I. Vyvoj predstav o povaze hmoty
1.1 Vyvoj predstav o povaze svétla

1.1.1 Newtonovy predstavy
Isaac Newton (obr. 1) objevil zdkon gravitace. Podle tohoto zakona jsou télesa
pritahovana silou, které je imérnd hmotnostem téles a nepiimo imérné ¢tverci vzdalenosti
(obr.2). Déle jsou znamy Newtonovy zakony o sile: Podle prvniho zakona (zdkon o
setrvacnosti) téleso setrvava vklidu nebo vrovnomérném
pfimocarém
pohybu dokud neni
tento stav nuceno
zménit plusobenim
vngjsi sily. Podle
druhého (zakon o
sile) je zrychleni
jez uvadi téleso do
pohybu  umérné
pusobici sile a
nepfimo  Uumeérné oo MaMp
hmotnosti télesa. Podle tietiho (zakon re
akce a reakce) je kazda akce (ptisobeni
sily) provédzena reakci, kterd ma stejnou velikost ale opacny smér. Tyto zdkony jsou
predmétem klasické mechaniky a nebudeme je tedy rozebirat.

Méng je znamo, ze Newton se také zabyval studiem svétla. Pouzival k tomu rizné
hranoly a jiz ve svych 23 1étech zjistil, ze svétlo se dé rozlozit na barevné spektrum (obr
3). Déle zjistil, Ze svételné spektrum se
da zase spojit pouzitim druhého hranolu.
Vymezenim se da ziskat svétlo urcité
barvy. Newton si piedstavoval svétlo
jako proud ¢astic rizné velikosti. Jestlize
nardzeji v hranolu na Castice stejné
hmotnosti, pak nejméné¢ se budou
odrazet ¢astice s nejvetsi hmotnosti.

Isaac Newlan

Obr. 1. Isaac Newton

Obr. 2. Zikon gravitace

1.1.2 Svétlo jako vinéni

Vlnové vlastnosti svétla  studoval
Thomas Young na
zacatku 19. stoleti
(obr. 4). Popiseme
jeho klasicky experiment, v némz svétlo prochazi dvéma Stérbinami
(obr. 5). Prichod svétla dvéma Stérbinami by mél dat na stinitku soucet
osvétleni od jednotlivych Stérbin (vpravo); misto toho se vSak pozoruje
interferen¢ni obrazec (obr. 6). Tento obrazec lze wvysvétlit za
piedpokladu, Ze se svétlo §iii ve formé vinoploch (jako viny na hladiné
rybnika), tj. v kazdém bod¢ kde svétlo vnikne dochazi ke vzniku
nov¢ vinoplochy.

Obr. 3. Isaac Newton se zabyval také studiem svétla

Obr. 4. Thomas Young



Amplituda vlny v prostoru a
Case se pak da& popsat
goniometrickou funkei (stejné
jako Sifeni vin po hlading ststei-11>
v urCitém smeéru), kdy
amplitudu oznalime A, jeji
maximalni hodnotu Ao,

o oznacime uthlovou frekvenci,
ktera je 6.28 x V&t§i nez Obr. 5. Prichod svétla dvéma s§térbinami by mél dat na stinitku soucet
osvétleni od jednotlivych stérbin (vpravo)

amplitude 1 = <11 amplitude = <1]1» + <2]2»

state 2 = 2>

amplitude Z = <Z|2>

kmitocet, t je Cas:

A=Ao sin(®.t+Ax),

Ax je fazovy posun, ktery souvisi s pocatkem
meéteni a mize byt nenulovy. Pro dvé Stérbiny se
da vysledna amplituda v urcitém bod¢ stinitka
spocitat jakou soucet takovych funkci pro jednu i
druhou Stérbinu (fazovy posun vyjadiuje zpozdéni

? vin z jedné Stérbiny oproti druhé):

. s A=Ao.( sin(®.t) + sin(w.ttAa) ) =
Obr. 6 Interference svétla ze dvou Stérbin 2.A0 sin(o.t+ Aa/2).cos(Aa/2)
Tento vyraz bude nulovy pro Aa=(2.n+1). n. Zde Aa. = 2.1.Ax / A , kde A je vinova délka
a Ax je délkovy posun. Jestlize je tedy délkovy posun roven poloviné vinové délky (nebo
lichym néasobktim), dojde k vyruSeni amplitudy. Pozorovana intenzita bude také nulova.
Prubéh intenzity bude tedy zaviset na vzdalenosti stinitka od Stérbin a nulova intenzita
muze byt pozorovana i ve sttedu — mezi obéma Stérbinami, kde by dle prvniho obrazku
(obr.5) mélo byt maximum.

1.1.3 Maxwellovy rovnice
Ve druhé poloving 19. stoleti je uz znama tada zakond, jez se tykaji elektiiny a

magnetismu. Je to napt. Coulombilv zakon:
po L aQ

4re, r*’

vyjadiujici silu F, plisobici na nabitou ¢astici s nabojem ¢, nachézejici se ve vzdalenosti r
od jiné ¢astice s nabojem Q.

Biot-Savarttiv zdkon udéava intenzitu magnetického pole vodice, kterym protéka proud
(obr.7) a Faradayiv zdkon magnetické indukce uddva zdvislost elektromotorické sily
indukované ve vodivé smycce na ¢asové zmeéné magnetické indukce (obr. 8).

Tds «f Obr. 7. Biot-Savartiv zdkon - I je intenzita proudu, ds je

= L §xF - . e

d5=2"" — element vodi¢e ve sméru proudu, r je pruvodi¢ (vektor od
T F elementu ds kbodu, vnémz intenzitu magnetického pole B

urcujeme)
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Obr. 8 Faradaytuv zékon — elektromotoricka sila vytvorena podél
smycky se rovna ¢asové zmeéné magnetické indukce

Tyto zakony se Maxwellovi podafilo brilantné zobecnit a dosp€l k soustavé rovnic, které
popisovaly elektromagnetické jevy (obr. 9). Predpovédél, Ze nejen elektricky ndboj miize

pii pohybu indukovat magnetické pole, ale také naopak ze zména
magnetického pole mize indukovat pole elektrické. Z uvedenych

i
Tx B = _83 rovnic vysla jako feSeni funkce popisujici elektromagnetickou vinu
at (stfidani elektrického a magnetického pole) a jeji Casova zavislost.
- 4 v o7 w7 Vv e .
VeD=0 Z této funkce bylo mozné spocitat rychlost Sifeni této viny jako:
5 1
- = an —— =¢C
e g
VxH =T+ — 0.1t
- Rychlost $ifeni vysla velmi pfesné rovna rychlosti svétla ve vakuu.
- —_— . v W . . 4 W 4
VB SN Z toho Maxwell vyvodil, ze svétlo je elektromagnetické vInéni
- — v y v ’ v . . S o
Dsad (obr. 9). Vsoucasné dobé vime, ze existuje celd tfada druhd
= ™ elektromagnetického vinéni (obr.10).
B=uH
, . , L Cosmic radiation partic
Obr. 9 Soustava Maxwellovych rovnic - Vx znamena 0.00001 am I Cosmic radiation par
operator rotace a V. znamena operator divergence — 0.0001 i ) ,
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1.1.4 Zifeni absolutné erného télesa [ i
Koncem 19. stoleti bylo znamo, Ze zahtat¢ [ '™
téleso vyzafuje elektromagnetické zafeni. Aby [ 19nm Ultraviolet radiation
bylo mozné zméfit emitované zateni presn&ji, [ 01um horma e T
bylo pozito uzaviené nadoby s tzkym hrdlem [~ 1pm 12bih
, vy venr v Terrestrial
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Obr. 11 Spektra zateni ¢erného télesa pro 3 rizné

teploty

Wavelength (nm)

Obr. 10 Druhy elektromagnetického vinéni,
vlevo je uvedena vinova délka



maximum intenzity zavisi na teplot¢ a to nepfimo umérné¢ — tento posouvaci zakon byl
objeven Wienem. Existovaly také empirické formule pro popis spekter pii malych vlnovych
délkach (exponencialni formule) a velkych vinovych délkach (linearni zavislost). Planck si
s témito rovnicemi pohrdl a nalezl jejich zobecnéni.

27’

Epr = 3

Xlexplhc/ Ty 1]
E,,; is black body radiation in W m ™
k = Boltzmann' s constant (1.37x10% JK™)
h = Planck' s constant (6.625x107* Jg)
¢ *=speedof light 3x10° ms™)
T = temperature in Kelvin

Exponencialni ¢len ve jmenovateli 1ze skute¢né pro velké a malé vinové délky upravit na
exponencialni a linearni zavislosti.

Dal$im krokem bylo hleddni vhodné interpretace takové rovnice. To bylo obtizné,
nebot’ podle klasickych ptedstav mély byt uprostied télesa malé oscilatory, které mély se
zvySujici se teplotou kmitat vice a vice. Planckovu rovnici vSak bylo mozné odvodit pouze za
predpokladu, Ze tyto oscildtory nemohou mit libovolnou energii nybrz, Ze ji méni po skocich.
Zména energie se déje po kvantech danych uréitou konstantou (Planckova konstanta h):

AE =h.v.

Timto Planck vlastné¢ zavedl kvantovou teorii. Planck presentoval svoji teorii Berlinské
fyzikalni spole¢nosti v prosinci 1900. Ackoliv mél oscilatory kvantované aby odvodil svoji
rovnici, emitované svétlo uZ povazoval za elektromagnetickou vinu. Jak byl blizko pojmu
kvanta svétla! Pojem foton vsSak jim zaveden nebyl — to se stalo o néco pozdé&ji v teorii
fotoefektu.

1.1.5 Einsteinova teorie fotoefektu
Svétlo dopadajici na kovovou folii vyrazi z této folie elektrony (obr.12). Umistime-li
do blizkosti folie druhou elektrodu, bude obvodem

elektrony na obr. 12  proudit elektricky  proud.
- Experimentalné bylo zjisténo, ze velikost proudu
> zavisi na intenzit¢ svétla (obr. 13) a nezavisi na
’ ® napéti; pouze vzavérném sméru Ize proud
svétlo ® >
méfi se proud | a) J % V52>V I ]
Ema— .
= napéti V 7 )
| 1
| 0
V-V V= o V=
Obr.12. Fotoefekt — modfe elektrony nad . o
folii, na kterou dopada svétlo. Méfi se proud Obr. 13. Zavislost Obr. 14 Zavislost
mezi folii a druhou elektrodou pfi urgitém proudu fotoefektu na proudu fotoefektu na
napéti. napéti pro rlzné napéti pro rdzné
intenzity svétla vilnové délky svétla

blokovat pfi V= -Vo. Jestlize ménime vinovou délku (barvu svétla), méni se velikost
zavérného napéti, ale proud zlstava pti dané intenzité priblizné stejny (obr. 14).



