci této prace bylo simulovino radia¢ni poskozeni zpiisobené dvéma druhy
¢astic: fotony a protony.

Prvnim parametrem, ktery bude zvolen na zékladé druhu primérni céastice je
polomér Bounding Volume, bliZze popsan v kapitole [2.3.2] Jeho polomér bude pii-
zpusoben hustoté stopy ¢éastice. Pro husté ionizujici proton byl tento polomér zvolen
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tak, aby byl co nejblize plasmidu. Zaroven byla zvolena velikost poloméru tak, aby
nebylo nutné polomér ménit pii pouziti jiné konformace plasmidu. Konkrétné byl
zvolen polomér 300 nm. V pripadé fotont, jejichz hustota ionizace je nizsi v porov-
nani s protony, byl polomér zvolen vétsi. Konkrétné byl zvolen polomér 500 nm.

Druh a energie primarnich c¢astic

Pro simulaci radia¢niho poskozeni od protonového zareni bylo pouzito Sirsi spek-
trum energif tak, aby byla pokryta oblast Braggova piku a oblast za nim. Do oblasti
rozsiteného Braggova piku, kterd vzniké slozenim nékolika Braggovych pikt od pro-
toni riznych energii, se v protonové terapii umistuje PTV, jelikoz lze protony de-
ponuji vétsinu své energie [50]. Pouzité energie a jejich hodnoty LET jsou uvedeny
v Tab. 2.5

Tab. 2.5: Energie a LET ve vodé simulovanych primérnich protonu [51].

energie [keV|] | 50 100 250 500 1000 5000 10000
LET [keV/pm] | 77,68 81,61 60,06 41,32 26,08 7,91 4,56

Energie fotonového zareni byla zvolena 1,25 MeV. Jedna se o stfedni energii fotontu
emitovanych izotopem ®°Co. Tento izotop je pouzivan jako zdroj externiho ozafeni
v radioterapii, dnes pfedevsim u Leksellova gama noze [52|, [53]. V radiobiologii je
toto zafeni pouzivano jako referenéni pii uréovani hodnoty RBE (relativni biologicka
uc¢innost) [54, s. 14].

Pocet simulovanych primarnich ¢astic

P1i volbé poctu protont bylo prvnim cilem nalézt prvnim pocet ¢astic, ktery by
v Bounding Volume deponoval tolik energie, aby mérna energie odpovidala 2 Gy.
V makroskopickém métitku odpovidaji 2 Gy davce, kterou pii normofrakcionaci ob-
drzi PTV v prubéhu jedné frakce. Pro odhad tohoto poc¢tu priméarnich protont byl
pouzit vzorec pro vypocet absorbované davky

D = ®S,, (2.4)

kde S,, je mérna brzdné schopnost protonu urcené z [51] a ® je fluence priméarnich
¢astic. Odhadnuté po¢ty primarnich ¢astic jsou uvedeny v Tab. [2.6] Z té je zfejmé, ze
k depozici pozadované energie neni nutné pouzit vice nez jednu ¢astici. V préci bylo
tim padem hodnoceno poskozeni zptisobené jednim protonem. Pro kazdou z konfi-
guraci bylo simulovano 2000 historii primérni ¢éstice.

Tab. 2.6: Energie primérnich protonti, odhadnuty pocet protonti, ktery deponuje meé-
fenou energii 2 Gy v zavislosti na energii protonu. Vypoc¢ty byly provedeny pomoci

vzorce ([2.4)).

energie [keV]| ‘ 20 100 250 500 1000 5000 10000
pocet Céstic naz:2Gy‘0,045 0,043 0,058 0,085 0,135 0445 0,771
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Pro fotony byl k odhadu déavku pouzit vzorec

D=3F (“") , (2.5)

P

kde ® je jiz zminovana fluence castic, E je energie primarni castic a (“T") je
hmotnostni soucinitel absorpce energie, jeho hodnota byla ziskdna v [55]. Pomoci
toho vzorce bylo odhadnuto, Ze k depozici pozadované davky je zapotiebi simulovat
2,65-10% ¢astic. U tohoto vysledku je nutné zohlednit fakt, Ze vySe popsany vzorce
plati pfi nastoleni elektronové rovnovahy, ta vSak na tomto objemu nenastava a depo-
nované energie bude pii tomto poc¢tu ¢astic mensi. Dale bylo pii rozhodovani o poctu
primarnich ¢astic nutné zohlednit i zeslabeni proudu fotont ve sledovaném objemu,
které je popsdno pomoci linearniho soucinitele zeslabeni. Pii jeho zohlednéni v kom-
binaci s velikosti objemu bylo rozhodnuto, Ze bude simulovano 109 ¢astic. Celkové
bylo provedeno 140 béhii simulace pro kazdy plasmid, dva pro kazdou konfiguraci.

Zvolené parametry simulaci jsou shrnuty v Tab [2.7]

Tab. 2.7: Energie, polomér Bounding Volume, pocet simulovanych primarnich ¢astic
v jednom béhu a pocet simulovanych béhii pouzitych pro vypocet vytézki.

primarni ¢astice proton foton
energie viz Tab. 1,25 MeV
polomér Bounding Volume [nm] 300 500
pocet Castic v béhu 1 10°
pocet béhu 20000 140

2.5 VIiv parametri okolniho prostredi na radiac¢ni
poskozeni

Vliv parametri okolniho prostiedi na prostorovou konfiguraci plasmidu byl zohled-
nén ve volbé prostorové konfigurace, jejichz ozareni bude simulovano. Proto nebude
v této kapitole diskutovén.

K simulacim radiac¢niho poskozeni byly pouzity Geant4d-DNA knihovny a procesy.
Ty umoznuji provadét simulace fyzikalni faze radiacniho poSkozeni pouze v Cisté
vodé |21]. Pii simulaci faze fyzikalné-chemické a chemické je mozné definovat reakee
sodnych iontu s produkty radiolyzy vody a DNA [56]. Tento pfistup nebyl v této
praci pouzit.

Kromé prostorového usporadani plasmidu ale mohou okolni podminky prostiedi
ovlivnit délku separa¢ni vzdélenosti, kterd urcuje, zda se dva protilehlé jednoduché
dvojné zlomy budou chovat separatné nebo dojde ke vzniku dvojného zlomu [2].
Pravé meénici se separacni vzdéalenost bude pro hodnoceni vlivu okolniho prostiedi
na radia¢ni poskozeni plasmidu pouzita.
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2.5.1 Teplota okolniho prostredi

S rostouci teplotou prostiedi byl pozorovan vzrust vzdéalenosti dvou jednoduchych
zlomi tvorticich zlom dvojny az k 102413. Téchto hodnot vSak bylo dosazeno pfi tep-
loté 55°C. Naopak pii teplotach nizkych (4°C) byla nutna vzdalenost pouze Sest
bazickych pari. Pii teploté 25 °C byla vzdéalenost nejblize bézné uvazovanym deseti
bazickym péarim, a to konkrétné bazickych parta devét [7].

Podstatné vétsi vliv teploty na radia¢ni poskozeni lze pozorovat u rychlosti repa-
race vzniklych poskozeni. S vyssi teplotou dochazi ke zpomaleni rychlosti reparace
poskozeni, ¢ehoz v nékterych piipadech vyuzivéa v radioterapii [57], [58]. Tento faktor
vSak v této praci nelze uvazovat.

2.5.2 lontova sila roztoku

Klesajici iontova sila roztoku zptlisobi zvétseni separac¢ni vzdalenosti. Pti poklesu
koncentrace k 0,1 mmol - dm =3 vzroste separa¢ni vzdalenost na 34 bazickych part.
P#i vysokych iontovych silach roztoku (0,1 mol - dm~3) naopak separac¢ni vzdalenost
klesé ke tfem bazickym péaram [7].

2.5.3 Zohlednéni okolniho prostiedi v simulaci

V této praci bude vliv iontové sily roztoku na radiac¢ni poskozeni zohlednén prave
pomoci zmény separa¢ni vzdalenosti. Vliv teploty prostfedi bude pro tuto chvili
zanedban, jelikoz pozorované rozdily pfi uvazovanych teplotach nejsou velké, a jeji
vliv se projevuje spiSe pii rychlosti reparace.

V simulacich radia¢niho se bézné uvazuje separac¢ni vzdalenost deseti bazickych
part [13]. Pro nizsi hodnoty koncentrace iontu vSak muze byt relevantni i hod-
nota péti bazickych péari. Pri vyssi iontovych silach roztoku, které panuji napriklad
v lidském téle, naopak velikost separacni vzdalenosti roste az ke tficeti bazickym
partm, které jsou povazovany za horni hranici uvazovanych velikost{ separa¢ni vzda-
lenosti [15].

