2 Bunika — zakladni jednotka Zivota

2.1 Vznik bunék

Pokud si omezime filozoficky komplikovanou definici Zivota pouze na organizmy pln¢ a
samostatné schopné své vlastni reprodukce, 1ze tvrdit, Ze je vSe Zivé tvoteno zakladnimi
morfologicko-funk¢énimi jednotkami — bunikami (latinsky cellula, obr. 2.1). Existuji sice i
nebunécné formy zivych soustav, naptiklad viry, viroidy a virusoidy, zde je ale
problematické mluvit o organizmech v pravém slova smyslu. Sami o sobé€ se viry ani ostatni
zminéné infekéni Castice nedokézi reprodukovat a pii své replikaci vice ¢i méné spoléhaji na
systémy napadenych bunék nebo dokonce jinych nebunéénych zivych soustav. Mizeme je
proto povazovat spiSe za jakési molekuldrni vnitrobunécné parazity piredstavované prostou
genetickou informaci, pfipadné chranénou proteinovym obalem, ktera vSak pro samostatny
zivot nepostacuje. Specifickou kategorii potom reprezentuji priony — infek¢ni proteinové
Castice, které zcela postradaji genetickou informaci, presto se v buiikach mnozi a vyvolavaji
smrtelné choroby zivocicht i ¢loveka. Priony pfedstavuji patologické protéjsky normalnich
proteintl, bézn¢ pritomnych v bunikdch, od kterych se lisi pouze svou konformaci, tj.
prostorovou strukturou molekuly. Pfi kontaktu s jinymi proteiny na né tuto konformaci
pienaseji, ¢imz je pretvéieji v patologické, a tato reakce se lavinovité §iii'.

Vznik bun¢k vysvétluje vice hypotéz, z nichz Zadna neni doposud uspokojivé prokazana.
Nékteti badatelé dokonce zastavaji ndzor, ze ke zrodu Zivota doslo opakované. Nicméné se
zd4, Ze vSechny dnesni buiiky maji jednoho spolecného piedka. Detailni vyklad jednotlivych
alternativ jde nad ramec této kapitoly, takZe je nasledujici text nutné chapat spise jako
ilustraci mozného vyvoje. Zasadnimi udalostmi ve vyvoji prabuiiky muselo byt vymezeni se
jejiho predchiidce vii¢i okolnimu prostoru a vznik genetického kddu, ktery ndsledné ziskal
schopnost své vlastni reprodukce. Zda se nejprve vytvoril samoreplikujici se geneticky kod
(patrné na bazi ribonukleové kyseliny), ktery byl nasledn¢ opouzdien membranou, nebo zda
drive existoval tzv. koacervat, ktery pohltil jednoduché replikujici se molekuly, ziistava
pifedmétem debat. Dnes jiZ klasicka Oparinova teorie povazuje za jeden z evolu¢nich milniki
pravé koacervaty, tedy jakési kapénkovité shluky makromolekul, pozdéji jesté ohrani¢ené
primitivni membranovou strukturou. Koacervaty se na Zemi objevily patrné n¢kdy pted 3,85

miliardami let a jejich naslednym zdokonalovanim, zejména jiz zminénym pohlcenim

! Jako jiz mnohokrate v historii, i tentokrate byl obdobny fenomén piedpovézen jiz mnohem dfive v literatuie sci-
fi. Ve své knize ,,Cat’s Cradle“ (1963) popisuje Kurt Vonnegut novou formu ledu, tzv. ice-nine, ktery pfi
kontaktu s vodou zptisobuje jeji fet€zovou preménu na ice-nine. Jelikoz vSechny zivé organizmy funguji na bazi
kapalné vody, pfedstavuje pro né kontakt s ice-nine smrt. Neni toto snad Gzasna vize prionti?



primitivniho autoreplikujiciho se genetického kodu, se postupné vyvinula eobionta
(protoorganizmy, progeonta). Tyto prabuiiky jiz vykazovaly jednoduchy metabolizmus a
dokazaly se rozmnoZovat, takze predstavovaly jakysi zdkladni kdmen biologické evoluce

vedouci k dnesnim prokaryotiim (baktérie a archea) a pozd¢ji eukaryotim.

2.2 Prokaryota a eukaryota

Dle ptitomnosti pravého bunécného jadra délime buiiky na fylogeneticky star$i prokaryotické
(tfecky; pro = pted, karyon = jadro) a mladsi eukaryotické (fecky; eu = pravy). Prokaryoty
rozumime bezjaderné, zpravidla jednobunécné organizmy (bakterie, archea), které vznikly
ptiblizné pted 3-3,5 miliardami let a které jsou znacné jednodussi a asi 10x mensi (desetiny
mikrometru az n€kolik mikrometrti) nez buniky jaderné, eukaryotické (obr. 2.1). Misto
pravého jadra obsahuji jen nukleoid (prokaryoticky chromozom) sestavajici se obvykle

z jedné molekuly dvoutetézcové deoxyribonukleové kyseliny (DNA), ktera u baktérii
neasociuje s histony?, nema introny> a neni membranou oddélena od cytoplazmy. Archealni
DNA vsak histony vaze a introny se v genech mohou vyskytovat, takZe archea z hlediska
organizace genetické informace spiSe pfipominaji eukaryota, a byvaji proto pokladana za
pieklenujici ¢lanek mezi prokaryoty a eukaryoty.

Kromé nukleoidu se v cytoplazmé prokaryot vyskytuji i plazmidy, malé kruhové molekuly
DNA, které nesou doplitkovou genetickou informaci, ¢asto pro rezistenci k riznym
environmentalnim faktorim, naptiklad antibiotikiim. Jelikoz si bunky plazmidy ¢ile
vyméiuji, miize se rezistence touto cestou snadno Sitit. Syntéza proteinti probiha obdobné
jako u eukaryot na ribozomech, prokaryotické ribozomy jsou ale mensi. Membranové
organely, typické pro eukaryotické buiiky, pak zcela chybi. U fotosyntetizujicich prokaryot
1ze sice najit tylakoidy a chromatofory (vychlipeniny cytoplazmatické membrany nebo vacky
s fotosyntetickymi barvivy), stile vSak nejde o plnohodnotné plastidy. Od vnéjsiho prostiedi
chrani prokaryota buné¢na sténa (krom¢ mykoplazmat), nékterd maji i dalsi obaly, fimbrie a
bi¢ik. Jedn4 se o buiiky haploidni*, mnozZici se asexualné prostym délenim.

Eukaryotické buiiky (obr. 2.1) existuji jako jednobunécné samostatn¢ Zijici organizmy

(kvasinky, prvoci) nebo se spolupodili na tvorbé specializovanych tkani a organti vyssich

2 Histony jsou velmi konzervativni bazické jaderné proteiny, které se u eukaryot vazou na DNA a vytvéieji s ni
chromatin.

3 Geny se u eukaryot a v mensi mife i archei skladaji z exonil a introntl. Exony koduji genetickou informaci,
zatimco introny predstavuji nekodujici sekvence. Exony i introny se ptepisuji do primarnich transkripti RNA,
z kterych vsak specializované enzymy introny nasledné vystépi (mluvime o tzv. sestfihu).

4 Diploidni buriky obsahuji dvé sady parovych (homologickych) chromozomd, jedna sada pochéazi od otce, druhd
od matky. Haploidni buriky maji jen jednu sadu chromozomd.



mnohobunéénych organizmt. V tomto piipadé se v ramci jednoho organizmu vyskytuje
mnoho rtizné diferencovanych a funkéné zamétenych typt bunék, které prostfednictvim
vzajemné komunikace a spoluprace spolené umoziuji jeho existenci. Eukaryotické buiiky

a membranovych cytoplazmatickych organel (mitochondrie, lyzozomy, Golgiho aparat,
endoplazmatické retikulum, ptipadné plastidy).

Zasadni rozdily se tykaji také uspotadani genetické informace, jejiz pfevaznou vétSinu nese u
eukaryot jadernd DNA. Ta je linearni a reprezentuje chromozomy v pravém slova smyslu.
Chromozomy se sestavaji z chromatinu, tedy organizovaného komplexu DNA s histony a
nehistonovymi proteiny. V bunécném jadie ohraniceném jadernou membranou se u riznych
organizmu vyskytuje druhoveé specificky pocet chromozomu charakteristickych velikosti a
morfologie. Na rozdil od prokaryot piedstavuji dominantni ¢ast jaderné DNA introny a
nescetné nekodujici sekvence. Jelikoz eukaryota mohou byt jak haploidni, tak diploidni,
mnozi se nepohlavné i sexualné. U nékterych mize dochdzet i k stfidani haploidni a diploidni
faze a zplisobu rozmnozovani.

Eukaryota nemaji plazmidy, mala ¢ast genetické informace se vSak nachézi

v semiautonomnich organelich — mitochondriich a u rostlin i plastidech. Mitochondrialni
(mtDNA) a plastidové (pDNA) genofory se viceméné podobaji prokaryotickému nukleoidu.
Mezi organizmy sice existuje znacny rozptyl ve velikosti a genové hustoté mtDNA a pDNA,
povétSinou se vSak jedna o kruhovou DNA bez introntl, ktera neasociuje s histony. Strukturu
mtDNA a pDNA proto povazujeme za silny ditkaz endosymbiotického ptivodu
semiautonomnich organel. V jedné organele ptitom nalézame jednotky az desitky molekul
DNA.

Pierod prokaryotické buiiky na buiiku eukaryotickou vedl pravdépodobné pies archea,
cely proces vsak stale ziistdva zastfen tajemstvim. Jednou z cest mize byt vzajemna, i
vicestupniova fagocytoza prokaryotickych bunék a pozd¢jsi transformace internalizovanych
bun¢k v membranové organely — mitochondrie, chloroplasty, a ptipadné i bunécné jadro (tzv.
endosymbioticka teorie). Mitochondrie se patrn€ vyvinuly z parazitické baktérie rodu
Rickettsia a primarni plastidy z ur€ité sinice poziené jinou bunikou. Pro vznik eukaryotického
jadra byl pak postulovan nespocet hypotéz, véetné symbiotickych, z nichz zadna ale neni
obecné akceptovana. Pro diskusi na toto téma proto odkazujeme na specializovanou literaturu.
Unikatnim fenoménem, ktery se uskutecnil pouze u eukaryot, je rozvoj mnohobunécnosti
spojeny s morfologickou a funk¢ni specializaci bunék, jejich vzajemnou komunikaci a

koordinovanou spolecnou existenci v rdmcei organizmu. Prokaryotické buriky sice také nékdy



vytvareji kolonie a vzajemné se ovliviiuji, nelze vS§ak mluvit o mnohobunécénosti ve
skutecném slova smyslu. Mnohobunééné formy zivota se objevily separatné u zivocichi,
rostlin a hub. V dnesni dob¢ svét bunc¢k zahrnuje obrovské spektrum rozmanitych typt,
lisicich se ve vS§emoznych parametrech. Pfesto miizeme bunky v zékladnich rysech s trochou
nadsazky obecné pfirovnat k vysoce organizovanym mikroskopickym chemickym tovarnam,
ohrani¢enym bunécnou membranou (piipadné jesté¢ bunénou sténou — rostliny, houby) a

naplnénym cytoplazmou obklopujici bunééné jadro (nebo nukleoid).

Obr. 2.1 Stavba prokaryotické a eukaryotické bunky
1. jadérko, 2. jadro, 3. ribozom, 4. vacéek, 5. hrubé endoplazmatické retikulum, 6. Golgiho aparat, 7. cytoskelet,
8. hladké endoplazmatické retikulum, 9. mitochondrie, 10. vakuola, 11. cytozol, 12. lyzozom, 13. centriol).

A: https://cs.wikipedia.org/wiki/Prokaryotick%C3%A1 bu%C5%88ka.

B: http://projekt.gymtri.cz/soubory/Biologie/1-rocnik/eukaryotni-bunky/euk bunka.svg.png

2.3 Cesta k objevu buniky

Z dnesniho pohledu povazujeme bunky za nejmensi systémy schopné samostatného zivota a
reprodukce, které disponuji vlastnim genetickym materialem, proteosyntetickym aparatem a
energetickym metabolizmem. Buiiky dale vykazuji schopnost drazdivosti, riistu a v n€kterych
ptipadech i pohybu a diferenciace. Za zakladatele cytologie (nauky o butice) Ize povazovat
Jakoba Schleidena (1804—1881) a Theodora Schwanna (1810-1882), spole¢né s ¢eskym
védcem Janem Evangelistou Purkyné (1787-1869). K objevu buiiky vedla dlouhé cesta, jez
byla dlazdéna mnoha zlomovymi objevy i omyly a sahd minimalné€ k vynalezu svételného
mikroskopu, ktery nam oteviel dvefe do mikrosvéta. Vyndlezce mikroskopu neni presné
znam. Prvni pouzitelny mikroskop sestrojil nejspise holandsky brusi¢ skla Zacharias Jansen
se svym otcem Hansem v poloving 16. stoleti.

Termin ,,buitka“ nejdiive pouzil Robert Hooke (1635-1703) ve své knize Micrographia, kde
v roce 1665 podrobné popsal zdokonaleni mikroskopu a zaroven opublikoval své nakresy
nejriznéjsich mikroskopickych i makroskopickych objekti. S vlastnorucné sestrojenym
mikroskopem pozoroval mimo jiné i dutinky v korkové zétce, které mu pripominaly komtrky
ve vceli plastvi. Pojmenoval je tedy ,,cellulae®, buiiky. Zatim vSak nevéd¢l nic o jejich stavbé
a funkci.

Do roku 1719 se datuje nejstarSi zndma kresba bunék s jadry od Antoniho van

Leeuwenhoeka, zobrazujici ¢ervené krvinky lososa. Leeuwenhoek byl témét fanatickym



pozorovatelem mikrosvéta a ucinil v této oblasti mnoho podstatnych zjisténi. Naptiklad

v destové vode nalezl celé spektrum mikroorganizmd, kterym ptitkl jméno ,,zviratka*
(animalcules). Ptestoze se ptivodné vénoval védeckému vyzkumu jen jako amatér, stal se z néj
nakonec jeden z nejvyznamnéjSich prikopniki mikroskopie a otec mikrobiologie.

V roce 1831 objevil Robert Brown buné¢né jadro a roku 1834 vyslovil Pavel Fjodorovi¢
Gorjaninov (1796—-1865) myslenku, Ze kazdy zivy organizmus je sloZen z bunék. K rozkvétu
cytologie pak vyznamnou mérou pfispél jiz zminény Cesky fyziolog Jan Evangelista
Purkyné, ktery roku 1837 ptednesl v Praze svoji ,,zrni¢kovou teorii“. Jako jeden z prvnich
poukazoval na skute¢nost, ze se organizmy (rostliny i zivo¢ichové) skladaji ze zrnité hmoty,
jejiz kazdé zrnicko (bunka) vykazuje samostatnou metabolickou aktivitu. Vnitini obsah bunky
nazval protoplazmou a buitkkdm pfipisoval fundamentalni vyznam pro existenci Zivota.
Inspirovani témito i svymi vlastnimi objevy formulovali roku 1839 Matthias Jakob
Schleiden a Theodore Schwann tzv. bunécnou teorii. Potvrdili, Ze rostliny i zivo¢ichové se
sestavaji ze stejnych zakladnich jednotek — bunék, a prokazali, Ze vSechny bunky obsahuji
jadra. Dulezitym krokem kuptedu bylo zejména vysvétleni ¢innosti bunék na zakladé
molekularnich a atomarnich procest. Jak buniky vznikaji, v§ak zlistavalo i nadale zastieno
tajemstvim. Za podstatné lze proto povazovat vyvraceni tzv. abiogeneze, tj. spontanniho
vzniku zivych bunék z nezivé hmoty, které ucinil Louis Pasteur (1822—1885). Roku 1855
pak Rudolf Virchow konecné¢ dokazal, ze buniky pochéazeji zase a jen z bunék jejich délenim
(omnis cellula e cellula). Tuto mySlenku nasledné rozpracoval Walther Flemming (1843—
1905), ktery ji rozsitil i na chovani bunécnych jader (omnis nucleus e nucleo, jadra vznikaji
jen z jader jiz existujicich). K tomuto zavéru dospél pii sledovani déleni chromozomi, které
nazval mitézou. Rozvinout mohl myslenky Karla Wilhelma von Nigeliho a Wilhelma
Hofmeistera, ktefi nezavisle na sobé pozorovali mitdozu a chromozomy jiz v letech 1844—
1849, funkéni vyznam téchto fenoménti ale asi jeste prili§ nechapali.

Zcela ptevratny milnik pak pfedstavovalo rozlusténi principti dédicnosti, kterym Gregor
Johann Mendel pifedb¢hl svou dobu nejméné o 100 let. Piestoze jesté neznal chromozomy
ani DNA, poodhalil rousku zavislosti mezi fenotypem a genotypem a matematicky definoval
principy pfenosu genetické informace z generace na generaci (Mendelovy zakony dédicnosti).
Mendel se tak stal zakladatelem zcela nového védniho oboru — genetiky. V roce 1943 pak
Oswald Avery, Colin MacLeod a Maclyn McCarty identifikovali DNA jakozto nositelku
dédicné informace, na coz v roce 1953 navazali Rosalind Elsie Franklinova, Francis Crick
a James Watson pielomovym popisem struktury dvousroubovice DNA a odhalenim

zakladniho kopirovaciho mechanizmu, jimz zivot pochazi ze zivota. Zatimco dva pozd¢ji



jmenovani badatelé dostali za tento pocin v roce 1962 Nobelovu cenu, Franklinova, jejiz
zéasluhy byly patrn€ nejvétsi, se bohuzel udileni cen nedozila.

Vsechny tyto a fada dalSich objevii umoznily ddle zdokonalit bunéénou teorii az do dnesni
podoby, kdy je zfejmé, ze bunky piedstavuji zakladni stavebni a funkcni jednotky vseho
zivého (nebunééné organizmy na nich existenéné zavisi), vznikaji pouze z jiz existujicich
bungk, vychazeji svym plivodem ze spoleéného predka® a obsahuji genetickou informaci,
kterd je zakladem jejich vzezieni i aktivit. Kazdé buiika pfitom pfendsi svou genetickou
informaci do dcefinych bunék, které jsou na jejim zakladé vystavény a mohou se diky ni déle
rozmnozovat.

Na zavér jen zdiiraznéme, Ze vyzkum bunck ziistava i v soucasnosti neuvetitelné dynamickou
a fascinujici zalezitosti, coz by samoziejmé nebylo myslitelné bez paralelniho rozvoje
adekvatnich, predevS§im mikroskopickych technik. Obrovsky posun v nasem porozuméni
bunécné anatomii a funkcim pfinesl elektronovy mikroskop, ktery o dva az tfi fady prekonal
fyzikéln¢ dané maximalni mozné rozliSeni optického mikroskopu (cca 200 nm; tzv. Abbeho
limit). O tento pokrok se v roce 1931 zaslouzil Ernst Ruska, za coz byl pozd¢ji (1986)
ocencén Nobelovou cenou. I pfes doposud nepiekonanou rozliSovaci schopnost v§ak neni ani
elektronova mikroskopie pro vyzkum bunék vSespasna. Vzorky se totiz musi fixovat a nafezat
na tenké platky, coz bunky jednak posSkozuje, jednak je neni mozné studovat v trojrozmérném
prostoru a/nebo v redlném &ase (Zivé buiiky). Rada védci proto hledala a nasledné i vymyslela
ruzné zpusoby, jak jiz zminény Abbeho limit obejit. RozliSeni optické mikroskopie se tak
posunulo k dne$ni hranici 10 nm. Za tento pritlom byla v roce 2014 opét udélena Nobelova
cena, kterou tentokrate obdrzeli tfi védci soucasné — Eric Betzig a William Moerner za tzv.
SMLM mikroskopii (Single Molecule Localization Microscopy) a Stefan Hell za STED

mikroskopii (Stimulated Emission Depletion Microscopy).

2.4 Anatomie buiiky — cytoplazma a cytoplazmatické organely

Eukaryotickou buitku mizeme v zasad¢ rozd¢€lit na bunééné jadro (chromatin +
nukleoplazma) a zbytek bunky vyplnény cytoplazmou, ve které se nachazeji semiautonomni
organely (maji svoji DNA) a dal$i membranové i nemembranové utvary. Od okolniho
prostiedi buniku odd€luje cytoplazmatickd membrana a v nékterych ptipadech i bunééna steéna.
Co do vzhledu a funkce jsou burniky velmi variabilni, coz u jednobunéénych odrazi jejich

rizné zivotni strategie, u mnohobunéénych pak specializaci v rdmci organizmu. Zakladni rysy

3> Coz doklada napft. stejné chemické sloZeni bunék.



vsak maji vS§echny builky spolec¢né. V (Iékatské) radiobiologii nas zajimaji zejména buiiky

eukaryotické.

2.4.1 Bunécna sténa

Vyskyt bunééné stény se omezuje jen na prokaryota (baktérie, archea) a nékteré eukaryotické
organizmy — tasy, rostliny a urcité druhy hub. Bunéc¢na sténa vytvari kolem bunék exoskelet,
ktery je chrani pted vlivy okolniho prostfedi a patogeny, nebo naopak, v ptipad¢ patogennich
baktérii, pfed imunitnim systémem hostitele. Diky své pevnosti také brani osmotické expanzi
bungk a u rostlin a hub plni i funkci stavebni a skladovaci. Buné¢na sténa dovoluje prostup
vody a v ni rozpusténych zivin, ztézuje ale mezibunénou komunikaci. Proto se v ni zpravidla
vyskytuji otvory, kterymi prochéazeji plazmodezmy (spoje) propojujici vnitini obsah
(protoplasty) jednotlivych bun¢k. Hlavni komponentou bunééné stény mtize byt u eukaryot
celuldza, hemiceluldza a pektiny (rostliny), chitin (houby), nebo chitin spolecné s B-1,3-
polyglukanem (kvasinky). U baktérii pak rozliSujeme dva typy bunécné stény, na zéklade
jejichz rozdilného barveni krystalovou violeti délime baktérie na grampozitivni a
gramnegativni. Grampozitivni bunécéna sténa se sklada prevazné z peptidoglykanti a je dosti
mohutnd, zatimco gramnegativni bunécna sténa je vice lipopolysacharidova a podstatné tenci,
pokryva ji nicméné jesté dalsi (druhd) membrana. Archea maji bunéénou sténu pievazné z

pseudopeptidoglykanu.

2.4.2 Bunécné membrany

Rozlisujeme cytoplazmatickou membranu (plazmalema), kterd izoluje bunky od okolniho
prostiedi, a membrany bunéénych organel (vnitrobunécné), které vymezuji jednotlivé
funkéni kompartmenty v buiice. Membranové tvary (Golgiho aparat, endoplazmatické
retikulum, lyzozomy, vakuoly, tylakoidy, peroxizomy a ptipadné dal§i mikrotéliska)
obklopuje membrana jednoduch4, jadro a semiautonomni organely (mitochondrie, plastidy)
dokonce membrana dvojitd. Membrany nejenze odd€luji vnitini prostor organel a
membranovych Utvart od okolni cytoplazmy, ale také se aktivné podileji na jejich ¢innostech.
Specifické funkce organel se proto projevuji i ve slozeni ptislusnych membran, coz se tyka
zejména spekter zabudovanych proteint.

Strukturu membrany popisuje tzv. semipermeabilni mozaikovy model, zvany t€z model
tekuté mozaiky. Podstata modelu spociva v tvorb¢ lipoproteinové dvojvrstvy, ve které
»plavou* vélenéné proteiny (obr. 2.2) a dal$i komponenty. Zaklad membrany piedstavuji

fosfolipidy (glycerofosfolipidy a sfingolipidy), jeZ maji na jedné stran¢ molekuly hydrofilni



fostatovy zbytek (tzv. hydrofilni hlavic¢ka) a na stran¢ druhé jeden nebo dva hydrofobni
uhlikové fetézce mastnych kyselin (tzv. hydrofobni ocasky). Jako celek proto molekuly
fosfolipidii vykazuji amfipatické® vlastnosti, coZ se projevuje jejich orientaci vii¢i vodé tak,
ze polarni (hydrofilni) hlavicky s vodou reaguji, zatimco nepoléarni (hydrofobni) ocasky ji na
zékladé hydrofobnich interakci’ vypuzuji a vzdjemné spolu asociuji. Spontdnné (tzv. self-
assembling) se tak formuje fosfolipidova dvojvrstva o tloustce 7,5 nm, kde od sebe
odvréacené hydrofilni hlavicky tvofi na bocnim fezu membranou (obr. 2.2) horni a spodni
povrch dvojvrstvy, zatimco vzajemné vmezetené hydrofobni ocasky vybihajici z téchto
hydrofilnich povrchti vypliuji jeji vnitini prostor. Spontanni charakter skladani lipidové
dvojvrstvy zajistuje také regeneraci membrany v ptipad¢ jejiho poSkozeni. Dllezitou
lipidovou slozkou membrén jsou mj. steroly, u savcl napt. cholesterol a ergosterol.

Do fosfolipidové dvojvrstvy se zanofuji membranové proteiny, které mohou ¢astecné ¢i
zcela prochdzet membranou (integralni proteiny) nebo se jen vazat na jeji povrch (periferni
proteiny). Proteiny plni v membrané nejriiznéjsi ukoly, zejména spojené s membranovym
transportem a bunécnou signalizaci dovnitf 1 ven z buniky. V membrané je zakotven napiiklad
nespocet riznych receptort s enzymatickou aktivitou nebo funkéné spfazenych s enzymy,
které reaguji na impulzy z vnéjsiho prostiedi a pfevadéji je na signaly regulujici bunécné
fidici drahy®. Kritické drahy spousti napiiklad déleni buiiky po zachyceni rlistového faktoru.
Mutace ptisluSnych membranovych receptorii proto neziidka pozorujeme v nadorovych
buiikéch, kde ¢ini receptory nezavislé na okolnich signdlech nebo jinym zptisobem
abnormalné stimulované, a tudiz kontinualn¢ signalizujici a nutici buiiku k neustalé
proliferaci. Nasledky této situace si mizeme snadno domyslet. Receptory umoziuji také
vzajemné rozpoznani buné€k a jejich komunikaci, tfeba v ramci imunitni reakce. Jako signalni
molekuly na vnéj$§im povrchu membrany slouzi i sacharidy.

Dulezité je, ze se kompozice vnitini a vnéjsi strany fosfolipidové dvojvrstvy lisi, coz se
projevuje asymetrii a polaritou membrany. Dalsi funkén€ podstatnou vlastnosti fosfolipidové
dvojvrstvy je jeji semipermeabilita, diky niz do bunky a buné¢nych organel volné pronika
jen voda (osmoza) a né¢které malé a nepolarni molekuly (difuize). Obracené fe€eno, membrany
de facto nepropousteji nabité ¢astice (ionty) a polarni molekuly, takze se pro jejich prostup do

buiiky musely vyvinout specifické transportni mechanizmy (obr. 2.2) spoléhajici se na

¢ Amfipaticky = zarovef hydrofilni a hydrofobni.

7 Kromé hydrofobnich interakci se na formovani membrany podili i dalsi sily — elektrostatické a van der
Waalsovy sily, tvorba vodikovych mustki a nekovalentni interakce.

8 Regula¢nimi drahami rozumime kaskady biochemickych procesii vedouci ve svém kone¢ném disledku
k néjakému efektu, naptiklad iniciaci bunééného déleni apod.



transmembranové proteiny (zprostiedkovana difuze a aktivni pfenos). Proteiny funguji bud’
sami jako transmembranové pienasece, nebo vytvareji iontové pumpy a transportni kanalky,
jez transport vykonavaji. Rizné membrany exprimuji odliSné soubory transportnich proteind,
¢imz se specializuji k patfiénym funkcim.

Transport mize probihat samovoln¢ pfimo pfes membranu, nebo zprostiedkované pies
transportni membranové struktury. Z hlediska spotieby energie se transport d€li na pasivni a
aktivni. Mezi pasivni formy patii prosta difize a zprostfedkovana diflize, tedy mechanizmy
prenosu malych molekul po koncentracnim spadu (elektrochemicky gradient) bez spotieby
energie. Diftizi dovnitf a ven z bunky pronikaji naptiklad plyny a malé hydrofobni molekuly.
Prosta diftize se fidi pouze fyzikalné-chemickymi zakony a buiiky ji proto nemohou
ovliviiovat. Zprostiedkovana difuze se tyka molekul, které voln€ neprostupuji membranou
(fosfatové a dalsi ionty, aminokyseliny, monosacharidy, disacharidy atd.), a proto vyzaduji
pfitomnost proteinovych pienaSect, naptiklad membranovych kanalkii. Kanalky funguji
obousmérné, nékteré jsou specifické jen pro urcité molekuly a ptipadné i regulovatelné
uzaviratelné. Prostfednictvim kanalkt mutze tedy bunka ptijem konkrétnich latek
prizptisobovat okamzitym potiebam. Diilezity je v tomto ohledu naptiklad transport riznych
iontll. Alternativng se pasivni pienos odehrava pies proteinové prenasece, na které se
transportované molekuly navazou a poté jsou ,,pieklopeny* skrz membranu na jeji vnitini
stranu. Dochazi k tomu diky konforma¢nim zménam vyvolanych v pfenaseci vazbou
ptislusné latky.

AKktivni transport spotiebovava energii ziskanou §tépenim adenosintrifosfatu (ATP)
(primarni aktivni transport; uniport a kotransport) nebo ze soucasného prenosu jiné latky
po koncentra¢nim spadu (vyménny transport neboli sekundarni aktivni transport). To se
muze dit smérem opa¢nym proti vlastni transportované latce (antiport) nebo i stejnym
(symport). Aktivni transport se uskuteciiuje pomoci iontovych pump, pienasSecovych proteinti
vybavenych ATPéazovou aktivitou nebo membranovych vackut. Iontové pumpy (sodiko-
draslikova, vodikova, kalciova) hraji v zivoté buiiky zdsadni tllohu, protoze zodpovidaji za
udrzovani dulezitych bunéénych gradientl, nezbytnych naptiklad pro $ifeni elektrického
signalu (nervovych vzruchtl), produkcei kyseliny chlorovodikové (HCI) v zaludku anebo
syntézu ATP v mitochondrialni membrané (blize kap. 2.4.5). Bunééné membrany tak zajist'uji
nejen piijem a vydej latek, ale také se aktivné podili na bunééném metabolizmu a Sifeni
vzruchii mezi buiikami.

S vyuzitim membranovych vackl probihaji posledni dvé formy aktivniho transportu —

endocytoza a exocytéza. Endocytdzou rozumime pienos nespecifickych latek dovniti bunky.