Tyto jevy neodpovidaly klasickym piedstavam, nebot’ si védci piedstavovali elektrony
ve folii jako oscildtory, které je nutno rozkmitat aby se utrhly a odd¢lily se od povrchu. Pak
by k tomuto rozkmitani méla pomoci vétsi intenzita svétla, tj. energie by méla byt tim vétsi,
¢im je vétsi intenzita. Elektrony by mély byt emitovany s uréitym zpozdénim — az po
rozkmitani — a proud by mél nariistat s Casem. Elektrony by mély byt emitovany pro
libovolnou vInovou délku. To se ovSem nepozorovalo. Souvislost energie elektront
s frekvenci svétla vysvétlil Einstein kvantovou povahou svétla a zavedl pojem foton. Foton
ma energii hc/A, kterd se spotiebovava na vystupni praci elektrond (¢) a jejich kinetickou
energii:

Ex=hc/A - ¢
Tim se vysvétluje zavislost energie elektrond na barve svétla a také existence prahu pro malé
frekvence; neexistuje zadné ¢asové zpozdéni mezi osvitem a objevenim se elektronl. Za
vysvétleni fotoefektu obdrzel Einstein v roce 1921 Nobelovu cenu.

1.6 De Brogliova teorie

Podobné jako se fotonu ptisuzuji korpuskularni vlastnosti a urcité vinové délce se prisuzuje
energie E=h.c/A a impuls p=h/A lze €astici s energii E a hybnosti p ptisoudit urcitou vinovou
délku podle vzorce: A=h/mv. Této vinové délce se fika de Brogliova vinova délka.

1.2 Teorie relativity

Zacatkem 20. stoleti se vedly diskuse o Sifeni svétla, o kterém se véd€lo jakou ma
rychlost z Maxwellovych rovnic. Pfedpokladalo se, Ze podobné jako viny na vodé nebo zvuk
ve vzduchu se svétlo §ifi v tzv. éteru, ktery je v klidu vici urcité jedné soustave souradnic. To
by znamenalo, Ze lze urcit absolutni klid a také napt. absolutni rychlost Zemé vuci této
soustave klidu. Byly ¢inény pokusy o ur€eni rychlosti svétla ve vakuu ve sméru pohybu Zemé
a proti sméru tohoto pohybu (Michelsontiv interferometricky pokus). Vysledek byl ovSem
negativni — neexistuje €ter ani absolutné klidna soustava. Svétlo ma vii¢i vSem soustavam
rychlost danou Maxwellovymi rovnicemi. Einstein ukazal, ze rovnocennost vSech inercidlnich
soustav (téch, které se vici sobé pohybuji rovnomérné) a stdlost rychlosti svéta vede
k Lorenzové€ transformaci pro soufadnice a cas, tj. Ze Cas se transformuje v zavislosti na
soutfadnicich a naopak soutfadnice v zavislosti na Case. Plati vzorec pro tzv. dilataci ¢asu:

kde t je ¢as v soustaveé pohybujici se vici vztazné soustave rychlosti v. Pro rychlost télesa, jez
se pohybuje v pohybujici se soustave plati vzorec pro skladani rychlosti:

V4V,
AT

C2
kde v je rychlost soustav vic¢i sobé, vg je rychlost télesa vici soustavé B a va je rychlost
télesa vici soustavé A. Tento vzorec lze pouZzit pro vypocet hybnosti v dynamice téles pfi
pruznych nebo nepruznych srdzkach. Uvazovanim pruzné srazky dvou stejnych téles
dospé&jeme k zaveru, Ze hmotnost télesa nemuze byt konstantni, ale Ze zavisi na rychlosti:

VA =

1+

m= ——,



kde m, je klidovd hmotnost télesa. Tento vzorec je Siroce pouzivany v radiacni fyzice i
technice. Z této rovnice pro celkovou hmotnost t€lesa 1ze dospét k obecné znamé rovnici mezi
energii a hmotnosti ¢astice:

E=m.c” ,

kde ovSem m je celkovd hmotnost ¢astice. Klidovad hmotnost je m, a ,,klidova energie* je tedy

’ 2
rovna: E.,=m,.c".

1.3. Atom

1.3.1 Primitivni piedstavy o atomu

Pojem atom zavedl Demokritos, predstavitel jedné fecké filosofické Skoly, zhruba
400 let pr.n.l. Existenci atomu mél zdiivodnénou tim, Ze neni mozné neustale d¢lit latku do
nekonecna na mensi a mensi ¢astecky. Proto musi existovat néjakd nejmensi ¢astice. Atomy
ruznych latek se podle Demokrita 1i$i tvarem a velikosti.

Teprve pocatkem 19.stol. se tuto primitivni pfedstavu podaftilo 1épe zdivodnit. Dalton
kombinoval poméry chemickych latek pfi vzijemnych chemickych reakcich a zjistil, Ze aby
latky zreagovaly, musi byt v uréitém poméru. Dalton vysvétluje svad pozorovani existenci
atomu a dospiva k zavéru, ze:

1)V8echny latky jsou tvofeny atomy

2) Atomy nevznikaji ani nezanikaji chem. reakci

3) Atomy se vazou v poméru celych Cisel

4) Rlizn¢ atomy maji rtizné hmotnosti
Pti formulaci téchto pravidel mu bezpochyby pomohl zdkon zachovani hmoty formulovany
jiz v roce 1785 Antoinem Lavoisierem.

1.3.2 Thomsonitv model atomu.

Pfedstava atomu jako chemicky dale nedélitelné entity tim byla vlastné zformulovana a plati
doposud. Koncem 19. stoleti doslo k fad¢ dilezitych objevl. Bylo objeveno roentgenovo
zéateni (Rontgen, 1885), byla objevena ptirodni radioaktivita (Becquerel, 1886), byly objeveny
dalsi prvky — radium a polonium. Intenzivné pokracovalo studium elektromagnetickych jevt.
V roce 1897 studoval Thomson katodové zareni v plynech. Toto zafeni bylo mozné ovlivnit
jak elektrickym, tak magnetickym polem a bylo mozné pro nositele tohoto zafeni vypocitat
pomeérné piesné pomer nadboje a hmotnosti (e/m). Thomson ze svych experimentt usoudil, ze
se jedna o novy druh c¢astic, nazval je elektrony a vyjadfil hypotézu, Ze elektrony vznikaji
z atomu — tedy Ze jsou puvodné jejich soucasti. Pfedstavoval si, ze atomy jsou tvotrené kladné
nabitym jadrem a zapornym oblakem elektronti. Odhadl rozmér atomd na 10" m.

Naboj elektronu urcil o nékolik let pozdéji Millikan v experimentech, v nichz sledoval
pod mikroskopem pohyb nabitych olejovych kapek v elektrickém poli kondenzatoru. Napéti
mohl ménit a tim se ménila rychlost a smér pohybu kapek (obr. 15). Naboj kapek ménil tim,
ze je ozatroval. Zjistil, ze pohyb kapek se méni nespojité¢ - vzdy o urcitou hodnotu, kterd

Maresd oll drops sesposid Docanse odpovidal zméné naboje o 1.6 10" C. Tento naboj
of gravitatlomal attraction dowaward oznacil jako elementarni — dale nedélitelny.
balancing electrostatic forces upward.

1.3.3. Rutherforditv model atomu.
I‘ - v Vroce 1911 zkoumal Rutherford prtlet castic o
viag® rates | tenkou zlatou folii. O téchto Casticich jiz véd¢l jakou
l ‘é zakladé¢ Coulombova zidkona, jak by mély tyto
Dial to regulate Castice interagovat s jadry atomil, o kterych se
size of charge on

maji hmotnost i naboj a dokazal si spocitat na
the plates. domnival, ze tvofi wvnitini c¢ast atomt (dle

Obr. 15 Millikaniv experiment



Thomsonova modelu). Castice by se mély vychylovat ze své drahy. Frakce vychylenych
&astic by méla odpovidat geometrickému prifezu jadra jehoz polomér odhadoval na 107 'm.
Zaveéry jeho pokusi vSak byly ohromujici — téméf zadné Castice se nevychylovaly, avsak ty,
které se vychylily, byly rozptyleny na velké thly — jako by nardzely na néco malého ale
t&kého. Rutherford z tohoto pozorovéani uéinil zavér, ze atomy obsahuji malé (10"°m) jadro,
které obsahuje prakticky vSechnu hmotu atomu. Vznikl ,,planetarni model atomu®, v némz je
ve stfedu kladné nabité jadro a kolem obihaji elektrony. V jadie je koncentrovana témeét
veskera hmota atomu (obr.16).
—150 pm —| Tento model ovsem odporoval tehdy
jiz znédmé skuteCnosti, ze totiz elektron
Electrons pohybujici se po zakfivené draze vyzaruje a
ztraci energii. Pfedstava planetarniho atomu
byla proto neudrzitelna.

Nucleus

0.01 pm

1.3.4. Bohritv model atomu.

Bohr vyuziva kvantového pfistupu, ktery uz
diive zavedli Planck a Einstein a vnasi do
teorie atomu predpoklad, ze elektron se
nemtiZze pohybovat po libovolné draze kolem jadra (jako planety) a mit libovolnou energii, ale
ze mize mit jen urcité hotnoty energie. Existuji staciondrni stavy elektronu, kdy energii
neztraci ani nepiijimd a pii prechodu mezi témito stavy (s energii E; a E;) mlize energii
pfijmout nebo ztratit. Tato energie se vyzaii (nebo absorbuje) ve formé elektromagnetického

zareni.
hv=E, —-E,

Obr.16 Rutherfordiv model atomu

kde h je Planckova konstanta a v je frekvence vyzareného svétla. V Bohrové modelu atomu
se predpokldda, Ze moment hybnosti elektronu (L) miiZze nabyvat pouze celoCiselnych

nasobku Planckovy kostanty: nh

Y
Tento ptedpoklad je v souladu s de Brogliovou teorii, v niz se pfisuzuje elektronu také vinova

délka, jez se rovna h/mv. Pak jsou celociselné nasobky L vlastné¢ dany pozadavkem, aby byl
obvod drahy elektronu celociselnym ndsobkem jeho vinové délky:

L

nh
mvr = —
2
Z rovnosti odstfedivé sily a pfitazlivé sily plyne:
kze?
r= 3
a tudiz: mv
n*h’
" 4z7kze’m
kde r=0,529x10""n*/Zm
a pro rychlost plati: 2
v= 2 19x10° L s
nh n
1 27°k*Z%*m
Kineticka energie se rovna: KE = 5 mv* = ”nz—hz



21,272,4
neboli E, :_2”'(2%
n
E,=2,18x10"°Z%/n?],
=-13,6Z°/n%eV

Energetické hladiny jsou zéavislé na hlavnim kvantovém c¢isle n a atomovém cCisle Z. Prvni
hladina v atomu vodiku ma tedy uroven -13.6 eV.

1.4. Jadro atomu

Existenci jadra atomu postuloval uz Thomson a jeho velikost ukazal Rutherford (1911).
Kromé protonil jsou v jadfe pfitomny téZ neutrony, které byly objeveny Chadwickem v roce
1932 (objev popsan v dalsi kapitole). Jadro atomu je soustava ¢astic protonil a neutront, ktera
je popisovana vhodnymi modely. Isotop je charakterizovan urcitym atomovym Cislem Z
(po¢tem protonti v jadie nebo téz protonovym c¢islem) a hmotnostnim ¢islem A (poctem
nukleont v jadfe, t¢Z nékdy nukleonovym c¢islem nebo relativni atomovou hmotnosti). Prvek
je charakterizovan pouze hodnotou Z. Jadra se stejnym Z ale riznym hmotnostnim Cislem A
se nazyvaji izotopy; pii stejném N=A-Z jsou to izotony; pfi stejném A, ale rizném Z jsou to
izochory.