Pro pokryti celého spektra téchto situaci budou v této praci uvazovany separac¢ni
vzdalenosti mezi péti a triceti bazickymi pary a to vzdy s krokem péti bazickych
part.

2.6 Vystupy simulace

Pro vyhodnoceni simulace byly v aplikaci implementovany procesy, které umoznuji
zapsat ur¢ité informace do vystupnich soubort. Jejich vyznam je shrnut na nasle-
dujicich Fadcich.

e pos.txt — tento vystup zaznamenava pozice a druh poskozeni jednotlivych
nukleotidi. Jeho format byl inspirovan forméatem navrzenym Ing. Martinem

Seﬂem, Ph.D..
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Ukazka ¢asti vystupniho souboru je ve Vypisu [2.3] Kazdy z rfadki je uvozen
S1: nebo S2:, zda se jedné o zasah zaznamenany na vlaknu plasmidu 1 nebo 2.
Dalsi z ¢isel, na prvnim radku je jedna o 68, je poradové ¢islo nukleotidu, ktery
byl poskozen. Druhé z &isel,v pirikladu 0, oznacuje, zda se jedna o pfimé (0)
nebo nepiimé (1) poskozeni. Kazda z primarnich ¢astic generuje ve vystupnim
souboru dva tadky pro dvé vlakna plasmidu.

Vypis 2.3: Ukazka ¢asti vystupniho souboru

S1: 1513 0
S2: 889 1

e edep.txt — do tohoto vystupniho souboru se uvadi deponovana energie v Bounding
Volume v eV. Energie je zaznamenana pro kazdou z primérnich ¢astic zvlast
a déale bude pouzita pro vypocet davky.

e volume.txt — v tomto vystupnim souboru jsou uvedeny informace o pozici
a velikosti Bounding Volume, které budou dale pouzity k tvorbé finélntho vy-
stupniho souboru.

7 vystupnich soubort jsou data zpracovana tak, aby byly urceny vytézky jed-
notlivych poskozeni a bylo mozné vytvofit findlni vystupni soubor ve orméatu SDD
(Standard DNA Damage). Cely proces je popsan v nasledujicich kapitolach.

2.6.1 Sledovana poskozeni
Po simulaci radia¢niho poskozeni byly sledovany nésledujici poskozeni:

e jednoduchy zlom (SSB) — vznik4 prerusenim vazby na cukr—fosfatové kostte
jednoho z vlaken.

e nasobny jednoduchy zlom (SSB+) — o tomto poskozeni mluvime ve chvili,
kdy na jednom z vlaken vzniknou dva jednoduché zlomy ve vzdalenosti mensi
nez je separacni vzdalenost.

e dvojny zlom (DSB) — pokud je na kazdém z obou vlédken jednoduchy zlom
a zaroven jsou tyto zlomy od sebe ne dale nez je separacni vzdéalenost, mluvime
o dvojném zlomu.

e komplexni poskozeni — ve chvili, kdy se na separa¢ni vzdalenosti objevuji
tfi a vice jednoduché zlomy, oznacujeme toto poskozeni za komplexni.

Jak se velikost separacni vzdalenosti méni v zavislosti na okolnich podminkéch, bylo
popsano v kapitole[2.5 [59} s. 121-139), [60]. Na Obr. [2.2]jsou vyobrazena SSB, SSB-+

a DSB. V ramci mé diplomové prace nebyla studovina poskozeni bazi.

Reakce bunék na tato poskozeni byla popsédna v mé bakalaiské praci |2]. Reakce
plasmidu na tato poskozeni budou popsana v nasledujici kapitole.

34



S5B SSB+ 25SB DSB
ll |

11

11 T

SBR

10 bp
<10bp

5I* B

=

s Hase S5-I

Obr. 2.2: Jednoduchy zlom, nasobny jednoduchy zlom, dva jednoduché zlomy
a dvojny zlom s uvazenim separa¢ni vzdalenosti deset bazickych péara [61, upra-
veno.

2.6.2 Vytézky radiac¢niho poskozeni plasmidu

Tato veli¢ina popisuje pocet poskozeni, které vzniknout, normované na mérnou ener-
gii a pocet bazickych partu studované molekuly DNA, bézné uvadéné v jednotce Mbp
(milion bazickych part).

Mérna energie je urcena jako podil absorbované energie v Bounding Volume
a jeho hmotnosti. Absorbovana energie byla ziskana z vystupniho souboru edep . txt.
Hmotnost Bounding Volume byla vypoétena z jeho rozméri, uvedeny jsou v Tab.[2.7]
Hmotnost plasmidu samotného byla pii vypoctu zanedbana z duvodu velmi malé
hmotnosti v porovnani s Bounding Volume.

Hodnoty vytézka budou uvadéné jako pruméry ze vSech béhi. Vybérova stfedni
chyba priméru s, bude urc¢ena pomoci vzorce

sz\il(mz —7)? (2.6)

Sy =

Vyse definované vytézky radiacniho poskozeni jsou bézné pouzivanou veli¢inou
pro prezentovani vysledkii simulaci radia¢niho poskozeni, ukizky je mozné nalézt
v [16] a [13]. Vysledky z experimentalnich méfeni lze také zpracovat tak, abychom
hodnoty této velic¢iny ziskali, viz [62].

Pro porovnéani dat ziskanych v rédmci této prace budou pouzita data z expe-
rimentalniho ozafovani plasmidi protony nebo fotony. Budou uvazovany i experi-
menty, jejichz autori pouzivali i rizné vychytavace OH - radikali. Obecné je ti¢innost
vychatavaciu popsana pomoci veli¢iny scavenging capacity, v tomto textu se bude
vztahovat pouze k vychyvac¢im OH-. Vytézky jednoduchych zlomu uvazovanych
experimenti jsou uvedeny spolu se svymi charakteristikami v Tab. 2.8

Aby bylo mozné vysledky porovnat s vysledky simulaci je nutné vysledky z expe-
rimentt upravit vytézky tak, aby odpovidaly koncentraci plasmidi v simulaci. Tyto
koncentrace jsou uvedeny v Tab. 2.9 Pro pfepocet na tyto koncentrace bude vyu-
zito toho, ze vytézky radia¢niho poskozeni jsou primo timérné koncentraci plasmidi.
Prepoctené hodnoty jsou uvedeny spolu s puvodnimi v Tab. 2.8
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Tab. 2.8: Prehled vytézku jednoduchych zlomu ziskanych pii experimentech s plas-
midy pii ozarfeni vzorkd protony nebo fotony. Vytézky jsou uvidény v jednotce
[1/Gy/Mbp], jednotka neni z divodu velikosti tabulky uvedena pfimo v ni. pokud
je obsah tabulky proskrtnut (—) neni dana informace v ¢lanku uvedena. Prepoctené
vytézky jsou puvodni vysledky prevedeny na koncentraci plasmidii pouzivanou bé-
hem simulaci, viz Tab. , pomoci metody popsané v textu.

scavenging energie | koncentrace | vytézek vytézek

autor | plasmid capacity | ¢astice | [MeV] plasmidu | pivodni | pfepocteny
N 5] g/

[63] pUC19 2,1-10° | proton 30 10 17,90 45,88

107 3,29 8,43

108 0,59 1,51

pBR322 2,1-10° 13,90 57,84

107 3,70 15,40

108 0,50 2,08

7[64] pBR322 1,5-10% | proton 30 10 113,76 473,36

1,36-107 24,79 103,15

1,36-10% 9,17 38,16

1,36-10° 1,22 5,08

[65] | pBR322 2,1-10% | proton 30 15 39,40 109,30

20 56,10 155,62

7[66] pUC19 — | proton 15 100 9,95 2,55

foton 1,25 0,51 0,03

Tab. 2.9: Koncentrace plasmidi pUC19 a pBR322 v simulacich jejich ozareni protony
nebo fotony.

pUC19 pBR322
protony ‘ fotony | protony ‘ fotony
koncentrace plasmidu [ng/ql| ‘ 25,6 ‘ 5,5 ‘ 41,6 ‘ 9,0

2.6.3 Format SDD (Standard DNA Damage) vystupniho sou-
boru

Format SDD byl pfedstaven poprvé predstaven v [67]. Umoziuje svému uzivateli
uchovat informace o poskozeni molekuly DNA v jednotném formatu, ktery bude
snadno analyzovatelny i pro ostatni zajemce.