Latky jsou nejprve obaleny bunécnou membranou, kterd se posléze vychlipuje dovniti bunky
a odstépuje zde vacky (vezikuly) uvolnujici sviij obsah do cytozolu. Podle charakteru
dopravované¢ latky rozliSujeme fagocytozu, jejimz prostiednictvim buiiky pohlcuji veétsi
pevné latky ale tieba i baktérie a jiné butiky, a pinocytézu, zamétenou na extraceluldrni
tekutiny a v nich rozpusténé latky. Tvorba vacku miize byt zahajena i specifickou vazbou
latky na receptor v membrang. Naopak vylucovani bunécného obsahu (neurotransmitery,
inzulin atd.) nazyvame exocytozou. Vacky se odskrcuji od Golgiho aparatu, putuji

k cytoplazmatické membrané, splyvaji s ni, a nasledné se vylévaji do extracelularniho

prostoru.

Obr. 2.2 Mozaikovy model cytoplazmatické membrany se znazornénymi mechanizmy transmembranového

transportu latek http://www.dancesalsa.co/types-of-transport-diagram.html

2.4.3 Cytoplazma

Cytoplazma vytvari prostiedi pro existenci bunéénych organel vCetn¢ jadra a zprosttedkovava
jejich metabolické a transportni spojeni. V cytoplazmé se rozpousti celd fada latek a dochazi
k jejich fedéni pro chemické premény. U rostlin ma tato zakladni hmota Zivych organizmi
charakter solu, u zivoc¢icht spise gelu. Hlavni slozku cytoplazmy piedstavuje voda (60-85 %),
mezi dal$i vyznamnéjs$i komponenty patii globularni bilkoviny (albuminy, globuliny) a cela
fada organickych 1 anorganickych latek, naptiklad enzymy, ribonukleové kyseliny (RNA),
lipidy, mastné kyseliny, lipoproteidy a aminokyseliny. Cytoplazmu proto miZeme povazovat
za jakysi koncentrovany gel nejriznéjsich molekul vykazujici neséetné enzymatické a dalsi
chemické aktivity (anaerobni glykolyza, ¢astecné odbouravani potravy, syntéza lipida atd.).
Zcela zasadnim procesem, ktery zde probihd na ribozomech, je translace proteind.
Cytoplazma také poméha regulovat hospodateni s vodou a elektrolyty a na rozdil od jadra se

barvi kyselymi barvivy.

2.4.4 Ribozomy
Ribozomy ptedstavuji nejmensi bunécnou organelu pozorovatelnou jako granula o priiméru
20-30 nm. Skladaji se z ribozomalnich RNA (rRNA) a desitek proteint. Pfi podrobnéjsim

pohledu lze rozeznat malou a velkou podjednotku, u eukaryot se sedimenta¢nimi



koeficienty® 40 S a 60 S (cely ribozom 80 S). Prokaryota maji ribozomy o néco jednodussi a
mensi (70 S), s podjednotkami 30 S a 50 S. Ribozomy katalyzuji translaci, tedy syntézu
proteint podle informace zakédované v mediatorové RNA (mRNA). Termin translace je zde
opravdu vystizny, nebot’ na ribozomech se skute¢né preklada sekvencni kdd DNA do kédu
aminokyselin. Informace zapsand v DNA pomoci ¢tyt pismen (bazi) musi byt prevedena do
abecedy aminokyselin, jez se sklad4 z pismen jednadvaceti'®, navic jinych nez v DNA (obr.
2.3). Ulohu prekladateli zde plni aminoacyl-tRNA-syntetizy a transferové RNA (tRNA).
Aminoacyl-tRNA-syntetazy jsou pfisné specifické enzymy, jez umi dle prostorové struktury
(. konformace) molekul rozpoznat vzajemné si odpovidajici kombinaci aminokyseliny a
piislusné tRNA, na jejiz 3‘-konec akceptorového raménka aminokyselinu napoji. Kromé
vazebného mista pro aminokyselinu ma kazda tRNA také tzv. antikodon, tvofeny tfemi
nukleotidy, kterym na zakladé komplementarity bazi'! rozezndva korespondujici kodon na
mRNA. Transferovd RNA s navdzanou aminokyselinou takto na ribozomu dekoduje
informaci obsazenou v mRNA, nac¢ez pienasenou aminokyselinu zafadi na spravné misto do
syntetizovaného polypeptidového fetézce. Pro kazdou z 21 aminokyselin existuje jedna
aminoacyl-tRNA-syntetaza a alespoii jedna specificka tRNA, ktera mtize ¢ist i vice z 64
moznych kodonti. Tento fenomén, tj. zaclenéni konkrétni aminokyseliny do proteinu
prostfednictvim vice kodond, oznacujeme jako degeneraci genetického kodu.

Proces pridavani aminokyselin do proteinového fetézce Ize ve zjednodusené podob¢ popsat
nasledovné: Iniciaéni tRNA s navdzanym methioninem (ptipadné formylmethioninem u
baktérii) nasedne do pfislusSného mista malé podjednotky ribozomu. Poté se k malé
podjednotce prichyti svym 5°-koncem také mRNA, a to prostifednictvim zde pfitomné rRNA.
Mala podjednotka s inicia¢ni tRNA se pak posouva po mRNA k jejimu 3°-konci, dokud
nenarazi na iniciaéni kodon AUG, od kterého ma byt translace zahajena. Iniciace translace ze
spravného mista je pro syntézu proteinu naprosto kritickd, jelikoz jakékoliv nepfesnost v jeho

Mrve

identifikaci, byt i o jediny nukleotid, zapfi¢ini nesmyslné ¢teni sekvence mRNA celého

......

ktera katalyzuje vznik peptidické vazby mezi aminokyselinami'®, jeZ jsou k ribozomu

? Velikost ribozomi a jejich podjednotek je udavana pomoci sedimentaénich koeficientt, tedy v tzv.
Svedbergovych sedimentacnich jednotkach [S].

10 UvaZujeme zde i selenocystein.

! Tedy na stejném principu, dle kterého se Fidi replikace a transkripce.

12 Vzhledem k tripletovému charakteru genetického kodu ma posun startovniho mista transkripce o 1 nebo 2
k naruseni celého ¢teciho ramce genu.

13 Jelikoz kli¢ovou Glohu pfi této katalyze hraje rRNA, ptedstavuje ribozom jakysi obfi ribozym.



dopravovany dal§imi a dalsimi tRNA. Nov¢ prichozi tRNA se vazou na ribozom a vytlacuji
z n¢j starsi tRNA, které jiz odevzdaly svou aminokyselinu. Timto mechanizmem je zajisténo
kontinudlni prodluzovani peptidového fetézce a zaroveil i smétovani celého ribozomu
kuptedu po mRNA k dal$sim kodoniim. Ve svém pohybu ribozom pokracuje, dokud se
nezastavi na kodonu terminaénim, ktery syntézu proteinu ukonci. U prokaryot probiha
mohou nasedat na mRNA po celé jeji délce, a tedy v mnohondsobném poctu (polycistronni
mRNA).

Z hlediska lokalizace rozliSujeme ribozomy volné se vyskytujici v cytoplazmé a ribozomy
vazané na endoplazmatické retikulum. Logicky 1ze odvodit, ze volné ribozomy syntetizuji
proteiny cytoplazmatické, zatimco ribozomy drsného endoplazmatického retikula predevsim
proteiny uréené pro cytoplazmatickou membranu, nékteré bunécné organely (napf. enzymy
lyzozom1) a také export z buiiky. Volné a vazané ribozomy maji pfitom zcela stejnou stavbu
a o jejich interakci s endoplazmatickym retikulem rozhoduje pouze proteinovy fetézec, jehoz
syntéza na ribozomu praveé zapocala. Proteinové fetézce cilici volné ribozomy do
endoplazmatického retikula nesou na svém N-konci specidlni signdlni sekvenci, jez je
rozpoznavana tzv. ¢astici SRP (signal recognition particle). Cely ribozom s navazanou ¢astici
SRP se nasledné prichyti k pfislusnym receptorim v retikulu. Celkové mtizeme v buiice najit

miliony ribozomd.

Obr. 2.3 Translace genetické informace a syntéza proteind na ribozomech

https://slideplayer.cz/slide/6077889/19/images/28/Genetick%C3%A 1+informace+DNA+RNA+Proteiny+Replik

acet+Transkripce+Translace.jpg

2.4.5 Mitochondrie

Jedna se plivodné o samostatné mikroorganizmy, bakterie, které se v priitbéhu evoluce
symbioticky zaclenily do bunék. Mitochondrie maji ovoidni (chondros) az protahly (mitos)
tvar a jejich velikost kolisa v rozsahu 1-2 um. Nékteré buiiky si vystaci s jen jednou obii
mitochondrii, obvykle se vSak setkavame se stovkami az tisici mitochondrii. Mitochondrie
jsou v cytoplazmé rozloZeny viceméné disperzné, nejcastéji se ale nachézi pobliz jadra,
pfipadné v oblasti buniky, ktera vyzaduje vysoky piisun energie (kontraktilni aparat srde¢niho
svalu, bi¢ik spermii apod.). Tato lokalizace koresponduje s funkci mitochondrii, které
muzeme metaforicky pfirovnat k jakymsi ,,bunéénym elektrarnam* produkujicim

adenosintrifosfat (ATP), jeZ buitkkdm slouZi jako univerzalni zdroj energie. Jinymi slovy,



mitochondrie pfemeénuji energii zivin, zejména cukri a tukd, do podoby piimo vyuzitelné
bunkou.

Mitochondrie ohranicuji dv€ membrany, z nichz ob¢ hraji kli¢ovou ulohu v mitochondridlnich
procesech a obsahuji vzédjemn¢ odlisnd spektra proteinli. Vnéj$i membrana je hladka a
porovita, ta vnitini naopak zvrasnéna a vybihajici do vnitiniho prostoru mitochondrie v
podobé hiebenovitych vybézkl — tzv. krist. Na vnitini membrané probiha
elektrotransportni (dychaci) retézec a oxidacni fosforylace, takze jeji zvrasnéni vyznamné
zvySuje povrch dostupny pro syntézu ATP. Mezi membranami se nachézi intermembranovy
prostor, ktery svym slozenim s ohledem na malé molekuly odpovida diky vysoké
propustnosti vnéj$i membrany (az do cca 5000 Da) cytozolu. Oblast pod vnitini membranou
pak nazyvame matrix. Realizuje se zde fada fundamentalnich biochemickych dé&ji —
Krebsiiv cyklus (citratovy cyklus), p-oxidace mastnych kyselin a ¢ast cyklu mocoviny.
Krebstv cyklus poskytuje vysokoenergetické elektrony pro dychaci fetézec ve vnitini
membrané. Enzymy fetézce postupné pienaseji elektrony az na kyslik (za vzniku vody),
pricemz takto jimi uvolnénou energii obratem vyuzivaji k pumpovani protont pochézejicich
z vody uvnitf matrix do intermembranového prostoru, tj. pies vnitini mitochondrialni
membranu. Tim se vytvaii silny elektrochemicky gradient nutici protony k navratu do matrix.
To se déje prichodem pres ATP syntazu, ktera je téz usazena ve vnitini mitochondrialni
membrané a s vyuzitim energie prochazejicich protoni syntetizuje ATP.

Mitochondrie, jako jediné cytoplazmatické organely lidskych bunék kromé jadra, maji svou
vlastni mitochondridlni DNA (mtDNA) a RNA a uskute¢niuji transkripci i translaci. Geneticka
vybava mitochondrii v§ak koéduje jen malou ¢ast potfebnych proteind, takze jejich funkce
zéaroven vyznamné¢ zavisi na bunécném jadie. Mitochondrie proto patii mezi tzv.
semiautonomni organely. Genom mitochondrii pfedstavuje jedna ¢i né¢kolik kruhovych
molekul DNA, které se volné vyskytuji v matrix, nebo se poji na vnitini membranu.
Mitochondrialni DNA se proto podoba spiSe prokaryotickému genoforu nez eukaryotickym
chromozomiim a dédi se matroklinné'*. Mutace v mtDNA nebo jadernych genech pro
mitochondridlni enzymy zptisobuji dédi¢né nebo i ziskand onemocnéni, zejména
metabolického charakteru. Jesté dodejme, Ze se mitochondrie mnozi autoreprodukci
(nemohou vznikat prostym poskladanim bunécnych komponent de novo) a nejsou soucasti

endoplazmatického retikula, prestoze patii mezi membranové organely. K syntéze jejich

14 paternalni pfenos mtDNA do dcefinych bunék jsme znali u nékterych organismd, nikoli viak ¢lovéka. V roce
2018 byl pripadech prekvapivé pozorovan soucasny prenos mateiské a otcovské také u lidské mtDNA (Luo S. et
al, Biparental Inheritance of Mitochondrial DNA in Humans. PNAS, 2018 115 (51) 13039-13044.



proteinti dochazi na volnych cytoplazmatickych ribozomech nebo na vlastnich ribozomech

v mitochondrialni matrix.

U né&kterych organizm, naptiklad rostlin a fas, se mezi semiautonomni organely
symbiotického piivodu tadi také plastidy, z nichz v obecnou zndmost vesly zejména
chloroplasty. Chloroplasty se v mnoha rysech podobaji mitochondriim, obsahuji v§ak
chlorofyl a kromé¢ jinych dualezitych biochemickych déji zodpovidaji za zcela zasadni proces

— fotosyntézu.

2.4.6 Golgiho aparat

Pojem Golgiho aparat souhrnné oznacuje, podobné¢ jako v ptipadé endoplazmatického
retikula, systém cisteren a vacki roztrouSenych v cytoplazmé, piipadné obklopujicich jadro
jako sit’. Funkéné zprostiedkovava Golgiho aparat ptechod mezi endoplazmatickym
retikulem, cytoplazmou a cytoplazmatickou membréanou. V elektronovém mikroskopu bylo
prokazano, ze se Golgiho aparat sklada ve své stfedni ¢asti z plochych cisteren ohrani¢enych
hladkou membranou, které v periferni zon¢ piechéazeji do malych vackt (vezikul). Golgiho
aparat predstavuje dilezitou sekre¢ni organelu a kromé bunééného transportu vytvotrenych
latek zajiSt'uje 1 jejich posttranslacni modifikace. Produkuje napiiklad imunoglobuliny a
polysacharidové struktury pro povrchovy glykokalix, coz je ochranna polysacharidova vrstva
pokryvajici cytoplazmatickou membranu. Nékteré latky se v Golgiho aparatu také skladuji a

odstranuyji.

2.4.7 Lyzozomy

Lyzozomy mayji kulaty nebo ovoidni tvar, na povrchu je kryje jednoducha membrana a
vznikaji oddélenim z hladkého endoplazmatického retikula nebo Golgiho aparatu. Tyto duté
organely disponuji hydrolytickymi enzymy, obecné patiicimi mezi kyselé hydrolazy
(naptiklad kyselou fosfatazu, lipazy, ribonukleazy, glykozidazy a celou fadu dalSich enzymi).
Uvniti lyzozomu (lumen) panuje kyselé prostiedi (pH asi 5), které umoziiuje degrada¢nim
enzymum fungovat za béZnych okolnosti pouze v téchto organelach. Obecné lyzozomy
zodpovidaji za rozklad urcitych komponent buiiky a materialu vstfebaného z okoli (bunécné
traveni). Pti poSkozeni buiiky nebo po jeji smrti se enzymy z lyzozomti uvoliuji do
cytoplazmy a zprostiedkovavaji autolyzu jejiho obsahu.

RozliSujeme primarni, sekundarni a tercidrni lyzozomy. Primarni lyzozomy jsou
produkovany endoplazmatickym retikulem, odkud se dostavaji do Golgiho aparatu a ve formé

drobnych vacka pokracuji do cytoplazmy. Sekundarni lyzozomy pak byvaji vétsi a znacné



heterogenni, dle toho, co travi. Mizeme je rozdé€lit na heterolyzozomy a autolyzozomy.
Heterolyzozomy vznikaji splynutim primarniho lyzozomu s fagozomem a odbouravaji
cizorodé¢ latky, které vnikly do bunky fagocytdzou (heterofagozomy), naptiklad bakterie.
Autolyzozomy pak eliminuji nezadouci ¢asti organel a cytoplazmy. Tercidlni lyzozomy
shromazd’uji nerozlozitelné latky, naptiklad lipofuscin, ktery mtizeme v mikroskopu
pozorovat jako zelenozluté az hnédocervené zbarvené kapénky. Lyzozomalni onemocnéni,
n¢kdy nazyvand jako ,,sttadava“, se objevuji vzacné a zpiisobuje je kumulace nezpracovanych
latek v lyzozomech v disledku poruchy aktivity nékterého z lyzozomalnich enzymi. Podle
novych studii se lyzozomy podileji patrné i na bunécném signalizovani, naptiklad spojeném

s apoptozou. Lyzozomy nachazime vyhradné u Zivoc¢isnych bunék.

2.4.8 Peroxizomy

Peroxizomy, membranou obalena malé (0,1-1 pm) ovoidni téliska, odvozuji sviij ptivod

od endoplazmatického retikula. Obsahuji peroxidazu, katalazu, rizné aminooxidazy a nékteré
dal$i enzymy, jez se uvnitt peroxizomu organizuji v tzv. Krystaloid, zajiSt'ujici spravnou
navaznost probihajicich chemickych reakei. Peroxizomy zejména oxidativné degraduji dlouhé
fetézce mastnych kyselin a dalSich substratt, tvoii zlucové kyseliny a recykluji cholesterol.
Procesem podobnym B-oxidaci v mitochondriich se uvoliuje peroxid vodiku, ktery je
nasledné vyuzit pro sprfazené oxidacni reakce. Jakékoliv piebytky peroxidu ihned rozklada
kataldza na vodu a kyslik, a chrani tak buiiku proti jeho toxickym G¢inkiim. Souhrnné Ize tedy
fici, ze se peroxizomy podileji na bunééném metabolizmu a odstrafiovani toxickych latek
(naptiklad etanolu, nékterych D-aminokyselin, fenolickych latek, kyseliny mravenci,

glyoxylatu, epoxidt, formaldehydu, dusitani a mnoha bunéénych metaboliti).

2.4.9 Proteazomy

Proteazomy se vyskytuji v cytoplazmé i bunééném jadre a predstavuji nastroj likvidace
piebyte¢nych, nespravné nasyntetizovanych a poskozenych proteinti. Miizeme si je predstavit
jako chemicky mlynek, vratky uzavieny valec, do kterého je po otevieni téchto vratek na
zaklad¢ prislusného signalu nezadouci protein vtazen, rozSt€pen protedzami a na druhém
konci vyloucen v podobé¢ kratkych fragmentl az jednotlivych aminokyselin. Proteiny, které
mayji byt proteazomem rozlozeny, jsou nejprve prisluSnymi enzymy oznaceny
polyubiquitinovym Fetézcem. Nékteré porusené proteiny vSak podléhaji degradaci i bez

tohoto signalu. Proteazomy tak hraji v buiice extrémné dilezitou tlohu, protoze reguluji



proteinovou homeostazu. Nepiekvapuje proto, ze jejich disfunkce se podili na celé radé

patologickych procest, véetné karcinogeneze.

2.4.10 Bunééné inkluze

Jako bunécné inkluze (paraplazma) nazyvame produkty bunééného metabolizmu a exogenni
latky, které se doCasné ¢i trvale ukladaji v cytoplazmée a mohou byt ¢i nemusi ohraniceny
membranou. K endogennim inkluzim patii sekrecni granula (vacky endoplazmatického
retikula a Golgiho aparatu vyplnéna sekretem), glykogen (zasobni polysacharid), kapénky
lipidii, krystaly bilkovin a dalsi. Exogenni inkluze se dostavaji do cytoplazmy fagocytézou

nebo pinocytézou. Zbarvené inkluze oznacujeme jako pigmenty.

2.4.11 Cytoskelet

Cytoskelet se v kazdé eukaryotické buiice rozprostira jako trojrozmérna sitovita plazmaticka
struktura proteinové povahy, ktera se na jedné stran¢ vaze k bunéénému jadru a na strané
druhé k plazmatické membrané. Na tuto sit’ se napojuji 1 ostatni bunécné organely. Funguje
jeji existence (pohyb organel, svalové stahy, prenos signalli bunééného metabolizmu atd.).
Podili se také na bunécném déleni (vnitrobunéény pohyb chromozomtl) a zdniku bunék
(apoptoza ¢i nekrdza). Na stavbeé cytoskeletu kooperuji aktinova filamenta (mikrofilamenta),
sttedni filamenta a mikrotubuly.

Aktinova filamenta (pramér 5-7 nm) slouzi k pohybu bunky, vackil a vnitrobunéénych
struktur. Kromé¢ toho stabilizuji bunééné vybézky a podileji se na zaskrcovani cytoplazmy
béhem déleni. Svazecky mikrofilament lezici v klidové bunice pod cytoplazmatickou
membranou (kontraktilni svazky) oznacujeme jako stresova vldkna. Globularni aktin

v piftomnosti iontii K™ a Mg?" polymeruje za spotfeby ATP a tvorby vlaknité dvousroubovice.
Opacny proces pak predstavuje depolymerizace vlakna. Ve svalovych strukturach asociuji
aktinova filamenta s myozinem.

Stiredni filamenta (10 nm) poskytuji bunice pevnost, chrani ji pfed deformacemi a tvofi
vlakna v mezibunééné hmot¢ (kolagen, elastin, retikulin). Stfedni filamenta vznikaji stoCenim
mnoha proteinovych vléken, takze pfipominaji jakési mikroskopické lano. Dilezitou
komponentu stfednich filament predstavuje jaderna lamina (laminy A, B, a C), ktera se jako
proteinova sitovitd vrstva rozprostird pod vnitini st€énou jaderné membrany, na kterou piiléhé
a poskytuje ji mechanickou oporu. Lamina se rovnéz podili na ustanoveni jaderné architektury

chromatinu a regulaci aktivity genomu. Laminy dale spoluvytvaieji jadernou matrix a kostru



buné¢ného jadra, pticemz vyznamné participuji na jeho rekonstrukci po probéhnuvsi mitoze.
Mutace v laminech a asociovanych proteinech zpiisobuji ¢asto zavazna dédi¢na i ziskana
onemocnéni — laminopatie (naptiklad Emery-Dreifusovu dystorfii nebo Hutchinsonovu-
Gilfordovu progerii, spiSe zndmou jako tzv. syndrom pred¢asného starnuti).

Mikrotubuly, tvofené tubulinem (primeér 25 nm), formuji nekontraktilni struktury kolisavé
délky, ptitomné ve vSech eukaryotickych bunkach. Jsou stavebnimi slozkami stabilnich (cilie
a bi¢iky) i labilnich struktur (dé€lici vieténko — centriola). Rozpad a opétovné sestaveni
mikrotubuld probihé rychle, takZe mohou vyhodné slouzit k tvorbé dynamického leSeni pro

vnitrobunéény transport, organizaci organel a buné¢né déleni.

2.5 Anatomie bunky — buné¢né jadro a geneticka informace

Bunéc¢né jadro (latinsky nucleus, fecky karyon, obr. 2.4) bylo prvnim objevenym sub-
bunéénym utvarem (R. Brown, 1831). Nikdo tehdy samoziejmé netusil, o jak fascinujici
organelu se jedna. Nejprve se na néj pohlizelo jako na jednoduchou strukturu, ktera jiz neni,
kromé jadérka, délitelna na dalsi subkompartmenty. Metaforicky feceno, jadro tehdy badatelé
povazovali za jakysi vak, v jehoz nitru se prevaluje amorfni jadernd matrix. Dnes je jiz
nepochybné, Ze obhospodaiuje jednak kompletni genetickou knihovnu'® eukaryotické buiiky,
jednak predstavuje jakysi centralni bunéény pocitac, disponujici veskerymi potiebnymi
databazemi, softwarem i hardwarem pro zajisténi stavby a fizeni funkce sebe sama i celé
buiiky. Jadro je ohranic¢eno dvojitou jadernou membranou a ma obvykle okrouhly az
tyCinkovity, nékdy i lalocnaty tvar s primérnou velikosti asi 5—10 pm. Rozméry jadra zavisi
na typu, funkci a stafi bunky, napt. se zmenSuje béhem starnuti. Jadro se obvykle vyskytuje
centralné, jinak je tomu tfeba u vajicek a tukovych ¢i svalovych bunék. Bunika mivé zpravidla
jen jedno jadro, ale existuji i buiiky mnohojaderné. Vice jader nalezneme tfeba u osteoklastt,
slouzicich k odbourani kostni tkdn€, nebo syncytii, vznikajicich splynutim svalovych bun¢k.
Jiné typy bunék naopak jadro zcela postradaji nebo je jeho funkce redukovana'®.

Hlavni komponenty bunécného jadra predstavuji karyoplazma (nukleoplazma) a chromatin
(chroma — barevny, barvitelny). Karyoplazma je pomérné tekutd hmota obsahujici zejména

histony, DNA polymerazy, RNA polymerdzy, nukleotidy, proteiny participujici na reparaci

15 Malou &ast genetické informace u eukaryot ukryvaji i mitochondriemi a pifpadné plastidy, u prokaryot je
doplitkova genetické informace uloZena na plazmidech.

16 Naptiklad Gervené krvinky savci, které se nedsli a specializuji se pouze na pienos kysliku, vypudi jadro jiz
v pribéhu postnatalni erytropoézy v kostni dfeni. Terminalné¢ diferencovanych neutrofily maji zase jadro silné
kondenzované a geneticky malo aktivni. Jeho funkce totiz spo¢iva v obrané€ organizmu proti infekci — po aktivaci
patogenem jadro neutrofilu doslova exploduje, ¢imz do okolniho prostfedi vymrsti spoustu chromatinovych
vlaken, jez imobilizuji infek¢ni agens a vyvolavaji dalsi stimulaci imunitniho systému.



DNA, nejruznéjsi typy RNA a dalsi molekuly. Chromatin (neboli komplex DNA s histony a
nehistonovymi proteiny) vytvari v mitdoze znamé pentlicovité utvary, chromozomy. Diive se
myslelo, Ze chromozomy jsou jen mitotické, svou povahou doc¢asné struktury, které se béhem
interfaze!” zcela rozpousti a v nasledujici mitéze vznikaji de novo. Tento predpoklad vychazel
ze skute€nosti, ze tehdej$imi metodami prestavaly byt chromozomy v obdobi mimo mitézu
viditelné. Interfazni jadro proto védci jesté relativné nedavno ptipodobnovali k vaku, ve
kterém pluji a ndhodné se misi jednotliva vlakna DNA, podobné jako nudle v polévce.

Na ptelomu 18. a 19. stoleti zacali Rabl (1885), Strasbourger (1905) a Boveri (1909) uvazovat
o ur€ité organizaci buné¢ného jadra a nenahodném uspoiadani chromatinu také béhem
interfaze. Nasledné byly s vyuzitim radioizotopové a pozd¢ji fluorescencni in situ hybridizace
(FISH) pozorovany jaderné domény interfdznich chromozomi. Existence téchto domén, téz
zvanych jako chromozomalni teritoria, jednoznaéné prokdzala, ze chromozomy v interfazi
sice dekondenzuji, zachovavaji si ale svou identitu a urc¢itou strukturu. Dnes vime, Ze
zaujimaji pouze urcity limitovany objem jadra, jen omezené se prolinaji, a spole¢né vytvareji
funk¢ni jadernou architekturu. Dalsi vyzkumy odhalily, Ze topologie chromozomalnich
teritorii v bunééném jadte a také chromatinu uvnitt téchto teritorii se fidi uréitymi pravidly
statistického charakteru. S postupem Casu se tak stale zietelnéji ukazuje, Ze strukturni aspekty
hraji ve fungovani jadra a genetické informace zcela zasadni roli.

Miizeme si snadno predstavit, ze ukolem kondenzované struktury mitotickych chromozomt je
umoznit soumérny a bezpecny pienos genetické informace do dcefinych bunék béhem
bunécného déleni. Spravné porozumét uloze struktury chromatinu v interfazi vSak bude
mnohem slozit&j$i, protoze chromozomy v tomto obdobi buné¢ného zivota vykonavaji své
komplexni provozni a fidici funkce. Patii mezi n¢ zejména materialni vyjadieni genetické
informace, iniciované transkripci (prepisem) DNA do RNA. Dalsi interfazni proces, ktery
musi probéhnout mezi jednotlivymi délenimi buiiky, pfedstavuje replikace (zdvojeni
mnozstvi) DNA a vytvoreni sesterskych chromatid chromozomti. A konecné, jelikoz
transkripce, replikace, bunéény metabolizmus a vn¢jsi faktory DNA neustéale poSkozuji,
probihaji v interfazni bunice nes€etné procesy zaméiené na jeji opravu. VSechny tyto aktivity
interfaznich chromozomu vyzaduji ptistup slozitych proteinovych komplexti k DNA, a tudiz i
urcitou specifickou strukturu chromatinu. Struktura chromatinu tak hraje v interfazi zasadni
tidici tlohu, a je proto ptisn¢ regulovana. Na této regulaci se vyrazné podili tzv. epigenetické

modifikace DNA a histoni, které nejenze ptimo upravuji strukturu interfaznich

17 4j. v obdobi mezi mitézami



chromozomt, gentl, nebo dokonce i jejich ¢asti dle aktudlnich bunéénych pozadavki, ale
zéaroven jednotlivé oblasti chromatinu opatiuji specifickym epigenetickym kédem. Tento kod
fidi interakce DNA s histony a dal$imi proteiny (transkripénimi faktory, polymerdzami,
repara¢nimi proteiny DNA, strukturnimi proteiny chromatinu atd.), a tedy i to, jak budou
buiiky s genetickou informaci pracovat. Jinymi slovy, geneticky kod zaznamenany v sekvenci
nukleotidd DNA popisuje, co bude buiika produkovat, zatimco epigeneticky kod (epi = nad,
tedy ,,nadgeneticky* kod) buiice urCuje, jak a za jakych okolnosti se tak ma dit. Kompletni
sekvenci lidského genomu dnes zndme diky uctyhodnému projektu HUGO. Vzrusujici
vyzkum epigenetického kodu a zptisobtl, jakymi burika s nasi genetickou knihovnou pracuje,
vSak usilovné pokracuje. To se tyka i otdzek funkEniho vyznamu jaderné architektury a

mechanizmil vedoucich k jejimu ustanoveni.