1.4.1 Kapkovy model jadra.
KdyzZ si ptedstavime jadro jak kapku tekutiny, miizeme z této piedstavy odvodit pomérné
piesnou formuli pro hmotnost (a tedy i hmotnostni defekt) jddra. Hmotnostni defekt je rozdil
mezi o&ekdvanou hmotnosti jadra (1.67¥10%7 A, kde A je atomové &islo) a skutednou
hmotnosti. Hmotnostni defekt bude ziejmé zaviset

56
na poctu Castic, tj. bude obsahovat ¢len imérny A, 16 o fo i

dile na povrchu kapky je nutno pocitat 4 He‘ 18 ?9
s povrchovym napétim a nutno proto korigovat 16 32
vysledek o ¢len umérny A?? (je-li polomér tmérny oL 2%
A'®). Dale bude vjadie pusobit Coulombicka 14 E2
repulse, kdy interakce bude existovat mezi vSemi 12 ;-5?
dvojicemi protonti (tj. Coulombicky c¢len bude *H g
umémy Z%), Vzdélenl%st mezi nimi odhadneme dle : 50 100 180 200 2% =
poloméru jadra na A'"”. Coulombicky ¢len bude dan Mass Number

potencialni  energii jednoho protonu v poli

(potencialu) druhého protonu a bude tudiz umérny Obr. 17. Vazebna energie jadra (odpovida

1/A'?. Celkové pro Coulombicky &len plati, Ze je hmotnostnimu defektu)

umérny Z*/A'”. Posledni &len, ktery se uvazuje je

tzv. Pauliho ¢len, ktery predstavuje korekci na

rozdilny pocet protonll a neutronll. V ivahu se zde bere skutec¢nost, Ze nejstabilnéjsi jsou jadra
se stejnym poctem obou. Tento Clen je tedy imérny (A-2Z) a vzhledem ke zvétSujici se
disproporci mezi po¢tem protonti a neutront pro rostouci A, se posledni ¢len predpoklada
nepiimo umérny A. Takto jsme dospéli k semiempirické Weizsaeckerové formuli:

L even = odd 13
ES T2 (15.75MeV)A — (17.8MeV)AY
'I i [ irme rerm Siirfece térm

(0.711MeV)Z2 (23.7MeVYA-27)°

Al A

" " "
L LLCNmD 1err Pauli terr



V této rovnici jsou uvedeny ciselné hodnoty pro jednotlivé ¢leny. Vzhledem k tomu, Ze se
energie dale 1i8i pro lich4 a suda jadra, ptedpovida tato rovnice spiSe primérnou hodnotu pro
sudé¢ a sousedni liché jadro.

Z prubéhu vazebné energie (viz. obr. 17) je vidét, Ze nejvetsi hodnoty nabyva vazebna

A%

energie uprostfed periodické soustavy. Je tedy mozny rozpad jader t€zSich za zisku energie
v 235

(napt. ~°U), ale také syntéza jader leh¢ich (napt. d+t).

1.4.2 Slupkovy model jadra.

Tento model vychazi ze skutecnosti, ze néktera jadra jsou mCa
mimofadné stabilni (maji velkou vazebnou energii). Tak
napt. velmi stabilni je jadro helia pii Z=2 a A=2, jadro
kysliku pii Z=8 a A=16, vapniku pfi Z=20 a A=20. Tzv.
magickymi ¢isly jsou tato: 2, 8, 20, 28, 50, 82. Stabilitu je
vidét napt. u vapniku, kdy pfi prechodu od Z=20, A=20
pfidavanim neutronli vidime, Ze vazebnd energie nejprve
klesa a posléze vzroste pii N=28, kde se jadro stdva opét
stabilni (obr. 18).

Vypoctem lze ziskat jednotlivé stavy jadra pro dany
pocet castic (obr. 19). Jadro v zékladnim stavu muze byt
stabilni a pii prechodu mezi energetickymi stavy pak
vyzafuje patfiCnou energii. Na obrazku (obr. 20) vidime  Obr. 18. Zavislost vazebné energie na
systém stavil v jadfe niklu, které vznikne rozpadem “Co. hmotnostnim €isle pro jadro vapniku.
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Obr. 20. Systém vzbuzenych stavi

v jadie niklu po rozpadu “Co.

Obr. 19. Slupkovy model jadra pti 74 protonech a 110 neutronech
(Wolfram).

Jadra se mohou pfeménovat pii tzv. jadernych reakcich, které mohou byt vyvolany bud’
prirodnimi zdroji zéafeni nebo umélymi svazky castic. Prvni takovou reakci uskutecnil
Rutherford (1919) kdyz zkoumal dolet ¢astic o v riznych plynech. Nedovedl si vysvétlit, pro¢
v dusiku je dolet 4x vétsi. Nakonec to vysvétlil vznikem jinych ¢astic — protond, které jsou 4x
leh¢i. Reakei lze zapsat takto: '*N + o — "0 + p. Castice o umoznily objev dalich reakei,
které vedly k objevu neutronu a také k objevu umélé radioaktivity. Byly to tyto reakce:

’Be+ 0o — > C+n (objev neutronu — Chadwick 1932)

7Al+ 0o — P+n (P je radioaktivni — Joliotovi 1934, uméla radiace)

30p _, 30g; 4 ot
Pusobeni zafeni y miize rovnéz dochézet k jadernym reakcim. Tak napt. pro energii vyssi nez
2.2 MeV dochazi k fotodesintegraci: “H+y — 'H +n



I1. Pfirodni zdroje ionizujiciho zareni

V této kapitole se budeme zabyvat zdroji a vlastnostmi zatreni. Piedpoklada se znalost zédkladnich
vlastnosti hmoty jako je stavba atomt, atomového jadra a molekul. Tyto zakladni informace lze
nalézt ve skriptech (Hrazdira a Mornstein, 1999). Pro doplnéni poznatkii 1ze doporucit knihu

Klener V., 2000.
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Obr. 21. Roentgenovo zafeni vznika v rentgence pii dopadu
elektront na anodu nebo antikatodu. VéEtSinou anoda slouzi
pro vytvoreni elektrického pole a do lampy se vklada dalsi
elektroda — antikatoda pro dopad elektronti, kde se tvori
zéafeni. Dole je anoda, nahofe katoda, uprostied antikatoda
odkud vychazi zatreni. Schéma lampy je zobrazeno na hornim
obrazku, dole je realnd Roentgenova lampa (historicky
exemplar).

nemohl své krystalky osvitit a po zabaleni do ¢erného papiru ocekéaval pouze slaby
obraz. Jaké vsak bylo jeho pfekvapeni, kdyz obrazy krystalki byly jasné. To
znamenalo, Ze uran emituje zafeni bez vnéjSiho zdroje energie. Becquerel takto
objevil pfirozenou radioaktivitu. Pfirozenou radioaktivitu zacali intenzivné
studovat Pierre a Marie Curie (obr. 23). Po chemické extrakci uranu z uranové
rudy, Marie zjistila, ze zbytek rudy je vice radioaktivni nez samotny uran. Dosp¢la

2. 1. Objev radioaktivniho zareni

V listopadu 1895, na Universit¢ ve
Wurzburgu, zkoumal Wilhelm Roentgen
svetélkujict fluorescencni stinitko.
Fluorescence v ném byla indukovana ka-
todovymi paprsky, jez vznikaly po dopa-
du elektronii na antikatodu ve vakuové
trubici (obr. 21). Zjistil, Ze fluorescence
nemizi ani pifi zaclonéni trubice ¢ernym
papirem a wusoudil, ze se jednd o
neviditelné zareni nazvané pozdéji paprsky
X (Roentgenovy paprsky). Kdyz vlozil
Roentgen mezi lampu a stinitko ruku,
uvidél ke svému velkému prekvapeni kosti
prsti. Béhem dvou meésicti publikoval
peclivy popis vysledkit svého vyzkumu.
Roentgen obdrzel za svlij objev v roce
1901 Nobelovu cenu. Katodové trubice
byly vlastn¢ prvnimi jednoduchymi
urychlovaci elektronli (viz urychlovace
castic v kap. 1.3.1.).

Pfirozenou radioaktivitu objevil v
roce 1896 francouzsky fyzik Antoine
Henri Becquerel. Becquerel znal prace
Roentgena, coz vedlo k tomu, Ze v
prosinci 1895 “vyfotil” ruku své zeny tak,
ze ji umistil do svazku paprskt X. Na
fotografické desce se objevil
nezapomenutelny obraz kosti s prstynkem
(obr.22). Becquerel se zabyval zkoumanim
soli uranu, které nejprve exponoval na
slunci, poté zabalil do ¢erného papiru a na
fotografickych deskach pak obdrzel obraz
krystalkli uranu. Domnival se, ze slune¢ni
paprsky indukuji v uranu zafeni. Koncem
unora 1896 bylo nad
Patizi zatazeno, Becqurel
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tak k zavéru, ze ruda obsahuje dalsi prvek - také radioaktivni. To vedlo k objevim
prvki polonia a radia. Manzelé Curie obdrZeli v roce 1903 Nobelovu cenu za jejich
prace o radioaktivité. Na pocest Marie Curiovi byl nazev “curie” zvolen za jednotku
aktivity. Marie Curie ziskala jako prvni na svété dalSi Nobelovu cenu v roce 1911.
Zbytek zivota vénovala studiu radia a jeho pouziti pti 1é¢bé rakoviny.

Zateni vzdy bylo a je soucasti zivotniho prostfedi ¢lovéka. Existuje cela
fada zdroju radioaktivniho zafeni a lze je délit z riznych hledisek. Nejcastéji se
pouzivad déleni na piirodni a antropogenni zdroje. Mezi pfirodni zdroje patii
zejména terestridlni zéfeni, které vznikd vétSinou z rozpadovych fad a kosmické
zateni. Clovék vytvoril mnoho zdroji zafeni: od Roentgenovy lampy, pres reaktory a urychlovade
az po terapeutické ozatfovace. V praxi se zateni pouziva v fadé oblasti lidské Cinnosti jako napt. v
energetice, vyzkumu, medicing, apod. PopiSeme strucné nejcastejsi zdroje ionizujiciho zafeni.

Obr. 23.
Marie Curie

V prirod¢ se setkavame se 3 druhy radioaktivniho rozpadu: rozpadem alfa, beta a gama.
Rozpadem se rozumi pfeména prvkill na jiné prvky a s ni spojena emise zafeni. Budeme hovofit o
o-, B- a y-zafeni. Na pfirodni radioaktivité¢ pochazejici ze zemskych hornin se nejvice podileji
isotopy rozpadovych fad - uranové a thoriové. Atomova hmotnost isotopu v fad¢ se da vyjadrit
vztahem 4n+2, kde n je kladné ¢islo. Podobné pro thoriovou fadu plati, ze atomova hmotnost je
dana jako 4n; pro aktiniovou 4n+3. Atomovou hmotnost 4n+1 maji isotopy v umélé neptuniové
fade.

K pfirodnimu pozadi dale podstatné ptispiva kosmické zatfeni, které se dale déli na
galaktické a slunecni. Oba tyto typy zafeni maji pro ¢lovéka vyznam, proto se o nich zminime.
Existuji také radionuklidy, které jsou soucasti lidského téla a ozatuji organismus zevnitt. Patii mezi
né napf. draslik **K a "C. Jejich piispévek k celkovému ozafeni Gloveka je viak maly (<10%).