Soubor je mozné rozdélit na dvé ¢asti. Prvni se nazyva Header section a ob-
sahuje zakladni informace o provedeném ozarovani a shrnuje jeho vysledky. Druha
¢ast, Data section, obsahuje samotné informace o druhu a lokalizaci jednotlivych
poskozeni.

Ve vypisu je ukézka vygenerovaného vystupniho souboru. Jeho jednotlivé
fadky budou popséany nize. Podrobnéjsi popis je mozné dohledat v [67] nebo na stréan-
kach [68].
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Vypis 2.4: Ukazka ¢asti vystupniho souboru ve formatu SDD

SDD, version, SDDv1.0;

Software, Geant4 v10.7;

Author, Klara Stefanova, stefakla@fjfi.cvut.cz, August 2021, master thesis Impact
of environment parameters on the plasmid DNA damage induced by ionizing radiation,
FNSPE, CTU;

Simulation details, Simulation of DNA damage of the plasmid,using pdb4dna and chem3
and chem6 example, used plasmid: pUC19;

Source, Monoenergetic proton randomly generated on the surface on the sphere
with radius 300 nm exposing plasmid inside the sphere. Energy: 0.1 MeV;

Source type, 1;

Incident particles, 2212;

Mean particle energy, 0.1;

Energy distribution, M,0;

Particle fraction, 1.0;

Dose or fluence, 0;

Dose rate, 0;

Irradiation target, plasmid pUC19, supercoiled form;

Volumes, 0,10000,10000,10000,0,0,0, 1,0.3,0.3,0.3,0,0,0;

Chromozome sizes, 1, 0.002686;

DNA Density, 0.023749;

Cell Cycle Phase, 0;

DNA Structure, 6, 1;

In vitro / in vivo, 0;

Proliferation status, 0, plasmid is static;

Microenvironment, 20, 0;

Damage definition, 1, 0, 10, —1, 8.22;

Time, 100;

Damage and primary count, 1312271.283, 1;

Data entries, 0, 1, 0, 0, 0, 1, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, O

Additional information, Damage position is scored as a center of damaged base pair;
sk EndOfHeader s

652.06, 942.2, —801.11, 653.65, 939.76, —802.87, 652.06, 942.2, —801.11; 1;
—30.996, 665.54, —497.02, —39.996, 665.54, —497.02, —39.996, 665.54, —497.02; 1;

Radky uvozené slovy SDD version a Software slouz k popisu verze SDD for-
méatu, kterd je pro zapis pouzita a verze a druhu softwaru, ktery byl pro simulaci
pouzit.

V radcich uvozenych Author, Simulation details a Source autor stru¢né cha-
rakterizuje préaci, v rdmci které tato data vznikla, a podminky simulace a pouzity
zdroj ionizujiciho zafeni.

Radky uvozené Source type az Dose rate slouzi k blizsi charakterizaci zdroje.
Konkrétné zde je zde uvedeno spektrum energie a druh pouzitych primarnich ¢astic.
Druh primarni ¢astic je oznacen ¢iselné podle seznamu c¢astic Particle Data Group
(PDG), viz [69]. Déle je zde charakterizovana déavka nebo fluence simulovaného pole
a davkovy ptikon zdroje.

Informace o biologickém terc¢i, v nasem piipadé plasmidu, jsou uvedeny na fad-
cich Irradiation target azProliferation status. Cilem téchto fadku je predat
informace o druhu a velikosti pouzivaného biologického terce, objemu, ve kterém si-
mulace probiha a ve kterém se biologicky ter¢ nachazi. Je mozné charakterizovat,
zda je biologicky ter¢ zkouméan in vivo nebo in vitro Pokud uzivatel pracuje s ja-
dernou DNA nebo s buiikou je mozné charakterizovat i fazi bunééného cyklu a zda
je v souboru bunék pfitomna i proliferace.

Rédek Microenvironment popisuje teplotu prostiedi a koncentraci kysliku v ném.
Dalsi fadek Damage definition slouzi k popisu skérovanych poskozeni. Zda dojde
k zaznamenani primych nebo i nepfimych poskozeni a poskozeni bazi, jakd vzda-
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lenost bude pouzita pro tvorbu bazickych pari a deponovana energie potiebné
ke vzniku zlomu vldkna. Na dalsim fadku je uvedena doba, po kterou bude priméarni
Géastice simulovana v ns. Radek Damage and primary count uvadi pocet identifiko-
vanych poskozeni a primarnich ¢astic. Predposledni fadek vypisu obsahuje informaci
o tom, jakd data budou uvedena v Data section. V nasem piipadé se jedna o po-
lohu stfedu a okraji poskozeni a zpiisob jeho vzniku, tedy jestli se jedna o primé
(0), neptimé (1) nebo kombinované (2) poskozeni. V poslednim radku méa uzivatel
moznost uvést poznamky k datim uvedenym v Data section.

V ramci Data section je kazdé z poskozeni uvadéno na jednom rfadku. Jednotlivé
sekce informaci jsou od sebe oddéleny stiedniky a pokud jsou uvadény souradnice
bazickych part charakterizujici poskozeni, jsou uvedeny v nm.
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Kapitola 3

Vysledky

3.1 Chovani molekuly s ménicimi se podminkami
prostredi

V ramci simulace ¢asovych pribéht byly spocteny vyvoje konformaci pro plasmidy
pUC19 a pBR322. Pro simulaci byly zvoleny teploty 20°C a 37°C a koncentrace
sodnych iontti 10 az 200 mM s krokem 10 mM. Pro kazdou kombinaci teploty a kon-
centrace sodnych ionti bylo nasimulovano sto ¢asovych pribéhu konformaci, vzdy
s unikadtnim seedem. Pro kaZzdou ze simulaci bylo provedeno 10° ¢asovych kroku
s délkou 500 ps a zaznamenany byly tidaje o kazdém tisicim. Ukazka vypoctené kon-
formace mnohothelnikové struktury je na Obr. 3.1} V8echny vygenerovaného ¢asové
vyvoje prostorové konformace plasmidu jsou uloZeny na diskovych polich organizace
MetaCentrum VO. Piipadnym zajemctim miize byt poskytnuta k vyuziti.
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Obr. 3.1: Nasimulovana prostorova konformace plasmidu pBR322 pfi teploté 37°C
a koncentraci sodnych ionti 40 mM v ¢ase 335 s od zacatku simulace.

39



Po skonceni simulaci jsem na zékladé ¢asovych priibéhti hodnoticich veli¢in od-
hadla dobu simulace, ktera byla potieba, aby se struktury smotaly do nadsroubovi-
cové formy. Tento odhad byl u¢inén na zakladé ¢asovych priubéhi hodnoticich veli¢in
tak, ze po smotani do nadsroubovicové formy se hodnoty veli¢in zacaly pohybovat
kolem prumérnych hodnot. Tento jev byl jiz dfive popsan v [45|. Ukazka ¢asového
prubéhu poloméru koule strukture opsané pro jeden z béht simulace spolu s ukaz-
kami konformaci struktury ve vybranych ¢asovych bodech je na Obr.[3.2] Na zakladé
téchto pozorovani jsem urcila ¢as potiebny ke smotani do nadsroubovicové formy
na 150 ps.
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Obr. 3.2: Casovy prubéh poloméru koule opsané struktuie pro plasmid pUC19 simu-
lovany pii teploté 20 °C a koncentraci sodnych ionti 130 mM spolu s vyznacenymi
konformacemi v ¢asech 0,5, 18 a 230 s po zacatku simulace.

Pro dalsi zpracovani byly pouzity pouze ty ¢asovy vyvoje konformaci, které byly
oznaceny za unikatni. Kvili tomu bylo vyfazeno nula az osm simulaci ¢asovych pri-
béht konformace z jejich sady pro urc¢itou kombinaci teploty a koncentrace sodnych
iont1.

Po vytazeni neunikatnich casovych pribéht a urceni casu potrebného k dosa-
zeni nadSroubovicové formy jsem urcila hodnoty veli¢in polomér koule opsané, elas-
tickd energie, writhe a twist po smotéani. Veli¢iny jsou popsany v kapitole [2.1.4] Pii
tomto zpracovani byly vyhodnoceny zvlast sady nasimulovanych ¢asovych pribéhu
pro jednotlivé teploty a koncentrace sodnych ionti. Nejprve byla urcena primérna
hodnota veli¢iny v daném casovém okamziku ze vSech neunikatnich pribéhi v rdmci
sady prubéht. Jako hodnotu veli¢iny po smotani byl bran primeér pramérnych hod-
not v ¢asovych okamzicich od ¢asu 150 ps. Chyba urceni této hodnoty byla urcena
v programu Matlab pomoci funkce std |70].