Obr. 2.4 Interfazni bunécné jadro a jeho komponenty

https://pngtree.com/freepng/cell-nucleus-structures 3526116.html

2.5.1 Jaderna membrana (karyolema)

Jadro na povrchu obaluje dvojita jaderna membrana, karyolema. Karyolemu mizeme
pozorovat v optickém mikroskopu jako tenkou, ostfe ohrani¢enou linii, v elektronovém
mikroskopu slozenou ze dvou tfivrstvych membran (vnitini a zevni). Na vnitini membranu se
vaze chromatin prostfednictvim jaderné laminy, tj. jakéhosi proteinového leseni
sestavajiciho z lamind, které dodava jadru pevnost. Chromatin se k lamin¢ pfichytava jen
prostfednictvim specifickych chromozomalnich lokusi, takze se jaderna membrana kromé
jinych ukolt podili také na ustanoveni funkéni jaderné architektury. Na vnéj$i membranu se
spolu s ribozomy poji drsné endoplazmatické retikulum, do néhoz volné€ prostupuje
perinukledrni prostor. Pfes endoplazmatické retikulum a nasledné Golgiho aparat jadro
komunikuje s cytoplazmatickymi organelami, cytoplazmatickou membranou a
mimobunéénym prostiedim.

Interakci mezi jadrem a cytoplazmou dale zprostfedkovavaji jaderné pory, které v karyolemée
vytvareji transmembranové kanalky s osmicetnou symetrii a velikosti 20—50 nm. Jaderné pory
zaujimaji asi deset procent az jednu tfetinu povrchu karyolemy a maji pro zivot buiiky zcela
zasadni vyznam. Zajist'uji nezbytnou cirkulaci proteinti a RNA molekul mezi cytoplazmou
(syntéza proteintl) a jadrem (syntéza RNA). Do cytoplazmy jimi proudi zejména molekuly
mediatorové mRNA, transferové tRNA a ribozomalni podjednotky vytvotené v jadie

interakci ribozomalnich proteinl s ribozomalnimi rRNA. Proteiny lokalizované v jadernych



porech také provadéji vystupni kontrolu fetézci RNA, ¢imz zabranuji priniku aberantnich
RNA do cytoplazmy. Naopak dovnitf jadra se jadernymi pory dostavaji ribozomalni proteiny,
sesttihové faktory RNA'S, histony a dalsi stavebni komponenty chromatinu a veskeré proteiny
fidici metabolizmus DNA, zejména transkripcni faktory, replikacni faktory a enzymy.

V oblasti jadernych pora vnitini a vnéj§i membrana splyva, piicemz vlastni por prepazuje
tenka diafragma. Maximalni velikost molekul, které mohou jadernymi pory pronikat,
odpovida asi 60 kDa. O transportu proteint do jadra rozhoduje také tzv. jaderny lokaliza¢ni
signal (NLS), tj. kratka aminokyselinova sekvence umoziujici navazani proteinu, ktery ji
obsahuje, na ptislusny transportér. Jaderny exportni signal (NES) naopak oznacuje proteiny
urcené pro export z jadra do cytoplazmy.

Aby byl béhem bunééného déleni umoznén rozestup chromozomil do dcefinych bunék,
dochdzi na zacatku mitdzy spolu s kondenzaci chromozomil k fosforylaci jaderné membrany a
jejimu rozpadu na drobné fosfolipidové vacky. Pii tvorbé nového jadra jsou pak komponenty
membrany opét defosforylovany, coz umoznuje shlukovani a polymerizaci téchto vacki na

chromozomech a rekonstrukci membrany.

2.5.2 Jadérko

Jadérko (latinsky nucleolus) pfedstavuje dynamicky utvar v interfaznim bunééném jadre,
ktery neohrani¢uje membrana. Ve svételném mikroskopu ho mizeme pozorovat jako ovalné
oblasti barvici se hematoxylinem a syntetickymi bazickymi barvivy. Fluorescen¢ni barviva
(DAPI, TOPRO?3) jadérko naopak nebarvi. Z toho Ize vyvodit, Ze obsahuje jen relativné malé
mnozstvi DNA. Konkrétné se jedna o organizatory jadérka akrocentrickych chromozomi,
které nesou mnohondsobné kopie gent pro rRNA a kolem kterych se jadérka formuji.

V ptipadé ¢loveéka se tvorby jadérka Gcastni chromozomy 13, 14, 15, 21 a 22, spole¢né
zahrnujici zhruba 400 gent pro rRNA. Tyto geny jsou velmi silné pfepisovany. O intenzité
jejich transkripce si miizeme udélat obrazek jiz jen ze samotného faktu, ze rRNA tvofti vice
nez polovinu RNA produkované v jadre. Kolem genti pro rRNA se tak kumuluje objemna
sféra jejich transkriptl, které zde podléhaji dalsim tipravdm (maturace). Hotové molekuly
RNA nésledné interaguji s ribozomalnimi proteiny za vzniku ribozoméalnich podjednotek.

V elektronovém mikroskopu mizeme rozlisit nékolik morfologickych vrstev jadérka, neni
vSak zcela jasné, jak tyto vrstvy koreluji s vySe popsanymi procesy a strukturami. Kompozice

jadérek je navic proménliva. Nejdiive se v buiice vyskytuje nékolik pre-jadérek, kterd spolu

18 Sesttih z pre-mRNA odstrani introny za vzniku mRNA, kterd teprve slouzi k translaci na ribozomech.



posléze splyvaji. V jadre je tak obvykle pfitomno jadérko jedno, nékdy vsak i vice,

v zavislosti na typu a metabolické aktivité¢ bunky. V nékterych typech bunck se jadérko
objevuje az v prubchu diferenciace. Jadérka maji tvar kulatého téliska o priméru 1-3 pm a
nachazeji se uprostied jadra nebo u jeho vnitini membrany. Jadérko zajistuje pfedevsim
syntézu rRNA, v soucasné dob¢ vsak za¢iname odhalovat i jeho dalsi funkce, naptiklad

zapojeni do reakce buiiky na stres nebo infekci.

2.5.3 Jaderna DNA a zakladni jaderné procesy — replikace a transkripce

Jak jiz bylo uvedeno, pfevaznou ¢ast jadra vypliuje chromatin, tedy DNA v komplexu s
histony a nehistonovymi proteiny. VSechny tyto slozky maji v chromatinu nezastupitelnou
ulohu. Deoxyribonukleova kyselina (obr. 2.5) uchovava, realizuje a udrzuje kontinuitu
genetické informace. Tato polymerni makromolekula se skladéa ze dvou fetézct vytvofenych
spojenim ruzn¢ velkého poctu nukleotidll prostfednictvim fosfodiesterové vazby. Nukleotidy
se sestavaji ze zbytku kyseliny fosfore¢né, deoxyribdzy (cukru) a jedné z purinovych (adenin,
guanin) nebo pyrimidinovych (cytozin, tymin) bazi. Spojovanim deoxyriboz pies zbytky
kyseliny fosfore¢né se vytvaii tzv. cukr-fosfatova pater DNA, na kterou se ptes deoxyriboézu
poji pomoci N-glykosidické vazby jednotlivé baze. Specifickym fazenim téchto bazi v rdmci
retézce (tj. sekvenci nukleotidi) je v DNA zapséana vlastni geneticka informace.

Z chemického hlediska rozliSujeme 5°-konec a 3°-konec feté¢zce DNA. 5¢-konec zakoncuje
fosfatovy zbytek na uhliku 5 deoxyribozy (proto 5°), zatimco 3‘-konec OH skupina na uhliku
3 deoxyribozy (proto 3°). Jiz proslavend dvousroubovice DNA vznika vazbou dvou opacné
orientovanych (tzn. 5-->3 a 3-->5), tzv. antiparalelnich fetézcl prostfednictvim vodikovych
miistki mezi protilehlymi nukleotidy. Dvousroubovice DNA je obvykle pravoto¢iva!® a na
zakladé tzv. Watson-Crickova parovani bazi v ni proti adeninu (A) stoji v opa¢ném fetézci
vzdy tymin (T), zatimco guanin (G) se paruje s cytozinem (C). A a T poji dva vodikové
mustky, G a C pak tfi. Z uvedeného plyne, ze dvousroubovici mohou vytvaret jen takové
fetézce, které jsou si pii antiparalelni orientaci vzajemn¢ inverznim obrazem — mluvime o tzv.
komplementarnich Fetézcich?®. Na principu komplementarity spo¢ivaji kromé samotné
stavby dvouSroubovice DNA 1 jeji aktivity podminiujici existenci zivota tak, jak ho zndme — tj.

replikace, transkripce a nékteré mechanizmy reparace DNA a regulace genové exprese.

19 Existuje n&kolik helikalnich forem DNA, zatimco A a B jsou pravoto¢ivé, méné obvykla forma Z je
levotoCiva; formy A a Z se vyskytuji jen za specifickych podminek.
20 Vz4jemn& komplementarni jsou napfiklad fetézce 5-AACTG-3¢ a 3-“TTGAC-5°.



Fenomén komplementarity proto ptedstavuje naprosto sté¢zejni evolucni ,,vynalez a vyuzivaji

ho 1 n¢které diilezité metody molekularni biologie a genového inZenyrstvi.

Obr. 2.5 Struktura nukleotidti (vlevo) a molekuly DNA (vpravo)
https://www.biologyexams4u.com/2013/04/double-helix-dna-model-by-watson-and.html#. W3aijLh9haQ

Nez postoupime k vys$im organizacnim celkim chromatinu — chromozomum, zastavime se
bunécného obsahu DNA pied rozdélenim rodi¢ovské buiiky na bunky dcefiné. Jedna se tedy o
proces zajistujici kontinuitu zivota. Replikace je iniciovana v S fazi bunééného cyklu v
piredem urcenych mistech genomu, definovanych nukleotidovou sekvenci ori (tzv. origins).
Od téchto pocatkii probiha obousmérné a tzv. semikonzervativnim zptisobem. Retézce
matetské dvousroubovice DNA se nejprve v misté replikace za pomoci enzymu vzajemné
rozvolni (denaturuji), ¢imz se v DNA objevi ,,bublina® nesparovanych nukleotidt, do které se
nasledné vaze celd fada replika¢nich proteinii za tvorby dvou protismérné orientovanych
replikac¢nich vidlic. Celou strukturu si miiZzeme pfipodobnit ke dvéma proti sobé postavenym
pismentim Y, replika¢nim vidlicim, nejprve se dotykajicim svou rozvétvenou ¢asti a poté se

s postupem replikace od sebe vzdalujicim (obr. 2.6). Baze pismene Y odpovida stale jeste
nerozpletené dvousroubovici, zatimco kazda z jeho vétvi piedstavuje jeden z uvolnénych
(jedno)fetézci. Oba oddélené (jedno)ifetézce slouzi jako templat pro syntézu nascentniho
fet¢zce DNA. Primarni Glohu v tomto procesu hraje DNA-dependentni DNA polymeraza
(DNA polymeraza), ktera cte sekvenci nukleotidl na templatovém fetézci a na zakladé
komplementarity bazi postupné ptidava nukleotidy do fetézce nového. DNA polymeraza
nicméné dokdze katalyzovat spojeni nukleotida prostiednictvim fosfodiesterovych vazeb
pouze ve sméru 5°-->3°. Ze dvou novych fetézcti DNA je proto kontinudlné syntetizovén jen
jeden (vedouci Fetézec), zatimco ten druhy (opoZd’ujici se Fetézec) je prodluzovan postupné
po kratkych tsecich, tzv. Okazakiho fragmentech (obr. 2.7). Protoze DNA polymeraza
vyzaduje pro zahdjeni své ¢innosti existenci kratkého fragmentu RNA, na ktery by mohla
zacit nukleotidy napojovat, zavisi ve své ¢innosti na DNA-dependentni RNA polymeraze
(DNA primaze), ktera tyto tzv. primery vytvari. Pro syntézu celého vedouciho fetézce staci
primer jediny, v piipad¢ opozd'ujiciho se fetézce je zapotiebi jeden primer pro kazdy
Okazakiho fragment. Na rozdil od transkripce (viz dale) se béhem replikace novy fetézec
thned paruje s fetézcem pivodnim (templatovym) a formuje s nim dvousroubovici DNA. V

celkovém vysledku vySe popsanych aktivit proto vznikaji dvé dcetfiné molekuly DNA, z nichz



kazda se sestava z jednoho templatového fetézce rodiCovské DNA a jednoho fetézce nove

nasyntetizovaného. Proto replikaci ozna¢ujeme za semikonzervativni (obr. 2.6).

Obr. 2.6 Iniciace a prub¢h replikace DNA http://uoitbiology12u2014.webly.com/dna-replication.html

Na zavér zdiraznéme, ze kromé DNA polymerdzy a primdzy se na replikaci podili cela fada
dalsich enzym a proteinti, z nichz kazdy ma svou nezastupitelnou specifickou tlohu (obr.
2.7). Naptiklad helikazy rozmotavaji dvousroubovici DNA pied postupujici replikacni
vidlici. Ve sniZovani nariistajiciho torzniho pnuti v DNA jim poméahaji i topoizomerazy.
Ribonukleazy zajistuji odstranéni RNA primert z nascentnich fetézci DNA a specidlni typy
DNA polymeraz nasledné vyplnéni takto vytvotenych mezer deoxyribonukleotidy. Ligazy
nakonec zaceli zlomy v cukrfosfatové pateti novych fetézct, objevujici se zejména

v replikatech opozd’ujiciho se fetézce. Pro zajimavost lze jeSté uvést, Ze neptesnost replikace
u ¢lovéka odpovida pouze asi 1 chybé na 10 az 10!! nukleotidd, pficemz lidskda DNA

v haploidnim stavu (tj. v buiikach pied replikaci) obsahuje cca. 3.2 x 10° pari bazi (3.2 Gbp).
Takto vysokou piesnost celého slozitého procesu zajistuje korekturni (proofreading) funkce
samotné DNA polymerazy a také dalsi opravné mechanizmy buiiky (Kap. 3), vyménujici
Spatné zafazené nukleotidy za spravné jak jiz béhem replikace, tak po jejim dokonceni.
Transkripce (pfepis) je dalS$im fundamentalnim procesem, ke kterému dochéazi v bunééném
jadie a jimz se zahajuje realizace genetického programu bunky. Prostiednictvim transkripce
vytvaii DNA své ,,pracovni“ kopie v podobé¢ riiznych typit RNA molekul - mRNA, rRNA,
tRNA, a tzv. malych RNA. Nejprve se DNA piepiSe do primarniho transkriptu (obecné hn-
RNA nebo téz pre-RNA), teprve jehoZ dal$imi post-transkripénimi upravami’! vznikaji
funkéni RNA. V pitipadé strukturnich genti?? jsou to tzv. mediatorové RNA?* (mRNA), které
nasledné putuji z jadra cytoplazmou k ribozomiim, kde dochazi ke kone¢né materializaci

genetické informace prekladem jejich sekvence (translaci) do podoby stavebnich, regulacnich,

21 Post-transkripéni upravy si miZzeme nejlépe ilustrovat na genech kodujicich proteiny (tzv. strukturni geny),
které se u eukaryot a v mensi mife také archei skladaji z exonii a introni. Oba typy sekvenci se prepisuji do
primarniho transkriptu, do proteint se vSak piekladaji pouze exony kddujici jejich aminokyselinovou sekvenci.
V ramci post-transkrip¢nich Gprav pre-mRNA proto probiha tzv. sestfih (splicing), tj. vystépeni intron. Béhem
sestiihu mohou byt z pre-mRNA eliminovany spolu s introny i rizné kombinace exont (alternativni sestiih),
¢imz z jednoho strukturniho genu vznikaji rizné mRNA, a tedy i izoformy dan¢ho proteinu. Jednotlivé izoformy
se vice ¢i méné li§i svymi funkcemi, procez je jejich exprese Casto limitovana na rizné tkan€ nebo vyvojova stadia
buné¢k a organizmu. Dalsi Gpravy mRNA transkripti u eukaryot zahrnuji pokryti jejich 5°-konct tzv. ¢epickou a
pfidani polyadenylacniho (poly-A) signalu na jejich 3‘-konece. Prvni uvedena modifikace chrani mRNA pied
rozkladem a zprostiedkovava navazani mRNA na ribozom, druhd modifikace stabilizuje kiehkou mRNA a podili
se na jejim transportu.

22 Strukturni geny koduji aminokyselinovou sekvenci proteinti.

2 Mediatorova mRNA je nékdy téZ nazyvana jako informacni RNA.



signalizaCnich, enzymatickych a dalSich proteinti (viz vyse, kap. 2.4.4). Transkripty
nekddujicich sekvenci DNA (rRNA, tRNA, malé RNA) se do proteinti nepiekladaji a samy v
buiice vykondvaji nepostradatelné funkce. Naptiklad ribozomalni RNA (rRNA) tvoii nedilnou
soucast ribozomu a transferové tRNA k nim dopravuji aminokyseliny potfebné pro syntézu
proteint. Dalsi typy nekodujicich RNA se spole¢né s proteiny podileji na regulaci a pribéhu

vitalnich procesti v bunééném jadre, napf. transkripce.

Obr. 2.7 Schéma prokaryotické replikacni vidlice http://www.onlinebiologynotes.com/dna-replication/

Jelikoz transkripce samotné probihd v zakladnich rysech podobné jako replikace, zminime jen
nékolik dilezitych fakth. K transkripci dochazi na rozdil od replikace (S faze) predevsim v Gi
a G2 fazi bunécného cyklu. Je vSak tieba zdiiraznit, Ze fada genti je transkribovana také/prave
v S fazi, coz znamena, Ze buiika musi v tomto kritickém obdobi transkripci, replikaci a navic 1
procesy reparace DNA precizné separovat v prostoru a ¢ase. Pfipadna kolize mezi t€émito
aktivitami®* vede k replikaénimu stresu a genomické nestabilité, jeZ je markérem i Gastou
pfi¢inou karcinogeneze.

Transkripce se od replikace 1i8i také tim, Ze geny nejsou béhem bunécného cyklu
transkribovany jen jednou, nybrz opakované, s intenzitou odrazejici potieby bunky. Jinymi
slovy, kazdy bunéény typ ma sviij geneticky naprogramovany specificky transkrip¢ni profil,
charakteristicky souborem transkribovanych genti a intenzitou jejich transkripce. Transkripéni
profil zavisi také na fazi bunécného cyklu a okamzitém stavu bunky.

Transkripci iniciuje vazba specifickych kombinaci transkripénich faktori na regulacni
oblasti DNA. Obecné transkripéni faktory pfisedaji na tzv. promotory, specifické
transkrip¢ni faktory se pak vazou na enhancery nebo silencery, tedy dalsi regulacni
sekvence, které zesiluji nebo umlcuji transkripci. Enhancery a silencery mohou byt pfitom od
promotorti na DNA zna¢né¢ vzdaleny, coZ poukazuje na skutecnost, Ze regulaéni procesy
zahrnuji i zmény struktury chromatinu. Transkripnich faktorii existuje velké mnozstvi a
jejich produkce pfisné zavisi na typu a stavu buiky. Obecné transkripcni faktory se exprimuji
ve vSech bunikach, zatimco specialni transkripéni faktory pouze v bunikach urcitého typu
a/nebo za urcitych podminek (napt. v ozatenych buiitkach, buitkach vystavenych tepelnému
stresu, infekci, atd.). Kazdy typ buné€k proto disponuje specifickym souborem genti a mé sviyj

charakteristicky transkripéni profil, jak jiz bylo zminéno.

24 manifestujici se nap¥. tvorbou hybrid RNA-DNA, tzv. R-smy¢&ek



Samotny proces transkripce probiha obdobné jako replikace, prepisuje se vSak pouze
antikodujici®® (negativni) fetézec DNA za vzniku jednoho fetézce RNA. Ten se nasledné od
molekuly DNA oddéli a fetézce DNA spolu opét asociuji do piivodni dvousroubovice.
Centralnim enzymem transkripéni masinérie je DNA-dependentni RNA polymeriza (RNA
polymeraza), ktera na zékladé komplementarity bazi zajist'uje vlastni ptepis fetézce DNA do
RNA. Syntéza fetézce se déje ve smeru 5°-->3°. RNA polymeraza ale na rozdil od DNA
polymerazy nevyzaduje k zahajeni své ¢innosti Zadny primer a proti adeninu (A) vklada uracil
(U), takze tymin (T) se v RNA nevyskytuje. Transkripce trpi proti replikaci vétsi chybovosti,
coz ale mize burika tolerovat, protoze odchylky v transkriptech RNA nevedou k dédi¢nému

ovlivnéni genetické informace.

2.5.4 Chromozomy a organizace chromatinu

V somatickych bunkach ¢lovéka dosahuje souhrnna délka molekul DNA v dekondenzovaném
stavu pfiblizné¢ 2 m. Veskerd DNA musi byt ptitom funkéné sbalena do bunééného jadra o
pruméru pouze asi 10 pm. Tento nelehky tikol mize byt splnén pouze hierarchickou
organizaci chromatinu do vysSich struktur (obr. 2.8). Prvni stupen spiralizace DNA realizuji
histony, které obsahuji prevazné pozitivn€ nabité aminokyseliny (Arg a Lys), a proto se
elektrostaticky vazou k negativné nabitym fosfatim DNA. Na zasadni dilezitost struktury
histonti ukazuje uz i sama konzervativnost histonovych gend, které jsou prakticky totozné pro
vSechna eukaryota®®. RozliSujeme 5 typt histonti: H1, H2A, H2B, H3 a H4, které spolu s
DNA tvoii nukleozomy — zakladni jednotky chromatinu. Kazdy nukleozom se sestava z
okatameru tzv. korovych histonii, ptesnéji jednoho tetrameru (H2A/H2B)2 a dvou dimert
H3/H4, kolem kterych se obtaci priblizn¢ dvé otacky DNA. Histon H1, tzv. spojovaci histon,
pak spind jednotlivé nukleozomy jako svorka. Nukleozomové vlakno dosahuje tloustky 10
nm a pro svijj vzhled v elektronovém mikroskopu ho ¢asto nazyvame jako ,,koralky na niti*.
Tato struktura je patrné charakteristicka pro transkripcné aktivni geny (zejména tedy
euchromatin) v interfaznim jadre. S pomoci histonu H1 se 10 nm vlédkno dale spiralizuje do
podoby tzv. solenoidu s piiblizné 6 nukleozomy na otoc¢ku a priimérem 30 nm. Tento stupeni
kompakce chromatinu ptedpokladdame u transkripcné neaktivnich genti (heterochromatin),
byly vSak navrzeny i jiné modely. Dalsi, jest¢ vice diskutované organizacni struktury, se

vytvareji pii formovani chromozomi béhem mitdzy a meidzy. Solenoidni vldkno se postupné

25 Kédujici fetézec (pozitivni, pamétovy) DNA je nositelem genetické informace a ma stejnou sekvenci jako
nove syntetizovany fetézec RNA s tim rozdilem, ze obsahuje tymin (T) tam, kde je v RNA uracil (U).
26 Podobné histony se navic vyskytuji také u archei.



usporadava do smycek vyssich adu, patrné pripevnénych k proteinovému leseni. Nejdiive se
formuje chromatinova struktura o priméru 300 nm, jejimz dal$im skladanim vznika

chromatida, silna 600 az 700 nm.

Obr. 2.8 Struktura chromatinu

http://ib.bioninja.com.au/standard-level/topic-3-genetics/32-chromozomes/eukaryote-genetics.html

Stavba chromozomii a karyotyp clovéka

Jaderné chromozomy ptedstavuji materidlni nosice naprosté vétSiny genetické informace
eukaryot, jen jeji nepatrna Cast se nachazi jesté¢ v mitochondriich a u nékterych organizmi,
napiiklad rostlin a fas, i v plastidech. Mitochondrie a plastidy vSak obsahuji chromozomy
kruhové, podobné tém prokaryotickym. Dle velikosti délime lidské jaderné chromozomy do 7
skupin (A-G), pfic¢emz zakladni struktura chromozomt je patrna z obr. 2.9. Kazdy metatazni
chromozom se sklada ze dvou chromatid spojenych v mist¢ primarniho zaZeni (konstrikce)
centromerou.

Centromera rozdéluje chromatidu na kratké (p) a dlouhé (q) raménko, je tvoiena
repetitivnimi sekvencemi (u ¢lovéka a-satelitni DNA) a jeji tloha spociva predevsim

ve zprosttedkovani rozchodu chromatid do dcefinych bun¢k. V centromerickém chromatinu je
histon H3 nahrazen proteinem CENP-A, ktery reprezentuje signal pro vazbu kinetochoru,
jehoz prostfednictvim se chromozomy napojuji na mikrotubuly déliciho vieténka. S ohledem
na umisténi centromery rozliSujeme chromozomy metacentrické (centromera témer
uprostifed chromozomu, raménka p- a g- priblizn¢€ stejné dlouha), submetacentrické
(centromera mezi sttedem a koncem chromozomu, raménka p- a q- délkové odliSend) a
akrocentrické (centromera blizko jednoho z konci, velky nepomér v délce ramen). Kratka
raménka akrocentrickych chromozomi zakoncuji tzv. organizatory jadérka (NOR), jez
obsahujici mnohonasobné kopie gentli pro ribozomalni RNA a od zbytku chromatid je

odskrcuje tzv. sekundarni konstrikce.

Obr. 2.9 Struktura metafazniho chromozomu

Na tplném konci vSech chromozomt nachazime dalsi dtlezité struktury — telomery (fecky
telos = zakond&eni a meros = &4st). Jsou to specifické sekvence DNA?’ organizované do

kvadruplexni struktury, jez tvoii komplexy spolu s proteiny, jakési ¢epicky, jez chrani konce

27y obratlovcil tvofené naptiklad opakujicim se hexamerem (TTAGGG)n



linearnich chromozomt. Bez telomer by byly totiz volné konce chromatid rozpoznavany
repara¢nimi enzymy jako dvoutetézcové zlomy DNA, coz by ve snaze o jejich opravu vedlo
k fizim mezi chromozomy, genomické nestabilité¢ a ndsledn€ smrti buiiky nebo jeji nddorové
transformaci. Ani telomery vSak nedokazou linearni chromozomy stabilizovat trvale. Na
rozdil od cirkularni DNA nejsou totiz konce linearni DNA v somatickych bunkach nikdy
zcela doreplikovany, takze se telomery postupné zkracuji. V pohlavnich buiikach délku
telomer obnovuje telomeraza, tj. specifickd RNA-dependentni DNA polymeraza, ktera
dokéze doplnit nukleotidové sekvence i na konce chromozomti. V somatickych buikéch se
ale tento enzym pfirozené neexprimuje’®. Aby se zabranilo neblahym nasledkiim absence
telomer, piechazeji bunky po urcitém poctu déleni (Hayflickiv limit) do tzv. senescence,
piipadné umiraji programovanou buné¢nou smrti (apoptézou). Senescentni buiiky sice dale
ptezivaji, nemohou se vSak délit.

Dalsi charakteristicky rys chromozomil pfedstavuje periodické stiidani rizné velkych oblasti
heterochromatinu a euchromatinu podél délky chromatid, jez se po obarveni chromatinu
specidlnimi cytogenetickymi technikami projevi jako pruhovani. Kazdy chromozom ma
ptitom svij specificky pruhovaci vzorec. Z praktického hlediska je tento vzorec uzite¢ny pro
studium strukturnich a numerickych aberaci chromozomd. S vyssi preciznosti mohou byt
chromozomy pruhovany s vyuzitim modernich molekularné genetickych technik, naptiklad
ruznych aplikaci fluorescenéni in situ hybridizace (FISH), zejména tzv. mnohobarevného
pruhovani (mBAND ¢i M-BAND). Zde vSak mechanizmus pruhovani zalezi na
komplementarit¢ DNA sond a chromozomalnich sekvenci, nikoliv na strukturnich
rozdilnostech euchromatinu a heterochromatinu jako u cytogenetickych ptistupti.

Ve vétsiné typt bunék ¢lovéka?® nalézame 23 parti chromozomt (obr. 2.10), pii¢emz jeden
parovy chromozom pochézi vZdy od otce a druhy od matky. Dvacet dva para predstavuji
nepohlavni chromozomy (autozomy), jeden par chromozomy pohlavni (gonozomy). U Zeny
se vyskytuji dva homologické gonozomy X, u muze jeden gonozom X a jeden Y. Normalni
karyotyp?® ¢lovéka tedy zapisujeme jako 46,XX (Zena) nebo 46,XY (muz). U Zen je v ¢asné

fazi embryonalniho vyvoje jeden z chromozomu X inaktivovdn v rdmci kompenzace genové

2 K reaktivaci telomerazy vsak casto dochazi v nddorovych buiikach, coz vede k jejich imortalizaci.

2 Vyjimku piedstavuji tfeba bezjaderné ervené krvinky a haploidni pohlavni buriky.

30 Pojmem karyotyp oznacujeme soubor viech chromozomt v buiice. Karyotyp je charakteristicky pro dany
biologicky druh a pohlavi (napt. 46,XY u muze). U jednotlivci miize nicméné z riznych piicin (vrozené vyvojové
vady, nadorové bujeni) dochazet ke zménam od normalniho karyotypu. Tyto odchylky se mohou tykat v§ech bunék
jedince nebo jen jejich frakce. V tomto piipadé pojem karyotyp pouzivame i k popisu téchto odchylek. Naptiklad
karyotyp pacientii s Downovym syndromem (se tfemi chromozomy 21) je 47,XY,+21. Existuji-li v ramci
organizmu dvé nebo vice bunécnych linii s rozdilnym karyotypem, mluvime o tzv. mozaicizmu.



davky (lyonizace) a v bunééném jadie ho pozorujeme jako tzv. Barrovo télisko. Tato
inaktivace probihd ndhodné, takZze neni pfedem ziejmé, zda postihne chromozom pochazejici

od otce nebo od matky.