2.2. a-zareni
a-zéfeni je svazek rychle leticich jader helia, tj. astic,
které¢ obsahuji 4 nukleony (2 protony a 2 neutrony).
Jadro emitujici o-Castici snizi tedy své atomové Cislo
0 2 a nukleonové ¢islo o 4 jednotky. Hmotnost jedné
Gastice je 4x1.67x10?7 kg. Energie &astic a-zafeni
nabyva pouze urcitych diskrétnich hodnot, jez jsou pro
rizné o-zafice v rozmezi 4-7 MeV (mluvime o tzv.
garovém spektru). Carové spektrum je dano kvantovym
charakterem ptechodu jader.

a-zéafeni je malo pronikavé a k jeho odstinéni
staCi list papiru. Ve tkdni ma dobéh nékolik desitek , ‘ ‘ , ,
mikrometri. Ztraty energie a-Castice pfi prachodu it 10t o
hmotou lze popsat v zavislosti na venergii pomoci Obr. 24. Tonizacni ztrity energie &stice
Bethe-Blochovy formule (obr. 24). Céstice o ztraceji v zavislosti na jeji energii (vypoéteno dle
energii v prostiedi ionizacemi a excitacemi. Dolet ¢astic ~ Bethe-Blochovy formule)
je dobie definovan a zavisi na jejich pocatecni energii a
materidlu. U tohoto druhu zafeni neni nebezpecné externi ozareni, ale spiSe moznost vnitini
kontaminace, kdy se radioaktivni izotop miize zabudovat do organismu a ozatovat jej po cely zivot.
Polocas rozpadu souvisi s energii - ¢im je vétsi energie a-cCastic, tim je krat$i polocas. Tak napf.
pro 2’Pu je energie 5.1 MeV a polodas 24 tis. let, pro > Am je energie 5.5 MeV a polocas rozpadu
je 433 let.

~dE/dx (MeVium)
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Dilezitym isotopem emitujicim a-zafeni je radon
(***Ra). Tento prvek vznika pii rozpadu radia v rdmci tzv.
N uran-radiové rozpadové fady a sam dale emituje
o—zafeni, stejn¢ jako jeho dcefiné produkty (viz obr. 25).
Radon je za normdlnich podminek v plynném stavu a
Al casto se s nim setkdvame v uranovych dolech, nevhodné
& . postavenych domcich, jeskynich a také ve vodé, ktera
.He protéka uranovymi rudami. Zatfeni radonu pulsobi pii
vdechovani na plicni bunky a zplsobuje s urcitou
pravdépodobnosti rakovinu. Vznik rakoviny plic byl
Obr. 25. Rozpad radia na radon a ¢astici prokéazan jak u hornikdl pracujicich v uranovych dolech,
alfa. tak u osob Zijicich v domcich se zvysenou koncentraci
radonu. Prispévek radonu k celkovému radiacnimu

pozadi zavisi siln¢ na lokalité. V priméru se uvadi hodnota ptiblizné 2mSv/rok.

2.3. B-zareni
B-zafeni je tvofeno rychlymi elektrony (B-) nebo pozitrony (B+). Hmotnost elektronti nebo
pozitronil je asi 2000x mensi ve srovnani s hmotnosti nukleonu. Energetické spektrum [-zéfeni je
spojité vzhledem k tomu, Zze pti B-rozpadu vznikaji 3 Castice (napf. neutron se rozpada [-
rozpadem na proton, elektron a antineutrino). Pfestoze je celkova uvolnéna energie presné¢ urcena
energetickymi hladinami v jadie, rozd€li se neutron na 3 ¢astice a kazda z nich pak miize odnaset
libovolnou energii. Maximalni energie elektronti se mize pohybovat v rozsahu od desitek keV
(napt. *H ma energii elektroni 19 keV) az po MeV (napi. **P ma energii 1.7 MeV).

[-zéfeni je pronikavéjsi nez oa-Castice. K jeho odstinéni je zapotiebi tlustSi vrstva napfi. z
plexiskla (8-10 mm). [B-zéfeni ztraci energii v prostfedi rovnéz prostfednictvim ionizaci a excitaci
atomli a molekul a pro vypocet ionizacnich ztrat lze ptiblizné rovnéz pouzit Bethe-Blochovu
rovnici. Elektrony jsou vSak zna¢né leh¢i v porovnani s a-Casticem a ztraceji tak méné energie na
jednotku drahy. Proto maji také podstatné vétsi dolet. Pii prichodu elektrontt hmotnym prostiedim
dochazi ¢asto k rozptylu elektronil a jejich dréha je proto zna¢né klikatd. Elektrony mohou ztracet
svou energii také emisi tzv. brzdného zatreni, jehoz vytézek zavisi na energii elektronu a na
atomovém c¢isle prostiedi. Pro pfirodni zdroje [-zafeni €ini ztraty brzdnym zafenim pouze malou
¢ast celkovych ztrat. Kladné nabité pozitrony jsou anticastice k elektronim a po zabrzdéni v
latkovém prostfedi dochdzi proto k anihilaci pozitronu s elektronem.
Vzniklé zéafeni se nazyva anihilaéni a ma energii 511 keV (rovnou

klidové hmotnosti
[ o =~ elektronu). ‘
/ \ 4 ‘_. Positron formuje v
I I ; p* . pritomnosti elektronu
\ / : exoticky ~ atom  zvany
\ / SO
Yo A i ol positronium (obr. 26). Atom

positronia je podobny atomu
Obr. 26. Positronium ve srovnéni s atomem  vOdiku, ale ma 1000x mensi
vodiku (proton a elektron) hmotnost. Jeho zvlastnosti
je, 7e S uréitou
pravdépodobnosti dochazi k jeho anihilaci, kdy se celd klidovd  tronia na povrch dutiny mize
hmotnost obou ¢astic méni na energii fotonti. Doba Zivota je v oblasti  dojit k pfedasné anihilaci.
nanosekund, 1 gram uvolni energii rovnou 25 kilotundm TNT.
Positronium Ize vyuzit ke studiu materiald, kdy se vyuziva tzv. ptred¢asné anihilace positronu, ktery
je soulasti positronia pti kolisi s elektronem (obr.27). Je-li positronium uvéznéno v urcitém
materialu, pravd. pred¢asné anihilace zavisi na velikosti poru (pro vétsi je mensi).
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Obr. 27. Studium materiald po-
moci positronia. Dopadem posi-



2.4. y-zareni
v-zétfeni je vlastné elektromagnetické zafeni o velmi kratké vinové délce. Vznikd v disledku
pfechodu vzbuzeného stavu jadra na niz$i energetickou hladinu. Vzbuzené jadro mtize vzniknout
po n&kterém jiném rozpadu. Tak napf. ®°Co se rozpada na “*Ni B-rozpadem, p¥i¢emZ uvolnéna
energie ¢ini 0.3 MeV. Jadro niklu vSak ziistane ve vzbuzeném stavu a vyzafuje dva kvanta 7y s
energiemi 1.17 a 1.33 MeV. Jak vidime, spektrum y-zafeni je Carove, jeho energie se pohybuje od
zlomku keV do nékolika MeV.

Pohlcovani y-zafeni hmotou se déje prostfednictvim tfech hlavnich jevi: fotoefektu,
Comptonova jevu a materializace fotont. Pfi fotoefektu je pfeddna veSkera energie fotonu na
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Obr. 29. Exponencialni zdkon absorpce pro
gamma-zateni (na rozdil od urcitého doletu pro
tézké Castice).

Obr. 28. Comptondv jev na molekule vody. Energie
pocatecniho fotonu E se spocte jako soucin Planckovy
konstanty a frekvence daného zafeni: E=h.v .

elektron, ktery je nejenom uvolnén z atomu ¢i molekuly, ale ma také urcitou kinetickou energii.
Comptonuv jev je vlastné rozptyl, pfi kterém se snizi energie fotonu a rozdil energii pocate¢niho a
vysledného kvanta se preda elektronu (obr. 28). Pfi materializaci dochédzi ke vzniku elektron-
pozitronového paru. Pfi tomto procesu musi byt energie fotonu dostatecné velkd (>1 MeV) a
dochdzi k nému pouze v blizkosti jadra atomu, nebot’ to vyzaduji zdkony zachovani energie a
hybnosti. Absorpci fotonit hmotou Ize popsat pomoci exponencialniho zakona, tj. na jednotku délky
je pravdépodobnost absorpce konstantni a zavisi na energii fotoni a na vlastnostech latky. Plati
tedy, ze
I/To=exp(-x/L),

kde I a To jsou konecna a pocate¢ni intenzita y-zareni, x je tloustka latky a L je polovrstva absorpce
(obr. 29). Vidime, ze y-zafeni vlastné nelze zcela odstinit. V ramci radia¢ni ochrany je vSak
dilezité snizit intenzitu pod uroven piirodniho pozadi. Pfi energiich do 1 MeV je vhodnym
absorpnim materidlem olovo nebo uran. Je tomu tak proto, Ze absorpce y-zaieni fotoefektem je
siln€j$i pro vétsi Z prostfedi. Vzhledem k vysoké pronikavosti y-zafeni je u 7y-zafich velké
nebezpeci vnéjSitho ozafeni. Pfirodni pozadi od terestridlniho y-zafeni zd&visi na pfitomnosti
radioaktivnich hornin a ¢ini ptiblizné 0.3-1 mSv/rok.

Energie emise i absorpce je kvantovdna — stejny prvek by mél y-zatreni také pohlcovat tak
jak to je u atoml. To nebylo pozorovano vzhledem k posunu ¢ar zplisobenému odrazem jadra. V
krystalové miizce pii nizké teploté se vSak mozné kmity kvantuji a energie se pak mtize predat celé
miizce — posun je pak zanedbatelny. Rozladéni zdroje a detektoru lze pozorovat pfi riznych jevech
— napi. Doppleriiv jev (posun ¢ar v disledku pohybu zdroje) Ize detekovat uz pii cm/s. Lze
detekovat gravitacni posun ¢ar zpiisobeny rozdilem potencidlii pro rozdil vysek 21 m.
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2.5. Kosmické zareni
Existuji dva podstatné odliSné druhy kosmického zéfeni a sice slune¢ni a galaktické.

2.5.1 Slunecni zdafeni ma smérovy charakter a je tvofeno elektromagnetickym zafenim a protony.
Jeho intenzita je zavisld na slunecni aktivit¢ a mize prudce a nefekané narlstat v okamziku
slunecnich erupci (obr. 30). Slunce prochézi uritymi
cykly s periodou 11 let, v jejichz prib¢hu se méni fada
parametra. Pfi tzv. “solarnim maximu” je na slune¢nim
povrchu pozorovano nejvice skvrn, mnozstvi erupci a
vyroni hmoty do prostoru. Slunecni erupce vedou k
emisi rychlych protont, které zesiluji tzv. slunecni vitr a
zpisobuji zafi na severni polokouli. Tato zafe se ze
Zemé jevi jako zavés na nebi jenz svételkuje Cervené a
zelené. (obr.31). Castice slunedniho zafeni mohou
prerusit komunikaci prostfednictvim raddia, mohou vést k
ozéfeni posadky letadla davkou srovnatelnou s

lIékatskym vysetfenim a mohou zptsobit smrtelné ozareni

Obr. 30. Jedna z nejvétsich slune¢nich erupci ’ i b
zachycena Skylabem v roce 1973. posadky kosmické lodi. Zemé je chranéna pied timto

zafenim atmosférou. Pro predpovéd slunecnich erupci
existuji modely, které vSak nejsou zcela spolehlivé. Aktivita Slunce je monitorovana druZicemi.