Na Obr.[3.3|az jsou vyobrazeny zavislosti velikosti hodnoticich veli¢in po smo-
tani na teploté a koncentraci sodnych iontt pro plasmidy pUC19 a pBR322.
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Obr. 3.3: Zavislost prumérného polomeéru koule opsané struktufe reprezentujici plas-
mid pUC19 po smotani pro uvazované teploty (20 °C a 37 °C) pro razné koncentrace

sodnych iontt.
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Obr. 3.4: Zavislost prumérného poloméru koule opsané struktufe reprezentujici plas-
mid pBR322 po smotani pro uvazované teploty (20 °C a 37 °C) pro ruzné koncentrace
sodnych iontt.
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Obr. 3.5: Zavislost primérné hodnoty veli¢iny writhe struktury reprezentujici plas-
mid pUC19 po smotani pro uvazované teploty (20 °C a 37 °C) pro razné koncentrace
sodnych iontt.
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Obr. 3.6: Zavislost primérné hodnoty veli¢iny writhe struktury reprezentujici plas-
mid pBR322 po smotani pro uvazované teploty (20 °C a 37 °C) pro ruzné koncentrace
sodnych iontt.
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Obr. 3.7: Zavislost prumérné hodnoty veli¢iny twist struktury reprezentujici plasmid
pUC19 po smotani pro uvazované teploty (20°C a 37°C) pro ruzné koncentrace
sodnych iontt.
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Obr. 3.8: Zavislost prumeérné hodnoty veli¢iny twist struktury reprezentujici plasmid
pBR322 po smotéani pro uvazované teploty (20°C a 37°C) pro riazné koncentrace
sodnych ionta.
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Obr. 3.9: Zavislost prumérné hodnoty elastické energie struktury reprezentujici plas-
mid pUC19 po smotani pro uvazované teploty (20 °C a 37 °C) pro razné koncentrace
sodnych iontt.
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Obr. 3.10: Zavislost primérné hodnoty elastické energie struktury reprezentujici
plasmid pBR322 po smoténi pro uvazované teploty (20°C a 37°C) pro riazné kon-
centrace sodnych iont.
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3.2 Knihovna atomarni struktury

Po vygenerovani hrubych struktur nasledovalo jejich zjemnéni pomoci skriptti popsa-
nych v kapitole 2.2] Vzhledem k po¢tu provadénych vypoéti, bylo veskeré zjemno-
vani provadéno na vypocetnich uzlech MetaCentra. Pro zkréceni doby vypoctu pro
kazdy z ¢asovych béht, bylo provedeno zjemnovani jednotlivych hrubych struktur
provadéno paralelné.

Vsechny pouzité skripty ke zjemnovani spolu s ukazkami pouzitych davkovych
tloh jsou ulozeny v git repozitari [71]. Ukazka hrubé struktury a zjemnéné atomarni
struktury, které byla z hrubé struktury ziskana, je na Obr. [3.11}

150

100

N S
04
-50 -
20 \\\\\, —
0 T~ 100
200 T %
40 T~ ___— 0
y [nm] -60 -50 x [nm]
(a) Hrubéa struktura (b) Atoméarni struktura

Obr. 3.11: Mnohotihelnikova struktura reprezentujici plasmid pied zjemnénim-hruba
struktura, a atomarni struktura, ktera vznikla zjemnénim struktury hrubé.

Navrzeny korekéni mechanismus neprobéhl u vSech struktur tspésné, tedy neé-
které ze struktur aspésné nesplnili podminky uvedené v Tab. 2.2l V ramci jednoho
¢asového vyvoje nastal k tomuto doslo az u osmi konfiguraci.

Zde prezentovany zjemnujici algoritmus ve své automatizované podobé byl pouzit
také pro vygenerovani dat, vyuzitych pro validaci simulace radiolyzy vody v TOPAS-
nBio: TOPAS-nBio validation for simulating water radiolysis and DNA damage un-
der Low-LET vrradiation, pripraveném kolektivem autort pod vedenim José Ramos—
Mendézem z UCLA. Clanek byl 1.¢ervna 2021 odeslan na posouzeni do Casopisu
Physics in Medicine and Biology. Hlavicka ¢lanku je na Obr. . Clanek se takeé
vénuje radia¢nimu poskozeni plasmidu ve fyzikalni a chemické fazi, avsak pracuje
pouze s modelem plasmidu na drovni poloh bazickych pari a s odlisnym simula¢nim
kédem.
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Obr. 3.12: Hlavicka podaného ¢lanku k validaci simulaci v TOPAS-nBio.

3.3 Aplikace pro simulaci tc€inku ionizujiciho zareni

Jako dalsi krok préace byla vyvinula aplikace, kterd umoznila simulovat radia¢ni
poskozeni plasmidu na atomarni trovni. Pro vyvoj aplikace byly pouzity Geant4—
DNA knihovny a procesy v ramci simula¢nfho nastroje Geant4, konkrétné verze
10.07. Podrobny popis fungovani aplikace je uveden v kapitole 2.3

Vyvinuta aplikace byla pouzita pro simulaci radiacni poskozeni plasmidu, které
vzniklo do ¢asu 100ns od interakce ¢astice. Model plasmidu je do aplikace nacten
z PDB souboru, ktery jej popisuje na atomarni trovni. Hlavnimi vystupy aplikace
jsou dva vystupni soubory. Jeden z nich obsahuje informace o poloze a ptivodu posko-
zeni nukleotidli, druhy zaznamenéva deponovanou energii ve vyty¢eném Bounding
Volume.

Finalni verze aplikace je zvefejnéna v git repozitafi, ktery naleznete na .
Kromé aplikace jsou v repozitafi na ukazku umistény i vstupni a vystupni soubory
jedné ze simulaci. Samoziejmosti je i soubor README.md, ktery slouzi jako névod
pro tspésné spusténi aplikace.

3.4 Simulace radia¢niho poskozeni plasmidu

Pro simulaci radia¢niho poskozeni plasmidu byla pouzita aplikace pfedstavena v pred-
chozi kapitole. Pro simulace byly pouzity atomarni modely plasmidi pUC19 a pBR322,
jejichz tvorba byla popséna v kapitolach a 3.2l Tyto struktury byly ozafovany
protony o ruznych energiich nebo fotony.

Vystupni soubory simulace obsahujici informace o zasahu struktury plasmidu
a deponovanou energii v Bounding Volume byly zpracovany pomoci skripti v [73].
Nejprve byly urceny pocty a lokalizace zasahii pro kazdy z béhi, ktery byl hodnocen.
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V pripadé protoni se jednalo o simulaci jedné primarni ¢astice, fotony jako cela
simulace najednou.

Na Obr. a[3.14] je vyobrazena zéavislost prumérného po¢tu vSech zasahii plas-
midu nebo primych zésaht plasmidu na jeden primarni proton v zavislosti na jeho
energii a druhu ozafovaného plasmidu. V grafu na Obr. je vyobrazena zavislost
podilu pfimych zasahi na celkovém poctu v zavislosti na primarni energii protont
a ozarovaného plasmidu. Pro doplnéni je na grafech vzdy vyobrazena i zavislost LET
protonu na jeho energii.

Podobné jako pro protonové zéfeni byly studovany i pocty zésahii u fotonového
zéfeni. Pri kazdém z béhi, tedy simulaci drahy 10° primarnich fotoni, doslo pouze
k jednotkovému poctu zasahtli, maximalné tfi. Ze zaznamenanych zasahti nebyl ani
jeden z nich primy.
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Obr. 3.13: Zavislost primérného poc¢tu zasahtu plasmidu béhem jednoho bé&hu pri-
marniho protonu v zévislosti na jeho pocatecni energii a pouzitém plasmidu a za-
vislost LET protonu ve vodé na jeho energii [51].
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pfimé zasahy na castici [-]

Obr. 3.14: Zavislost primérného poctu piimych zasahii plasmidu béhem jednoho
béhu primérniho protonu v zavislosti na jeho poc¢atecni energii a pouzitém plasmidu
a zavislost LET protonu ve vodé na jeho energii

Obr. 3.15: Zavislost primérného pomeéru primych zasahti plasmidu z celkového poctu
béhem jednoho béhu primarniho protonu v zéavislosti na jeho pocate¢ni energii a

zastoupeni pfimych zasah [-]
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3.4.1 Vytezky radia¢niho poskozeni u plasmida pUC19 a pBR322

Na Obr. jsou vyobrazeny vytézky jednoduchych zlomt a nédsobnych poskozeni
plasmidi pUC19 a pBR322 po ozareni protony. Jako nasobna poskozeni se rozumi
SSB-+, DSB a komplexni poskozeni dohromady. Pro konfigurace simulované pii kon-
centraci sodnych ionti 10 mM byla na zakladé reSerse zvolena odpovidaji separa¢ni
vzdalenost 10 bp, pro simulaci odpovidajici koncentraci sodnych ionti 200 mM byla
pouzita separa¢ni vzdalenost 30 bp. Obr. ilustruje jak se méni vytézky nasob-
ného jednoduchého zlomu plasmidu s ménici se separacni vzdalenosti.