Obr. 2.10 Karyogram3 ! (vlevo) a ideogram3 2 (vpravo) ¢loveéka
https://slideplayer.cz/slide/4871372/16/images/3 1/Karyotyp+%C5%BEeny+46,XX+%E2%80%93+G+pruhy.jpg
http://luisbilogia.blogspot.com/2007/04/ nebo podle CANCER GENOMICS & PROTEOMICS 10:19-26 (2013)

Interfazni bunécné jadro

Aby mohl chromatin v tomto obdobi vykonévat své funkce, nemize byt zdaleka tak
kondenzovany jako mitotické chromozomy. Vysoka kondenzace chromatinu béhem mitozy
vyhovuje bezpecné separaci chromozomu do dcefinych jader, neumoziiuje vsak ptistup
proteinovych komplext k DNA, ¢imz brani prib&hu transkripce, replikace a reparace. Po
prichodu mit6zou proto chromozomy siln¢ dekondenzuji, stale si v§ak zachovavaji svou
identitu ve formé& organizovanych chromozomalnich teritorii. Stupeii dekondenzace
chromatinu odpovida jeho genetické aktivité. V interfaznim jadie obarveném barvivy DNA
tak mizeme pozorovat ,,mozaiku® rizné siln¢ obarvenych oblasti. Zjednodusené mizeme
dekondenzované a malo obarvené domény identifikovat s transkripéné aktivnim
euchromatinem a kondenzované domény poskytujici silny signal naopak

s heterochromatinem, ktery jen ziidka obsahuje kédujici sekvence nebo dokonce intenzivné
transkribované geny. Heterochromatin zaplituje ptedevsim periferni oblast jadra podél jaderné
membrany a kolem jadérka, euchromatin pak recipro¢né zejména ¢asti centralnéjsi. Prostor
jédra, ktery neni vyplnén chromatinem, nazyvame jako interchromatinovy prostor a
muzeme ho prirovnat k systému kanalkt a lagun s proudici nukleoplazmou a nespocetnou
fadou raznych proteinti a molekul RNA. Védci navrhuji mnoho modelt popisujicich
organizaci a chovani chromatinu v interfaznim jadie, z nichz kazdy vystihuje pouze urcita
experimentalni pozorovani a organizacné-funkéni aspekty. Problematika architektury
bunééného jadra tak zlstava stale aktualni. Dalezitou ulohu ve fungovani bunéného jadra

hraje nejen organizace ale 1 dynamika chromatinu v prostoru a Case.

31 Karyogram = uspotadana vizualizace karyotypu s chromozomy sefazenymi podle jejich velikosti a struktury.
32 Ideogram = grafické znazornéni karyotypu, napiiklad podle pruhovani G.



2.5.5 Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH) vyznamné pfispéla k poznani struktury a funkce
chromozomt a ¢asto ji vyuzivame nejen v zédkladnim (radio)biologickém vyzkumu ale také
jako dulezity diagnosticky nastroj v klinické praxi. Jedna se o molekularné genetickou
metodu, zaloZzenou na schopnosti cilené ptipravenych DNA sond hybridizovat

s komplementarnimi sekvencemi DNA v lidském genomu (obr. 2.11). Fluorescen¢né
znacenou sondu a molekuly DNA ve vzorku bunék nejprve denaturujeme za vzniku
samostatnych feté¢zci DNA. Pfidame-li nyni sondu ke vzorku, vaze se ke komplementarnim
oblastem chromatinu, at’ uz v interfadznim bunééném jadie nebo na mitotickych
chromozomech. Sondy Ize cilit na nejriiznéj$i chromatinové nebo chromozomové struktury —
specifické geny nebo i jejich ¢asti, centromery, telomery, chromozomalni raménka, ptipadné i
celé chromozomy. Zkoumané vzorky zahrnuji napfiklad kultivované buriky a nejriznéjsi
klinicky material — kostni dieni, periferni krev, mo¢, fezy tkani fixované ve formolu a zalité

v parafinu, otisky tkani atd. Zasadni vyhodou FISH je, Ze nam dovoluje kvalitativné i
kvantitativné charakterizovat chromatin v intaktnich bunéénych jadrech. To znamena, Ze jsme
pomoci fluorescencni mikroskopie a FISH schopni analyzovat nejen detailni zmény struktury
a poctu mitotickych chromozomt, ale také architekturu a dynamiku chromatinu v interfazi.

V interfaznim jadie mizeme napiiklad studovat, jak se méni razné topologické a dalsi
strukturdlni parametry chromatinu (chromozomalnich teritorii, genid apod.) v zavislosti na
transkripci, replikaci, reparaci DNA, Zivotnich podminkach bunék nebo jejich fyziologickém
¢i patologickém stavu atd. FISH muze proto krom¢ diagnostickych vysledkt poskytnout i
neocenitelna data o vztahu mezi nejriznéjSimi procesy v bunééném jadre, jejich
mechanizmem a stavem buniky. Dnes se FISH rutinné pouZivéa zejména v onkologické a
genetické diagnostice, ale také v radiobiologii. Nabizi napfiklad feSeni otazky, jak souvisi
mechanizmus tvorby chromozomalnich aberaci s fyzikalnimi parametry ionizujiciho zéafeni,
strukturou chromatinu a architekturou interfdzniho bunécného jadra.

FISH ma mnoho technologickych variaci ¢i aplikaci, které se neustale rozvijeji. Imuno-FISH
kombinuje FISH s imunofluorescenénim znacenim proteinti, ¢imz poskytuje vhled do svéta
interakci specifickych oblasti genomu s rtiznymi proteiny, a tudiz i lepsi porozuméni jaderné
architektufe a mechanizmtiim vitalnich procesti. Nedocenitelny vyznam maji pro radiobiologii
metody mnohobarevné FISH (mFISH) a mnohobarevného pruhovani chromozomi
(mBAND), které bezprecedentné zdokonaluji analyzu strukturnich i numerickych aberaci

chromozomu. Pfi mFISH (a také spektralnim karyotypovani, SKY) vizualizujeme kazdy



par homologickych mitotickych chromozomil nebo jejich interfaznich teritorii jinym
fluorochromem (nebo jejich kombinaci). Miizeme tak snadno identifikovat a kvantifikovat
nejriznéjsi, byt’ i velmi komplexni vymény chromatinu mezi chromozomy. Mnohobarevné
pruhovani pak ptedstavuje obdobu mFISH, sondy jsou vSak navrZeny tak, aby namisto
barveni jednotlivych chromozomt detailné napruhovaly konkrétni chromozom — Ize tak
odhalit i drobné intrachromozomalni ptestavby. Technologicky zlom by mohla pfinést tzv.
COMBO-FISH (Combinatorial Oligo FISH), jeZ v souc¢asné dob¢ podléhd intenzivnimu
rozvoji. Namisto dlouhych DNA sond pracuje se soubory kratkych oligonukleotidli nebo
fragmentll PNA (peptidova nukleova kyselina), které za ur¢itych okolnosti hybridizuji s DNA
1 bez nutnosti jeji denaturace (napi. pomoci tzv. Hoogsteenova parovani bazi). Diky tomu a
vzhledem ke své malé velikosti nenarusuji COMBO-FISH sondy strukturu chromatinu tak,
jak se tomu déje pii bézné FISH. COMBO-FISH (a ptipadné¢ Immuno-COMBO-FISH) je
navic dobfe kompatibilni se super-rozliSovaci mikroskopii a v budoucnu by tak mohla pfinést
mnohem detailnéj$i informaci o struktufe chromatinu. Svatym gralem bunécné biologie je pak
moznost vizualizace specifickych oblasti chromatinu v zivych buiikach, coz neni na rozdil od
vitalniho znaceni proteini doposud moZné. Tim, Ze se COMBO-FISH obejde bez denaturace,

nezda se nyni ani tento diive utopicky cil nedosazitelny.

Obr. 2.11 Zakladni princip metody fluorescenéni in situ hybridizace (FISH)

2.6 Bunécény cyklus a déleni bunék

2.6.1 Bunécny cyklus

Béhem svého zivota proziva buiika nékolik cyklicky se opakujicich etap, liSicich se stavem
bunky a zavrSenych jejim rozdélenim na bunky dcetiné. Celé této periodicky se opakujici
sekvenci buné¢nych stavil fikdme bunéény cyklus (obr. 2.12). Kazdé faze bunécného cyklu
ma pro zivot bunky svij specificky a nenahraditelny vyznam. Builky se smi proto rozd¢lit, jen
kdyz je k tomu diivod a prichod cyklem striktné reguluji. Tato prisna kontrola zajist'uje, aby
k déleni dochézelo pouze tehdy, obdrzi-li k tomu buiika piislusné signaly ze svého nitra i
okolni tkang. Pro postup do dalsi zivotni faze pak musi burika splnit i fadu dalSich podminek,
napiiklad nesmi obsahovat poskozenou DNA. Vse ovétuji tzv. kontrolni body (cell cycle
checkpoints), které se vyskytuji na konci kazdé faze bunééného cyklu a n¢kdy i v jejich
prubéhu. Prostfednictvim aktivace kontrolnich bodu se burika snazi vyhnout nadmérné
proliferaci, genomické nestabilité¢ a nadorové transformaci. Jeden bunéény cyklus miizeme

tedy definovat jako koordinovanou a piisné regulovanou souslednost bunécnych procesi



probihajicich v buiice od momentu jejiho zrodu do vzniku potomstva, pti¢emz délka cyklu se
vyrazné li$i podle typu bunék a podminek prostiedi. Nekteré bunky se nedéli prakticky viibec
(nervové a svalové), jiné jednou za rok (napf. jaterni) a dalsi i nékolikrat denné (napf.
vystelky stiev ¢i nékteré prekurzorové bunky v kostni dieni).

Proces bunééné proliferace (cytokineze) je bezpodminecné spojeny se zdvojenim jadra.
Obdobi bunécného cyklu, ve které se jadro dé€li, oznacujeme jako M fazi (mitdza nebo
meiodza), periodu mezi M fazemi potom jako interfazi. Interfaze zapliuje asi 90 % celého
bunécného cyklu a pozorujeme béhem ni nékolik funkénich etap — fazi Go (anglicky gap),
presyntetickou fazi Gi, syntetickou fazi S (synthetic) a postsyntetickou fazi G2. Béhem
presyntetické (jinak téz postmitotické) faze Gi se zdvojuje bunécna hmota a probiha
intenzivni syntéza RNA a proteinli (mj. histonil). Chromozomy se zatim sestavaji pouze z
jedné chromatidy a buiika se pfipravuje na replikaci jaderné DNA v navazujici S fazi. Gi faze
reprezentuje nejdelsi a nejvariabilnéjsi obdobi cyklu. V S fazi se mnozstvi DNA v buiice
zdvojnasobi, takze kazdy chromozom od tohoto okamziku tvoii dvé homologické sesterské
chromatidy. Probéhne-li replikace DNA uspé$né az do konce, vstupuje buiitka do faze Ga.
Tuto fazi, zvanou téz jako premitoticka, charakterizuje syntéza proteinii potiebnych pro
sestaveni mitotického aparatu a zdvojeni poctu bunécnych organel. Nyni je butika pfipravena
k rozdéleni a postupuje z interfaze do mitdzy ¢i meidzy. Nemaji-li se bunky dale délit,
piechazeji do faze Gy (obr. 2.12), kde setrvavaji v tzv. stavu kviescence (klid, odpocinek).

Z Go mohou opét vystoupit a zacit se d¢lit, obdrzi-1i k tomu patficné stimuly. Zastavené v Go
fazi nalézame rizné diferencované buiiky, naptiklad buiikky nervové a lymfocyty.

O urychleni, zpomaleni, ¢i iplném zastaveni bunééného cyklu rozhoduji tii hlavni kontrolni
body, které tidi cela fada faktorti. Klicovou ulohu hraji cykliny, cyklin-dependentni kinazy
(CDK, protienkinazy vyZzadujici cykliny jako katalytickou podjednotku) a inhibitory CDK
kinaz. Prvni kontrolni bod buné¢ného cyklu se nachazi na prelomu fazi Gi a S (G1/S
checkpoint), kdy burika ¢eka na potiebné mitogenni signaly. Pokud tyto signaly nedostane,
ptechazi do faze Go. V opaéném piipadé pokracuje do S faze, ¢imz je jiz pfedurcena

k dokonceni bunééného cyklu nezavisle na dalsi ptitomnosti rustovych faktorti. Rozhodnuti o
prachodnosti kontrolniho bodu Gi/S zavisi hlavné na kindze CDK4/6, cyklinu D1, a
proteinech z rodin p16 a p21, které funguji jako inhibitory CDK kinaz. Komplex CDK4/6

s cyklinem D1 zvysuje expresi cyklinu E, ktery posléze interaguje s CDK2 a otvira dveie do S
faze. Druhy regulac¢ni uzel leZi mezi fazemi G2 a M (G2/M checkpoint) a kontroluje stav
DNA po replikaci. Buiika pted vstupem do mitdzy ovéiuje, zda béhem replikace nevznikly

v DNA chyby a zda jeji duplikace probéhla kompletn¢. Neni-li DNA poskozena, miize buiika



prejit do mitdzy nebo meiozy (kap. 2.6.2), jinak musi byt nejprve opravena. Rozhoduji slovo
v iniciaci M faze ma defosforylace komplexti cyklinti B s kinazou CDK 1. Posledni kontrolni
bod stiezi pfechod z faze M do faze G1 (M checkpoint nebo spindle-assembly checkpoint)
a na konci metafdze ovétuje spravné pripojeni chromozomu k délicimu vieténku, aby mohlo
dojit k jejich spravné separaci. Segregacni proces pak zahrnuje celou sérii molekularnich déju,
odstartovanou rozkladem cyklinu B.

Z hlediska bunééné odpovédi na ozatfeni musime jesté zminit, Ze buniky s poSkozenou DNA
mohou zastavit bunéény cyklus v Gi, S nebo G2 fazi. Léze v DNA aktivuji protein p53, ktery
nasledné stimuluje expresi proteinu p21 (WAF1/Cipl) a jeho prostfednictvim inhibuje
komplexy cyklini s CDK kinazami (CDK2, CDK1 a CDK4/6). Tim p53 navozuje blok
bunécného cyklu v pfislusném kontrolnim bodé¢ a poskytuje buiice potiebny ¢as k reparaci
vzniklych DNA [ézi ¢i spusténi apoptozy, je-li posSkozeni neopravitelné. Kontrolni body
bunécného cyklu jsou Casto nefunkéni u maligné pozménénych bunék, a stejné tak i reparacni
procesy DNA. Tyto poruchy vedou k nekontrolovanému déleni nadorovych bun¢k a jejich
genomickeé nestabilité, zaroven je ale ¢ini vice citlivymi k ¢inidlim poSkozujicim DNA,
vcetné ionizujiciho zafeni. Toho vyuziva chemoterapie i radioterapie nadorovych

onemocnéni.

Obr. 2.12 Jednotlivé faze bunécného cyklu a jeho kontrolni body

2.6.2 Déleni bunék

Mitoza

Mit6zou rozumime déleni eukaryotickych somatickych bunék, pfi kterém z jedné bunky
matetské vzejdou dvé bunky dcefiné s diploidnim genomem a stejnou genetickou vybavou,
jakou méla buiika rodicovska. V pribehu mitodzy rozliSujeme Ctyti faze (obr. 2.13).

V profazi dochézi ke kondenzaci a zkracovani chromozoml. Zaroven se mezi dvéma
centrozomy na opacnych polech buiiky vytvari délici vieténko a zanikd jadérko spolecné s
jadernym obalem (prometafaze). Behem metafaze se zdvojené chromozomy rovnaji do
ekvatoridlni roviny (obr. 2.13, rozdil proti meidze obr. 2.14) a sméfuji centromerami do stiedu
vieténka. Formuje se seskupeni tvaru hvézdy, monoaster. Anafazi zahajuje rozestup
chromatid, takze lze jiz odlisit dvé sady chromozomu ptfipominajici dvojitou hvézdu (diaster).
Poté chromozomy dale putuji smérem k opaénym poélim déliciho vieténka, kterych dosahnou
v telofazi. Chromozomy soustiedéné kolem opacnych pola se despiralizuji a hydratuji

(dekondenzuji), zdroven se obnovuje jadérko. Splyvanim vacka endoplazmatického retikula



vznika jadernd membrana, postupné oddélujici nova jadra od cytoplazmy. Poslednim krokem
je vlastni cytokineze, v jejimz prubéhu se cytoplazma postupné zaskrcuje kontraktilnim

prstencem (aktin a myozin), dokud nedojde k tplné separaci dcetinych bunék.

Obr. 2.13 Mitéza a jeji faze

Meioza

Meio6za, neboli redukéni déleni, ve své podstaté spojuje dveé na sebe navazujici mitozy.
Béhem prvniho (heterotypického) déleni se na rozdil od mitdézy do dcetfinych bunék
nerozchazi sesterské chromatidy jednotlivych chromozomd, nybrz celé homologické
chromozomy. Dcetfiné bunky tudiz neobsahuji vzajemné ekvivalentni genetickou informaci

v podobé matetskych a otcovskych chromatid od kazdého chromozomu, ale vzajemné opacné
sety homologickych chromozomt. Jelikoz k separaci homologli dochazi nahodné, mtize

v ptipad¢ ¢loveéka jedna dcetind buiika obsahovat naptiklad 10 chromozomu pochazejicich od
matky a 13 od otce, zatimco u druhé dcefiné buiiky tomu bude logicky naopak.

Pti druhém (homotypickém) déleni uz vse probiha stejn¢ jako u mitdzy a do dcefinych
bunék se piesunuje vzdy jedna chromatida kazdého z chromozomi. Diky vySe popsanym
procestim se redukuje pocet chromozomii na haploidni sadu, a meidza tak piedstavuje zptisob
bunécného délent, kterym jsou produkovany pohlavni buiiky (gamety). Meidza proto
umoziiuje pohlavni rozmnozovani zalozené na splynuti pohlavnich bunék rodict v diploidni
zygoty.

Z uvedené¢ho plyne, Ze se pii meidze rekombinuji otcovské a matetské dédicné vliohy
prostfednictvim segregace homologickych chromozomi. Parové alely na homologickych
chromozomech se od sebe odd¢li, a kazda gameta vlastni pouze alelu matefského nebo
otcovského ptivodu. Ani promixovani otcovskych a matetskych chromozomt samo o sob¢
vSak nedokaze zajistit takovou genetickou variabilitu gamet, jakou skutecné pozorujeme.
Pokud by mit6za probihala jen tak, jak jsme si popsali, produkovali by se pfi ni 4 gamety,

z nichz by vSak dvé a dvé byly stejné. Navic by se konkrétni sestava alel genti nachazejicich
se na jednom chromozomu dédila vzdy beze zmény jako celek. Ke genetické rozmanitosti
gamet nicméné piispiva i1 tzv. crossing-over, ke kterému dochézi béhem parovani
homologickych chromozomt jeste pied prvnim meiotickym délenim. Pfi crossing-overu spolu
homology rekombinuji, neboli si vzdjemné vyménuji nahodné tiseky chromatinu. Ve
vysledku obsahuje kazdé z chromatid jinou kombinaci fragmentti piivodné Cist¢ mateiského a

otcovského chromozomu. Po probéhnuvsim crossing-overu se tedy geneticky 1isi 1 sesterské



chromatidy jednoho chromozomu, takze jejich separaci pti druhém meiotickém déleni

vznikaji ¢tyfi unikédtni gamety s novymi kombinacemi alel.
Obr. 2.14 Srovnani mitotického (A) a meiotického (B) déleni bun¢k

V priibéhu meidzy miizeme béhem prvniho i druhého déleni identifikovat specificka stadia
jako v mit6ze. Na rozdil od mitdzy se vSak béhem prvni profaze vzajemné paruji homologické
chromozomy, které se nasledné vyrovnavaji do ekvatoridlni roviny proti sob¢. K délicim
vieténklim na opacnych koncich buiiky se nepoji jednotlivé chromatidy nybrz celé homologni
chromozomy. Profdze prvniho dé€leni se jest¢ d¢li na leptotene (chromozomy zacinaji
kondenzovat), zygotene (kondenzace pokracuje, homology vytvaieji synapse —
synaptonemalni komplex), pachytene (mj. probiha crossing-over), diplotene (homology se
odd¢luji, prekiizend mista jsou patrna jako tzv. chiazmata) a diakinezi (homology se
rozchézeji, dochéazi k terminaci chiazmat jejich pfesunem na konce chromozomti a rozpada se

jadernd membrana).

2.7 Bunééna smrt — apoptoza

Vzhledem k diilezitosti z hlediska radiobiologie zmifime na zavér naseho povidani o burice
jesté dva zékladni zptisoby, jimiz bunika zanika — apoptdzu a nekrézu (autofagii zde vzhledem
k omezenému prostoru, piestoze neopravnéné, opomijime). Staii Rekové pouzivali slovo
apoptosis pro podzimni padani listi ze stromu, v biologii tak proto trochu metaforicky
oznacujeme proces programované bunécné smrti. Pii apoptéze umira konkrétni bunka vlivem
plisobenti slozité kaskady proteolytickych enzymi, kaspaz®®, aniz by doslo k poskozeni
okolnich bun¢k. Apoptoza predstavuje aktivni proces spojeny s expresi specifickych genii a
spotfebou ATP. Proto pro apoptdzu pouzivame €asto i termin bunécnd sebevrazda. V kazdém
pripad¢ se jedna o postupny, vicestupniove fizeny proces. Signaly pro apoptdzu vychazeji

z bunky samotné nebo z jejiho okoli, naptiklad od imunitniho systému. V ozaienych buiikach
je apoptdza iniciovana zejména piitomnosti neopravenych nebo neopravitelnych 1ézi DNA.
Impulz ke spusténi apoptdzy muze pfijit pies tzv. receptory smrti situované

v cytoplazmatické membrané (vnéjsi draha) nebo z mitochondrii (vnitini draha). Na
apoptickém signalizovani se ale podileji i jiné organely — endoplazmatické retikulum

(uvolnéni Ca?"), lyzozomy (uvolnéni lytickych enzyml) a samoziejmé bunééné jadro

33 Kaspazy = anglicky Caspases — Cysteine ASpartate ProteASES nebo téz Cytosolic Aspartate-Specific cystein
Proteases.



(aktivace p53, kyslikové radikaly, proteinkinazy). S ohledem na poskozeni DNA hraje
zéasadni roli protein p53, ktery povazujeme za hlavniho strazce bunééného genomu. Neni-li
s DNA vSe v potadku, zastavi protein p53 bunéény cyklus, ¢imz poskytne ¢as k jeji oprave.
proteindi. Tyto proteiny ve spolupraci s dal§imi zminénymi nitrobunéénymi signaly (Ca?",
volné radikaly) narusi permeabilitu mitochondrialnich membran, coz se projevi bobtndnim
zvrasnéné vnitini membrany, rupturou mitochondrii a vylitim cytochromu C a dalSich
proapoptickych proteint (Diabolo, AIP) do cytoplazmy. Uvolnéné mediatory nasledné
aktivuji kaspazy, které se v buiice doposud vyskytovaly jen jako neaktivni prokaspazy a které
reprezentuji vlastni vykonavatele apoptdzy. V piipad€ vnéjsi cesty jsou prokaspazy
konvertovany na kaspazy ptimo aktivovanymi receptory smrti. Kaspazy poté zacinaji Stepit
stovky bunéénych cili, pfi¢emz stimuluji k ¢innosti 1 dal$i destrukéni enzymy. Tim apoptdza
ptechézi do ireverzibilni faze. Fragmentaci podléhd mj. jadernd DNA a cytoskelet (laminy),
nasledkem ¢ehoz se apopticka buiitka scvrkava a na jejim povrchu se tvoii bublinovité utvary
(blebs). Zaroven se méni struktura cytoplazmatické membrany — na jeji vnéjsi povrch se
premist’uje fosfatidylserin, jez pfedstavuje tzv. eat-me signal, oznacujici apoptické bunky (a
jejich zbytky) pro eliminaci imunitnim systémem. V konecné fazi apoptozy se buiiky
rozpadaji na apopticka téliska, ktera jsou fagocytovana makrofagy ¢i okolnimi bunikami.

S apoptozou se setkavame v souvislosti s fyziologickymi i patologickymi procesy.
Nezastupitelnou roli hraje v priibéhu prenatalniho vyvoje ¢lovéka, pii formovani tkéni a
organovych soustav. Konkrétnim piikladem mutize byt tfeba oddéleni jednotlivych prsti na
rukou a nohou. Apoptdzou se organizmus zbavuje mj. bunék zbavenych kontaktu s ostatnimi
bunikami, infikovanych bunék a bun¢k nadorovych. Nadorové bunky vSak Casto ziskavaji
schopnost apoptdze uniknout.

Alternativné mohou ozarené buniky zmirat nekrézou, ke které dochéazi v dasledku ptisobeni
vngjsich faktord na bunku, tfeba vlivem infekce nebo mechanického ¢i chemického
poskozeni. Pii nekroze se na rozdil od apoptézy objem buiky zvétSuje, praska
cytoplazmatickd membrana a vnitini obsah buiiky se vyléva do okoli. Nekréza proto obvykle
vede k rozvoji zdnétu. Nekrozou umiraji napiiklad bunky vystavené vysokym davkam
ionizujiciho zateni, které¢ krom¢é DNA poskodi zavaznym zptisobem i proteiny, membrany a

bunécné organely.
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3 Ucinky ionizujiciho zareni na subcelularni a celularni arovni,

mechanizmy reparace DNA

3.1 Interakce ionizujiciho zareni s biologickymi systémy

Interakce bunék s ionizujicim zafenim zacind stejnymi fyzikalnimi procesy a fidi se stejnymi
fyzikéalnimi zakony jako u hmoty neZivé, tj. pfenosem energie zafeni na atomy a molekuly
biologického systému. I v ozafenych buiikdch tedy nejprve dochézi k ionizaci a excitaci
atomu. Specifikem zivych organizmi je az jejich biochemicka a biologicka odpoveéd’, na
kterou se v této kapitole zamétime predevsim.

Jiz samotny ndzev ionizujiciho zafeni napovida, Ze jde o zatfeni, jehoz kvanta maji
dostate¢nou energii k ionizaci atomt, tj. odtrzeni elektronti z jejich elektronového obalu. Ve
vodném prostiedi (cytoplazma) je k tomuto zapotiebi minimaln¢ 33 eV, coz odpovida

vlnovym délkam krat§im*

, nez prislusi ultrafialovému zafeni (pfiblizné <40 nm).

Z biofyzikalniho hlediska stoji za to zdlraznit, ze ve srovnani s jinymi formami energie je
energie ionizujiciho zafeni nezbytné k poskozeni ¢i dokonce usmrceni ¢loveka relativné velmi
mald. Napiiklad pfi celotélové expozici 10 Gy (10 J.kg™') zafeni gama, tj. davce, ktera jiz
vyvolava smrtelnou formou nemoci z ozafeni, preda zareni ¢lovéku o hmotnosti 80 kg pouze
800 J. Pritom tfeba k ohtati 1 1 vody o 1 °C potiebujeme 4180 J, tj. energii vice nez 4x vetsi.
Zminéna davka 10 Gy u ¢loveéka zvysi télesnou teplotu pouze o 0,002 °C, presto vSak vyvola
smrt. Biologickou u¢innost ionizujiciho zafeni proto nemtizeme vysvétlit pouze mnozstvim
piedané energie. AvSak ani zohlednéni charakteru energetického pfenosu, tj. koncentrované¢ho
uvolnéni vysokoenergetickych kvant v malém objemu bunky, neposkytuje Gplné oziejmeni
problému. To vedlo k postulovani tzv. teréové teorie, jez pocCita s existenci obzvlast citlivého
terce uvnitt bunky, jehoz zasazeni je pro bunku kritické a potencialné vede k smrti celé
bunky. Nasledn¢ se podatilo tento ter¢ identifikovat s bunéénym jadrem, respektive ur¢itymi
lokusy jaderné DNA.

Z hlediska podstaty probihajicich d¢ju lze interakce zateni s buitkou rozdélit do nékolika

zékladnich fazi*®. Inicialni fyzikalni stadium trv4 jen velmi kratce, od 1078 do 10% s, a

34 Vztah mezi energii fotonu a vinovou délkou popisuje rovnice E = h*f=h*c/A; E = energie fotonu, f = frekvence,
h = Planckova konstanta a A = vinova délka.

% Dale nastinéné déleni procest v ozafenych bufikach je nicméné pouze ilustrativni a do zna¢né miry zavislé na
zdrojové literatuie. TotéZ plati i o dobach trvani jednotlivych fazi.



muzeme ho charakterizovat kaskddami ionizaci. Primarni zafeni a nasledné i elektrony
vyrazené z atomii primarnim zafenim?® ionizuji a excituji velké mnozstvi dalsich atomd.
Absorpce 1 Gy zateni dokaze vyvolat fadové az 10° ionizaci v kazdé bufice. Jinymi slovy,
fyzikalni faze ptedstavuje obdobi, kdy atomy a molekuly biologického systému absorbuji
energii zafeni. Nasledné se rozvijeji procesy fyzikalng-chemické (107 az 1071 s), chemické,
biochemické (od tisicin sekund do nékolika sekund) a biologické (sekundy az desetileti).
Fyzikalné-chemické stadium vypliuji vzajemné interakce mezi vytvofenymi ionty

a okolnimi molekulami za produkce volnych radikali a dalSich reaktivnich agens, naptiklad
peroxidu vodiku. Behem chemického a biochemického stadia pak mezi sebou reaguji
pritomné reaktivni radikaly, napt. z H* a OH® vznika za pfitomnosti kysliku Oz, H2 a H20o.
Vzajemnou rekombinaci radikalti nékteré z nich zanikaji (H®* a OH® opét tvoii vodu),
nezrekombinové radikaly a dal$i reaktivni molekuly vSak napadaji okolni biomolekuly, ve
kterych generuji nejriznéjsi 1éze, popsané v dalSich statich této kapitoly. Na biochemické
stadium plynule navazuje stadium biologické. Poskozené biomolekuly vyvolavaji
patofyziologické zmény ve fungovani bunék, které v zavislosti na rozsahu poskozeni
bezprostfedné umiraji (okamzita interfazni smrt), nebo pteziji a aktivuji komplexni odpovéd’
buniky na ozareni. Cilem této odpovédi je pozastavit bunéény cyklus a poskytnout buiice ¢as
pro opravu DNA a piipadné i dalSich bunéénych struktur (membran apod.). Pokud se vSak
1éze DNA nepodaii odstranit, pfechdzeji poskozené builky do senescence nebo iniciuji
apoptické sebevrazedné pochody?’, aby predesly (u mnohobun&énych organizmi) rozsifeni
genetického poskozeni do potomstva. Alternativné mohou buriky vstoupit do mitézy

s nedoopravenou DNA a zemfit nasledkem mitotické katastrofy (kap 3.4.4). Smrt bunék
vystavenych vysokym davkam ionizujiciho zatfeni a genetické zmeény bun€k prezivajicich
niz8i expozice se nasledné raznym zplisobem (kap 3.4.1 a 3.4.2) projevuji na Grovni tkéni,
organt a posléze i celého organizmu. Z pohledu ¢loveka se tak biologické stadium postupné
transformuje do stadia medicinského. Zdravotni nasledky ozafeni se projevuji jako akutni ale

1 pozdni, pficemz doba latence neziidka trva az desitky let.