2.5.2 Galaktické zaieni

Z hlubin vesmiru k nam ptichdzi galaktické zdieni a to
ze vSech stran. Obsahuje castice celého spektra
periodické soustavy prvkl, pricemz existuji maxima
vyskytu pro nékteré prvky. Castice dosahuji velmi
vysokych energii (az 10'7 eV), které doposud nebyly
dosazeny v pozemskych urychlovacich. Pfi dopadu do
zemské atmosféry interaguji ¢astice galaktického zareni s
atomy a vznikd velky pocet sekundarnich castic.
Galaktické zareni ma také své maximum a minimum,
které souvisi se slunecnim cyklem. To proto, ponévadz
slune¢ni zatreni vyvolava magnetické pole ve Slune¢ni soustave, které potom ovliviiuje galaktické
zateni. Toto pole md maximalni G¢innost ve slune¢nim maximu, kdy je tedy nejslabsi ptispévek od
galaktického zateni. Galaktické zateni prispiva k radiacni zatézi cestujicich a zejména pak posadek
v letadlech. Tak napt. ve vySce 10,000 m je davkova rychlost pfiblizn€ 50 mSv/rok; na povrchu
Zem¢ ¢ini pouze 1-3 mSv/rok. Slune¢ni zafeni neohrozuje cestujici v letadlech, protoze ma malou
energii. Pouze pfi velkych erupcich mlize byt jeho pfispévek na vysokych letovych hladinach v
fadu 0.1 mSv/hod.

Kosmické zateni produkuje pti dopadu do zemské atmosféry sekunddrni castice, z nichz
n¢které doleti az na povrch Zemé¢. Jak primarni, tak sekundarni zafeni je pohlcovano atmosférou, a
proto ma jeho intenzita maximum v urcité vysce (zhruba 20 km), kterd vSak zavisi na zemépisné
Sitce. Na zemském povrchu ¢ini prispévek tzv. tvrdé slozky sekundarniho kosmického zafeni k
radiaénimu pozadi zruba 0.5 mSv/rok. Je tvofena pfevazné¢ miony, které maji poloc¢as rozpadu
2.10° a mohou tak pfi své rychlosti urazit v atmosféfe drahu i nékolika desitek kilometrti. Miony
dosahuji rychlosti blizké rychlosti svétla a doba letu se pro né prodluzuje v disledku dilatace casu.
Rozpadem miont vznikaji zdporné i kladné elektrony, které tvoii tzv. mékkou slozku kosmického
zafeni. Lze ji odstinit vrstvou olova o tlouStce 10 cm. Tvrda slozka kosmického zdfeni muze
proniknout i metrovou vrstvou olova a lze ji pozorovat i pod zemi a pod hladinou mofe.

Obr. 31. Polarni zaie nad Severni Dakotou
21.listopadu 2002
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III. Zdroje zareni vytvorené ¢lovékem

Clovék vytvofil mohutné zdroje zafeni, které mohou byt pouzity pro ucely radiobiologického
vyzkumu. Z druhé strany je vSak tifeba se pfed t€émito zdroji chranit. Ve vyzkumu se pouzivaji
urychlovace - nejvétsi ptistroje, které kdy clovek stvofil; v primyslu se zdroje zafeni pouzivaji pro
fadu ucelil, napt. pro defektoskopii; v energetice zaujimaji vyznamné misto jaderné elektrarny; v
medicin€ se zafenim provadi diagnostika a 1é¢i se zhoubné nadory. Podame jenom stru¢ny piehled
téchto zdrojt zateni a jejich zakladnich vlastnosti dulezitych z radiobiologického hlediska.

3.1. Urychlovace

Urychlovade jsou zafizeni, kterd udé€luji vysokou rychlost subatomovym c¢asticim jako jsou
protony, elektrony a dal$i elementarni ¢astice nebo také ionty, tj. jadra riznych atomi. Tyto ¢astice
ziskaji urychlenim vysokou energii a jsou vyvedeny na ter¢ik, kde koliduji s jadry atomd, jeZ jsou v
terCiku obsazeny. Z interakci vznikaji dal§i Castice, které jsou zachyceny v detektorech. Z
informace poskytnuté detektory fyzikové vyvozuji vlastnosti hmoty. Cim je v&tsi energie ¢astic, tim
detailn€j$i informace o hmoté 1ze ziskat. Proto je snaha stale zvySovat energii urychlovacii a stavét
veétsi a vetsi zafizeni. Urychlovace se pouzivaji také v primyslu napf. pro implantaci iont
(povrchovou tpravu materialll), ve vyzkumu jiném nez fyzikalnim (napf. radiobiologickém nebo
biologickém), pro radioterapii a produkci isotopti vhodnych pro diagnostiku.

Urychlovace se déli na dvé velké kategorie: linedrni a kruhové. U linearnich urychlovact
vzrusta energie Castic na vystupu s jejich délkou. V kruhovych urychlovacich se ¢astice pohybuji
po kruhové draze a mnohokrat obéhnou urychlova¢ nez ziskaji potfebnou energii a dopadnou na
tercik.

3.1.1. Linedarni urychlovace
Tyto urychlovace jsou tvofeny dlouhou trubici s dostatecné vysokym vakuem, v nichz je na jedné
stran¢ zdroj Castic a na strané druhé se nachazi terc¢ik. Nedilnou soucdsti urychlovace je zdroj
vysokého napéti (napt. Van de Graaffiiv generator). Napéti je ptivedeno na elektrody urychlovace.
Castice prochazeji potencidlovym rozdilem mezi elektrodami a nabyvaji na rychlosti a energii.
Nejjednodussimi a nejrozsifenejSimi urychlovacimi zatfizenimi jsou vlastn¢ obrazovky televiznich
pfijimaci, monitory pocitacii nebo elektronové mikroskopy. Jsou to katodové trubice, v nichZ se
urychluji elektrony. Zdrojem elektronti je Zhavené vlakno. Pfivedenim vysokého napéti dochazi k
urychleni na energii n€kolika desitek keV. Elektrony jsou vychyleny a rozprostteny po celé
obrazovce kde po dopadu budi svétlo.
Prvni linearni urychlovace s vysokym napétim byly konstruovany ve dvacatych létech

minulého stoleti. Sestavaly ze dvou elektrod
umisténych do vakuové trubice, mezi kterymi byl Charging belt
potencialovy rozdil 100 kV. Tyto urychlovace byly :
nazvany podle svych autorti Cockcroft-Waltonovy Te'riﬂ
generdtory. V souCasné dob& se nejcastéji L ’
setkaivame s van de Graaffovym linearnim #f U=+15 -
urychlovaCem. V tomto urychlova¢i se naboj ?;f;';sriﬁ'g”iggge Pressure vessel ﬁ;fﬁ';éiﬁr;;-'nbnes
nanasi pomoci vyboje na izolacni pds, kterym je
pfendSen na terminadl s vysokym napétim.
Potencial na terminalu se zvysuje dokud se proud  Obr. 32. Princip tandemového urychlovace. Zaporn&
pfenadeny pasem nevyrovna se zpétnym proudem z ~ 201 ionty z uzemnéného iontového zdroje jsou

., e, . . ... urychovany smérem ke stiedu, kde se nachazi terminal
terminalu. Kvili uniku naboje se obvykle terminal 1 vysokym napétim. Tam se zméni naboj iont
trubice vkladaji do nadrZze s izolujicim plynem. prichodem pies tenkou folii. Elektricky naboj se
Napéti se do urychlovaci trubice pfivadi po  pfenasi na pase. Vysoké napéti (S MV) je izolovano
astech, na nékolik elektrod. Jako zdroj ionth se ~ ©d zemé izolujicim plynem, ktery je navic pod tlakem.
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pouzivd vhodny plyn umistény do elektrického vyboje. Velikost proudu ve van de Graaffové
generatoru muze Cinit n€kolik mikroamper.

Moderni van de Graaffitv generdtor je znazornén na obr. 32, kde je napéti ptivadéno
doprostted generatoru, zatimco oba konce jsou uzemnény. Zaporné nabité ionty jsou urychlovany
od zdroje smérem ke stifedu trubice. Tam je tenka folie nebo tenka vrstva plynu v niz se ionty zbavi
nékolika elektroni a jejich naboj se zméni ze zaporného na kladny. To umozni dalsi urychleni iontu
v druhé poloving trubice. Tento tzv. tandemovy urychlova¢ miize ud¢lit iontim dvojnasobnou
energii ve srovnani s jednostupfiovym zatizenim. Van de Graaffovy urychlovace jsou v soucasné
dobé¢ dostupné komercni pristroje, u nichZ se napéti pohybuje v rozmezi 1-25 MV. Pouzivaji se pii
analyze materidlu, hmotové spektrometrii apod. Jeden z nejvétSich van de Graaffovych generatori
se pouziva jiz mnoho let v Daresbury (Velka Britanie). Jeho urychlovaci trubice je dlouhd 42 m a
jeho termindl ve stfedu trubice udrzi potencial az 20 MV (obr. 33).

Linedarni urychlovace s opakovanym
urychlenim. Urychleni v linedrnim
urychlovaci se muze uskutecnit v jednom
kroku nebo opakované tak, Ze se v trubici
nachazi vice cylindrickych elektrod, na které
je privadéno vhodné cCasové zéavislé napéti.
Tento urychlova¢ zkonstruoval norsky fyzik

=3

Rolf Widerde. Jestlize pouZijeme
vysokofrekvenéni zdroj napéti o stalé Sl !
frekvenci a pfivedeme toto napéti na sérii [ = O =t ——

elektrod  umisténych  podél  linearnitho  Obr. 33. Tandemovy urychlovaé v Daresbury (Velka
urychlovace, miZzeme dosahnout opakovaného  Britanie).

urychleni ve Stérbinach mezi elektrodami.