Na Obr. jsou vyobrazeny vytézky jednoduchych zlomi plasmidt pUC19
a pBR322 po ozéareni fotony o energii 1,25 MeV. Ostatni druhy poskozeni nebylo
mozné v datech vysledovat kvili malému poc¢tu béht. Z tohoto divodu nejsou grafy
jejich zavislosti na separacni vzdalenosti v praci prezentovany.

x1078
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Obr. 3.16: Zavislost vytézkt jednoduché zlomu na separa¢ni vzdalenosti pro vznik
dvojného zlomu pfi simulaci ozareni plasmidi pUC19 a pBR322 s konfiguraci odpo-
vidajici koncentraci sodnych ionti 10 mM fotony o energii 1,25 MeV.
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3.5 Vyvinuté kédy a skripty

V ramci této prace byly vytvoreny kédy a skripty, které byly uloZeny do verejnych
git repozitaru tak, aby kazdy pripadny zajemce do nich mohl nahlédnout. Jsou to
nasledujici repozitare:

e Stefanova_vliv |74] — tento repozitar obsahuje skripty vytvotrené v programu
Matlab, které byly pouzity k analyze vystupnich proudu fort.* simulace ¢a-
sovych vyvoji prostorovych konformaci a zaznamenanych konformaci. Vystu-
pem analyzy jsou veli¢iny pouzité k hodnoceni vlivu okolniho prostiedi na kon-
formaci plasmidu, viz kapitola [2.1.4]

e Stefanova_smoothing [71] — v tomto repozitaii je nachazi skripty vyvinuté
v programu Matlab urcené ke zjemnéni hrubych struktur na atoméarni struk-
turu, cely proces je blize popsén v kapitole [2.2

e Stefanova_pdb4dna_chem [72] — repozital obsahuje kody v jazyce C++, které
pouzivaji Geantd-DNA knihovny a procesy, a implementuji aplikaci pouzitou
k simulaci radia¢niho poskozeni plasmidu, viz kapitola [2.3]

e Stefanova_sdd_format |73| — tento repozitar obsahuje skripty vyvinuté v pro-
gramu Matlab, které slouzi k vygenerovani vystupniho souboru simulace ra-
dia¢niho poskozeni plasmidu ve formatu SDD, viz kapitola [2.6.3] Soucasti re-
pozitare jsou i skripty, které z vystupnich soubort simulace urcuji vytézky
jednotlivych radia¢nich poskozeni, viz kapitola [2.6.2]
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Kapitola 4

Diskuze

4.1 Chovani molekuly s ménicimi se podminkami
prostredi

Pomoci worm-like chain modelu byly vygenerovany sady c¢asovych priubéhit kon-
formaci dvou druhu plasmidové molekuly, pUC19 a pBR322. Simulace probihaly
pfi dvou ruznych teplotach (20 a 37°C) a dvaceti ruznych koncentraci sodnych
iontl, v rozmez{ od 10 mM do 200 mM s krokem 10 mM. Pro vygenerovani byl pou-
zit simula¢ni kod popsany v [1].

Aby nebylo nutné porovnévat chovani struktur pomoci kazdého kroku v ramci ¢a-
sovych pribéht hodnoticich veli¢in, bylo vyuzito toho, Ze struktura se po urcité dobé
smota do nadsroubovicového stavu. To se na casovém pribéhu hodnotici veli¢iny
projevi tak, Ze hodnoty veli¢iny se budou pohybovat kolem primérné hodnoty [45].
Doba, kterou se této situace dosdhne byla odhadnuta na 150 ps. Pokud by bylo
analyzovano pouze chovani plasmidu pUC19, byl by tento odhad doby velmi kon-
zervativni a bylo by vhodné dobu zkréatit. Druhy ze studovanych plasmida, pBR322,
je delsi a tudiz mu dosazeni nadsroubovicové formy trva delsi dobu a odhad potfebné
doby 150 pis je pro né&j vhodny. Aby byly vysledky snéze porovnatelné i mezi sebou,
rozhodla jsem se pro oba plasmidy pouzit stejny odhad.

4.1.1 Teplota prostiedi

Prvnim parametrem, ktery miize ovlivnit chovani molekuly je teplota okolniho pro-
stfedi. Rostouci teplota prostiedi zpusobi, Ze ma struktura vyssi termalni energii,
a tim padem vétsi tendence se pohybovat. Tento pohyb se projevi tak, Ze se cela
struktura rozbali, coz zptisobi vzrist poloméru koule struktufe opsané |37, s. 45-48].
Vizualné neni mozné tento trend z Obr. a potvrdit ani vyvratit, proto byl
pro zhodnoceni pouzit znaménkovy test, konkrétné byla pouzita funkce signrank
v programu Matlab [75]. Nulova hypotéza byla, Ze se od sebe priamérné poloméry
pri teplotach 20°C a 37 °C se lisi. Z testu vyplynulo, Ze na hladiné vyznamnosti a =
0,05 v pripadé plasmidu pUC19 byla tato hypotéza zamitnuta, naopak u plasmidu
pBR322 zamitnuta na této hladiné vyznamnosti nebyla.
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7 Obr. a je patrné, ze s rostouci teplotou nepatrné vzrista hodnota ve-
liciny writhe, tedy struktura mé vétsi tendenci se kiizit. Naopak hodnota veli¢iny
twist, kterd popisuje pocet obtaceni kolem centralni osy, s rostouci teplotou klesa,
viz. Obr. a [3.8] Rozdily mezi ziskanymi hodnotami jsou malé, pravdépodobné
opét z divodu malého rozdilu teplot. Jediny vykyv velikost rozdilu hodnot mezi
jednotlivymi teplotami na Obr. u koncentrace Na®™ 20 mM. Duvod vzniku této
odchylky bude predmétem dalsitho zkoumaéani.

Velikost elastické energie neni ptilis ovlivnéna teplotou okolniho prostiedi, viz Obr.
a Hodnoty pro obé teploty se piekryvaji nebo se od sebe lisi pouze o svou
smérodatnou odchylku. Rozdil mezi hodnotami by mohl byt vétsi pokud by se uva-
zila teplotni zévislost nékterych konstant, konkrétné ohybova konstanta a konstanta
torzni tuhosti.

4.1.2 Koncentrace sodnych ionti

Dalsim z parametri, ktery ovliviiuje konformaci struktury, je iontova sila roztoku,
v této simulaci reprezentovana pomoci koncentrace sodnych iontt. S rostouci kon-
centraci kladnych iontu klesa vliv zaporné nabité fosfatové kostry, ktery se projevi
tak, ze molekula se vice smotava. Vice smotané struktura bude mit sklon se vice mezi
sebou kiizit, coz se projevi rostouci absolutni hodnoty veli¢iny writhe, viz Obr.
a Je mozné ji také pozorovat pii porovnani prostorovych konformaci plasmidu,
kdy plasmid simulovany pii vyssich koncentraci sodnych iontt vytvari v nadsroubo-
vicové formé vice ramen a vice se rozprostira do prostoru v porovnani s plasmidem
simulovanym v niz§i koncentraci. Priklad takového srovnani je na Obr. [f.1] a [4.2]
plasmidy jsou vyobrazeny ve stejném méritku. Tento jev se projevi i tak, Ze plas-
midy v roztocich s vyssi koncentraci sodnych ionti maji vétsi mobilitu v elektrickém
poli, coz je mozné pozorovat pii elektroforéze, viz |37, s. 45-48|.

Se vzristajicim zamotanim struktury se poji i to, Zze polomér koule struktufe
opsané se bude s rostouci koncentraci zvétsovat, viz Obr. a [3.4 Malé zmény
velikosti poloméru a velka smérodatné odchylka ziskanych hodnot, hlavné u plasmidu
pUC19, neumoznuje tento rust blize popsat.