Piimy a nepfimy ucinek ionizujiciho zateni
S vyjimkou neutronli nemiize ionizujici zafeni pronikat do atomovych jader. Fotony,

A

elektrony, protony a tézsi elektricky nabité ¢astice proto narusuji v zasazeném atomu pouze

36 respektive protony a fragmenty bunéénych jader v pfipadé neutronového zafeni
37 Apoptdza = geneticky naprogramovana bun&na smrt u mnohobunéénych organizmil. Na rozdil od nekrozy
nevyvolava ve tkani zanét.



jeho elektronovy obal. Tim ionizuji a destabilizuji molekuly. Zateni ionizuje jednak
biomolekuly samotné, jednak prosttedi, ve kterém se vyskytuji. Pro biologické systémy je
timto prostfedim voda, z niz se prevazné skladaji. Ionizuje-li zafeni vlastni biomolekuly a
piimo je poSkozuje, mluvime o tzv. pfimém uc¢inku ionizujiciho zareni. Biomolekuly
mohou byt v tomto pfipadé ionizovany samotnym zafenim primarnim nebo sekundarnimi
produkty jeho interakce s hmotou, zejména tzv. delta elektrony vyrazenymi z okolnich
molekul. Pfijeti kvanta zafeni biomolekulou a jeji ionizace vede nasledné k chemické zméné a
pfipadné i ovlivnéni biologické aktivity této biomolekuly. Pfimy G¢inek ionizujiciho zafeni
(Obr. 3.1) tak ze své podstaty predstavuje fyzikalni, pfipadné fyzikalné-chemicky proces, pii
kterém ionizace a excitace narusuji chemické vazby mezi atomy v biomolekulach dilezitych
bunécénych komponent.

Neprimy ucinek zareni spociva v ionizaci média a poSkozeni biomolekul az sekundarné,
prostfednictvim volnych radikalt a dalsich reaktivnich agens generovanych radiolyzou vody
(H®, OH®, H', OH", H202, eaq” atd.) (Obr. 3.2). Pii nepfimém tcinku (Obr. 3.1) jde tedy o
narusovani biomolekul chemickou cestou. Vzhledem ke kratké zivotnosti volnych radikala
(cca. 107'% s) mohou byt nebezpeéné pouze ty, které se zrodi v bezprostiedni blizkosti (2-3
nm) potencialné atakované biomolekuly. Nachazeji-li se buiiky v okysliceném prostiedi, tvoii
se v nich za jinak stejnych podminek i nékteré dalsi radikaly a radikaly obecné vznikaji ve
veétsim mnozstvi, zejména pak HO2® a 02*". (B®* + O2 —» BO2*%; ¢+ 02 —» 02*; H* + 02 —
HO2* <> H" + 02*). Tento jev nazyvame jako kyslikovy efekt. Popsany fenomén je
vyznamny napi. v radioterapii, jelikoz hypoxické naddory odpovidaji na 1écbu hilife, nez nadory

dobfte prokrvené a tudiz prokysli¢ené.

Obr. 3.1 Piimy (nahofie) a nepiimy (dole) efekt ionizujiciho zafeni

Prispévek ptimého a neptimého efektu k poskozeni biomolekul se vyznamné 1i8i v zavislosti
na typu ionizujiciho zafeni. Zatimco ionizujici zafeni gama nebo X (s malou hustotou
ionizace, tj. nizkym linearnim pienosem energie, LET®) narusuje funkci biomolekul
predevsim prostfednictvim neptimého efektu, husté ionizujici zafeni (napft. urychlené ionty s
vysokym LET) u€inkuje z velké ¢asti pfimo. Tento rozdil vyplyva z rizného charakteru
depozice energie zafenim. Experimentalné 1ze piispévek ptimého a nepiimého efektu

k radiobiologickému ucinku ionizujiciho zafeni stanovit napiiklad porovnanim piezivani

3 LET, linearni pfenos energie — stiedni energie piedana latce zafenim na jednotkové draze letu &éstice; zakladni
jednotkou je J.m’!, v radiobiologii se ale ¢ast&ji setkame s prakti¢t&jsi jednotkou keV.um'.



bun¢k ozarenych v ptitomnosti a neptitomnosti dimethylsulfoxidu (DMSO), ktery funguje
jako vychytavac volnych radikalt. Pro zafeni s nizkym LET (gama a X) bylo prokéazano, ze
pfiblizné 60 % dvouietézcovych zlomi DNA vznika prostfednictvim nepiimému efektu. Pro
husté ionizujici zareni tato hodnota vyrazn¢ klesa, napi. na 32 % pro urychlené ionty s LET =

2106 keV/um.

Obr 3.2 A: Produkce kyslikovych radikali (ROS) a dalsich reaktivnich produktt radiolyzy vody v ozafenych
bunkach.

B: Prispéni kyslikového efektu k fixaci poskozeni DNA.

Modifikovano podle: Pouget et al. Antioxidants & Redox Signaling, (2018), DOI:10.1089/ars.2017.7267 a
Bénédicte & Pierre. Frontiers in pharmacology (2012), DOI 10.3389/fphar.2012.00094.

3.2 Radia¢ni poSkozeni biomolekul

Ionizujicim zafenim mohou byt atakovany vsechny typy biomolekul. Z hlediska naruSeni
funkci buniky ma zasadni vyznam poskozeni proteind, lipidi, RNA a pfedevsim DNA.
Pozménénd funkce biomolekul se projevi ve fungovani vyssich biologickych organiza¢nich
celkil a nakonec i stavu celého organizmu. Na bunécéné tirovni se uvedené poruchy
manifestuji okamZitou, mitotickou nebo apoptickou smrti, pfechodem buiiky do senescence™,

konverzi bunky na buiiku nddorovou nebo rtiznymi fyziologickymi dysfunkcemi.

3.2.1 Poskozeni proteint

Proteiny jsou vykonné a stavebni slozky buiky participujici na zajistovani vsech jejich
¢innosti. Patii mezi né dulezité signalni molekuly, nejriiznéjsi enzymy, strukturni proteiny,
transportni proteiny membran atd. PoSkozeni proteinii mize mit proto pro buiiku fatalni
dopad. Zda se ale, ze se projevuje az pii extrémnim ozateni, jelikoz vétSinu typud proteinil
obsahuje buiika ve velkém mnozstvi a mnohé z nich odolavaji znacnym davkam zareni.
Napiiklad k inaktivaci izolovanych restrikénich enzyma*® Hindlll a Pvull dochéazi az po jejich
vystaveni n€kolika stim Gy zafeni gama. Inaktiva¢ni davky jednotlivych proteinli se nicméné
znacéné lisi. Patrné mohou byt i vyrazné nizsi, coz kromé struktury proteinu zalezi i na mnoha

faktorech prostiedi. Stale se vSak pohybujeme v oblasti natolik vysokych expozic, ze uz i

3 Senescence = stav, pfi némz se buiiky jiz nemohou déle délit a patrné permanentné zastavuji sviij bunéény
cyklus, nicméné nedochazi k jejich smrti. Burnika jesté urcity ¢as vykonava nekteré své funkce, je vSak jiz
fyziologicky pozménéna. Senescence, podobné jako apoptdza, brani prerodu normalni bunky v nadorovou.

40 Restrikéni enzymy = enzymy $tépici DNA prostiednictvim pferuseni fosfodiesterovych vazeb obou fetézc;
exonukleazy S$tépi DNA postupné od konci fetézce, endonukledzy potom na specificky rozpoznavanych

Voo ¥

sekvencich ,,uvniti“‘ fetézce.



mnohem mensi divky naprosto zdecimuji DNA a zptisobi smrt vétsiny bunék*!. Pti
neletalnich davkach naopak zlstane v buiice vzdy dostatek neposkozenych molekul proteinti
na to, aby zajistily jeji preziti kritické faze po ozafeni. Nebyla-li pfitom trvale poskozena
DNA, bunka pozd¢ji nefunkéni proteiny odstrani (hydrolyzou proteolytickymi enzymy v
proteazomech) a nahradi je novou syntézou bez néasledki pro jeji budouci zivot. Timto se
poskozeni proteinti zasadné 1i8i od poSkozeni DNA, které se pfendsi, neni-1i spravné
opraveno, do budoucich generaci bun€k a ovliviiuje jejich stav a ¢innost.

Rada recentnich studii provedenych zejména na prokaryotickych organizmech ligicich se

svou radiosenzitivitou nicméné naznacuje, ze vyznam radiacniho poskozeni proteinli mozna
podceniujeme. Ozatreni riznych prokaryot stejnou davkou zaieni totiz zptisobovalo vzéjemné
podobny pocet kritickych zmén v DNA téchto organizmd, pfesto se jejich prezivani
vyznamné¢ liSilo, a naopak korelovalo se schopnosti bun¢k chranit své proteiny pred oxidativni
ujmou. Toto zjiSténi patrné znamena, ze vysoky antioxidacni potencial nékterych bunék
dokaze stabilizovat funkce dilezitych proteinl. Pravdépodobnymi kandidaty se v tomto sméru
jevi zejména nizko pocetné regulacni a reparacni proteiny, které se podileji na fizeni
bunéénych procest a opravé molekuly DNA po ozareni. Jednou tak moZzna budeme muset
uloze poskozeni proteinil pfisoudit zdsadnéjsi vyznam uz i pii relativné nizkych davkach (od
cca 0,5 Gy).

Proteiny narusuje jak zafeni samotné, tak zejména ionty OH™ pochazejici z radiolyzy vody. Ty
maji schopnost odtrhnout vodik z peptidového fetézce, vazat se na aromatické zbytky
aminokyselin a reagovat s atomy siry. Nasledkem reakci s ionty OH™ mohou proteiny zménit
svou konformaci, coz obvykle vede ke zmén¢ nebo ztraté jejich funkce. V zavaznéjsich
piipadech 1ze pozorovat az fragmentaci a denaturaci proteint, projevujici se jejich agregaci
diky zvysSené hydrofobii. Reakcemi s radikaly se navic ,,aktivuji* i vlastni proteiny — stavaji se
z nich proteinové radikaly, které peroxidacné poskozuji dalsi proteiny a biomolekuly a
interaguji s nimi za vzniku produktt se zcela pozménénymi vlastnostmi. Velmi nebezpecné
jsou zejména proteinové adukty na molekule DNA, které brani jeji replikaci, transkripci i
reparaci. Radia¢ni poSkozeni proteinti tak miize ovliviiovat nejen bunécné procesy

zprostfedkovavané samotnymi proteiny, ale 1 dal§imi typy biomolekul (zejména DNA).

#l Nékteré butiky snasi opravdu obrovské davky zafeni; nap¥. Deinococcus radiodurans toleruje davky >12 000
Gy, tedy zhruba 3000x vice nez vét§ina obratlovc.



3.2.2 Poskozeni lipida

Lipidy ptedstavuji zékladni stavebni jednotky vSech bunéénych membran. Maji proto zésadni
vyznam v prostorovém definovani buniky samotné a kompartmentalizaci bunéénych organel a
procest. Lipidy vymezuji hranice buiiky a zarovein brani pronikéni nezadoucich substanci do
jejiho nitra. Spolu s membranovymi proteiny reguluji transmembranovy transport iontl a
mnoha dalSich latek a stabilizuji osmotické gradienty. Tim udrzuji nejen bunécnou
homeostazi, ale také zajist'uji spravnou komunikaci s okolnim prostfedim a buitkami ve tkani.
Membrany hraji zadsadni roli také v energetickém metabolizmu bunky a prostfednictvim
membranovych receptori v regulaci bunéénych biochemickych drah.

Obdobn¢ jako vSechny ostatni biomolekuly, také lipidy (mastné kyseliny) reprezentuji cile
radikalového poskozeni. Opét se na ném podili zejména radikal OH®. Odtrzenim elektronu

z mastnych kyselin, pfednostné z dvojnych vazeb, vznikaji jejich nestabilni radikaly, které
posléze s kyslikem tvofii radikdly peroxylové. Reakei téchto radikald s dal$imi mastnymi
kyselinami se rozbiha fetézova reakce, pti které se dalsi a dalsi lipidy méni v lipidové
peroxidy nebo cyklické peroxidy mastnych kyselin, pficemz se zaroven uvoliuji nové
radikéaly Zenouci reakci kupfedu. Uvedenym zpisobem muiiZe dojit k zavaznému naruSeni
struktury membrany a snizeni mobility membranovych proteind, coz se nasledné projevi
poruchou jeji selektivni permeability doprovazené deregulaci pfijmu ionti a latek z okoli
(osmdza, membranové napéti, prenos vzrucht atd.) nebo i tinikem vnitrobunééného obsahu
(napft. enzymil) do prostiedi. Tento stav je pro buiiku potencialné fatalni, naptiklad vyusti-li v
disbalanci kalciovych iontid. Po expozici vysokym davkam zafeni tak miizeme ocekavat
totalni kolaps bunééné homeostazi a okamzitou smrt buiiky, mensi poskozeni vSak dokéaze

bunka opravit.

3.2.3 Poskozeni RNA

Molekuly RNA zastavaji v buiice nejriznéjsi efektorové a signaliza¢ni funkce. Obecné lze
vSak dle zakladniho dogmatu molekularni biologie fici, Ze zprostiedkovavaji (za ptispéni
proteinll) expresi genetické informace, tj. jeji materializaci z podoby zakédované v sekvenci
DNA do formy proteinil, nasledné¢ vykonavajicich bunééné funkce. Kromé toho vykazuji
rizné malé RNA vyznamné funkce regulacni s ohledem na expresi genti. RNA ma v principu
stejnou molekularni stavbu (nikoli v§ak prostorové uspotradani) jako DNA, s tim zdsadnim
rozdilem, ze ji tvoii pouze jedno vldkno, které se organizuje do slozitych prostorovych
struktur. Diky ribéze ve své cukr-fosfatové pateti reaguje RNA s okolim mnohem snadnéji

nez DNA. RNA tak mize byt poskozena obdobnym zptisobem jako DNA (viz niZe), ovSem



s vy$$im rizikem fragmentace. V RNA snadno vznikaji jednofetézcové zlomy, které ptisobi na
integritu molekuly stejné jako v ptipadé DNA mnohem obtiznéji indukovatelné zlomy
dvoufetézcové. Vyznamna je i oxidativni eroze RNA vyvolana volnymi radikély.

Jelikoz se molekuly RNA obvykle vyskytuji ve vétsim poctu kopii a maji, na rozdil od DNA,
omezenou funk¢ni zivotnost, mohou byt (v pfipad€ zachovani integrity DNA) znovu
nasyntetizovany. Patrné existuji i specifické mechanizmy pro eliminaci defektnich RNA.
Dysfunkce urcité frakce RNA molekul proto ovliviiuje buitku mnohem méné nez genetické
zmény v DNA. Experimentalni dikaz pro toto tvrzeni plyne naptiklad z pozorovani, Ze
inkorporace radionuklidii do DNA usmrcovala buiikky mnohem ucinnéji, nez byl-li stejny
radionuklid soucasti molekul RNA. Nékteré studie nicméné spojuji oxidativni poskozeni a
zlomy RNA s poruchami syntézy proteint v buitkach a nasledn€ rozvojem nékterych, zejména
neurodegenerativnich onemocnéni. Radia¢nimu poskozeni RNA vSak soucasna véda vénovala

doposud jen mélo pozornosti.

3.2.4 PoSkozeni DNA

Specifické postaveni jaderné DNA mezi biomolekulami a jeji poskozeni

U eukaryot*? se DNA vyskytuje v bunééném jadfe, mitochondriich a u rostlin i v plastidech
(napft. chloroplastech). Jaderna DNA je nositelkou genetické informace, podle které se cela
bunka vytvaii a urcuje i celkové chovani bunky béhem jejiho zivota. Na rozdil od pocetnych
mimojadernych DNA a ostatnich typti biomolekul existuje jadernd DNA jen ve dvou kopiich.
Dojde-li tedy jednou k jejimu poskozeni bez v€asné opravy, ztraci se origindlni geneticka
informace navzdy. Zména genetické informace mtize vést ke ztrat¢ funkce nékterych proteint
nebo expresi proteind s funkci pozménénou, jak popisujeme nize. Jelikoz se zdravotné
uvedené poruchy obvykle projevi az po nakumulovani ur¢itého mnozstvi genetickych zmén
(mutaci®), coz nékdy trva i desitky let, predstavuji defekty DNA pro buiiku ¢asovanou
bombu. DNA navic vykazuje citlivost i k nizkym davkam ionizujiciho zafeni. Z hlediska
negativniho plisobeni zafeni na DNA proto neexistuje zadna prahova davka, jejiz
nepiekroceni by vylucovalo zhoubny efekt. Ze vSech moznych biomolekul je proto poskozeni
jaderné DNA nejkritictéj$i a mize mit pro buniku i organizmus trvalé a nebezpecné nasledky.
A to i v pripadé, ze bunka ptezije akutni fazi po ozatreni. Na druhou stranu nesmime
opomenout, ze buiika disponuje efektivnimi reparacnimi mechanizmy, které dokazou

naprostou vétSinu poSkozeni DNA vcas a spravné opravit.

42 Eukaryota = jaderné organizmy, tj. organizmy obsahujici pravé jadro.
4 Mutace = dédi¢né zafixované poskozeni DNA vedouci ke zméné& genetické informace — genotypu buiiky.



Kritické cile DNA a nasledky jejich zasazeni

Interakce zafeni s jadernym genomem™**

ma ndhodny charakter, a nelze tudiz predem fici,
které geny a jak budou poskozeny. Pocet 1ézi DNA urcitého typu (jednofetézcovych zloma,
dvouretézcovych zlomu atd.) proto v populaci bunék ozatenych stejnou davkou statisticky
osciluje kolem urcité primérné hodnoty, 1isi se vSak distribuce téchto 1ézi v ramci genomu.
KaZzda bunika ma tudiz poSkozené rtizné geny a ¢eka ji zcela jiny osud. Smrt nebo nadorova
transformace buriky, potencialn¢ ohroZujici cely organizmus, nastava pii nizkych davkach
pouze po alteraci funkce nekterych dulezitych gent — kritickych cilt.

vyznamnym zpiisobem podileji na stimulaci bunécného déleni. Aktivaénimi mutacemi se
protoonkogeny*’ méni v tzv. onkogeny, jejichz ¢innost vede k neregulovanému déleni buriky.
Onkogenni proteiny jsou totiz mnohem ,,pracovitéj$i* nez ptivodni protoonkogeny a stimuluji
buiiku k neustalému dé€leni i v nepfitomnosti patfi¢nych mitogenti. Nebezpe¢i mutaci
protoonkogent navic spo¢iva ve skute¢nosti, e k vyvolani dramatické zmény fenotypu*® plng
postacuje poskozeni uz i jedné alely genu. Bunécny cyklus je totiz narusen i v situaci, kdy
protein exprimovany z druhé alely téhoz genu funguje normélng.*’

Mezi kritické cile radia¢nich mutaci patii i dalsi typy gend, zejména pak nadorové supresory
(antionkogeny). Nadorové supresorové geny predstavuji pravy opak protoonkogent, jelikoz
brani nadmérnému déleni bunék. Riziko spojené s poSkozenim nadorovych supresort proto
spociva ve ztraté€ jejich funkce. Jelikoz i polovicni mnozstvi funkéniho proteinu stale
postacuje ke kontrole bunécného déleni, dochazi k pozorovatelné poruse funkce mutovaného
supresoru (na rozdil od protoonkogenu) az po inaktivaci obou alel jeho genu. Jde o tzv.
recesivni mutace. Druh4 alela supresoru miize byt proto chépana jako jeho zalozni kopie,
podstatné prodluzujici dobu spravného fungovani bunék v situaci, kdy DNA permanentné trpi
nejriznéj$imi vnitrobunéénymi i mimobunéénymi ataky. Pfestoze je v ptipad¢ nadorovych
supresorti nutné inaktivovat ob¢ alely, stale plati, Ze staci poSkozeni jedin¢ho genu k tomu,

aby se buiika stala vyrazn& vulnerabilngjsi k nddorové transformaci.*®

4 Jaderny genom = kompletni genetick4 informace obsazend v jaderné DNA.

45 Protoonkogeny = geny, jejichz produkty pozitivné fidi riizné aspekty bunééného déleni.

46 Fenotyp = pozorovatelna manifestace genotypu.

47 Mluvime proto o tzv. dominantnich mutacich.

48 Analogii je napF. porucha pfednich brzd automobilu — automobil sice stéle zvlddne zastavit pomoci brzd
zadnich, takze zdanlivé funguje jak ma, stava se vSak potencialné velmi nebezpecnym. Jakakoliv dalsi porucha
brzdového systému jiz mGze mit nedozirné dlsledky vedouci k havarii.



V ptipadé¢ solidnich nddorti se onemocnéni rozviji az po nakumulovani ur¢itého mnozstvi
kritickych zmén DNA (klonalni teorie). Nékdy ale staci uz prvotni defekt k vyvolani uplné
nadorové transformace buiiky. Typickym ptikladem jsou leukémie. Tieba u akutni
promyelocytarni leukémie (APL) dochazi diky reciproké translokaci mezi geny PML a RARa
(t(15;17)) k expresi fuzniho proteinu PML/RARa, u chronické a akutni myeloidni leukémie (a
nékterych dalsich) vznika nasledkem reciproké translokace mezi geny BCR a ABL (1(9;22)*)
fuzni protein BCR/ABL atd. Uvedené flizni proteiny maji pfitom jiz sami o sob¢ dostate¢ny
potencial k vyvolani rakoviny.

Celkové lze shrnout, ze pti zasazeni kritickych cili v DNA hrozi i pii nizkych davkach rozvoj
nadorového bujeni, nezvladne-li bunika poskozeni spravné a vcas opravit. Postizeni
pohlavnich bungk rodi¢t miize vést k riiznym vrozenym vyvojovym vadam u potomstva®’. Pii
expozici nizkym davkam proto nejvétsi riziko pro organizmus plyne z pfenosu
karcinogennich mutaci do dalSich generaci bunék a jejich postupna kumulace. Negativni

ucinky jednotlivych davek ionizujiciho zatfeni se diky tomu scitaji po cely zivot.

3.2.5 PoSkozeni DNA na molekularni uirovni

Ionizujici zéteni indukuje v DNA celou fadu 1ézi (Obr. 3.3), pficemZ napada vSechny jeji
komponenty, tj. baze, deoxyribozy i1 fosfatové skupiny. Nasledkem vytvoienych poskozeni
pak vyvolava viechny typy mutaci, tj. mutace genové®!, chromozomové®? i genomové™, jak
bude diskutovano pozdéji. DNA muze byt modifikovana piimo absorpci kvanta zafeni nebo
nepiimo produkty radiolyzy vody, jak jsme si jiz objasnili dfive. Vyznamnou tlohu u
nepiimého ucinku hraje zejména hydroxylovy radikal OH®, ktery atakuje jak samotné baze,
tak 1 cukernou komponentu DNA, deoxyribézu. Hydroxylovy radikél se vaZe na dvojné vazby
bazi nebo z bazi a deoxyribozy odebird vodik. Pfimym pisobenim zéfeni i radikall se nejprve
generuji radikaly ze samotnych komponent DNA, které kaskadou naslednych reakci
poskytuji, v zavislosti na podminkach prostiedi, Siroké spektrum produktt ménicich

strukturné-funkéni charakteristiky DNA.

49 Takzvany Filadelfsky chromozom.

30U ¢loveka je vSak vyskyt radiacné vyvolanych vyvojovych vad oproti piivodnim ptedpokladim piekvapivé
nizky.

3! Genové mutace = nukleotidové substituce a posunové mutace objevujici se nasledkem deleci nebo inzerci jedné
baze; vedou ke zméndm kodonti DNA.

52 Chromozomové mutace = rozsahlej$i mutace DNA vznikajici pfeskupenim genetického materidlu a projevujici
se pozorovatelnymi strukturnimi pfestavbami chromozomiui.

33 Genomové mutace = ztraty nebo zmnoZeni celych chromozomi nebo jejich sad.



Obr. 3.3 Riizné typy radiacnich 1ézi DNA

1. Modifikované baze

DNA se sklada z pyrimidinovych (tymin, cytosin) a purinovych (adenin, guanin) bazi,
pricemz k radia¢nimu poskozeni vykazuji citlivost oba tyto typy. V piipad¢ pyrimidinovych
bazi preferuji radikaly OH® pro sviij atak dvojnou vazbu mezi uhliky C5 a C6. Dalsimi
reakcemi s cytosinem nejcastéji vznikaji cytosin glykol a 5,6-dyhydroxycytosin, a s thyminem
pak thymin glykol (Tg, 5,6-dihydroxy-5,6-dihydrothymin), 5-hydroxymethyluracil, 5-
formyluracil a 5-hydroxy-5-methylhydantoin. Pfi reakcich s purinovymi bazemi se OH® aduje
do pozic C4, C5 nebo C8 u guaninu a C4 nebo C8 u adeninu za produkce hydroxylovanych
dihydro-2-deoxyguanosin (8-0xodG) s jeho tautomerni formou 8-hydroxy-2-
deoxyguanosinem (8-OHdG) a 8-hydroxyadenin. Modifikace 8-oxodG (8-OHdG)

predstavuje nejvyznamnéjsi marker oxidativniho poskozeni bazi, protoze guanin ze vSech bazi
nejsnadnéji podléha oxidaci. Kromé uvedeného nalezi mezi vyznamné procesy také
deaminace bazi — deaminaci guaninu se tvoii xantin (X), adeninu hypoxanthin (HX) a
cytosinu uracil (U).

Chemické modifikace v fadé¢ ptipadi ovlivituji tvorbu vodikovych mustki mezi bazemi a
piipadné strukturu dvousroubovice DNA. Nasledkem téchto zmén se objevuji chyby parovani
nukleotidii béhem replikace nebo jeji zablokovani. Napfiklad guanosin zménény na 8-0xoG se
paruje s adeninem (A) a nikoliv cytosinem (C) jako pivodni guanosin (viz ptiklady nize).
Nékteré poskozené baze jsou navic labilni a zejména v alkalickém prostiedi mohou byt

konvertovany na abazickéd mista a zlomy fetézciit DNA (viz nize).

Priklady mutageneze nasledkem radiacni modifikace bazi

A 2> HX; parovani HX:C namisto A:T = zaména A:T za C:G v dal§im replika¢nim cyklu
T - Tg; Tg nevede ke zméné parovani, zpusobuje vSak distorzi dvousroubovice DNA

C = U; parovani U:A namisto C:G - zaména C:G za T:A

G = 8-0x0G; parovani 8-0xo0G:A namisto G:C = zaména G:C za T:A

G = X; parovani stejné jako G

2. Abazicka mista (AP sites)



Abazicka, depurinova nebo depyrimidinova mista se objevuji nasledkem preruseni
glykosidické vazby mezi bazi a cukrfosfatovym fetézcem DNA. K depyrimidinaci a
depurinaci dochézi v disledku chemickych pochodii v ozafenych burikach, vlivem nestability
glykosidické vazby u poskozenych bazi a také v pribéhu reparace bazi nebo i spontanné.
Abazicka mista mohou vyvolat kolaps replikacnich vidlic, vést k inkorporaci nespravnych

vvvvvv

kiizové vazby a jednoietézcové ¢i dvouretézcoveé zlomy DNA fetézct (viz nize).

3. K¥izové vazby (cross-links) a adukty DNA

Pfimou absorpci energie zafeni a reakcemi s volnymi radikaly se v poskozené DNA generuji
mnohocetna reaktivni mista. Tato mista spolu potencialné interaguji za tvorby kovalentnich
vazeb a nelinearnich propojeni mezi bazemi, a to jak v ramci jednoho fetézce DNA, tak i mezi
fetézci komplementarnimi. Purinové a pyrimidinové radikaly napadaji také aromatické
aminokyseliny proteint, ¢imz se tvoii proteinové adukty na DNA.

Ktizové vazby mezi komplementarnimi fetézci DNA brani separaci fetézctu pii replikaci nebo
transkripci a blokuji pribeh téchto procesti. Reparace kiizovych vazeb DNA pak potencialné
se tedy o vysoce mutagenni a nebezpeéné defekty. Rada chemoterapeutik vyuziva pravé
tohoto mechanizmu poSkozeni DNA k eradikaci nddorovych bun¢k. Také ostatni zminéné
typy fetézcovych vazeb a proteinové adukty na DNA ptedstavuji prekazku pro postupujici
replikacni a transkripéni vidlice. Proteinové adukty navic znesnadiiuji piistup reparacnich

proteint®* k poskozenému mistu na DNA, ¢imz komplikuji své vlastni odstranéni.

4. Jednotetézcové a dvouretézcové zlomy

PreruSenim fosfodiesterové patete vznikaji v DNA jednofetézcové (SSB) nebo dvoutetézcové
(DSB) zlomy. Dvouftetézcové zlomy se objevuji tehdy, prerusi-li ¢astice zareni zaroven oba
komplementarni fetézce molekuly DNA (tedy nasledkem piimého tc¢inku zareni), nebo dojde-
li k vytvofeni dvou ¢i vice jednotetézcovych zlomil v t€sné vzajemné blizkosti nepfimym
protoze vedou ke kompletni desintegraci molekuly DNA, a ptedstavuji tak znacnou vyzvu pro
reparacni systémy buiiky. lonizujici zafeni pfitom pfedstavuje jeden z nejefektivnéjSich

induktort DSB.

>4 zejména nukleotidové excizni reparace, NER



Odhaduje se, ze 1 Gy zafeni gama v bufice vytvori:
e 1000-2000 modifikovanych bazi;
e 500-1000 jednotetézcovych zlomii;

e 25-50 dvoufetézcovych zlomi.

3.3 Poskozeni sub-bunécnych systémi

3.3.1 Poskozeni chromozomu

Lidské chromozomy a metody studia jejich poskozeni

U eukaryotickych bun¢k se DNA nevyskytuje ,,naha®, jako u prokaryot, nybrz ve formé
slozitého komplexu s histonovymi a nehistonovymi proteiny, zvaného chromatin. Detailné
jsme strukturu chromatinu popsali v kapitole 2 o stavbé bunky. Pro ucel nésledujiciho textu
vSak budiz zdliraznéno, Ze postupnou hierarchickou organizaci chromatinu se formuji
chromozomy, které v mitdze dosahuji maximalniho stupné¢ kondenzace a svého vseobecné
znamého tvaru. Mitotické chromozomy mohou byt barveny béznymi barvivy DNA
(cytogenetické barveni) a jejich hrubd struktura pak studovana pomoci standardni optické
mikroskopie. S vyuzitim ,,pruhovacich technik> se na chromozomech zviditelni periodicky
se stiidajici rizné rozsahlé oblasti heterochromatinu a euchromatinu, tzv. chromozomalni
pruhy. Kazdy chromozom ma sviij specificky pruhovaci vzorec, dle kterého 1ze mnohem
snaze nez prostym barvenim chromatinu odhalit a ptesné definovat (pozice, rozsah) strukturni
1 numerické aberace chromozomil v ramci celého karyotypu. Za karyotyp povazujeme
druhové specificky soubor vSech chromozomt eukaryotické buiiky nebo jedince a jeho popis
v terminech poc¢tu a struktury chromozomii, a ptipadné 1 odchylek téchto parametrti od
normalu. Schematickému znazornéni karyotypu se fika ideogram.