Elektrody se v§ak musi postupné prodluzovat, protoze ¢astice leti ¢im dal, tim rychleji (mluvime o
linedrnim vysokofrekvencnim urychlovaci). Pon¢kud odlisnou konstrukci pouzil pozdéji Luis
Walter Alvarez, ktery vytvofil uvnitt cylindrickych dutin stojatou vinu nesouci urychlované castice.
Vyvoj radarovych systémt v pribéhu druhé svétové valky vedl ke zdokonaleni konstrukce
vlnovodicu, které byly pouzity pro konstrukei urychlovaci.
V téchto urychlovacich se elektromagnetické viny S$ifi
rychlosti svétla, coz umoziiuje urychlovani elektrond, jez se
také pohybuji takto rychle. Elektrony jsou neseny
elektromagnetickou vlnou jako surfat na viné v motfi. V
souCasné dobé existuje pro védecké ucely zhruba 130
linearnich urychlovacii pro elektrony a positrony a 50 pro
ionty véetné protontl. Nejvétsi energie dosahuji elektrony ve
SLACu (Stanford Linear Accelerator Centre) (obr. 34). V
Los Alamos je protonovy linearni urychlova¢ na jehoz
vystupu maji protony energii 800 MeV. Tento 800 m

dlouhy urychlovac je jadrem LAMPFu (Los Alamos Meson

Obr. 34. Linedrni urychlova¢ ve . - JE y y e
Stanfordu byl zkonstruovan Burtonem Physics Facility). Linearni urychlovace se Casto pouzivaji

Richterem a je 3 km dlouhy. Energie jako injektory pro kruhové urychlovace. Tisice linedrnich
elektronti zde dosahla v roce 1976 urychlova¢i se pouzivd v nemocnicich pro radioterapii

20 GeV. nadort.

3.1.2. Kruhové urychlovace
Kruhové urychlovace vyuzivaji magnetické pole pro zaktiveni dradhy castice. Prvni kruhovy
urychlovac¢ sestrojil r. 1931 Lawrence a nazval jej cyklotronem. V Evropé byl prvni cyklotron
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sestrojen v Pafizi v roce 1938. Cyklotron ma pomérné jednoduchou konstrukei. Je tvofen vakuovou
komorou cylindrického tvaru, v jejimz stfedu se nachdzi iontovy zdroj, z n€hoz jsou emitovany
&astice pro urychleni. Schéma je zndzornéno na obr. 35. Castice se pohybuji po spiralovité draze
(¢ernd cara uvniti Cervenych duant) a jejich rychlost se
zvySuje pruletem mezi duantami (Cervené), coz jsou
elektrody s vysokofrekvencnim napétim (Cervend krabice),
které je ovSem uvnitt duantu odstinéno a nepisobi nijak na
¢astice. Pouziva se konstantni magnetické pole o indukci B,
jez smeiuje kolmo na drahu Castice (nastavce magnetu jsou
znazornény Sedé€). Po dosazeni okraje urychlovaci komory
je rychlost castice nejvétsi a jeji draha je odklonéna tzv.
deflektorem do vystupniho kanalu, ktery vede k terc¢iku. Pro
cyklotron 1ze napsat jednoduché rovnice, které vysvétli jeho
funkci. Castice jsou pfitahovany stiidavé k jedné a druhé
elektrodé, na niz se pravidelné méni napéti. Aby stale
dochazelo k urychlovani, musi Céastice se Z elementarnimi
naboji obihat se stejnou thlovou rychlosti ve vSech fazich

Obr. 35. Schéma cyklotronu. Uvnitt
cylindrické komory (neni znézornéna) se

nachazi iontovy zdroj, ktery produkuje urychlovaciho procesu. Sila (F), ktera na castici pusobi je
Castice, a ptlkruhové elektrody - duanty rovna F=e.(v x B), (1)
(éewﬁnﬁ)’k na ktere i pfivedeno  kde v je vektor rychlosti ¢astice, B je vektor magnetické
vysokolrekvencni —urychlovacl - mapetl —jnqyice a ¢ je elementarni ndboj. Tato sila se musi rovnat
(Cervena krabice). v e

odstiedivé sile F =m.a, (2)

kde m je hmotnost Castice a a je vektor zrychleni a lze je

napsat jako soudin poloméru r, &tverce uhlové rychlosti ® a jednotkového vektoru v radialnim
sméru. V cyklotronech je magnetické pole kolmé na pohyb Castice a Ize tedy psat: m.v.o=e.v.B,
protoze v=r.®. Po zkraceni v dostaneme:

o =eB/m. 3)
Vidime, Ze uhlova rychlost je tedy konstantni a nezdvisi na poloméru nebo na rychlosti ¢astice. Pro
maximalni rychlost dostaneme pti poloméru urychlovace R:

Vmax=R.e.B/m. 4)
Vystupni rychlost a tedy i1 energie roste s polomérem urychlovace a s intenzitou magnetického pole.

3.1.2.1. Synchrocyklotron
Funkce cyklotronu ma své omezeni zejména v tom, Ze
hmotnost ¢astice zavisi na jeji rychlosti dle relativistického
vztahu m=myV1/(1-p%), kde B=v/c a ¢ je rychlost svétla ve
vakuu. Pro v—c dostaneme m—oo. Proto rovnice (3) plati
pouze pro nizsi rychlosti. Tento problém Ize feSit snizenim
frekvence elektrického pole pifivadéného na duanty v
pribéhu kazdého urychlovaciho cyklu (V.I. Veksler a
E.M.McMillan, 1944). Takovému urychlovaci se pak fika
! synchrocyklotron. Pro ilustraci je na obr. 36 uveden
Obr. 36. Cyklotron v Upsale (Svédsko) byl S}V,?Chr.ocyklo‘[{ 9n v Upsale (Sveds.!(?)‘ Je Zrej,m © Z? tal,(o,vy
postaven po valce (1950) a urychluje protony pristroj nemuze pracovat Spojite, .nebot snizovanim
na energii 185 MeV. Vakuova komora je frekvence lze vyhovét podmince (3) jen pro ionty, které
vidét pod magnetem (Zluty) vazicim 600 tun.  vstoupily do komory soucasné. Proto dostdvame na
Vystupni  kanaly ~ smé&fuji  dopfedu.  vystupu synchrocyklotronu shluky iontd s maximalni
Urychlova¢ byl v roce 1986 prestavén na  operoif  Pfitom nezélezi piili§ na tom, jak rychle se
cyklotron se sektorovou fokusaci. w , N . , o
frekvence méni. Plati zde totiz princip fazové stability,
ktery vede k tomu, Ze opozdéné ionty dohanéji urychlovany shluk a ionty s ptedstihem se urychluji

: -
st N
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méné. Nejvetsi synchrocyklotron se nachazi v Gat¢iné nedaleko Petrohradu a urychluje protony na
1 GeV. Zelezné poly magnetu maji v priméru 6 m, cely urychlova¢ vazi 10 000 tun. Pouziva se pro
experimenty v oblasti jaderné fyziky a pro medicinské aplikace.

3.1.2.2. Isochronni cyklotron

Druhd moznost jak kompensovat pfirtistek hmotnosti pfi rostouci rychlosti je zesileni intenzity
magnetického pole pro vétsi polomér drahy. To vSak vede k rozostfeni (defokusaci) svazku v
horizontdlnim sméru. V roce 1960 se objevil novy princip fokusace Castic, ktery spociva v
modulaci magnetického pole v ihlovém sméru vloZzenim Zeleznych sektorit do mezery v néstavcich
magnetu. Tento druh cyklotronu se nazyva isochronni cyklotron, protoze frekvence urychlovaciho
pole je zde konstantni. V soucasné dob¢ je v provozu fada téchto zafizeni, ktera nahradila
synchrocyklotrony a mohou urychlovat prakticky libovolny typ iontd (napf. cyklotron v
Bloomingtonu, Indiana; v Faure, Jizni Afrika; v Osace, Japonsko; ve Vancoovru, Kanada).
Cyklotrony se pouZivaji pro vyzkum v oblasti jaderné fyziky, pro vyrobu radionuklidi v medicin€ 1
pramyslu. Jednim zptisobem vyuziti izotopt je positronova emisni tomografie (PET).

3.1.2.3. Mikrotron a betatron

Cyklotron miiZze v principu urychlovat také elektrony, avSak relativisticky nartst jejich hmotnosti
vede k tomu, ze podminka (3) prestava byt splnénd uz pro malé energie. Variantou cyklotronu
uréenou pro elektrony je mikrotron, v némz je urychlovaci Stérbina umisténa na okraj drahy
elektronti. Urychleni elektronti pfi jednom prichodu Stérbinou se voli tak, aby se doba ob¢hu v
kolmém magnetickém poli prodlouZila o cely ndsobek urychlovaci frekvence.

Pro dosazeni energie elektronid v fadu desitek az stovek MeV se pouziva betatron. V
betatronu jsou elektrony urychlovany zménou toku magnetické indukce podle Faradayova zakona.
Elektrony obihaji ve vakuové kruhové trubici a jejich draha se zakiivuje stejnym magnetickym
polem, kterym jsou i urychlovdny. Pro dosazeni stability je nutné, aby magnetickd indukce uvniti
drahy byla silnéjsi nez na jejim obvodu. V betatronech Ize dosahnout energie elektront az stovek
MeV. Pti vyssich energiich dochazi ke ztratdm zpisobenym brzdnym zaienim.

3.1.2.4. Synchrotrony se slabou fokusaci

V principu neexistuje limit pro maximalni energii isochronniho cyklotronu. Konstrukce velkého
magnetu je vSak velmi nakladné. Proto se pro nejvySsi energie pouziva trubice s rovnymi Useky,
které jsou sestaveny do kruhu a v jejichz spojich se svazek ohyba ze sméru jednoho useku do sméru
dalsiho useku pomoci elektromagnetu v némz se v pritbéhu urychlovaciho cyklu zvétSuje intenzita
magnetického pole. Problémem kruhovych urychlovacii jsou znacné piicné kmity castic. Proto je
nutné potlacit tyto kmity. Prvni synchrotrony fteSily tento problém tzv. slabou fokusaci, tj.
vytvoienim gradientu pole smérem od stfedu k okraji. Takovym pfistrojem byl Cosmotron v
Brookhavenu postaveny v roce 1952 (urychloval protony na 3 GeV), Bevatron v Lawrence
Berkeley Laboratory, USA (6 GeV), synchrofazotron v Dubné, Rusko (10 GeV). V téchto
urychlovacich se pole méni z 0.02 T (tesla) az do 1.5 T pro maximalni energii. Doba cyklu ¢ini
méné nez sekundu a pocet &astic v pulsu je 10'". Synchrotrony se slabou fokusaci musely mit
dostatecné velkou trubici s ohledem na kmity ¢astic. Synchrotron v Dubné je posledni jesté
fungujici s polomérem 28 m a vahou magnetu 36 tis. tun.

3.1.2.5. Synchrotrony se silnou fokusacit

V roce 1952 E.D.Courant, M.S.Livingston a H.S.Snyder navrhli princip silné fokusace. V
magnetech, které ohybaji svazek se stfida orientace radidlniho gradientu, coz vede pii vhodné
konstrukci k zaostfeni svazku do dalSi trubice. Diky silné fokusaci lze pouzit pii stejnych
vystupnich energiich a intenzitach podstatné mensi trubice i magnety. Prvni synchrotron se silnou
fokusaci byl postaven v roce 1954 na Cornelové université, Ithaca, USA. Pro pocate¢ni urychleni
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byl pouzit van de Graaffiiv urychlova¢ na 2 MeV. Po vstiiknuti ¢astic do synchrotronu byla sila
pole 0.002 T, urychleni probihalo za 0.01 sekundy a vysledna intenzita pole byla 1.35 T. V roce
1958 byl v Bonnu uveden do provozu prvni elektronovy synchrotron na energii 500 MeV. Dalsi
elektronové synchrotrony byly postaveny v Hamburgu (6 GeV), Cambridge (6 GeV) a v Tokiu (1.3
GeV). Doposud se pouzivaji protonové synchrotrony v Zenevé (CERN - evropska organizace pro
jaderny vyzkum, 28 GeV) a v Brookhavenu (33 GeV), které byly postaveny zdhy po objeveni
principu silné fokusace.