Zména miry smotévani se odrazi i ve zméné velikosti elastické energie. S rostouci
koncentraci jeji hodnota klesa, viz Obr. a [3.10, S poklesem elastické energie
souvisi i pokles miry obtaceni kolem centralni osy, charakterizovany veli¢inou twist,

vyobrazeno na Obr. [3.7 a
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Obr. 4.1: Prostorova konformace plasmidu pUC19 v nadsroubovicové formé simulo-
vana pii teploté 20 °C a koncentraci Na®™ 10 mM.
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Obr. 4.2: Prostorova konformace plasmidu pUC19 v nadsroubovicové formé simulo-
vana pii teploté 20 °C a koncentraci Nat 200 mM.
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4.2 Zjemnéni hrubé struktury na atomarni troven

Usp&sné byly upraveny skripty prezentované v bakalaiské praci [2] tak, aby bylo
mozné je pouzit pro vypoc¢ty na gridech. Do skript byl zaveden automaticky ko-
rek¢éni mechanismus, aby nebylo nutné zjemnovaci skript ruc¢né korigovat na pripadné
vzniklé chyby.

Korekéni mechanismus, ktery byl uplatnén v piipadé, Zze kontrolni parametry
struktury nevyhovovaly pozadavkim uvedenym v Tab. 2.2] nebyl dokonaly. Chyby,
které se v pribéhu zjemnovani vyskytly nebyly béhem procesu identifikovany. Ci-
lem dalsiho vyzkumu bude tyto chyby identifikovat a popsat a nasledné navrhnout
korekéni mechanismus pro jejich opravu, ktery by bylo mozné aplikovat i pti auto-
matickém pribéhu zjemnovani.

P1i zjemnovani tak velkého mnozstvi dat, které bylo provadéno v této praci, se
mohou vyskytnout dalsi problémy, které u mensich objemi dat nenastavaji. Me-
taCetrum, na kterém vypocty probihaly, sice disponuje 450 licencemi k programu
Matlab, ale z divodu urychleni vypoéti byly pouzity paralelni vypocty. K jejich
vyuziti v rdmci programu Matlab je potfeba balicek Distrib_Computing_Toolbox.
MetaCentrum vsak disponuje pouze 53 licencemi k tomuto balicku [76]. Udaje o po-
¢tu licenci byly zjistovany 3.bfezna 2021.

Dalsim aspektem, ktery zkomplikoval vypocty, byla velikost a mnozstvi vygene-
rovanych PDB soubort. Kazdy z PDB soubort ukléddajici atomérni strukturu jedné
konformace plasmidu pUC19 mél velikost 13,5 MB a pBR322 22 MB. Vzhledem
k po¢tu vygenerovanych konformaci hrubych struktur dosahuje velikost adresare ob-
sahujici v8echny PDB soubory desitek TB. Skladovani takto velkého mnozstvi dat
na diskovych polich MetaCentra je problematické. Z tohoto divodu byly smazany
sady PDB soubort téch ¢asovych pribéhi, u nichz se vyskytla alespon jedna proble-
matickd hruba struktura, kterou se nepovedlo zjemnit, a také ty, které byly shledany
shodnymi metodou, ktera byla popsédna v Kapitole Mnozstvi zjemnénych ¢a-
sovych pribéhi pro kazdy z plasmidi pro kazdou kombinaci teploty a koncentrace
sodnych iontl se z ptivodnich 100 snizilo primérné na 35.

4.3 Aplikace pro simulaci poskozeni plasmidu ioni-
zujicim zarenim

Pro simulaci radia¢niho poskozeni plasmidu byla vyvinuta aplikace v Geant4-DNA.
Aplikace byla vyvijena na podkladu aplikace pdb4dna, do které byla pfipojena si-
mulace fyzikalné-chemické a chemické faze prevzata z aplikaci chem3 a chem6 spolu
se skérovanim poskozeni. Simulace fyzikalni faze a skorovani prfimych poskozeni bylo
prevzato z aplikace pdb4dna [13|. Fyzikalné-chemicka a chemicka faze byla simulo-
vana pomoci metody step-by-step, viz kapitola [I.1.2] Metoda skorovani poskozeni
od chemickych produkti byla implementaci metody reakénich polomért popsané
v kapitole [I.1.2] Tato metoda skorovéni je pouzivana i v jinych pract, napt. v [16].
Soucasti aplikace neni implementace skérovani poskozeni bazi, jak téch vzniklych
fyzikalni interakei, tak téch, které jsou vysledkem chemickych reakci. V ptipadé fyzi-
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kalnich interakci je implementace shodné s tou, ktera byla popsana v kapitole [2.3.3|
Jedinym rozdil by byl ten, Ze by se skorovala depozice energie, ktera by byla nejblizsi
dané bazi. Chemické reakce produktii fyzikalné-chemické a chemické faze s jednot-
livymi baze byly jiz v minulosti v Geant4-DNA implementovéany, viz [16]|. Tato im-
plementace je vSak spojena i s modelem DNA prezentovanym ve zminéném c¢lanku
a bylo by nutné ji upravit tak, aby byla kompatibilni s ndmi pouzivanym modelem
plasmidu. Data ziskana pomoci takto upravené aplikace by bylo samoziejmé mozné
srovnat i s daty experimentalnimi [77], [7§].

Spolu se skorovanim primého poskozeni, byl z aplikace pdb4dna prevzat i zptisob,
kterym se urcuje smér primérni ¢astice. Tato metoda byla blize analyzovana a bylo
zjisténo, Ze zvoleny zpusob uréovani bodia (x1 y1 21) a (z2 Yy 29), viz kapitola m,
negeneruje rovhomérné rozlozeni smérovani priméarnich ¢astic. Béhem volby sméru
primérni ¢astice je v ose z preferovan smér do stfedu. V roving, kterou lze popsat
rovnici z = 0 je pozorovatelnd velmi mirné preference ve sméru os = a y. Tato
preference se v zastoupeni téchto smért projevi pouze v jednotkach %. Tento piistup
neni vhodny pro plasmidy, které nejsou centrované. Plasmidy pouzité v této praci
vycentrované nebyly a jejich posunutému stfedu nebyla piizptsobena ani pozice
Bounding Volume. To pravdépodobné vedlo k tomu, Ze plasmidy obdrzely méné
zésahi nez pokud by centrované byly. Dalsim problémem v popsaném generovani
¢astic bylo, ze popsanym algoritmem muze vzniknout smér pro c¢éastici, ktery miri
ven z koule. Pravdépodobnost, Ze tento jev nastane je vSak nizsi nez 0,2%.

7 duvodu snizeni ¢asové naroc¢nosti vypoc¢tu byly chemické produkty a reakce
sledovany pouze do ¢asu 100 ns po fyzikalni interakci i pres to, Ze se nejedna o konec
chemické faze. Implementace chemickych reakci a pohybu chemickych produktta do
doby konce chemické faze, ¢as 1ps |79, s. 156-160], jiz v Geant4-DNA implemen-
tovano bylo a je pouzivano pii simulacich vytézkia chemickych produkta [§]. Avsak
simulace, které zahrnuji skérovani nepfimého poskozeni DNA, se bézné ukoncuji
v ¢ase 10ns po fyzikalni interakei [16].

Zkracena doba simulace chemické faze, v této praci 100 ns od fyzikalni interakce,
lze srovnat s experimentalni situaci, kdy je do roztoku s plasmidy pfidén vychyta-
va¢ OH - . Efektivita vychytavace je popsana pomoci veli¢iny scavenging capacity.
Vysledky ziskané v této praci budou porovnany s vysledky ziskanymi s vysokymi
koncentracemi vychyvacu a tedy i vysokymi hodnota scavenging capacity.

Dalsi moznosti jak aplikaci posunout dale by byla implementace chemickych re-
akci sodnych iontd s produkty radiolyzy vody, prfipadné implementace reakei jinych
iontid nebo sloucenin. Tim by bylo docileno vétsi podobnosti prostifedi simulace
s prostfedim, ve kterém se plasmidy nachézi béhem experimentalniho ozafovéni.
Priklad slozeni roztoku, ve kterém se plasmidu béhem ozarovani nachézi je mozné
nalézt v [62]. Dale by bylo mozné do simulace ptidavat i rizné scavengery, které mo-
hou ovlivnit vytézky radiacniho poskozeni, obdobné jako se pridavaji k plasmidim
béhem experimentu [80], [81].

K dalsimu vylepseni simulace fyzikalné-chemické a chemické faze by bylo vhodné
implementovat také presun nadboje mezi ¢astmi plasmidu obdobné jako bylo prove-
deno u nastroje RADAMOL [15].

Predstavené aplikace je vypocetné narocna. Ke snizeni narocnosti by mohlo dojit,
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pokud by pohyb a reakce chemickych produktii byla simulovana nikoliv metodou
step-by-step, ale metodou nezévislych reakcnich ¢asti. Tato metoda byla popsana
v kapitole Tato metoda niz byla v Geant4-DNA implementovana a je mozné
ji spustit v aplikaci chem6, ktera je jako priklad soucasti instala¢ni slozky [24].