Vyrazné presnéjsi analyzu i komplexnich karyotypovych zmén nabizeji molekularné
cytologické techniky umoziujici soucasnou vizualizaci jednotlivych chromozomu
prostiednictvim raznobarevné znacenych DNA sond — mnohobarevna fluorescencni in situ
hybridizace (mFISH) a spektralni karyotypovani (SKY). Metody se 1i8i zplisobem barveni
chromozomtl, pracuji ale na stejném zakladnim principu, tj. hybridizaci fluorescencné
znacenych fragment DNA (DNA sond) s komplementarnimi sekvencemi genomické DNA

v bunééném jadie. Hybridizaci zde tedy rozumime proces, pii kterém se znaceny

55 nejlast&ji se pouziva tzv. pruhovani G, nazvané podle barveni chromozomil roztokem Giemsa-Romanovski
v pfitomnosti trypsinu



(jedno)fetézec denaturované sondy specificky vaze prostiednictvim vodikovych vazeb ke
komplementarnimu useku taktéz denaturované molekuly studované DNA. Obdobu mFISH
predstavuje technika zvand mBanding — mnohobarevné pruhovani chromozomii. Na rozdil
od mFISH jsou zde DNA sondy navrzeny tak, aby namisto celych jednotlivych chromozomu
barvily kratké, na sebe navazujici useky urcitého chromozomu. Ziskame tak pruhovany
chromozom, podobn¢ jako v pripadé cytologickych pruhovacich technik. Pruhovaci vzorec
ovSem neni periodicky a vznikd zcela jinym mechanizmem nez u cytologického pruhovani.
Hlavné je ale mnohobarevny a mnohem podrobnéjsi. Metody mFISH a mBand Ize proto
vyhodné kombinovat, jelikoz prvni z nich se zaméfuje na celkovou identifikaci a popis
interchromozomalnich zmén karyotypu, zatimco druha na detailni analyzu pfestaveb
vybranych chromozomt, véetné intrachromozomadlnich aberaci. Kromé piimé detekce
chromozomalnich abnormalit (pfipadné jesté doplnéné o techniku pred¢asné chromozomové
kondenzace, PCC), mizeme k odhadu poskozeni chromozomil vyuzit i metody nepiimé.
Uved’'me napiiklad mikrojaderny test, zalozeny na kvantifikaci tzv. mikrojader. Mikrojadra
se formuji z acentrickych fragmentti chromozomd, ptipadné ndsledkem neuspesné vazby
centromer chromozomt na kinetochory a mikrotubuly déliciho vieténka. Na konci mitozy se
pak inkriminovany geneticky material vyclenuje z bunéného jadra a obaluje se vlastni
jadernou membranou.

Normalni karyotyp ¢lovéka je 46,XY (muz) nebo 46,XX (Zena), coz odpovida 23 parim
autozomii (nepohlavnich chromozoml) a 1 paru gonozomii (pohlavnich chromozomt).
Ionizujici zéafeni vyvolava jak poruchy struktury chromozomti (strukturni aberace) tak
zmény jejich poctu (numerické aberace). Strukturni aberace mohou postihovat pouze jeden
chromozom (intrachromozomalni aberace) nebo dva a vice chromozomu
(interchromozomalni aberace). Z hlediska dopadu chromozomalnich aberaci na buiiku je
predevsim dulezité, zda v ni zlstane i pres probehnuvsi strukturni (kvalitativni) zmény
celkova genetickd informace kvantitativné zachovana (balancované aberace), nebo zda
dojde ke ztraté ¢i zisku urcité porce genetického materidlu (nebalancované aberace). Také
numerické aberace se tykaji jednotlivych chromozom (aneuploidie) nebo 1 celych
chromozomalnich sad (polyploidie) a vedou k rizné rozsdhlym kvantitativnim odchylkam od

normalniho karyotypu.

Chromozomalni aberace indukované ionizujicim zarenim
Vétsinu 1ézi DNA popsanych v kapitole 3.2.5 dokdzou buniky pomérné snadno a rychle

opravit, a to beze ztraty nebo zmény genetické informace. Je-li totiz postizen pouze jeden



fetézec DNA, mize byt druhy neposkozeny fetézec vyuzit jako templat k rekonstrukci
puvodni genetické informace poté, co byla postizena oblast z DNA repara¢nimi mechanizmy
,»Vystfizena“. Dosyntetizovani chybé&jiciho fragmentu DNA se pak uskute¢ni na principu
komplementarity bazi. Soucasné pteruseni obou fetézci DNA v piipad¢ dvoutetézcovych
zlomi s sebou vsak piinasi dvé nebezpecna rizika — 1) riziko ztraty genetické informace

ree

nasledkem nutnosti ,,zacisténi poSkozenych koncti DNA a 2) riziko spojeni nespravnych
chromozomalnich fragmentl pochézejicich z jednoho nebo vice riznych chromozom. Snaha
o opravu DSB proto neziidka usti nejen v bodové mutace a drobné delece, ale také
intrachromozomalni inverze a dalsi chromozomalni aberace, zejména translokace, dicentrické
chromozomy a prstencové chromozomy. Vzhledem k vysoké u¢innosti indukce DSB
ionizujicim zafenim a vySe uvedenym hrozbam lze proto konstatovat, Ze DSB predstavuji
zasadni typ radia¢niho poskozeni DNA. Piipomenme vSak, Ze i nékteré pivodné méné
zavazné typy 1ézi DNA mohou byt béhem oprav konvertovany na DSB.

Na rozdil od vétSiny chemickych latek, ionizujici zafeni zplisobuje chromozomalni aberace
nezavisle na replikaci DNA, a tudiz i fazi bunééného cyklu. Vyvolava tak ptestavby
chromatinu chromozomového i chromatidového typu. Chromozomové aberace postihuji
ob¢ chromatidy mitotického chromozomu — formuji se v G1 fazi na jediné ptfitomné
chromatid¢ a nasledné se béhem S faze ptenaseji i na chromatidu nové syntetizovanou.
Chromatidové aberace maji sviyj piivod az v S/Gz fazi, a proto v prvni mitdze zasahuji pouze
jednu chromatidu. Pii replikaci v dal§im bunééném cyklu se nicméné konvertuji na aberace

chromozomové.

Nejvyznamnéjs$i chromozomalni aberace typické pro ozaiené bunky uvadime nize.

A. Strukturni aberace chromozomau (tzv. chromozomové mutace)

1. Kruhovy (ring) chromozom

Kruhovy chromozom vznika cirkularizaci chromozomu a spojenim kratkého a dlouhého
raménka poté, co se z nich nasledkem ozaieni odlomily terminalnich konce (terminalni
delece) nebo doslo k poskozeni telomer. Mén¢ Casto se objevuji acentrické kruhy vysStépené
pouze z jednoho raménka. Pfitomnost kruhového chromozomu se poji se ztratou genetické
informace, jelikoz odstépené konce ramének nemaji centromeru, a nepiendseji se proto
stabiln¢ do dcetinych bunék. Kruhovy chromozom navic ptisobi problémy béhem mitdzy,
potencidlné ustici az ve smrt bunky.

2. Dicentricky chromozom



Dicentricky chromozom reprezentuje jeden ze stézejnich produktl v ozatenych bunikach,
ktery se formuje podobné jako vySe zminény chromozom kruhovy. Rozdil spociva v tom, ze
se nyni jedna o interchromozomalni aberaci s participaci dvou chromozomu. Po terminalni
deleci koncti ramének p nebo q obou zucastnénych chromozomi pfestanou byt tato raménka
chranéna telomerami proti vzajemnym interakcim. Dojde-li nyni k jejich spojeni, vytvofi se
fuzni chromozom, ktery ma dvé centromery. Obdobné se mtize zformovat i chromozom
tricentricky ze tfi chromozomu. Jako v pfipad¢ kruhového chromozomu vede i tato aberace ke
ztraté genetické informace, pfi¢emz poruchy mitotického délent, které vyvolava, byvaji
mnohem zavaznéjsi. Pfitomnost dicentrickych chromozomd je proto pro buiiku letalni.

3. Delece

Jako delece oznacujeme chromozomalni aberace spojené s vystépenim ¢asti chromozomu a
ztratou inkriminovaného genetického materialu. V kontextu radiacniho poSkozeni se delece
objevuji jednak nasledkem ozafeni samotného, jednak diky zaciStovani uvolnénych koncii
DNA béhem oprav dvoutetézcovych zlomil. Zac¢istovani koncti obycéejné Gsti jen v drobné
delece, rozsahlejsi delece vSak vznikaji ndsledkem aktivity alternativnich (zaloZnich)
reparacnich mechanizmt (kap. 3.6.2). O intersticialnich delecich mluvime tehdy, vzniknou-
li v chromozomu dva dvoutetézcové zlomy DNA (DSB) a DNA je znovu spojena takovym
zpisobem, Ze fragment chromatinu mezi zlomy z chromozomu vypadne. Odlomeni a chybéni
terminalni ¢asti chromozomalnich ramének néasledkem jednoho DSB pak oznacujeme jako
terminalni delece (nebo téZ deficience). V zavislosti na fazi bunééného cyklu, ve které zateni
chromozom poskodilo, postihuji delece jen jednu (S/G2 faze) nebo obé chromatidy (G faze).
4. Translokace

Spojenim nespravnych konci DNA v mistech dvoufetézcovych zlomt béhem jejich oprav
vznikaji translokace, nej¢astéjsi typ chromozomalnich aberaci vyvolanych zafenim. Lze je
tedy definovat jako pfesuny mensich ¢i vétsSich fragment chromatinu mezi chromozomy
(interchromozomalni translokace) nebo i v ramci chromozomu jednoho
(intrachromozomalni translokace). Translokace obecn¢ vedou ke stejnym molekuldrnim
defektiim jako inverze. Nékdy se geny na koncich translokovanych fragmentt pienesou do
nevhodného nového prostiedi nebo dokonce vytvoii fizni gen ze zbyvajicich ¢asti gent na
translokovaném fragmentu a hostitelském chromozomu. Problém nastava zejména tehdy,
dostane-li se takto n¢ktery z onkogenti pod kontrolu silného promotoru, jez neustéale stimuluje
jeho transkripci, a tudiz i1 proliferaci bunék. Deregulaci bunééného cyklu zptsobi i premisténi
nadorové supresorového genu do geneticky umléené oblasti, spojené se ztratou jeho funkce.

Fuzni geny se transkribuji do fuznich proteinii s pozménénymi vlastnostmi, které vykazuji



casto onkogenni potencial. Flznich proteint existuje celé fada, piikladem budiz PML/RARa,
zpusobujici akutni promyelocytarni leukémii, nebo BCR/ABL, zodpovédny za rozvoj akutni a
chronické myeloidni leukémie, ptipadné i dalSich typt leukémii.

Translokace délime na nebalancované a balancované. Nasledkem déleni bunck s
nebalancovanymi translokacemi trpi dcefiné bunky ztratami nebo naopak nadbytkem
genetického materidlu. U gamet se tato situace poji s neplodnosti, Castymi potraty a hrozicim
vyvojem riiznych vyvojovych vad u potomstva. Probéhne-li vzajemna vyména chromatinu
naopak bez kvantitativni zmény genetické informace, jde o translokace balancované. Ty
obvykle nemaji dopad na svého nositele, kromé¢ jiz vySe uvedeného rizika poruchy ¢innosti
gentl v oblastech zlomovych bodii chromozomi. Nicméné 1 balancované translokace piitomné
v gametach mohou vyustit v nebalancovany karyotyp u potomstva, spojeny s rizn¢ vdznymi
zdravotnimi dopady.

Translokace se uskuteciiuji jako prosté nebo reciproké. Pii prosté translokaci se fragment
jednoho chromozomu relokalizuje na jiny nehomologicky chromozom. Béhem translokace
reciproké se vzajemn¢ vymeéni fragmenty chromatinu mezi dvéma chromozomy. Zvlastni
translokacni produkt predstavuje Robertsonsky chromozom, jeZ se objevuje nasledkem
spojeni dlouhych ramének dvou akrocentrickych chromozomti po pfedchozim odlomeni
ramének kratkych (Robertsonska translokace)>®.

Specifickym fenoménem pro ionizujici zafeni s vysokym linearnim prenosem energie (LET)
jsou komplexni chromozomalni translokace, na kterych se podili vét§i mnozstvi
chromozomt a zlomi DNA. Detekovany byly naptiklad u zaméstnancii jaderného komplexu
Majak, ktefi profesné pfichazeli do kontaktu s plutoniem. Komplexni chromozomové
piestavby doprovazeji také pokrocilé nadory.

Existuji dvé zékladni hypotézy vysvétlujici mechanizmus chromozomalnich translokaci. Prvni
z hypotéz, tzv. Position-First Hypothesis, vychazi z predpokladu omezené pohyblivosti
chromatinu a jeho nendhodné organizace v bunécném jadre. Translokace mohou podle této
hypotézy probihat vicemén¢é pouze mezi geny, které se v buné¢ném jadie nachézeji diky jeho
specifické architektute ve vzajemné blizkosti jiZ predtim, neZ jsou zasazeny DSB (napf.
PML/RARa, BCR/ABL). Druha hypotéza, tzv. Breakage-First Hypothesis, naopak pocita se
zvySenou mobilitou chromatinu v mistech zlomtit DNA. Dovoluje proto vymény chromatinu i
mezi puvodné vzdalenymi chromozomalnimi lokusy. V ,,extrémni‘ podobé¢ této hypotézy

putuji poskozené chromozomalni lokusy (s DSB) cilené do tzv. repara¢nich tovarnicek, kde je

56 |zochromozom se sklada ze dvou ramének g nebo p. Pfi¢ina viak nespoéivd v (Robertsonské) translokaci,
nybrz v aberantnim pficném rozdéleni centromery jediného chromozomu béhem bunécéného déleni.



vicero DSB opravovano spolecné. Miize tak mezi nimi snadno dochazet ke komplexnim
translokacim. Obé hypotézy maji své prednosti 1 nedostatky, coz poukazuje na
komplikované€jsi mechanizmus chromozomalnich translokaci, patrné kombinujici rizné
aspekty obou teorii. Zde odkazujeme na piehledny ¢lanek Falk et al. (2010) (viz seznam
literatury).

5. Pericentrické a paracentrické inverze

Inverze potiebuji ke svému zrodu dva dvoutetézcové zlomy v jednom chromozomu, které ho
rozdéli na tfi fragmenty. Pietocenim (inverzi) centralniho fragmentu a jeho znovuspojenim

s distalnimi fragmenty nasledné vznika chromozom s inverzi. Obsahoval-li invertovany
fragment centromeru, jedna se o inverzi pericentrickou, pokud ne, jde o inverzi
paracentrickou. K inverzim termindlnich fragmentti nedochazi, protoze distalni konce
chromozomt jsou proti fuzim chranény telomerami. I kdyby se tak stalo, absence telomer na
koncich pteskupenych chromozomi by zptisobovala jejich nestabilitu. Inverze patii mezi
balancované aberace, tzn., ze se z bunék bezprostiedné nevytraci genetickd informace. Ke
ztratam ale mize dojit u potomstva pohlavnich bunék, diky problémim béhem meiotické
rekombinace. Vzdy navic hrozi riziko naruSeni funkce genii lokalizovanych na koncich
invertovanych fragmenti obdobné jako u translokaci.

6. Fragmenty chromozomi

Z chromozomu se n¢kdy odlomi kratké fragmenty chromatinu (viz delece). Tyto fragmenty se
z bunécného jadra nasledné vyted'uji, protoZe nemaji centromeru, a nemohou byt tudiz
behem mitdzy ¢i meidzy napojeny na délici vieténko. Ztrata genetické informace se nasledné

projevuje tézkymi az letalnimi poruchami funkce genomu.

Obr. 3.4 Charakteristické strukturni aberace (chromozomalniho typu) detekované v ozafenych buitkach

B. Numerické aberace (tzv. genomové mutace)

Kromé¢ strukturnich mutaci jednotlivych chromozomi (chromozomalni mutace) indukuje
ionizujici zareni také zmény poctu celych chromozom (aneuploidie) nebo i
chromozomalnich sad (euploidie/polyploidie). Zejména u nadorovych bunék dochazi
nasledkem ozaieni k tzv. endopolyploidii, tedy zmnozeni chromozomalnich sad bez

)7

soucasného rozdéleni jadra (endomit6za)’’. Jadra endomitotickych buné¢k dosahuji obtich

rozméru a jejich déleni obvykle konci smrti bunék. Obcas se nicméné z endomitotickych jader

57 Pfirozené tento proces probiha tfeba v burikach lidskych jater.



zpétné ,,vyStépuji“ opét jadra v principu diploidni. Tyto tzv. pseudodiploidni buiiky jsou po
urcité stabilizaci genomu schopné dalSiho Zivota a déleni. Uvedeny proces ale usti v fadu
strukturnich pfestaveb chromatinu, a stejné tak i rozsahlé zmény karyotypu — aneuploidii
a/nebo polyploidii). Vzhledem k této skutecnosti a velkému mnozstvi obsazeného
genetického materialu zosobnuji endopolyploidni bunky jakési inkubatory zrychlené
genomické evoluce. Vzniknou-li nasledkem ozafeni v normalni nebo prekancerozni tkéni, 1ze
endopolyploidni buiiky opodstatnéné podeztivat z iniciace nddorového bujeni. U jiz
existujicich nadorti pak katalyzuji jejich genetickou nestabilitu a ochotu metastazovat.
Nasledky radia¢ni mutageneze mohou byt ale i pozitivni. Naptiklad polyploidie pfedstavuji u
rostlin cileny Slechtitelsky efekt, protoze polyploidni rostliny vykazuji fadu vyhod. Mimo jiné
se vyznacuji vétSimi buitkami, coz ma tieba v piipad¢ pice za nasledek jeji vyssi vynosy, lepsi

stravitelnost a kvalitu.

C. Genomicka nestabilita

V nékterych ozarenych bunikach miizeme kromé okamzité tvorby genovych a
chromozomalnich mutaci pozorovat jesté dalsi, opozdénou vinu rozsédhlého vzestupu
nejriizn&j$ich muta¢nich udalosti — tzv. genomickou nestabilitu®®. Tvorba mutaci béhem této
vilny neni proporcionalni absorbované davce a nelze ji vysvétlit pifimym plsobenim zareni na
DNA. Pfic¢inu genomické nestability proto miizeme spiSe odvozovat od né¢jakého vSeobecného
naruSeni funkce genomu. V tvahu ptipadaji napiiklad poruchy reparacnich systémt,
opozdéna produkce volnych radikall a epigenetické zmény vyvolané v chromatinu ozafenim.
Nasledkem genomické nestability bunky zrychlené¢ kumuluji nejriiznéjsi typy mutaci (genové
amplifikace, strukturni chromozomalni aberace a numerické karyotypové zmény), takze
nikoho neptekvapi, Ze tento stav izce souvisi se vznikem a progresi nddorovych onemocnéni.
Zajimaveé je, ze se chromozomalni nestabilita objevuje nejen v ozafené buiice samotné, ale i

v jejich dalsich generacich.

Vyuziti chromozomalnich aberaci k retrospektivnimu odhadu absorbované davky —
biodozimetrie

Pti neptedvidatelnych situacich, naptiklad béhem radia¢nich nehod, obvykle nemame

k dispozici standardni dozimetricka méfeni. Pfi tomto scénafi navic predpokladame ozéateni

vétSiho mnozZstvi osob, které se v dobé expozice nachdzely v nestejnych vzdalenostech od

58 Téz se pouzivaji terminy genova, chromozomalni nebo genomova stabilita.



zdroje zafeni, byly rizné stinény a ptipadné i odliSnym zptisobem kontaminovany. Odhad
davky mtize byt v téchto ptipadech proto znacné problematicky a jakékoliv prirozené
dostupné kvantifikatory expozice nabyvaji zdsadniho vyznamu. Jednou z moznosti
retrospektivniho odhadu absorbované davky u obéti neplanovanych expozic je sledovani
ptitomnosti chromozomalnich aberaci, jez predstavuji citlivy indikéator individualni expozice
ionizujicimu zafeni az do minimalni davky piiblizné 0,02 Gy. VétSina typi chromozomalnich
aberaci je nicméné z bunécnych jader postupné¢ eliminovéna, takze jejich biodozimetricky
vyznam postupn¢ klesa. Patrn€ nejvyznamnéj$im markerem ozareni jsou dicentrické
chromozomy. Cetnost dicentrikil se sniZuje exponencialné s ¢asem po ozéafeni, pfi¢emsz
literatura uvadi pomérné vyrazné rozdilné polocasy tohoto poklesu, u lymfocyt napt. 100 dni
az 3 roky.>® Bez korekei tedy povazujeme analyzu dicentrickych chromozomi za spolehlivou
ptiblizné do nekolika tydnli po ozéfeni. Vyuzit 1ze také chromozomalnich fragmenti,
jejichz Cetnost piiblizné odpovida dicentrikiim. Hodnoceni vSak miiZe byt nespolehlivé.
Kruhové chromozomy se zase tvoii méné Casto nez dicentrici, takze jejich analyza potiebuje
vice Casu 1 financi. Mezi dlouhodobé¢ perzistujici a tudiz teoreticky vyhodnéjsi aberace patii
chromozomalni translokace. Jejich detekce a rozbor v§ak vyZaduji mnohem sofistikované;jsi
metody (mFISH) nez pocitani kruhovych a dicentrickych chromozomi. Tim se stava analyza
translokaci v masovém méfitku spiSe jen teoretickou moznosti. Z riiznych typi

ukazatel absorbované davky stéle plati frekvence dicentrickych chromozomii, které se
vyskytuji s nejvyssi frekvenci a miizeme je dobie rozlisit. Jako vychozi materil pro
kvantifikaci chromozomalnich aberaci vétSinou pouzivame Go lymfocyty izolované

z periferni krve, které po odbéru stimulujeme k bunécnému déleni a zastavime v mitoze.

V ptipad€ hromadnych udéalosti musi byt ozaiené osoby co nejrychleji rozttidény pro
adekvatni l¢katskou péci. Kromé kvantifikace chromozomalnich aberaci, ktera se neobejde
bez ¢asove naroéné kultivace lymfocytt, se proto vehementné hledaji i dalsi biomarkery
radiacni expozice. Kromé jiz dlouho zavedeného sledovani zmén v krevnim obraze 1ze ptfimo
monitorovat i zdfenim vyvolané defekty DNA na molekularni Girovni. Za viibec nejcitlivéjsi
metodu v soucasnosti povazujeme imunofluorescenéni detekci histonu YH2AX®, tj. histonu

H2AX fosforylovaného na serinu 139. K fosforylaci H2AX dochazi specificky v oblastech

dvouretézcovych zlomti DNA, takze mnozstvi yYH2AX v jadre koreluje s absorbovanou

5% Ditvody tohoto rozptylu nejsou piili§ zndmy, uvazuje se napiiklad o vlivu samotného zéafeni na apoptdzu bunék.
60 Histon H2AX je variantou histonu H2A.



davkou zateni. Kromé vysoké senzitivity nabizi analyza yYH2AX i relativni rychlost. Histon
YH2AX muze byt v buiikach prokézan jiz nékolik minut po expozici a samotnd procedura
netrva déle nez 1 den. Kvantifikace mize byt zaloZzena na méteni celkové fluorescence
YH2AX v buiikach prostfednictvim priitokové cytometrie nebo stanoveni poctu ohnisek
YH2AX pomoci fluorescencni mikroskopie. Druhy zptsob je pracnégjsi, dle distribuce YH2AX
v jadte ale umoziuje rozlisit, zda byly buiiky vystaveny zafeni s nizkym nebo vysokym
linedrnim pfenosem energie (LET). Vyuziti metody komplikuje rychly tbytek yYH2AX

s Casem, podobn¢ jako v pfipad¢ chromozomalnich aberaci. VétSinu dvoutetézcovych zlomil
totiz butika opravi jiz b&hem nékolika (8 h)®!' hodin po ozafeni. Piesto lze pii dostateéné davce
prokazat zvysenou frekvenci YH2AX u ozarenych osob i nékolik dni po ozateni. V piipade
dozimetrickych udalosti vojenského charakteru predstavuji problém situace, kdy doslo

k expozici osob soucasn¢ ionizujicimu zafeni a nékterym bojovym latkam. Naptiklad yperit
dokéze indukovat dvoufetézcové zlomy DNA obdobné jako ionizujici zafeni. Mezi dalsi
intenzivné studované biodozimetrické markery patii naptiklad zmény hladin proteinti

podilejicich se bunécné odpovedi na ozareni (p53, ATM atd.).

3.3.2 Poskozeni bunéénych membran a organel

Dle soucasného pohledu ma z hlediska radiacniho poskozeni butiky nejzasadnéjsi vyznam
bunééné jadro, které fidi vesSkeré funkce bunky, ukryva v sobé DNA a u eukaryontnich
organizmu ho ohranicuje jaderna membrana. Imunni viic¢i zafeni vSak nejsou ani dalsi
organely, jako lysozomy, endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat, peroxizomy a
mitochondrie, u rostlin pak i chloroplasty (plastidy).

Zejména mitochondrie a chloroplasty, jez maji svou vlastni DNA, mohou byt poSkozeny jiz
nizkymi davkami zéfeni. Dokonce se ukazuje, ze mitochondridlni DNA vykazuje k zateni
jeste vyssi citlivost nez DNA v bunééném jadie. Existuje k tomu ne€kolik divodii. Zaprvé,
mitochondridlni DNA (mtDNA) neasociuje na rozdil od jaderné DNA s histony, které by ji
chranily pfed ucinky volnych radikalt. Zadruhé, mtDNA je mnohem hustéji osidlena geny
nez DNA jadernd. Pfestoze ptfedstavuje pouze asi 0,25 % celkového bunééného obsahu
deoxyribonukleové kyseliny v buiice, sestava se viceméné¢ (kromé D-smycky) ze sekvenci
kédujicich proteiny. To piedstavuje obrovsky rozdil ve srovnani s DNA jadernou, v jejimz

pripad¢ tvoti kodujici sekvence pouze asi 1 %. Pravdépodobnost, ze jakékoliv poskozeni

61 Pfi expozici zafeni s vysokym LET miize vyznamné procento neopravenych 1ézi perzistovat v bunééném jadie
mnohem déle.



povede k biologickému efektu, je tedy pro mtDNA vyrazn€ vyssi. Mitochondrie navic
disponuji jen omezenym systémem oprav 1€zi mtDNA, diky ¢emuz mtDNA mutuje asi 10x
rychleji nez DNA jaderna. Na druhou stranu se mtDNA (a chloroplastovéa/plastidovda DNA)
vyskytuji v butice v mnoha kopiich. Neposkozené kopie mtDNA a ctDNA/pDNA tak efekty
nizkych davek zafeni a mutaci snadno kompenzuji. Pfestoze byly doposud tc¢inky ionizujiciho
zéafeni na mitochondrie studovany méné nez dopady na jadernou DNA, mnohé¢ studie ukazuji
na pfimé spojeni mezi genetickymi variacemi v mtDNA a n¢kterymi chorobami, v¢etné
rakoviny. U ozéfenych osob byly zaznamenany zvySené hladiny deleci a bodovych mutaci

v mtDNA, pficemz geneticka variabilita mtDNA korelovala s radiosenzitivitou vySetfovanych
jedinct.

Pti expozici vys§im davkam zéafeni vstupuje do hry i poskozeni lipidii a proteinti
mitochondridlnich membran, nasledkem ¢ehoz selhavaji jejich funkce. Ozéteni bunek v fadu
jednotek Gy tak véde naptiklad k docasnému poklesu produkce ATP. Napiiklad pro
osteosarkomové bunky vystavené 8 Gy zafeni gama Cinil tento pokles hodinu po ozafeni az
20 %, pozdéji se ale hodnoty navratily do normalu. Jindy bylo po ozafeni zaznamenéano
zmnoZeni mitochondrii doprovazené zvySenou spotiebou kysliku pti zachovéani konstantni
hladiny ATP. Z toho lze vyvodit, Ze se buiika brani dysfunkci mitochondrii navysenim jejich
poctu.

z mitochondrii a aktivaci apoptdzy. Samotné mitochondrie navic uvoliuji do svého okoli
velké mnozstvi reaktivnich volnych radikal. Tento fenomén je studovan i v souvislosti

s rozvojem nebezpecné genomické nestability. Zda se tedy, ze mitochondrie predstavuji
dualezity cil ionizujiciho zatfeni. Toto tvrzeni podporuji i nedavné objevy poukazujici na
nezanedbatelny vyznam i vylu¢né cytoplazmatického ozafeni.

Dopad radiacniho poSkozeni lyzozomti a dal$ich organel na buniku zlstava stale viceméné
neprostudovan. Lyzozomy obsahuji agresivni hydrolytické enzymy urcené k degradaci
proteini (viz kap. 2). Travici enzymy lyzozomu vSak G¢inkuji pouze pii nizkém pH, které
panuje uvnitt téchto organel. Prosaknuti lyzozomalnich enzym do cytoplazmy proto dokaze
burnika do urcité hladiny ,,vypufrovat”. Soucasny vyzkum nicméné naznacuje, Ze uz i méné
zavazné posSkozeni lyzozoml mize mit na bunku neptiznivy vliv. Lyzozomy se totiz patrné
prostiednictvim signalnich drah podileji na regulaci dilezitych bunéénych procest, naptiklad
apoptdzy. Pti ruptute velkého mnozstvi lyzozomil najednou pak uz nelze vyloucit ani pfimy

efekt degradacnich enzymil na okolni cytoplazmatické struktury.



Obecné se tak naruseni funkce (membran) bunéénych organel souhrnné projevi riznym
stupném celkového rozvratu bunécného metabolizmu. Kromé jiz uvedeného se na této situaci
zasadné podili i poSkozeni cytoplazmatické membrany. V disledku naruseni jeji integrity
ztraci burika kontrolu nad pfijmem latek z vnéjSiho prostiedi a zaroven dochdzi k tniku
vnitrobunééného obsahu do okoli. Mechanizmy chemického poskozeni membran a jejich

konkrétni disledky byly jiz popsany v souvislosti s poskozenim lipida (kap. 3.2.2).