V dalsim vyvojyi doSlo k oddéleni magneti
ohybajicich svazek a magnetit (kvadrupolovych
cocek) urcenych pro fokusaci svazku obr. 37. Tyto
cocCky "zaostii" svazek Castic do stfedu urychlovaci
trubice nehled¢ na energii Castic (obr. 38). Jeden
z nejvétsich urychlovacich komplexi na svété se
nachazi ve Svycarsku, blizko Zenevy (obr. 39), kde
ma laboratot CERN. Tato laboratof je piikladem
mezinarodni spoluprace, na které se ucastni 20
. - ¢lenskych zemi. Zkouma se zde stavba hmoty a jeji
Obr. 37. Protonovy synchrotron v CERNu urychluje ~ silové piisobeni.
castice na 450 GeV. Ohybajici magnety jsou
cervené, fokusujici modré. Zvyseni intensity magnetického pole lze dosahnout
pouzitim supravodivé technologie. Supravodivé
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Obr. 39 Schéma urychlovaciho komplexu v CERNu
(Zeneva). Prvnim urychlovatem byl synchrocyklotron
postaveny vroce 1954, paralelné s protonovym
synchrotronem (PS). Tento urychlova¢ v souc¢asné dobé
zasobuje ostatni zafizeni ¢asticemi.

Obr. 38 Kvadrupolové cocky slouzi k udrzeni
svazku uvnitf urychlovaci trubice (Zluté).

magnety byly pouzity v nékolika malych "kompaktnich" cyklotronech (East Lansing, USA). Pole
téchto urychlovact ¢ini 5 T a polomér magnetd 1.5-2 m.
Maximalni energie ionti ¢ini 160 MeV. Pro velké
urychlovace byly supravodivé magnety pouzity poprvé ve
Fermiho laboratofi (Fermilab) u Chicaga. Tevatron - jak se
urychlova¢ nazyva - wurychluje protony na 1 TeV.
Supravodivé magnety produkuji pole az 5 T (obr. 40).

Obr. 40. Tevatron ve Fermilabu. Injektor je vpfedu (3.2 km obvod) a
produkuje ¢astice s energii 150 GeV. Tyto ¢astice jsou injikovany do
Tevatronu - supravodivého protonového synchrotronu, ktery je
schopen urychlovat protony a v opacném sméru antiprotony (tzv.
collider).
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Obr. 41. Vroce 1970 byla
zapocata konstrukce protonového
supersynchrotronu s polomérem
6 km. Za vysledky ziskané na
tomto urychlovaéi byla udélena
Nobelova cena.

Komplex  urychlovacii v CERNu
zahrnuje tzv. protonovy
supersynchrotron, ktery je kruhovym
zafizenim o priméru 6 km a je
umistén pod zemi (obr. 41). Toto
zatfizeni  urychluje  protony a
v posledni dobé také antiprotony
v opatném sméru. Slouzi tak jako
proton-antiproton ,,collider. Na tomto
urychlovaci byly objeveny Castice W
a Z, které jsou nositeli slab¢ interakce.
Lze zde rovnéz urychlovat ionty olova
na energii 170 GeV/nukleon. To je
nejvetsi energie dosazend ve svete.
Pro urychlovani elektront slouzi LEP
s tunelem dlouhym 27 km. Vnitfek
tunelu je na obr. 42. Tento urychlova¢

Obr. 43 LHC (large hadron collider)
— umozni sledovat kolise proton-
proton pii energiich 7 TeV. Pole
supravodivych magnetd bude mit
intensitu 83 T pfi teplot¢ 1.9 K.
Chlazeni bude zajisténo supratekutym
héliem pro 30 tis tun materidlu na
vzdalenost 27 km. Provoz ma byt
zahajen v roce 2006.

Obr. 42 Nejvetsim
urychlovacem je LEP (large
electron-positron collider),
jenz ma obvod 27 km a jeho
komora je umisténa 100 m

pod zemi. Na obrazku je
vnitfek komory.

vSak bude nahrazen
novym zatizenim

vyvinutym  na  bazi
supravodivych magneti
pro  zakiiveni  drahy
Castic (obr. 43) a
nazvanym LHC (large
hadron collider).
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3.2. Jaderna energie

3.2.1.Jaderné zbrané

Koncem 30-tych let minulého stoleti si mnozi védci uvédomovali moznost fetézové jaderné
reakce, pfi které se uvolni obrovska energie. V této dobé byl v Némecku u moci Hitler a
védélo se, ze némecti védci provadeji experimenty s cilem vyrobit jadernou bombu. Na popud
mad’arského fyzika E. Tellera napsal proto A. Einstein dopis F.D. Roosveltovi, americkému
presidentovi, v némz ho upozoriiuje na moznost vyvoje mimoiradn¢ silné zbrané. Rozhodnuti
o projektu ,,Manhattan* bylo piijato v prosinci 1941, kdy pod vedenim R. Oppenheimera
zacal v Los Alamos vyvoj atomové bomby. Za ucelem konstrukce bomby byly postaveny
tovarny na vyrobu uranu >°U (Oak Ridge) a uvedeny do provozu v za¥{ 1944. Cilem projektu
Manhattan bylo vyrobit atomovou bombu diive nez Némci. Ze byl tento projekt usp&sny bylo
prodemonstrovano 16. cevence 1945 vpousti Nového Mexika sndzvem Trinity,
jihovychodné od Los Alamos (obr. 44). President Truman se pravé ucastnil konference
v Postupimi. Vecer druhého dne konference mu byla telegraficky zaslana zprava o uspésném
testu. Atomova bomba byla ke konci 2. svétové valky pouzita dvakrat, v Hiro§imeé (6.8.1945)
a v Nagasaki (9.8.1945).

Obr. 44 Pozemni atomovy vybuch je provazen ) —
vznikem typického hiibu. Obr. 45. Pii podzemnim vIbuchu v Nevadi byl vy-

hlouben krater o priméru 400 m a hloubce 100 m.

3.2.2. Termojaderné zbrané

Po vélce doslo k rozpoutani ,studené valky®, tj zavodl ve zbrojeni. Rusové vyzkouseli
atomovou bombu jiz v roce 1949. Informace pro jeji konstrukei ziskali od Spiona K. Fuchse.
To vedlo vladu USA k pevnému rozhodnuti vyvinout siln€js$i vodikovou bombu, tzv. H-
bombu. Ta byla poprvé vyzkousena v fijnu 1952 na Marshalovych ostrovech.

Po vélce zacal také vyzkum moznosti mirového vyuziti atomové energie. Mluvilo se o
dolovéni, pfetvareni Zemé, budovani pfistavi, ,.kopani* kandlti nebo tunelli, atd. V Nevadé
byl proveden test s podzemnim vybuchem v hloubce kolem 200 m. Bomba méla silu 100
ktun, byla odpélena 6. Cervence 1962 a v disledku jejiho vybuchu vznikl krater primérem
400 m a hluboky 100 m (obr. 45). V té dob¢é vznikaly pldny na rozsifeni Panamského
priplavu. S ¢asem se vSak ukazalo, Ze problémy s kontaminaci jsou nepfekonatelné.

3.2.3. Jaderné reaktory a jaderné elektrarny

Vyuziti atomové energie pro vyrobu elektiiny zacalo také hned po valce. Uz v roce 1951 byl
v Idahu sestrojen experimentdlni reaktor, ktery zésoboval elektiinou 4 zarovky o vykonu
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150 W. Prvni reaktor, ktery produkoval dostatek energie pro celé mésto (BORAX III) byl
vyvinut v Aragonské narodni laboratoti v Chicagu a spustén do provozu v roce 1955.

3.2.3.1. Palivovy cyklus

Palivovy cyklus je obecné znamy pojem pro kroky potiebné k tomu, aby se pfeménila syrova
uranova ruda na jaderné palivo. Uran je pomérné hojny prvek v zemské ktife. Existuje nékolik
typti uranové rudy: uranit, gummit, carnotit, uranofan (USA, CR, Zaire). Obsah uranu se lisi
dosti podstatné od 0.05% az do 12%. V téchto rudach tedy uran neni koncentrovan, a proto je
potieba tézit dosti velky objem horniny. Ten ¢inil v roce 1997 celkové 35 tis. tun, z toho
nejvice v Kanadé (12 tis. tun). Uran se t€Zi n€kolika zpisoby podle uloZeni (povrchova téZba,
doly). Po vytéZeni se uranova ruda mele, ptida se louh, ktery rozpusti uran. Vysledna kapalina
se dale zpracovava tak, aby se uran koncentroval a extrahoval. Pfirodni uran sestava z 99.28%
280 a pouze 0.71% **°U. Vzhledem k tomu, Ze se >**U jednoduse ne$tépi, je nutné prirodni
uran obohatit o 2*°U. Obohaceni lze provést napf. tak, e se necha plyn UFg difundovat pres
membrany s malymi otvory, kde t€zsi isotop uranu difunduje trochu pomaleji. Obohaceny
uran se konvertuje na UO,, ktery se vklada do zirkoniovych trubic.

o, 3-2.3.2. Stépna reakce
¥ rays . . v L
energy 387 Je to jadernad reakce, pii které je

neutron absorbovan jadrem U,

»® 355 nebo PPu nacer dojede

e —» — @ r'}j;::;i —» @ spontann& k rozstépeni vzniklého
neutron jadra na dva fragmenty a uvolni se
33, aclenr ™ @ hekolik dalsich neutroni (obr. 46).

92 cnlhmm U uvedenych isotopi je vazebna

143, energie jédra tak mglé, ze po
54~ zachyceni neutronu jadro neni
stabilni a rozpadd se. Stépeni zde
probiha nezdvisle na kinetické

energii neutronu a ma velkou
pravdépodobnost  ve  srovnani

Obr. 46 Stépeni jadra uranu na dva fragmenty a nékolik
dal$ich neutront.

s absorpci. U isotopu **U schazi pro
roz$tépeni energie zhruba 1 MeV, a et

proto lze Stépeni dosdhnout pii
energii neutronu nad 1 MeV. Stépeni m

Figure I CANDU roactor

je statisticky proces, pii kterém jak

atomové ¢&islo, tak hmotnost nabyvaji E;‘;:’:LE ]_|_
riznych hodnot kolem stfedni Generator
hodnoty, ktera ¢ini zhruba 95 pro -Hlﬂ']—_““‘"
leh¢i fragment a 135 pro t€zsi. Také Fﬁ:ﬂ:h _| .
pocet neutrontl se muze lisit od nuly |_.._I

do 6 1 vice a jejich kineticka energie Turbine L=—eg=
se pohybuje od 0.5 MeV do vice nez o i e

4 MeV (nejpravdépodobnéjsi je e Calandria i)

energie 0.75 MeV, primér ¢ini 2 Moderator Coolan

MeV). Uvolnéna energie ¢ini zhruba  Obr. 47. Principidlni schéma jaderné elektrarny.

180 MeV a déli se mezi fragmenty ,Kontejnment“ je nadoba, v niz se nachazi reaktor s parnimi

(165 MeV), vy-zateni (7 MeV) generatory. V reaktoru se nachazi palivo, moderator a

b 3 v 7 v . sy R r . ~roor

energii neutrondi (5 MeV) a dale regulacni :[yce. VT’eplo ’vzmkajm pti Stépeni paliva ohiiva
vodu. ktera pohani turbiny.
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a-Castice, neutrina atd. Neutrony vzniklé po $tépeni je potieba zpomalit, aby se zvysil uéinny
prufez pro dalsi Stépeni. Pro vyvolani fetézové reakce musi z uvolnénych neutronii vice nez
jeden zpusobit dalsi stépeni. Toho lze dosdhnout pti dostateéné hmotnosti (kritické hmotnosti)
$tdpného materialu. Ta &ni 16 kg pro U, 52 kg pro 2°U a 10 kg pro >*’Pu.