Na zakladé popisu formatu vystupniho souboru ve formatu SDD [67] byl sestaven
skript v jazyce Matlab, ktery je schopen z vystupnich souborii vygenerovat soubor
v tomto formétu. Vytvorené feSeni je mozné si stahnout z git repozitéare |73]. Format
souboru je urcen predevsim pro zapis poskozeni jaderné DNA, tudiz mnohé z vypl-
novanych informaci nemaji pro plasmid smysl, typickym piikladem je Cell Cycle
Phase. Do informaci o poskozeni jsou uvadény pouze strohé informace o prostorové
lokalizaci poskozeni a jeho piivodu, tedy jestli bylo pfimé, piimé nebo se na jeho
vzniknu podileli oba procesy. Vlozeni dalsich informaci, které formét nabizi, napf.
doba, kdy k poskozeni doslo, nebo jaka ¢astice nebo chemicky produkt jej zptisobili,
je teoreticky mozné, podstatné by to vSak zvysilo predevsim pozadavky na kapacitu
ulozisté, ve kterém by data byla uchovavana.

4.4 Vliv okolniho prostifedi na vytézky poskozeni
plasmidu ionizujicim zaFenim

Pro zkoumaéani vlivu okolnfho prostredi na vytézky poskozeni byly pouzity oba plas-
midy pUC19 a pBR322. Pro simulaci byly pouzity konfigurace simulované pii teploté
20°C, v pripadé protonového zéafeni byly pouzity konfigurace simulované pii dvou
koncentracich sodnych ionti, 10 a 200 mM, oproti tomu u fotonového zafeni byly
pouzity pouze konfigurace simulované pii koncentraci 10 mM.

K realizaci simulaci byly pouzity vypocetni kapacity organizace MetaCentrum
VO [82]. Pro urychleni vypoétii bylo vyuZito toho, Ze je moZné aplikaci spoustét na
vice procesorech.

Prezentované vysledky jsou zatizeny velkou chybou urceni, jelikoz bylo vygene-
rovano malé mnozstvi béhii. Malé mnozstvi béht je zptisobeno tim, Ze aplikace byla
v prubéhu vypracovani prace ladéna a bylo neustale nutné generovat nova data.

Pro hodnoceni vlivu prostiedi na vytézky ionizujiciho zareni bylo vyuzito toho,
ze okolni podminky prostiedi mohou ovlivnit separa¢ni vzdalenost pro dvojny zlom.
Standardni pouzivana hodnota je deset bazickych péari, studoviano bylo rozpéti péti
az triceti bazickych part. S vétsi hodnotou separa¢ni vzdélenosti jsou spojovany
teploty. Vliv zmény teploty byl pii posuzovani ziskanych vysledkii zanedban, jelikoz
rozdily zptisobené zménou teploty z referen¢ni pro zivé organismy na laboratorni
nebyl prilis velky, viz kapitola [2.5]

4.4.1 Protony

P1i simulaci protonového zatreni byly pouzity energie protonu v rozsahu 50keV
az 10 MeV. Pro ziskani jednotlivych vytézku radia¢nich poskozeni byly pouzity vy-
sledky z celkem 20000 béht.
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Na Obr. a jsou vyobrazeny grafy zavislosti primérného poctu zasahi,
vSech nebo pouze primych, na priméarni energii protonu. Pribéh téchto zavislosti
se podoba prubéhu zavislosti LET na energii, které je také na grafech vyobrazena.
Tento jev souvisi s davkou deponovanou v uvazovaném objemu, jelikoz ¢astice s vét-
Sim LET a tim padem i vétsi brzdnou schopnosti deponuje vice energie na jednotku
dréhy. Z grafi lze také vycist, ze delsi plasmid, pBR322, pii stejnych podminkach
obdrzel vice zasahi. Tento jev byl popsan také v [63].

Podil primych zasaht plasmidii ke vSsem zasahtim v zévislosti na energii protonu je
na Obr. 7 grafu je jasné, ze prevazuji nepiimé zasahy plasmidu, coz odpovida
predpokladim. Déle je zde patrné, Ze se snizujicim se LET zastoupeni piimych
zésaht klesa. Tento jev byl také o¢ekavany [9]. Odklon hodnoty u plasmidu pUC19
se strukturou simulovanou pii koncentraci sodnych ionti 10 mM a energii 10 MeV
je zpusoben malou statistikou zésahi.

Pro simulaci byly zvoleny ¢tyti datové sady deseti po sobé jdoucich konfiguraci
plasmidu. Nebylo v8ak jasné, zda tato sada relevantné popisuje dany plasmid s danou
koncentraci sodnych iont1, tj. jestli pri volbé jiné sady dat nedojde k radikalni zméné
vysledki. Z tohoto divodu byly pro plasmid pUC19 provedeny simulace piimych
ucinki pro dvacet dalsich konfiguraci plasmidu, deset pro konfiguraci odpovidaji
koncentraci sodnych iontd 10 mM a deset pro 200 mM. Tyto konfigurace byly brany
z riznych béhi. Uréené vytézky primého jednoduchého zlomu plasmidu pUC19 jsou
na Obr. [4.3] Jako ptvodni jsou zde oznaceny sady dat, které jsou zpracovany v ka-
pitole 3] Z vysledku je patrné, Ze volba sady dat v ramci danych podminek okolniho
prostifedi nezpusobi prilis velkou chybu ve vypoctenych vytézcich. Velka odchylka
dat od sebe na Obr. u energie 5 MeV je pravdépodobné dana malou statistikou
dat.

. . . . T T T
% plvodni ¥ pavodni
nové T B nové

Jp 1 SRS % 8

g g
= 2
= >
& G 06
oo/ 2 % i
1% (2]
0.4
0.4
02t % % 1 02y %
X X % % *oog % f
0 ! : . 0 i . .
102 10° 10* 102 10° 10
energie [keV] energie [keV]
(a) Koncentrace Nat 10 mM. (b) Koncentrace Na™ 200 mM.

Obr. 4.3: Porovnéni vytézku jednoduchého zlomu plasmidu pUC19 ¢etné chyby prii-
méru pro separacni vzdalenost 10 bp pro konformace odpovidajici rizné zvolenym
koncentracim sodnych ionti pro ptivodné zvoleny set konfiguraci a nové zvoleny.

Na Obr. jsou vyobrazeny vytézky poskozeni poskozeni plasmidi v zavislosti
na jejich energii s prislusnymi separa¢nimi vzdalenostmi. Vzhledem k malé statistice
nasobnych poskozeni a to pfedevsim v oblasti vyssich energii, nad 5 MeV byla na-

59



sledujici poskozeni vyhodnocovana dohromady: nasobny jednoduchy zlom, dvojny
zlom a komplexni poskozeni.

U zavislosti vytézki jednoduchého zlomi plasmidu na primérni energii protonu,
viz Obr. a Obr. 1ze pozorovat zavislost na LET, viz Tab.[2.6] A to z du-
vodu, Ze jsou vyhodnocovany vysledky po jedné ¢éstici, jejiz deponované energie
v objemu je zavisla na jejim LET. A to tak, Ze ¢im vétsi LET, tim vétsi depozice
energie. A vétsi depozice energie je spojena s vétsi mérnou energii, kterou je abso-
lutni pocet poskozeni délen. Konkrétni popis zavislosti vytézktu SSB na energii nebo
LET neni mozné blize popsat jelikoz jsou mezi jednotlivymi pribéhy rozdily, viz
Obr. B.17al Tyto odchylky mohou byt zpisobeny samotnym nastavenim simulace.
Nastaveni simulace by bylo mozné vylepSit minimalné tpravou zdroje priméarnich
castic tak, aby bylo jejich sméfovani rovnomeérné.

P1i porovnani velikosti vytézka SSB u plasmidu pBR332 a pUC19 je patrné,
ze vytézky SSB plasmidu pBR322 jsou mensi. To souvisi s normovanim hodnoty
na délku plasmidu, protoze pBR322 je slozen z 4361 bazickych part, oproti tomu
pUC19 ze 2686.

U nésobnych poskozeni pozorujeme, Ze rostouci separacni vzdélenost, kteréd je
spojena s vyssi koncentraci sodnych ionti zptisobi nartst vytézki téchto poskozeni.
Tento jev je vyrazny u energii protont do 1 MeV. Vytézky ziskané pti koncentraci
sodnych iontid 200mM do energie protonu 1 MeV jsou asi o tfetinu vétsi nez ty zis-
kané pti koncentraci 10 mM. U vyssich energii uz je malé statistika téchto poskozeni
a hodnoty tim padem fluktuuji.