3.4 Radia¢ni poSkozeni na drovni bunék a jeho implikace pro efekty na
urovni tkani a organizmu

Mechanizmus radia¢niho poskozeni bunék a tkani se zdsadnim zptsobem odviji od
absorbované davky zatreni. V ptipad¢ vysokych davek buiika umira. Pti piekroceni tzv.
prahovych davek smrt postihne jiz tolik bunék, Ze se tento stav manifestuje poSkozenim
tkani ¢i organti — deterministickymi (tkafiovymi) ucinky. S eskalaci davky se logicky
zvySuje proporce zmirajicich bunck a zédkonité 1 zavaznost postiZeni, tj. klinickych symptomtl.
Podprahové davky funkci tkani a organt akutné neovlivni, protoze bunky ozafeni pieziji a

v ur¢itém casovém horizontu i nadale viceméné vykonavaji své funkce. Zareni ale poskodi
jejich DNA a diky pfipadnym chybam v reparaci vytvofenych 1€zi potencialné i genetickou
informaci. Rozsah genetickych zmén a pocet afektovanych bunék roste s davkou, a tudiz i
riziko pozdnich stochastickych zdravotnich disledkii na Girovni organizmu. Zde jen
zduraznéme, ze DNA kazdé buiiky je postizend ndhodné, a kazda burika tak nese jiné zmény
genetické informace. V tom spociva zésadni rozdil stochastickych ucinkl oproti G€inkiim
deterministickym, kdy jsou ve své podstaté vSechny burnky postizeny stejné¢ — zemiou. Aby se
konkrétni genetickd zména projevila na organové urovni, musi nejprve dojit k jeji diseminaci
do relevantni proporce bunék. U somatickych bun¢k se tak stane pouze tehdy, ptinasi-li
zména butice ristovou vyhodu, a tedy 1 moznost postupné navysit své potomstvo na ukor
bunék neposkozenych, rostoucich pomaleji. Projevem radia¢né indukovanych genetickych
zmen je tak premaligni stav bunky, pfipadné nasledovany jeji iplnou nadorovou
transformaci. U potomki rodi¢li s ozafenymi gametami (pohlavni buiiky) se vS§ak mohou
kromé nadorovych onemocnéni vyskytovat i nejriizn€jsi nemaligni vrozené vyvojové vady,
jez nejsou spojeny s rustovou vyhodou mutovanych bunek. Z jedné poskozené gamety totiz
vznika cely novy organizmus. Z vySe popsaného plyne, Zze nadorova onemocnéni a vyvojové

vady postihnou na rozdil od deterministickych efektl jen urcité, na davce zavislé procento



jedincii v ozatfené populaci, nelze vSak predem urcit koho. Proto pro stochastické ucinky
pouzivame casto 1 termin a¢inky pravdépodobnostni.

Dle dalsich kritérii délime uc€inky ionizujiciho zafeni na ¢asné (pouze deterministické) vs.
pozdni (deterministické i stochastické) a somatické (deterministické i stochastické) vs.

genetické (pouze stochastické).

3.4.1 Genetické poskozeni buné€k (stochastické ucinky)

Jak jiz bylo nastinéno vyse, mezi stochastické nasledky radia¢né vyvolanych mutaci patii
nadorové bujeni a vrozené vyvojové vady u potomstva. Léze v DNA mohou byt netispéSnou
opravou zafixovany a zpusobit zmény v genomu buiiky. Nastésti jsou repara¢ni mechanizmy
velmi u€inné, a navic ne vSechny mutace se v burice projevi i funkéné. Kodujici sekvence
totiz ptedstavuji jen asi 1 % celé DNA. Kritické useky DNA (kritické cile), jejichz mutace
potencuji proliferaci buniky a ve svém dusledku zptisobuji rozvoj nddorového onemocnéni,
pak reprezentuji procento jest¢ vyrazn€ mensi. A konecné, i kdyz uz dojde nasledkem
(vétSinou veétSiho mnozstvi) mutaci k naddorové transformaci buniky, neznamena to jeste, ze
tato burika piferoste v maligni nddor. Organizmy totiz disponuji vykonnym imunitnim
systémem, jenz po poSkozenych buiikach permanentné patra a vétsinu jich zni¢i. Jinymi
slovy, efekt mutace na trovni tkani a ptipadné celého organizmu (Umrti na naddor) nastane
pouze tehdy, byly-li v DNA zasazeny a poSkozeny urcité kritické cile (kap. 3.2.4) v piihodné
kombinaci a transformované buniky nebyly nédsledné rozpoznany jako pro organizmus
nebezpecné®?. Vzhledem k nahodné povaze interakce zafeni s DNA nemiizeme piedem urdit
které geny a jak budou zafenim poskozeny, natoz pak, jaky bude budouci vyvoj této bunky a
osud organizmu. S ohledem na jedince Ize proto pouze odhadnout riziko, s jakym u ného
malignita vypukne pfi dané absorbované déavce, protoze pravdépodobnost zasazeni kritickych
cilti s ddvkou imérné roste. Stochastické ucinky jsou unikétni tim, Ze se projevuji (vrozené
vyvojové vady) také u neozafeného potomstva ozatrenych rodict, byly-li u nich zasazeny
gamety.

Stochastické ucinky predstavuji pro béZznou populaci nejveétsi riziko. VéEtsina lidi je totiz
vystavena pouze nizkym dadvkam zafeni, zato vSak dlouhodobé ¢i opakované (radon v
domech, 1¢kaiska vysetieni apod.). Pravé v oblasti nizkych davek (<200 mSv) ale nase
porozumeéni efektim ionizujiciho zafeni stale pokulhava. Diivodem je zejména skutecnost, ze

nizké davky zpiisobuji jen nepatrné navysSeni incidence nadorovych onemocnéni oproti

62 Nékteré typy nadord navic dnes umime pomérné dobfe Ié¢it.



neozarené populaci, pfi¢emz nadory vyvolané zafenim nelze nijak odliSit od nadori
vznikajicich spontanné nebo nasledkem jinych vSudypiitomnych mutageni a karcinogenti
(volné radikaly a metabolity permanentné produkované nasledkem vitdlnich bunéénych
procest, chemikalie v Zivotnim prostfedi — koufeni, alkohol, vyfukové plyny, chemikalie
unikajici pti primyslové vyrobé¢ atd.). Zateni totiz vyvolava v principu stejné mutace jako tyto
faktory. Lokalizace nadort neni navic vazana jen na ptivodné ozarenou tkan (krevni nadory,
metastdzy), coz ztézuje retrospektivni analyzu ptivodu nadoru i v piipadé€ ozafeni jen urcité
casti t¢la.

Dopady nizkych davek zateni Ize proto studovat pouze na urovni populaci, v ramcei velkych
epidemiologickych studii. Ze shroméazdénych dat od vysoce exponovanych prezivsich obéti
jaderného bombardovéni (Hirosima a Nagasaki) a radiaénich havarii (Cernobyl, Majak)
vyplynula linearni zavislost mezi davkou zafeni a rizikem nadorového onemocnéni.
Extrapolaci téchto dat do oblasti nizkych davek byl postulovéan tzv. LNT (Linear Non-
Threshold) model, ktery popisuje riziko stochastickych tc¢inkt jako lineérni bezprahovou
funkci absorbované davky. Jinymi slovy, 1 nejmensi mozna davka, jez je schopna zptisobit
poskozeni DNA, mé zaroven potencial vyvolat nddorové onemocnéni. Pravdépodobnost, Ze se
tak stane, pfitom linedrné roste s ddvkou. Objevuji se ale i vysledky riznych ozafovacich
experimentl a populacnich vyzkumt, které se v oblasti nizkych davek od LNT modelu
vyrazné odchyluji. V zavislosti na konkrétni studii a sledovaném efektu zareni se piitom
odpovéd’ bunék/organizmu na ozafeni posunuje od linearity smérem k hypersenzitivité nebo
naopak hyposenzitivité. Pro oba tyto protichidné zavéry pfitom existuji smysluplna
teoretickd opodstatnéni. Nizké davky zareni naptiklad nemusi stacit k Gplné iniciaci
reparacnich systémit DNA a/nebo kontrolnich bodii bunécného cyklu (hypersenzitivita).
Permanentni stimulace reparacnich systému nizkymi davkami (napt. zvySend radiacni zatéz z
podlozi) mize naopak zefektivnit opravu vznikajicich poskozeni DNA. Dalsi mechanizmy
pak ptipadné funguji i na vysSich organizacnich urovnich organizmu (tkdné, orgéany, a celé
jejich systémy). Naptiklad imunitni buiiky aktivované zafenim dokazou efektivné;ji
identifikovat a eliminovat neopravitelné poskozené buiiky. Nelze tak vyloucit, Ze i pro
stochastické uc¢inky (zejména leukémie) existuje urcitd prahova davka, obdobn¢ jako u tcinka
deterministickych. Extrémni variantou hyposenzitivity je tzv. (radio)hormeze — jev, kdy

v ur¢itém intervalu nizkych davek pozorujeme dokonce pokles umrtnosti buné¢k s rostouci
davkou. Predpokladame, Ze stimulované reparacni systémy si v tomto piipadé umi lépe
poradit i se spontann¢ se vyskytujicim poskozenim DNA. Na irovni organizmu pak nabuzeny

imunitni systém zlikviduje i prekancer6zni nebo nadorové buiiky, které se ¢as od casu



objevuji u kazdého ¢loveéka a které by jinak zlstaly snaze ptehlédnuty. Neni proto vylouceno,
ze davkova zavislost rizika nddorového onemocnéni sleduje v oblastech pod 200 mSv
komplexnéjsi trendy, nez jsme doposud piedpokladali (Obr. 3.5). Pro tcely radiacni ochrany
vsak stale pouzivame jiz popsany bezprahovy LNT model, protoze je kromé& hypersenzitivni
zavislosti nejpiisnéjsi a pro vypocty nejpraktictéjsi. Experimentalni studie zatim navic

neposkytly dostatecné piesvédcivé dukazy pro Zadnou z alternativnich hypotéz.

Obr. 3.5 Zavislost rizika nadorového bujeni na davce zafeni v oblasti nizkych davek.

Ruizné studie popisuji bezprahovou linearni zavislost (a), hypersenzitivitu (b), hyposenzitivitu/hormezi (c), a
komplexnéjsi zavislosti, napf. kombinujici hypersenzitivitu a hyposenzitivitu (d). Jiné vyzkumné zavéry
poukazuji na existenci prahové davky i v ptipadé stochastickych ucinki (e). Po vyrazné vyssi prahové davce se

zacinaji objevovat také efekty deterministické (f).

Nicméné poznamenejme, ze 1 LNT model je viceméné hypoteticky, protoze byl navrzen na
zédklad€ extrapolace dat pro vysoké davky absorbované s vysokym davkovym piikonem pro
davky nizké a vétSinou chronické nebo opakované. Z fyzikalniho pohledu podporuje LNT
model sice opodstatnény predpoklad, ze i minimalni davky zafeni mohou vyvolat poskozeni
DNA a ze kazdy dalsi zasah zvySuje pravdépodobnost mutace kritického cile, nezohlediuje
ale vliv biologickych procesi, zejména nejisté chovani reparacnich systému v oblasti nizkych
davek.%

V poslednich letech nabyva otazka zdravotniho vyznamu nizkych davek nové aktualnosti,
jelikoz strmé roste expozice osob ionizujicimu zafeni nasledkem lékatskych vySetreni
(zejména pomoci CT) a nejistoty panuji také kolem vlivu zafeni na kosmonauty v souvislosti
s planovanymi dlouhodobymi pilotovanymi extraterestrialnimi lety. Kazdopadné 1ze
predpokladat, ze upiesnéni zavislosti riziko — davka bude mit vyznamné filozofické a
spolecensko-technické dopady. Pravdépodobnost celozivotniho rizika umrti na nddorové

onemocnéni v disledku ozafeni vyjadiuje tzv. koeficient rizika smrti. Pro efektivni davku®

83 Pro ilustraci problému s extrapolaci dat ziskanych pro vysoké davky do oblasti nizkych davek uved’'me
nasledujici ptirovnani: Pokud 100 g urcité latky zabije po pozieni 100 % pfijemct a 50 g pak 50 % piijemcd,
neni vitbec jisté, ze 1 g zabije 1 % piijemci. Efekt pii takto nizké davee nemusi byt viibec patrny, nebo se
mohou dokonce projevit 1é¢ivé t€inky latky.

% K odhadu rizika stochastickych ¢inkli se pouziva tzv. efektivni davka, jejiz hodnota odpovida soudtu
ekvivalentnich davek (Hr) absorbovanych jednotlivymi organy, vazenych tkanovym vahovym faktorem (wr).
Tkanovy vahovy faktor zde =zohledfiuje relativni prispévek jednotlivych tkani a organd k riziku
vzniku stochastickych ucinkd diky jejich rizné citlivosti k ozateni. Ekvivalentni davkou pak rozumime stiedni
davku zafeni absorbovanou danym organem (D) ktera je jiz vztazena k radiobiologickému ucinku (RBU) daného
typu zafeni, vyjadienému pomoci radiaéniho vahového faktoru (wr) (viz kap. 3.5.1). Vypocet efektivni davky lze
tedy provést podle vzorce E = Y, Hr wy = Y, Dy wywy [Sv, sievert]. Jednotkou efektivni a ekvivalentni davky je



1 Sv je v soucasnosti uvadéna hodnota 550.10* Sv!, coz znamena4, Ze pfi vystaveni 10 000
lidi ionizujicimu zafeni o davce 1 Gy jich 550 zemfe na rakovinu zptisobenou ozarenim. Mezi
nejvnimavejsi tkané/organy ke stochastickym a¢inkiim patii kostni dfeni a lymfoidni organy,
zaludek, tlusté stievo a plice. V kontextu opakovanych mamografickych vysetfeni u Zen

s rizikem rakoviny prsu, ¢asto s defektnimi reparacnimi mechanizmy DNA, stoji za zminku

relativné€ novy poznatek, Ze vysokou citlivost vykazuje i mlécna zlaza.

3.4.2 Radia¢ni mutageneze a karcinogeneze

Proces, béhem kterého inicialni poskozeni DNA piechazi v nddorové onemocnéni, miizeme
zjednodusen¢ vysvétlit tzv. klonalni expanzi, neboli postupnou akumulaci mutaci v buiikach
a naslednym rozristanim se stale agresivnéjsich kloni premalignich bun&k®. Takto postupny
vyvoj nadora vysvétluje, pro¢ od ozafeni do vypuknuti choroby uplynou ¢asto i desitky let,
zejména v piipadé solidnich nadori. Nékdy vSak staci uz prvotni defekt DNA k vyvolani
uplné nadorové transformace buiky. Typickym piikladem jsou leukémie, jak jiz bylo popsano
v kapitole 3.2.4 (odstavec ,,Kritické cile DNA a nasledky jejich zasazeni‘). Leukémie a
lymfomy se proto po ozafeni objevuji obecné diive nez nadory solidni, Casto jako sekundarni
malignity po radioterapeutické nebo chemoterapeutické 1é¢bé jinych nadora. Jen pro tiplnost
budiz uvedeno, ze nejen leukémie a lymfomy ale i nékteré solidni nadory miize zpisobit
jedina katastrofickd udalost. Nedavno byla objevena tzv. chromothripsis, pfi niz ze zatim
nejasné ptic¢iny dochazi k mnohonasobné fragmentaci jednoho &i vice chromozom®.
Nasledné se chromosomalni fragmenty spojuji do velmi komplexnich karyotypt, a pokud
buiiky preziji, ziskavaji obvykle vysoky onkogenni potencial.

Z vyse uvedeného vyplyva, ze z hlediska zavaznosti nddorovych onemocnéni neni dulezité,

z kolika inicidlnich mutaci nador pochazi, ale pouze to, které konkrétni mutace se nddorovym
buitkdm béhem karcinogeneze podatilo nakumulovat. Protoze se vzristajici davkou roste
mnozstvi mutaci v buiice a pocet postizenych bunék, stupniuje se i riziko vzniku nadoru

(nikoliv vSak jeho klinickd zavaznost). Je také ziejmé, ze se ucinky jednotlivych expozic

v obou ptipadech Sv, ktery ma stejny rozmér jako Gy (J.kg!), jeho pouziti vSak poukazuje na skute¢nost, Ze
vyjadiend hodnota jiz zohlednuje relativni biologickou u€innost zateni.

%5 Zafixovani unikatnich souborti mutaci v jednotlivych bufikich zplsobi diferenciaci bunééné populace do
rtiznych klont. Cast bun&k si zachova normélni vlastnosti, ndkteré budou jen nepiilis Zivotaschopné, ale jiné ziskaji
vyrazné rustové vyhody. S postupem casu rychleji rostouci (premaligni) klony piertstaji ostatni buiiky ve tkani a
kumuluji dal$i mutace. U nékterych bun€k ozafeni navic vyvold i opozdénou genetickou nestabilitu,
charakteristickou vyrazné vyssi mutacni aktivitou, nez odpovida absorbované davce. Tyto faktory eskaluji dalsi
kumulaci mutaci, u jiz tak postizenych bunék a postupnou pozitivni

8 Chromothripsis zpGsobuje napf. vyznamnou &ast pfipadt myelodysplastického syndromu (MDS), ktery je
Castou sekundarni malignitou.



sCitaji po cely zivot. Z hlediska stfadani mutaci a nadorového bujeni proto nezalezi na tom,

zda byl organizmus ozafen jednorazové Ci protrahovane.

3.4.3 Smrt buné¢k (deterministické ucinky)

Deterministické t¢inky jsou zjednodusené fe¢eno opakem vyse popsanych ucinkt
stochastickych. Dochazi k nim nasledkem smrti vétSiho mnozstvi bun¢k ve tkani, nez které
muze byt sebeobnovovacimi mechanismy nahrazeno. Jedna se tedy o G€¢inky prahové —
zaznamenavame je az po prekroceni urcité (prahové) davky, kterd je charakteristicka pro
jednotlivé symptomy. Po vystaveni organizmu nebo jeho ¢asti nadprahovym davkam se
piislusné radiacni syndromy, na rozdil od stochastickych u¢inkt, projevi u kazdého ozareného
jedince. Pokud se bude davka déle zvySovat, poroste tentokrat namisto pravdépodobnosti
postizeni (stochastické u€inky) jeho zavaznost a zarovein se bude zkracovat doba mezi
ozéfenim a klinickou manifestaci symptomti. Na buné¢né Grovni poSkodi prahové davka
urcitou frakei ozarenych bunék, jez se bude zvétSovat s absorbovanou davkou sigmoidalné.
Sigmoidalni pritbé¢h ma proto i zavislost zdvaznosti deterministickych u¢inka na davce. Oblast
kiivky, kde se jeji dalsi vzestup zastavuje, odpovida smrti jedince.

Zejména s ohledem na radioterapii nadort je dilezité, ze klinicky projev deterministickych
ucinkl nezavisi jen na davce, ale také na charakteru expozice. Rozlozenim davky do vicera
frakci (frakcionovana terapie) se riziko akutnich nezddoucich efektii vyznamné snizuje oproti
stejn¢ velké davce absorbované jednordzové — prahové davky se zvySuji. Prahové davky pro
pozdni (chronické) deterministické Gcinky, které se rozviji po opakovaném vystaveni
subakutnim davkam ionizujiciho zéfeni, jsou vzdy vyrazné (2—10x) vyssi nez prahové davky
pro vysoké jednorazové expozice. Divod spociva v tom, ze v meziobdobich mezi expozicemi
dochazi k repopulaci tkdn€ novymi bunikami.

Z mechanizmu deterministickych G¢inkl zakonité vyplyva, Ze se tykaji pouze ozéaiené tkané a
na rozdil od stochastickych ucinkti maji charakteristicky klinicky obraz. Lze je tedy
spolehlivé odlisit od obdobnych syndromti neradiacniho charakteru. Vzhledem k jejich
povaze (poskozeni tkani a organil) mohou byt deterministické u€inky pouze somatické a ani
pii zasaZeni pohlavnich bunék se nepfenaseji do potomstva®’. Zde je vsak tieba si uvédomit,
ze manifestaci deterministickych efekti vzdy doprovazi latentni riziko ucinkt stochastickych,
které pii davkach potiebnych k vyvolani deterministického poskozeni jiz zdaleka neni

zanedbatelné (viz kap. 3.4.1).

87 Poskozeni pohlavnich bungk se projevi pouze sniZenou fertilitou rodicu.



Diusledky odumirani poskozenych bunék se po vysokych jednorazovych davkach (v fadu
celotélové expozici 5 Gy Ize oCekéavat smrt 50 % ozafenych osob obvykle do 20 az 30 dn.
Ve zvlasteé zavaznych ptipadech (desitky Gy celotélove) clovék umird ihned po ozareni, diky
okamzité denaturaci a dezintegraci bun¢k. Davky zafeni gama vedouci k umrti 50 %
ozéatenych jedinci (LDso) jsou pro vybrané organizmy uvedeny a vzestupné sefazeny

v tabulce 3.1. Pii vysSich celotélovych davkach predchézi efektu vymirdni bunék jeste
klinické symptomy reflektujici podrazdéni regulacnich center organizmu produkty radiolyzy
vody (nevolnost, nadmérna unava). V zavislosti na davce, charakteru expozice a ozatrené Casti

téla vS§ak mohou mit deterministické G¢inky i pozdni, ptipadné chronicky charakter.

Tabulka 3.1 Déavky LDsos30% pro zdreni gama a riizné organizmy.

Je treba upozornit, ze hodnoty LDsy se pro nékteré organizmy v literature vyrazné lisi.

organizmus | LDso (Gy) organizmus LDso (Gy)
¢lovék 2,54 plazi (zmije) 80-200
opice 2,5-6 rostliny 3-500
pes 2,54 houby 300-500
prase 2,5-3,5 Stifi 500-600
skot, kun,
5,5-6,5 nematoda 50-1000
koza
hmyz (dospéli
kralik 7,5-8 100-2000
jedinci)
5-17,5 zelvusky
netopyr ) 4200
(LD1oo 150) (Tardigrade)
hlodavci 5-11 prvoci 1000-5000
Deinococcus
ptaci, dribez |[4-12 (20) ‘ 5000-12 000
radiodurans
Zaba 5-14 Micrococcus
7500
ryby 8—-20 radiodurans
mlzi, plzi 50-200 Halobacterium >11 000

% Davka LDsos0 vede ke smrti 50 % ozéafenych jedincii do 30 dntl po expozici.




Dulezitym faktorem rozhodujicim o ¢asovém prubéhu tkanové odpoveédi na ozateni je i typ
bun¢k, ze kterych se tkan sklada, respektive jejich mitoticka aktivita. Rizné bunécné typy se
vyznacuji riznou citlivosti k ionizujicimu zafeni. Obecné citlivéjsi jsou rychle se délici
buniky, napft. aktivni kostni dfen, stfevo, lymfoidni organy a slizni¢ni epitely. Rychle se délici
populace obsahuji mnoho mitotickych bunék, které trpi ozafenim vice nez bunky v ostatnich
fazich bunécného cyklu. Neustalé déleni zaroven poskytuje jen kratky Cas pro reparaci
poskozené DNA a celkovou rekonvalescenci bun€k. Ozéateni vyrazné proliferujicich tkani se
tak projevi jiz v kratké dob¢ po ozafeni (diky smrti mnoha buné€k), zaroven ale mtize byt
rychle opraveno prostiednictvim bunééné repopulace. Opacné chovani pak charakterizuje
pomalu proliferujici tkan€ — jejich poskozeni se manifestuje az po delsi latentni period¢ a hoji
se jen pomalu, pfipadné nabyva i chronického charakteru.

Na zaver jesté budiz zdlraznéno, Ze citlivost nékterych bunéénych typi k deterministickym a
stochastickym u¢inklim zafeni se vyrazné lisi. Napiiklad o¢ni cocka snadno podléha
radia¢nimu Sedému zakalu®, a pfitom neni znam zadny piipad rakoviny ¢o¢ky. Pro pichled a
podrobny popis deterministickych a stochastickych uc¢inkii odkazujeme ¢tenafe na piislusnou

kapitolu této knihy.

3.4.4 Smrt ozatenych bunék

Neopraviteln¢ poskozené buiiky iniciuji v zavislosti na davce zafeni a bunéném typu rtizné
mechanizmy bunééné smrti. Pro vysoké davky (desitky az stovky Gy) celkové poSkozujici
bunécny obsah je charakteristickd okamzitd smrt nekrézou (interfazni nebo téz
intermitoticka smrt). Nekrdza za¢ina fadoveé v minutach po ozéfeni a kon¢i rozpadem bun¢k
s naslednym rozvojem zanétu. Produkty rozpadlych bun¢k a mediatory zanétu piitom
negativné ovliviuji dalsi bunky ve svém okoli.

Obecné nejcastéjsi formu smrti bunck vystavenych ionizujicimu zafeni vSak predstavuje smrt
mitoticka. Cast védecké obce interpretuje tento termin pomérné Siroce, jako nemoznost
bunky dale se délit poté, co buiika ptezila akutni fazi po ozaieni, avSak nezvladla opravit
poskozenou DNA, a doSlo u ni proto k zastavé bunécného cyklu. Buiiky tedy mohou jeste
néjaky Cas piezivat a vykonavat své funkce predtim, nez zemtou apoptdzou nebo nekrozou.
Tento scénar vSak odpovida spise prechodu bun¢k do senescence. Pii uz$im pohledu na
mitotickou smrt buiika umira nasledkem chromozomalnich aberaci zptsobujicich kolaps

bunécného déleni. Buiiky ptekonaji blok bunééného cyklu a vstoupi do mitdzy, aniz by

% Prahova davka pro vznik Sedého zikalu oéni ¢o¢ky je 0.5 Gy pro jednordzovou davku a 5-5,5 Gy pro
protrahovanou expozici.



dokoncily opravu DNA. Smrt nastava kvili nemoznosti odseparovat poskozené a nepatti¢né
pospojované chromozomy (mitoticka katastrofa). Bez ohledu na pfesnou definici mitotické
smrti se jeji klinické symptomy projevi vzdy az s ur€itym odstupem od ozareni, jehoz délka
odpovida ¢asu potfebnému ke vstupu dostatecného mnozstvi bunék ve tkdni do mitézy. Doba
latence proto vyrazné¢ zavisi na typu ozafené tkané.

Apoptoza je geneticky naprogramovana smrt bunky, kterda kromé dalSich funkci zajistuje
ochranu organizmu pfed nddorovym bujenim. Pokud reparacni systémy nezvladnou spravné
opravit poskozenou DNA, vyhodnoti burika situaci jako nebezpecnou z hlediska zachovani
integrity genomu. Rad¢ji tedy spacha sebevrazdu, nez aby dovolila pfenos potencialné
karcinogennich mutaci do dalSich bunéénych generaci, a ohrozila tak cely organizmus.
Apoptdzou po ozatfeni umiraji predevsim radiosenzitivni buniky, naptiklad lymfocyty.
Senescence predstavuje mirnéjsi, avSak téz uc¢inny ochranny mechanizmus, pfi kterém se
bunky trvale ptestavaji délit, aniz by podlehly smrti. Senescentni buniky dokézou do urcité
miry zastavat potfebné funkce, a okamzité nasledky pro tkané a organy jsou proto mensi nez
pii tmrti bunék. Z dlouhodobéjsiho pohledu ale senescentni buiiky vykazuji aberantni
biologické aktivity a tkané trpi pfedevsim snizenou sebeobnovovaci a hojivou schopnosti
(naptiklad po zranéni). Z pohledu radioterapie se ,,ustup* bun¢k do senescence povazuje za
veskrze pozitivni. Nové poznatky vSak nevylucuji moznost, ze n¢které senescentni bunky
mohou za urcitych okolnosti opét zah4jit proliferaci. S ohledem na karcinogenezi (obecné) by

tak vzhledem ke svému poskozeni pfedstavovaly pro organizmus ¢asovanou bombu.

3.5 Faktory ovliviujici radiacni poSkozeni bun¢k a bunéénou odpoveéd’ na ozéreni
Biologicky ucinek zatreni zavisi na mnoha faktorech. Kromé¢ jiz diskutované davky a
davkového prikonu maji zdsadni vyznam také fyzikalni parametry zafeni, typ ozatrenych

bunék a jejich fyziologicky stav (faze bunécného cyklu, struktura chromatinu apod.).

3.5.1 Vliv typu ionizujiciho zafeni na poskozeni DNA

V dosavadnim textu jsme pii zkoumani uc¢inkl ionizujiciho zateni zohlediiovali pouze
absorbovanou davku. Absorbovana déavka je vSak makroskopicka veli¢ina, kterd ndm netika
nic o tom, jakym zpiisobem byla energie v buiice deponovana. A pravé v tom se razné typy
ionizujiciho zatfeni v disledku svych unikétnich fyzikdlnich charakteristik zdsadné odliSuji.
Zatreni gama a rentgenové zafeni jsou svou povahou proudy vysokoenergetickych fotont (t;.
patii mezi elektromagneticka zateni), takze nenesou zadny naboj, maji nulovou klidovou

hmotnost, $ifi se rychlosti svétla a okolni prostfedi ionizuji pouze nepiimo. Prichod latkou



proto oba tyto typy zéfeni brzdi jen minimalné, takze v ni dosahuji dlouhého doletu a
ionizacni udalosti se fidce rozprostiraji podél celé drahy letu ¢astice. Na opacném polu
fyzikalnich vlastnosti stoji neutronové zateni, zateni alfa a urychlené t€zké ionty. Neutrony
jsou nenabité Castice, které interaguji vyhradné s atomovymi jadry, coz vede k jejich
rychlému zpomalovani. Jednotlivé ionizace se tak koncentruji podél relativné kratké drahy.
Neutrony proto ve srovnani se zafenim gama nebo X ionizuji podstatné hustéji, piestoze
pouze nepiimo. Jesté vyssi hustotu ionizaci vykazuji tézké nabité ¢astice — zareni alfa (jadra
hélia) a urychlené t€zké ionty. Hustotu, s jakou zafeni pfedava svou energii prostiedi,
popisuje jiz dfive uvedena velic¢ina LET (linearni pienos energie). Na zakladé¢ LET délime
zéfeni na typy s nizkym LET (paprsky y a X, zaieni B)’, je pii priichodu tkani vytvaii asi
100 iontovych parid/um, a typy s vysokym LET (neutrony, ¢astice a, urychlené ionty), jez
generuji az 2000 iontovych part/pm.

Fyzikalni vlastnosti riiznych typi ionizujiciho zafeni se samoziejmé promitaji do charakteru
poskozeni DNA na mikroskopické urovni. ProtoZe nenabité fotony (gama, X) piedavaji svou
energii okolnimu prostiedi mnohem neochotnéji nez napt. nabité t€zké urychlené Castice (viz
vyse), musi pro dosazeni stejné absorbované davky dopadnout na bunku vyrazné vétsi pocet
fotonll nez tézkych ¢astic. Piipocteme-li k tomu jesté rozdilny efekt LET na distribuci
ioniza¢nich udalosti a interakci s DNA podél drahy pruletu ¢astice jadrem, ziskame pro
fotony a tézké ionty mikrodozimetricky neporovnatelny obraz poskozeni bunééného jadra a
DNA. Ten se vyznamné odrazi i v cytogenetickych a biologickych dopadech ozateni.
Charakteristickym typem radiogenetickych defektii po expozici fotonovému zafeni budou
jednoduché interchromozomalni aberace, vicemén¢ homogenné rozptylené po celém
jadie’!. V buiikach vystavenych tézkym iontim naopak pievazi slozité komplexni a
mnohocetné aberace, postihujici zejména vzajemné sousedici chromozomy zasazené
prolétavajici ¢astici, a intrachromozomalni prestavby. Diivodem je koncentrace velkého
mnozstvi zlomt (a jinych poskozeni) DNA v malych objemech podél drahy letu ¢astic.

Z vyse popsanych cytogenetickych pozistatkli ozareni 1ze vyvodit, Ze schopnosti bunék opravit
a vyrovnat se sradiaénim poSkozenim DNA vyrazné zavisi na LET a pfipadné i dalSich
parametrech absorbovaného zareni. Komplexni DSB se evidentné opravuji jen velmi obtizné¢,

pficemz hrozi vysoké riziko ztraty genetické informace, nespravného spojeni konct

70 LET neni pro fotonova zafeni definovéno; je-li proto LET pouZito v kontextu téchto zafeni, odkazuje na LET
indukovaného sekundarniho zafeni.

71 Prestoze euchromatin vykazuje oproti heterochromatinu vyssi citlivost k poskozeni volnymi radikély (kap.
3.5.3), distribuci 1ézi DNA v bunééném jadie mizeme pro zafeni s nizkym LET (gama, X) povazovat viceméné
za homogenni, zejména ve srovnani se situaci po expozici bunck zareni s vysokym LET.



fragmentované DNA, a casto i celkového selhdni reparace. Vétsina védcii se proto priklani
k hypotéze, ze pravé schopnost husté ionizujiciho zafeni indukovat komplexni dvoufetézcové
zlomy, nebo dokonce klastry téchto poskozeni, nejlépe vysvétluje jeho vysoky radiobiologicky
ucinek. Smrt buiikky po ozéafeni husté ionizujicim zafenim je proto také mnohem méné nez
v pripad¢ fidce ionizujiciho zafeni ovlivnéna stavem bunky a jejimi moznostmi reparovat bézné
dvouretézcové zlomy. Hust€ ionizujici zafeni také tolik nespoléha na reaktivni radikaly, coz ma
zasadni vyznam napf. pfi radioterapii hypoxickych nadord. Pomoci husté ionizujiciho zafeni
muzeme proto efektivnéji likvidovat i nddorové bunky rezistentni ke konvencni 16€bé paprsky
gama nebo X. Na druhou stranu ale nelze vyloucit vyssi riziko sekundarnich malignit, na coz
poukazuje 1 nadmérny vyskyt nddorovych onemocnéni u osob s komplexnimi zménami
karyotypu po expozici husté ionizujicimu zafeni’? (napf. pracovnici zdvodu Majak na vyrobu
plutonia).

Schopnost zateni poskozovat DNA a usmrcovat buiiky se zvySuje s LET az do hodnoty asi
100-200 keV/um, dle typu castice. Nad touto hodnotou se jiz projevuje tzv. overkill efekt,

v jehoz dasledku se zavislost obraci a biologicka u€innost zatfeni s LET klesa. Jak totiz LET
roste, zbavuje se zareni energie ve stale vétsich ,.kvantech®. Tomu odpovida i stupiiujici se
komplexita defektli DNA v oblastech jednotlivych depozic energie, zarovei se ale snizuje
pocet depozicnich mist. Pti ptekroceni uvedené hodnoty LET tak dochazi k situaci, kdy dalsi
narast komplexity vytvarenych 1€zi DNA jiz déle nepfispiva k G¢innéjsSimu zabijeni bunék a
dominantni vliv ziskdva naopak ubytek poctu depozi¢nich mist energie (tj. bunc¢k zasazenych
zafenim). Jinymi slovy, na zabiti n€kterych bunck vynalozi zateni zbyte¢n¢ mnoho energie,
ktera pak chybi na eliminaci bun¢k zbyvajicich.

Aby bylo mozné zohlednit vySe popsané rozdily v charakteru depozice energie a porovnavat
expozice jednotlivym druhlim ionizujiciho zatfeni s ohledem na jejich biologickou
nebezpednost, nésobi se absorbovana dévka jesté tzv. radiaénim vahovym faktorem (wr)’>.
Tato bezrozmérna veli¢ina vyjadiuje, kolikrat je dané zafeni ucinnéjsi nez zareni gama nebo
X. Pro zafeni gama se tedy wr = 1. TotéZ plati pro fotony obecné, elektrony a miony. Pro
protony se pak uvadéji hodnoty 2—5, pro neutrony 2—-20 (v zavislosti na energii) a pro ¢astice

alfa, St€pné fragmenty a tézké ionty 20. Soucin absorbované davky a wr oznacujeme jako

72 Vyuziti t€zkych iontl v medicing ale nardZi i na dalsi problémy (ekonomické — je velmi drahé; fyzikalni —
napt. dochazi k fragmentaci Castic; a biologické — problematické lokalizace a pohyb nadori béhem ozafovani
atd.) a neposkytuje bohuzel univerzalni nadéji vSem onkologickym pacientim. Kazdy typ zafeni se tak 1épe hodi
pro jiny typ nadoru.

73 podobné se miizeme setkat i s tzv. ddvkovym ekvivalentem (Q), ktery je vSak jinak definovan; &iseln& ale
koresponduje s wr



ekvivalentni davku. Ta ma jiz vypovédni hodnotu z hlediska biologickych uc¢inkt dané
expozice (viz téZ poznamka pod Carou €. 64) a vyjadiujeme ji v sievertech [Sv]. Kromé&
radia¢niho vdhového faktoru a ddvkového ekvivalentu byla za uc¢elem kvantifikace
biologickych u¢inki riznych zéateni zavedena také veli¢ina pojmenovana jako

,radiobiologicka u¢innost zareni“ (RBU)(1).

D o e . . v , ,
(1) RBU = D—R ; kde Dr je davka zareni referencniho a Dz ddavka zdreni zkoumaného vedouci
VA

ke stejnému biologickému efektu jako Dr.

V radiobiologii byvaji radiacni vdhovy faktor a RBU (v anglické literatute RBE) ¢asto volné
zaménovany, coz vsak neni zcela spravné. RBU neni pouze charakteristikou daného druhu
zafeni — krom¢ parametri samotného zafeni se vztahuje ke specifickému biologickému
ucinku, bunéénému typu a charakteru expozice (napt. davce a davkovém piikonu). Radiacni

vahovy faktor lze proto chépat spiSe jako veli¢inu, umoZiiujici odhad RBU.
Obr. 3.6 Distribuce ionizaci a 1ézi DNA po expozici bunék fidce (a) a husté (b) ionizujicimu zafeni

3.5.2 Vliv bunécného cyklu na poskozeni DNA

Citlivost bun¢k vyrazné kolisa v pribchu buné¢ného cyklu. Nejcitlivéjsi jsou bunky
prochdzejici délenim, tedy zrovna se nachézejici v mitotické fazi. Citliveé reaguji také bunky
v pozdni fazi G, ptipadné 1 Gi1, maji-li dlouhy bunéény cyklus. Jako nejrezistentnéjsi se
naopak jevi bunky S-fazni, coz miize byt pomérné prekvapivé, vezmeme-li v potaz intenzivné
probihajici replikaci a mozny dopad radia¢niho poskozeni DNA na tento proces. Urcité
vysvétleni poskytuji hladiny sloucenin se sulthydrylovymi skupinami, jez se béhem
bunécného cyklu vyrazné méni. Tyto slouceniny funguji jako ptirozena radioprotektiva
schopna vychytavat volné radikaly, pficemz jejich koncentrace nejvice stoupa praveé v S fazi a
klesa v M fazi bunécného cyklu. Dal§im diivodem zvySené citlivosti mitotickych bun¢k

k zafeni je poruseni struktury chromozomu v t¢ nejméné vhodné dobé, kdy se separuji do
dcefinych bunék. Co se vsak d¢je s poskozenou DNA v mitdze, neni uplné€ zndmo. Starsi
prace popisuji zastaveni reparac¢nich pochodt s tim, Ze k opravé 1ézi DNA dochazi teprve

v nasleduji fazi Gi1. Novégjsi studie pak pripoustéji ur€itou aktivitu reparacnich systémil 1

v mitoze, presto ale poukazuji na tvorbu anafaznich mostli, chromozomovych aberact,

znamek genomické nestability nebo dokonce mitotickou katastrofu. At uz se ale jedna o nizsi



efektivitu reparace nebo jeji doasnou absenci, ob¢ tyto moznosti dobte vysvétluji zvySenou

citlivost mitotickych bunék k zafeni.

3.5.3 Vliv struktury chromatinu na poskozeni DNA

Mitoéza predstavuje jen kratké obdobi v zivotnim cyklu buiiky. VéEtSina bunék ve tkéni je tak
ozatfena v obdobi mezi mitézami, béhem tzv. interfaze. V interfaznich jadrech se chromozomy
vyskytuji v méné kondenzované formé¢ nez v mitéze — vytvareji tzv. chromozomalni teritoria,
ktera mohou byt napt. promoci fluorescencni in situ hybridizace (FISH) vizualizovana jako
ruzn¢ velké, prostoroveé ohranicené chromatinové domény. Starsi piedstava o zcela
dekondenzovanych molekuldch DNA volné plujicich v bunééném jadie jako nudle v polévce
je tedy zcela licha. Obdobné jako na metafdznich chromozomech Ize i v teritoriich
interfaznich chromozom1 rozlisit rizné strukturné-funkéni subdomény. Zejména se jedna o
heterochromatin a euchromatin. Kondenzovany heterochromatin obsahuje jen malo
transkribovanych gentl, intenzivn¢ se barvi barvivy DNA (DAPI, TOPRO3, apod.) a vaze se
na né¢j mnoho proteinti. Dekondenzovany euchromatin je naopak geneticky aktivni a vykazuje
oproti heterochromatinu obecné¢ opacné strukturni a funkéni vlastnosti. Nazory na citlivost
heterochromatinu a euchromatinu k zéfeni se vyvijely po mnoho let. Dnes se zda

vice euchromatin. Proteiny asociované s heterochromatinem (napt. HP1) totiz 1épe stini DNA
proti volnym radikalim (uvoliiujicim se radiolyzou vody), jejz v ptipad¢ zafeni y nebo X
zpusobuji nejveétsi uymu. Navic téchto radikal vznika v kondenzovaném heterochromatinu
mén¢ nez ve hydratovaném euchromatinu. Uvedené protektivni faktory nicméné ztraceji sviij
vyznam v buiikach ozéatfenych husté ionizujicim zafenim, kde dominuje jeho pfimy efekt.
Poskozeni DNA prostiednictvim samotnych (primarnich i sekundarnich) ¢astic zafeni totiz
nemuze zabranit zadna struktura chromatinu. Kondenzovany heterochromatin navic pro
zéteni (s vysokym LET) poskytuje mnohem vice tercti na jednotku objemu nez euchromatin.
S ohledem na biologické u¢inky zareni se tak odhaluje nejen diileZitost struktury chromatinu
obecng¢, ale 1 provazanost interakci mezi strukturou chromatinu a fyzikalnimi vlastnostmi
zéteni.

Rzn4 citlivost strukturné a funk¢éné odlisSnych chromatinovych domén k indukci 1ézi DNA
vSak neni jedinym fenoménem, ktery stoji za to v souvislosti s vlivem struktury chromatinu na
biologické uc¢inky zateni prezentovat. Struktura chromatinu, a zejména pak vySe popsana
architektura bunééného jadra, totiz hraji zdsadni ulohu i v mechanizmu tvorby

chromozomalnich aberaci. Napftiklad pro chromozomalni translokace se diive predpokladalo,



ze riziko chromozomalnich vymén mezi specifickymi geny zavisi Cisté na jejich vzajemné
prostorové vzdalenosti v bunééném jadie. Novéjsi vysledky vSak naznacuji, ze
pravdépodobnost urcité translokace (nebo jiné aberace) vyznamné ovliviiuji také struktura a
organizace chromatinu v oblasti jadra mezi potencidlné translokovanymi lokusy. Ilustrativni
priklad popisuje Obr. 3.7. Struktura chromatinu ma zasadni dopad také na reparaci DNA (viz

nize).

Obr. 3.7 Vliv struktury chromatinu a architektury bunééného jadra na vnik chromozomalnich translokaci. Podle
puvodni hypotézy pravdépodobnost translokace mezi dvéma geny zavisela pouze na jejich vzajemné vzdalenosti
v bunécném jadre. V nastinéné situaci by tedy translokace nejCastéji probihala mezi lokusy C a B, které jsou si
nejblize. Nové poznatky ale poukazuji i na zdsadni vliv struktury chromatinu vyssiho fadu. Napft.
heterochromatinova bariéra mezi lokusy C a B brani jejich vzdjemné interakci. Dekondenzace chromatinu
béhem reparace DNA navic nuti tyto lokusy expandovat do jinych oblasti buné¢ného jadra. V piipade lokusi A a
C struktura chromatinu naopak podporuje jejich expanzi do spoleéného jaderného prostoru, a tudiz i moznost
translokace. Sance na vytvofeni translokace je tak vy&si pro lokusy A a C, piestoze lokusy C a B jsou si v
bunécném jadie ptivodné blize. Lokus D je uz patrné pfili§ vzdalen, nez aby mohl s ostatnimi (A a C) bézné
interagovat (podrobnéji viz doporucena literatura, Falk et al., Mutation Research - Reviews in Mutation

Research, 2010).

3.6 Opravy poskozené DNA

I malé mnozstvi defektti v molekule DNA vede k zastaveé bunééného cyklu prostiednictvim
stimulace jeho kontrolnich bodii (cell cycle checpoints). Buiika tim ziskava ¢as ke spusténi
robustni odpovédi na ozéteni. Tato odpoveéd’ zahrnuje pfedevsim aktivaci sit€ biochemickych
drah zaméfenych na opravu a zachovani funkce nejkritictéjsi bunééné molekuly, DNA. Pokud
poskozeni prekroci kritickou mez nebo jeho oprava selze, uvadi bunika v ¢innost sebevrazedné
biochemické drahy vedouci k apoptoze. Svym sebeobétovanim tak zabrani prenosu
potencialné nebezpecnych mutaci do nésledujicich bunéénych generaci. Je tedy zfejmé, Ze
efektivita reparacnich systémi mé rozhodujici vliv na osud ozarené burnky. Netucinna reparace
muze vyustit ve smrt mnoha buné¢k a akutni poskozeni deterministického charakteru, zatimco
nepiesna reparace zpusobi efekty stochastické. Existuje cela fada vrozenych mutaci
reparacnich gent, jejichZ pfitomnost se manifestuje rizné zdvaznou radiosenzitivitou
postizenych jedincii a predispozici k nddorovym onemocnénim. Aby dokdzaly buiiky odolavat
neustalému muta¢nimu tlaku, ,,vyvinuly si“ v prubéhu evoluce celou fadu reparacnich

systémt, z nichz kazdy se pfednostné opravuje jiny typ 1ézi DNA. Komplexnéjsi popis



reparacnich procest a jejich provazanosti presahuje moznosti této kapitoly. Zjednodusené

jsou zakladni principy repara¢nich procest ilustrovany v kapitolach nize.

3.6.1 Opravy bazi a nespravné sparovanych nukleotidi

Poskozené baze a Spatné sparované nukleotidy patii mezi snaze opravitelna poskozeni DNA,
protoze postihuji jen jeden jeji fetézec. Na chemicky modifikované (oxidované, alkylované, ¢i
jinak defektni) baze cili bazova excizni reparace (BER). Trochu v rozporu s nazvem této
reparacni drahy vSak BER nevystépuje z DNA pouze samotné abnormalni baze, nybrz celé
nukleotidy’. Vzniknuvsi mezery v DNA jsou néasledné zapInény nukleotidy novymi,
komplementarnimi k bazim v protilehlém (nepoSkozeném) fetézci.

K opravé 1ézi DNA, které plisobi vyrazné konformacni distorze DNA molekuly, slouzi
nukleotidova excizni reparace (NER). Specializuje se naptiklad na pyrimidinové dimery
(UV zéfeni), objemné adukty proteinovych radikali a dalSich reaktivnich chemikalii na DNA
nebo 1éze objevujici se nasledkem zesitovani DNA prosttednictvim kiizovych vazeb mezi
nukleotidy (DNA crosslinks). V n¢kterych ptipadech muze zastoupit i BER, je-li tato draha
nefunkéni. Existuji dvé rozdilné varianty NER, z nichz jedna je funkéné vazana na
transkripci. Obecné ale NER probiha obdobné, jako BER, s tim rozdilem, Ze béhem NER
dochazi k vystépeni rozsahlejsich tsekti (12—13 nt) poskozeného fetézce DNA.

Oprava chybného parovani bazi (mismatch repair, MMR) se zamétuje na nukleotidy, jez
byly do DNA fetézce nespravné zatazeny béhem replikace’” a unikly korekturni
(proofreading) aktivité samotné DNA polymerazy. Substratem pro MMR jsou také tzv. IDL
smycCky (insertion-deletion loops), ptilezitostné se tvorici v DNA néasledkem drobnych inzerci
nebo deleci po nepfesné replikaci. Protoze Spatné sparované nukleotidy nemusi byt
poskozeny, vyvstava zde zasadni problém, jak identifikovat fetézec s nezménénou genetickou
informaci. Princip, na jakém buiika toto rozhodnuti ¢ini, byl zatim spolehlivé popsan pouze u
gramnegativnich baktérii. £. coli vyuziva naptiklad skutecnosti, Ze nové syntetizovany tetézec
DNA jesté nestihl byt metylovan na adeninu v sekvencich GATC. Proteiny podilejici se na
MMR umi tuto metylaci detekovat, a odstranit tak nepatficny nukleotid ze spravného fetézce.
U clovéka je nove syntetizovany fetézec rozpoznan patrné dle jednotetézcovych zlomd, které

v ném vznikaji béhem replikace. Aby mohlo dojit k nalezeni nejblizsi sekvence GATC nebo

74 Mechanizmus BER: enzymy zahrnuté v BER nejdiive od3tépi poskozenou bazi za vzniku abazického mista,
poté za abazickym mistem vytvoii v cukr-fosfatové pateti DNA jednoietézcovy zlom, na uvolnény konec DNA
pridaji spravny novy nukleotid s neposkozenou bazi, odstrani pivodni deoxyribozu s fosfatovym zbytkem, a
nakonec opét DNA fetézec spoji.

75 Napt. adenin (A) byl namisto cytozinu (C) vloZen oproti guaninu (G).



zlomu fetézce, musi MMR odseparovat a nasledné odstranit jesté delsi (~1000 nt) Gseky
DNA nez NER. V nékterych ptipadech vedou aktivity MMR k sekundarni tvorbé
dvouretézcovych zloma, takze je pak nezbytné opravu DNA dokoncit pomoci homologni
rekombinace. Nejen tato skutecnost poukazuje na vzajemnou kooperaci a provazanost
jednotlivych reparacnich drah, jez v posledni dobé vyplouva stale vice na povrch. BER se
muze naptiklad spolupodilet na opravach zkiizenych vazeb DNA a oxidovanych bazi a také

bunééné signalizaci po poskozeni DNA.

3.6.2 Opravy zlomi DNA

Zatimco jednotetézcové zlomy DNA (SSB) dokaze burika jednoduse a rychle spojit,
dvouretézcové zlomy (DSB) predstavuji diky sou¢asnému pieruseni obou fetézcti v jednom
misté¢ molekuly DNA viibec nejhtie opravitelné 1éze indukované ionizujicim zaifenim.
Existuji dva zékladni mechanizmy reparace DSB — nehomologni spojovani konci (NHEJ)
a homologni rekombinace (HR). Lisi se zejména vyuzitim homologniho templatu, tj.
sesterské chromatidy, jez umoznuje presnou rekonstrukei ptivodni genetické informace.
NHEJ (z anblického non-homologous end-joining) prostfednictvim komplexu DNA ligazy IV
jednoduse spoji volné konce DNA, v ptipadé¢ radia¢né indukovanych DSB vétsinou po jejich
piedchozim ,,zagidténi*’¢. Jinymi slovy, opravné kroky na rozdil od homologické
rekombinace nezavisi na pfitomnosti neposkozené chromatidy. To s sebou pfinasi fadu vyhod
i nevyhod. NHEJ vynika ptedevsim rychlosti a probihé ve vSech fazich bunécného cyklu.
Proto tento zpiisob opravy prevazuje u vyssich eukaryot, jejichz genomy Casto dosahuji
velkych rozméri. Lze totiz pfedpokladat, Ze i v takto velkych genomech stihne tento
mechanizmus eliminovat rozséhla poskozeni v natolik kratké dobé, aby se zabranilo masivni
tvorbé chromozomalnich aberaci a smrti buitky. NHEJ navic vykazuje zna¢nou substratovou
robustnost a schopnost spojit i chemicky rtizn€ modifikované konce DNA. Za rychlost a
univerzalnost v§ak NHEJ plati vyrazné nizsi piesnosti reparace oproti HR. V piipadé
endogenné¢ indukovanych DSB se nejedna o piili§ zdvazny problém, jelikoz neni pred
vlastnim spojenim koncii vyzadovano jejich enzymatické opracovani, a NHEJ tak funguje
relativné spolehlivé. lonizujici zéfeni ale indukuje strukturné problematictéjsi dvouietézcové
zlomy, jejichZ konce nejde vétsinou spojit bez piedchoziho ,,za¢isténi“. Casto navic vznikaji i

vyrazné komplexni 1éze’” a mnohocetné zlomy DNA, jeZ piedstavuji pro reparacni

76 Na 3'- konci fetézce DNA musi byt —OH skupina a na 5-konci fosfatovy zbytek.
7 Komplexni léze kromé DSB v sobé spojuji DSB a dalsi typy poskozeni DNA.



mechanizmy opravdovou vyzvu. V ozatfenych buiikach se proto nepiesnost NHEJ vyrazné
zvysuje a v podstaté vzdy dochéazi k drobnym zméndm (zejména kratkym delecim)
genetického materidlu. Komplexita DSB klastrii a lokalni fragmentace chromatinu roste s
hodnotou LET zateni. TotéZ proto plati pro pravdépodobnost a rozsah permanentnich
poskozeni DNA. Nastésti jen asi 1 % lidské jaderné DNA koduje geny, a jeSté vyrazné mensi
procento pak geny kritické z hlediska karcinogeneze. Shrneme-li v§echna uvedena fakta, 1ze
tvrdit, ze NHEJ G¢inn€ chrani buniky (zejména organizmi s velkymi genomy) pied tvorbou
chromozomalnich aberaci vedoucich k mitotické smrti buiiky, pfi akceptovatelném riziku
kontaminace genomu potencialné nebezpecnymi mutacemi.

Principidln€ odliSnym procesem je homologni rekombinace (HR), kterd vyuziva sekvence
DNA neposkozené sesterské chromatidy k ptfesné rekonstrukci chromatidy poskozené.
Resekéni enzymy nejprve z molekuly DNA odstrani dlouhy usek 5'-fetézce v obou smérech
od mista DSB. Na zlomenych koncich DNA se tak vytvoii dlouh¢ jednotetézcové presahy 3'-
fetézcl. Jeden z téchto piesahti se za pomoci piisluSnych reparacnich proteini (zejména.
RADS51) vmezeti mezi DNA fetézce sesterské chromatidy, kde se na zédkladé
komplementarity bazi k jednomu z nich pfichyti. Timto krokem maji polymerdzy zajistén
templat pro syntézu chybéjici ¢asti poskozeného fetézce a tiplnou obnovu jeho ptivodni
genetické informace. Po prob&hnuvsi opravné syntéze se takto doplnény fetézec od sesterské
chromatidy uvolni a znovu se sparuje s komplementarnim usekem piivodniho partnerského
fetézce v poSkozené chromatid€. JiZ opraveny fetézec nyni poskytuje templat

pro dosyntetizovani chybéjici ¢asti druhého (partnerského) poskozeného fetézce. Alternativné
k tomuto ucelu slouzi i doposud nevyuzity fetézec DNA neposkozené sesterské chromatidy.
Ten byl ze své ptivodni dvousroubovice vytlacen prodluzujicim se prvnim poskozenym
fetézcem, a mize se tak s druhym poskozenym fetézcem snadno parovat. HR tak postupné
konvertuje ptivodné dvouietézcovy zlom’® na dva vzdalené izolované jednofetézcové zlomy,
které jiz neohrozuji integritu DNA a Ize je snadno spojit.

k potiebé€ sesterské chromatidy pouze v pozdni S a G2 fazi buné¢ného cyklu. Zato se jedna, az
na urcité vyjimky, o mechanizmus neskutecné piesny. Predpoklada se, ze vzhledem k témto
charakteristikdm vyuzivaji HR ke své reparaci zejména aktivni geny, z nichZ mnohé¢ jsou

z hlediska mutageneze a ohrozeni buiiky ionizujicim zatenim kritickymi cili. Pro omezeni HR

na transkribované geny existuje i dals§i divod — neaktivni chromatin ¢asto obsahuje repetitivni

78 DSB v podstaté odpovidd dvéma jednofetézcovym zlomam vyskytujicim se v komplementdarnich fetézcich
DNA v nezajem si viceméné protilehlé poloze.



sekvence, které vyznamn¢ snizuji ptesnost tohoto reparacniho mechanizmu. Jak se vSak
bunika rozhoduje pro NHEJ nebo HR v piipadé konkrétniho dvoutetézcového zlomu zlstava
jednou ze zadkladnich radiobiologickych otdzek. Zda se, Ze vliv md patrné vicero faktord nez
zminénd faze bunécného cyklu a genetickd aktivita chromatinu. Svou roli hraje patrné i
struktura chromatinu v okoli konkrétniho zlomu, komplexita zlomu a typ bunék.

Specificky fenomén z hlediska reparace predstavuji vysoce komplexni dvouretézcové
zlomy, respektive klastry dvoufetézcovych zlomi a dalSich typt 1ézi, indukované husté
ionizujicim zafenim. Nezda se, ze by pro tyto léze, i pfes jejich existencialni nebezpecnost,
existoval néjaky specificky reparacni mechanizmus. Patrné tedy spolu kooperuji vSechny
ostatni jiz popsané mechanizmy.

Odpovéd bunky na ozéfeni tak spiSe nez selektivni zapinani jednotlivych reparacnich drah
pfipominad aktivaci jakési dynamické seberegulovatelné sité provazanych reparacnich
mechanizmil, pruzné se prizpisobujicich konkrétni, velmi komplexni situaci. Ve skutecnosti
totiz existuji i urcité hybridni mechanizmy spojujici rizné aspekty NHEJ a HR, napftiklad tzv.
jednoretézcova hybridizace (single strand annealing, SSA) nebo mikrohomologii
zprostiredkované spojovani koncii (microhomology-mediated end-joining, MMEJ). Tyto
mechanizmy zahrnuji jistou miru resekce zlomenych koncti DNA, podobné jako u HR, avSak
probihaji i v G1 fazi bunécného cyklu a namisto skute¢nych homologii vyuzivaji jen kratké
mikrohomologie (Casto poskytované napiiklad repetitivnimi sekvencemi). SSA i MME] jsou
proto mutagenni a slouZi patrné hlavné jako zaloZni mechanizmy tam, kde NHEJ a HR

z n¢jakého diivodu selhavaji. Vzhledem k uvedenému mizeme jen stézi mluvit o vyhranénych

reparacnich drahach, jak je literatura povétSinou prezentuje.

3.6.3 Vyznam reparacnich systémi pro Zivot

Pro docenéni dulezitosti reparacnich systémi DNA si musime uvédomit, Ze nejsou ani
zdaleka omezeny na likvidaci defektii vyvolanych ionizujicim zafenim. Ve skute¢nosti DNA
permanentné poskozuji jak ataky nejriiznéjSich environmentélnich faktora, tak zejména
samotné vnitrobunécéné procesy (energeticky metabolizmus, replikace a reparace DNA,
produkce protilatek atd.). Odhaduje se, Ze jejich nasledkem denné vznikne zhruba 2 x 10% az 1
milion raznych 1ézi DNA v kazdé buiice lidského téla. To odpovidad minimalné asi 850 1ézim
kazdou hodinu. Jen béhem jednoho replika¢niho cyklu bunky se v DNA diky aktivité volnych

radikald (ROS) objevi alespont 5000 jednotetézcovych zlomt, z nichz zhruba 1 % je nésledné



konvertovano na dvoufetézcové zlomy (tj. cca. 50 DSB/replika¢ni cyklus)”. Pfitom teoreticky
1 jediny dvoufetézcovy zlom muze vést k smrti buiiky, zlistane-1i neopraven, ptipadné
nadorové transformaci, je-1i opraven nespravng.

Kromé nadorové transformace hraje akumulace dvoutetézcovych zlomu a pfipadnych
naslednych mutaci zasadni lohu také v procesu starnuti, rozvoji chronického zanétu a
progresi nékterych nenddorovych, zejména neurodegenerativnich chorob. Lze tedy bez
nadsazky konstatovat, ze bez reparacnich systémil by nebylo Zivota, alesponi v takové podobé,
jak ho zname.

Naprosta bezchybnost oprav DNA, byt pfedstavitelna pouze teoreticky, by byla ale
kontraproduktivni z hlediska evoluce. Aby mohl probihat vyvoj organizmii, musi byt DNA na
jednu stranu stabilni, aby umoziovala spolehlivé uchovani genetické informace, na druhou
stranu si ale musi zachovavat urcity stupeit proménlivosti. V extrémni podob¢ se ,,evoluce*
projevuje u nadorovych bunék, které maji kromé Castych defektl v reparacnich
mechanizmech také nefunk¢ni kontrolni body bunécného cyklu. Poskozeni DNA, nejen ze tak
neni spravné opraveno, ale pienasi se 1 do dalSich bunéénych generaci. To umoziuje
zrychleny vyvoj nejriznéj$ich naddorovych bunck a postupnou selekci agresivnéjsich a k 1é¢bé
stale rezistentnéjSich kloni. Na druhou stranu pravé na uvedené defekty reparace a regulace

bunécného deéleni spoléha i terapie (radioterapie, chemoterapie) nadord.
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