P1i porovnani ziskanych vysledkt s experimentalnimi je nutné brat v potaz, ze
experimenty pracuji pfedev§im s takovymi primérnimi energiemi protont, které za-
rucuji, ze béhem prichodu protont zkumavkou s plasmidy nedoslo k dosazeni Brag-
gova piku. V ném dochézi k vyraznym zméném energii protonu a plasmidy by v rtz-
nych ¢astech roztoku byly ozareny nerovnomérné. Porovnani pribéhu LET pro 10,
20 a 30 MeV protony ve zkumavce je mozné dohledat v [65].

Dalsim aspektem, ktery potieba pfi porovnéani s experimenty zohlednit je kratsi
doba simulace chemické féze, dusledkem, které je to, Ze je nutné porovnavat vy-
sledky simulaci s vysledky experimentt s vysokou scavenging capacity. Z vysledki
uvedenych v Tab. [2.8| proto neni mozné uvazovat vysledky ziskané v |65].

P1i porovnani vysledki experimenti, které bylo mozné pouzit, bylo zjisténo, ze
simulaci stanovené vysledky jsou trikrat az desetkrat nizsi. Toto zjisténi podrobime
dalsimu zkoumaéni.

4.4.2 Fotonové zareni

V pripadé simulace ozafeni plasmidu fotonovym zafenim byla pouzita energie, ktera
odpovida stiedni energii emitovanych fotont radionuklidem ®Co, tedy 1,25 MeV.
Pro kazdy z plasmida bylo analyzovano 140 béh.

Na Obr. je vyobrazena zavislost vytézki jednoduchého zlomu plasmidu
na zvolené separacni vzdalenosti pro oba plasmidy. Vytézky ostatnich zlomi ne-
bylo mozné analyzovat, jelikoz plasmidy béhem béhu obdrzely pouze malé mnozstvi
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izolovanych zésaht. Toto je také duvod, pro¢ nejsou vytézky ovlivnény ménici se
separacni vzdalenosti.

Chyba urceni vytézkia SSB pro plasmid pUC19 je rovna 17,5%, pro plasmid
pBR322 16,7 %. V jeji velikosti se téz odrazi mala statistika zasahii.

P¥i porovnani ziskanych vysledku s vysledky experimentu, viz Tab. 2.8 je zfejmé,
ze vysledky experimenti jsou piiblizné desetkrat veétsi nez ziskand data. U vy-
sledkii [66] nezndme presnou scavanging capacity pro vychytéavace OH - ale z vy-
sledki pro protonové zéfeni lze odhadovat, Ze byla pomérné vysoka a lze ji pouzit
jako srovnani pro prezentované vysledky. Nizsi vysledky lze prisuzovat nejistoté ve
stanoveni scavenging capacity u experimentu a také nastavenim simulace.

Jednim z aspekti, ktery mohl zptisobit vytézky ziskané pomoci simulace, bylo to,
ze v objemu vytyceném pro simulaci G¢inkt ionizujiciho zareni nedoslo k dosazeni
maxima procentualni davkové hloubkové kiivky, pro °°Co se jedna o hloubku 5 mm.
Pro jeji dosazeni by bylo nutné zvétsit simulovany objem, coz by vedlo ke zvySeni
vypocetni naro¢nosti simulace. Tento pristup byl zvolen jako prvni moznost pii si-
mulaci vytézku, narazili jsme vSak na hranice pouzitelnosti Geantd-DNA. Pokud
doslo k interakci nebo reakci piilis daleko od stfedu simulovaného objemu, simulace
selhavala. Jako hrani¢ni se ukazala vzdéalenost 500 nm, ktera byla nasledné zvolena
jako polomér BoundingVolume.

Dalsi moznosti jak ziskat vysledky, které odpovidaji situace dosazeni elektronové
rovnovahy, by bylo nejprve nasimulovat spektrum sekundarnich elektront a k si-
mulaci pouzit pouze ty, jako tomu bylo v ¢lanku, jehoz hlavicka je na Obr. [3.12]
V tomto pripadé by bylo vhodné pouzit misto step-by-step simulace chemické faze
metodu nezavislych reakénich ¢asa (IRT).
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Kapitola 5
Z.aver

Tato prace se zabyvala studiem vlivu okolnich podminek na radia¢ni poskozeni plas-
midu. Tento vyzkum je dilezity z toho divodu, ze v bunkach panuji jiné podminky
nez ty, které jsou v okoli plasmidu béhem radiobiologickych experimenti. Tyto od-
lisSnosti vSsak mohou zptsobit rozdilné vysledky v ziskanych vytézcich radiacniho
poskozeni.

Ke studiu vlivu okolniho prostiedi na radia¢ni poskozeni plasmidu byly v této
praci pouzity simulace v Geant4d-DNA, ktery je jednim z vyznamnych projekti,
které se vénuji Monte Carlo track structure kodim v radiobiologii. Ménici se pod-
minky okolntho prostiedi byly modelovany pomoci ménici se teploty a koncentrace
sodnych iontd v roztoku s plasmidy.

V prvnim kapitole jsou predstaveny principy simulace fyzikalni, fyzikalné—chemické
a chemické faze ac¢ink ionizujiciho zafeni pomoci Monte Carlo track structure kod.
Déle jsou v této kapitole predstaveny ¢tyfi simulacni néstroje pracujici na principu
Monte Carlo track structure kodu, které se v radiobiologii k témto tcelim pouzivaji.

Kapitola [2| shrnuje teoretické poznatky o vlivu teploty a koncentraci sodnych
iontu na konfiguraci plasmidu a radiac¢ni vytézky plasmidu. Dale jsou zde stanoveny
rozsahy ménicich se podminek prostredi, které byly zkoumany v ramci této prace.
Dalsim bodem této kapitoly je pfedstaveni kod prezentovaného v élanku [1], ktery
byl pouzit k vygenerovani hrubé struktury plasmidu. Pro ziskani atomarni struk-
tury konfigurace plasmidu zapsané do souboru ve formatu PDB |29 byly pouzity
upravené zjemnujici skripty z |2|. Podstatou apravy skripti bylo jejich pfizptisobeni
pro pouziti pro vypoc¢ty na gridech. V posledni ¢asti prace byla predstavena apli-
kace v Geantd—DNA, ktera byla vyvinuta v ramci této prace. Aplikace umoznuje
provadét simulace prvnich tfech fazi ac¢inki ionizujiciho zareni a zaroven pracuje
s atomarnim modelem konfigurace plasmidu, ktery je zapsan ve forméatu PDB.

V kapitole Vysledky je predstavena zavislost chovani konfigurace plasmida pUC19
a pBR322 na teploté a koncentraci sodnych iontt. Z vysledki je patrné, zZe mezi kon-
figuracemi vygenerovanymi pii laboratorni teploté a teploté typické pro zivy orga-
nismus, 20 °C a 37 °C, neni velky rozdil. Oproti tomu ménici se koncentrace sodnych
ionti, skala od 10mM do 200 mM, zptisobi v konfiguracich plasmidu v nadsroubo-
vicovém vinuti velké rozdily, predevsim zvétseni poloméru koule opsané struktuie
a veét$l miru smotavani a tvorby ramen s rostouci koncentraci Na*t. Déale byly v kapi-

62



tole predstaveny vysledky simulace ozareni obou plasmidi pomoci vyvinuté aplikace
v Geant4-DNA. K posouzeni vlivu okolniho prostfedi bylo vyuzito toho, ze s klesajici
koncentraci sodnych iontt nebo rostouci teplotou okolntho prostiedi roste separacni
vzdalenost pro dva protilehlé jednoduché zlomy na vytvoreni zlomu dvojného. Vzhle-
dem k malym rozdilim v separa¢ni vzdalenosti na uvazovaném intervalu teplot, byl
tento aspekt zanedban. U protont byl do energii 1 MeV pozorovan priblizné tieti-
novy narust vytézka nésobnych poskozeni pri koncentrace sodnych iontd 200 mM
oproti koncentraci sodnych iontd 10 mM

U fotont, jejichz radia¢ni u¢inek na plasmid byl v této praci simulovan, tento jev
nebylo mozné z divodu malé statistiky zédsaht pozorovat.

Cilem budouciho vyzkumu je pouzit vyvinutou aplikaci na Sirsi spektrum typu
a energii ¢astic a podrobnéji zkoumat vliv okolniho prostfedi na radia¢ni vytézky
plasmidi. Vytvorené nastroje by mohly byt dobrym zakladem pro feseni tohoto
problému pomoci pouziti metody nezavislych reakénich c¢asu.
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