3.2.3.3. Jaderny reaktor
Jaderny reaktor sestava zreaktorové nadoby, v niz jsou umistény palivové tyCe suranem
obohacenym o *°U tak, aby vytvarely nadkritickou soustavu (obr. 47). Mezi nimi je umistén
moderator, ktery zpomaluje neutrony a regulacni tyce, které nedovoluji rozb&éhnuti fetézové
reakce. Regula¢ni tyCe obsahuji material, ktery dobfe absorbuje neutrony jako je kadmium
nebo bor. Materidlem vhodnym pro zpomalovani neutroni mtize byt grafit, lehka nebo tézka
voda. Voda muze zaroven slouzit pro chlazeni reaktoru. Povytazenim ty¢i dojde ke spusténi
reakce a voda se za¢ne ohfivat. Nadoba je vétSinou pod tlakem a pirehiéatd kapalina je vedena
k turbinam, kde se tepelnd energie méni na elektrickou. To je ve zkratce princip jaderné
elektrarny.  Existuji jaderné elektrarny riznych typl. NejCastéji se setkdvame s tzv.
lehkovodnim reaktorem, tj. reaktorem chlazenym vodou a to bud’ vodou zahtatou na bod varu
(tzv. BWR neboli boiling water reactor ¢ili varny reaktor) nebo parou pod vysokym tlakem
(PWR neboli pressurized water reactor Cili tlakovodni reaktor). Voda slouzi zaroven jako
moderator neutront. Prvni druh reaktoru je levnéjsi, nebot’ je Casto jednookruhovy, tj. voda
piimo Zene turbiny, ale nakladné€j$i za provozu, protoze voda na turbinéch je kontaminovana.
Druhy systém vyzaduje tlakové potrubi, jehoZ problémem je tésnost a to za pomérné
nepfiznivych podminek. Casem mohou vznikat
praskliny potrubi na ¢emz ma podil silna
VI rom radiace. Dale existuji tzv. rychlé reaktory, ve

USSR, . I ;
e ¥ kterych jsou neutrony produkované pii jaderné
14% . v e J&% 4 4 :
' reakci vyuzity pro vytvareni dalsiho paliva a to
—_—— -
28% aO0%

GERMANY
— 7%
. ’ ’ 238 ’ 1
CARLOA zejména reakci s ©U, kdy transmutaci vznika
PERCENT OF TOTAL DOMESTIC NET ELECTRICITY GENERATION

2%pu. U t&chto reaktort je jadro tvoreno *°U a
kolem tohoto jadra je rozmistén >**U; nepouziva
se moderator.

Jaderna energie se v soucasné dobé ve
svéte Siroce vyuziva. Celkovy podil na svétové
produkci energie je znazornén v grafu (obr. 48).
& Nejvice jaderné energie je vyrobeno v USA.
Nejvetsi podil ma jadernd energie na celkové
energetické produkci ve Francii (obr. 48).

8%
A% N% H
| s ﬂ ﬂ = A 3.2.3.4 Jadernd energetika v Ceské republice
1 H ﬂ V Ceské

Obr. 48. Podil nektervch ) losvEtovd republice existuji dvé jaderné
r. 48. Podil nékterych zemi na celosvétové I
produkci jaderné energie. Je zfejmé, Ze nejvice clekiramy: Dukovany nedaleko Brna a

jaderné energie vyprodukuji USA, pak Francie a na Temelin.  Uspofadani  jadern¢  elektrarny
tietim mists je Japonsko. V histogramu dole je vidst v Temeliné (JETE) je nasledujici. Jaderna
jaké procento celkové produkce energie ¢ini vdané  elektrarna je rozd€lena do tii odd€lenych
zemi jaderna energie. okruhdi. Primarniho, to je jaderny reaktor,

hlavni cirkula¢ni Cerpadla, potrubi primarniho
okruhu, parogeneratory, systémy chlazeni a ¢i$téni, systémy transportu a manipulace s
jadernym palivem. Patii zde vSechna zafizeni, ve kterych se mohou vyskytovat radioaktivni
latky a kde poskozeni tésnosti by mohlo vést k tniku téchto latek do okoli. VétSina téchto
zafizeni je umisténa uvnitt hermetické obalky (kontejmentu), ktery je vyroben z ptedpjatého
betonu s vnitini ocelovou vystelkou, kterda ma tloustku 8 mm a ma dvé zakladni funkce:

80 =

40

23



chranit okoli elektrarny pred nasledky ptipadné provozni havérie a naopak zase chranit vnitini
zafizeni ptred vnéjSimi vlivy (pad letadla). Této uloze odpovidd mohutna zelezobetonova
konstrukce kontejmentu, vysokd 56 m o vnitinim priméru 45 m. Shora vsSe uzavird kulovy
vrchlik. Stény jsou silné 1,2 m a jsou vyplnény potrubim z umélé hmoty, kterym jsou
protazena ocelova lana, piedepnuta na 1000 tun. Sekundarni okruh tvoii systémy parniho
potrubi pfivadéjici paru z parogeneratoru o teploté 278,5 °C a tlaku 6,3 MPa, systémy upravy
napajeci vody, turbosoustroji a systémy piepoustécich stanic. Tretim okruhem se chladi
kondenzatory turbin. Z tohoto systému jsou nejviditelnéjsi, a tim i1 nejkontroverznéjsi, 155 m
vysoké chladici véze, které, at’ chceme, ¢i ne, tvofi dominantu elektrarny a z estetického
hlediska nejsou zrovna pfinosem pro vzhled krajiny. Pro upfesnéni: k jednomu vyrobnimu
bloku (reaktorovna + strojovna s turbinou) pfinalezeji dvé véze. Kazda ma patni primér
130,7 m (fotbalové hifist¢ ma asi 120 m), primér v koruné 82,6 m, tloustka stény je 18 -
90 cm.

3.2.3.5.Problematika vyhorelého paliva

Jaderné elektrarny nemaji za normalniho provozu podstatny vliv na Zivotni prostfedi v jejich
okoli a produkuji velmi Cistou energii. Negativni strankou téchto elektrdren je moznost
nehody, a také problém s ukladanim vyhotelého paliva. Zhruba kazdych 18 mésict je nutno
obnovit 1/3 jaderného paliva, které se jiz Castecné vycCerpalo a jadernd reakce se udrzi pouze
pii hodné zvednutych regulacnich tyc¢ich. Palivové Clanky se v jaderném reaktoru stanou
horké a siln¢ radioaktivni. Pobyt po dobu 10 s ve vzdalenosti 1 m od ¢lanku by byl smrtelny.
Kazda vyména paliva rektoru s vykonem 1000 MW vede k odpadu, jehoz véha zhruba ¢ini 30
tun a aktivita 5 mil Ci. Kromé toho, tento odpad produkuje 1.5 MW tepla. Vyhotelé palivo je
ukladano do bazénti, kde zistava nekolik mésicti az desitky let. Pak se pravdépodobné bude
ukladat do hlubinnych ulozist. MnoZzstvi tohoto odpadu je v soucasné dobé jenom v USA 42
tis. tun a doba potfebna na to, aby se jeho aktivita dostala na troven pavodni uranové rudy (tj.
ptirodniho pozadi) bude €init 3 mil. let.

V CR se fesi problematika jaderného paliva nasledujicim zptisobem. Vlada schvalila
dne 15. 5. 2002 dokument nazvany Koncepce nakladani s radioaktivnimi odpady a vyhotelym
jadernym palivem v CR. Koncepce navrhuje dlouhodobou strategii statu v uvedené oblasti.
Koncepce doporucuje pokratovat v dosavadni praxi ukladani nizko a stiedné aktivnich
odpadu do stavajicich pfipovrchovych ulozist’ (Richard u Litoméfic, Bratrstvi u Jachymova a
Dukovany) provozovanych SURAO. Pro vysoceaktivni odpady a vyhotelé jaderné palivo
bude podle tohoto vladniho dokumentu pfipravovano hlubinné ulozisté, jehoz zprovoznéni se
predpokladd kolem roku 2065. Az do té doby bude vyhotelé palivo z jadernych elektraren
skladovano v transportné-skladovacich kontejnerech umisténych v samostatnych skladech
vybudovanych piimo v aredlech obou jadernych elektraren. Koncepce dale tika, Zze bude dale
sledovan a podporovan rozvoj novych technologii, které by v budoucnosti mohly umoznit
vyuziti vyhotelého jaderného paliva napiiklad v novém typu jadernych reaktorti. Koncepce
pfipomind, ze veskeré naklady na vyfazovani jadernych zafizeni a ukladani radioaktivnich
odpadii nesou provozovatel¢ téchto zafizeni a plvodci radioaktivnich odpadd. Stat
prosttednictvim SURAO kontroluje a ¥di tvorbu zdrojii vytvatenych na specielnich vazanych
uctech u bank ¢i na jaderném uctu tak, aby byl zajistén dostatek finan¢nich prostredkil na vyse
uvedené ¢innosti.
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IV. Rozdéleni energie deponované zarenim na mikroskopické arovni

4.1. Mikrodosimetrie

4.1.1 Vydélovani energie jako diskrétni a nahodily proces Maximum 22 eV
Elektron s pocatecni energii 20 keV ztraci v prvni srazce
nejcastéji 22 eV, stfedni ztrata energie je 60 eV. Na obrazku
je rozdéleni energie pii jednom aktu piedani energie hmot¢
(pti prachodu tenkou folif).

Depozice energie se muze uskutectiovat ve formé

jednotlivych ionizaci a excitaci, které jsou vSak casto ¢
korelovany — vznikaji shluky neboli klastry ionizaci a excitaci
(anghcky spurs nebo blobs) Stfedni hodnota 60 eV eV

Pii ozafeni bunécné kultury davkou D nejsou vSechny
buiiky postizeny stejn€, nebot’ dochazi ke
fluktuacim absorbované energie. Tyto
fluktuace vyplyvaji z kvantové povahy
depozice energie. Uvazujme tedy maly
objemovy element a prichod ¢astic timto
elementem (obr. 49). Necht n je stfedni
pocet cCastic prosedsich timto elementem.
Pak pravdépodobnost, ze jim projde pravé
m Castic bude:

m &astic

P(m)=n" exp(-n) /m! udalosti predani

energie o velikosti g,

dle Poissonova rozdéleni. Hodnota m bude

tedy nahodna veli¢ina. délka |
"y ,Pro Jedpu CaStlvc } bu’d © pocet uda‘l ?.Stl Obr. 49. Elementarni objem, pfes ktery prochazi

predani energie rovnéz nahodnou velicinou. Castice, v expandované Casti je zndzornéna struktura

Pii urCit¢ hodnot¢ LPE bude stfedni poCet  stopy ¢astice.

udalosti

v=LPE*1/g,
avsak ptfesny pocet bude opét fluktuovat kolem stiedni hodnoty.

4.1.2 Sdélena energie
Pfi ozéfeni urcitého objemového elementu lze definovat fadu fyzikéalnich veli¢in. Probereme

vvvvvv

¢astic na vstupu, druhy ¢len je soucet energii ¢astic na vystupu a posledni ¢len je rozdil souctii
vSech energii uvolnénych a vSech energii spotfebovanych v preménach jader (podle
Einsteinovy formule).

Jednotlivé lokdlni udalosti pfedani energie se oznacuji jako ,.energy deposition
events®, Cesky budeme tikat uddlosti (akty) predani energie. Kazda takova udalost vSak miize
sestavat z vice interakci, tj z vice ionizaci nebo excitaci. lonizace a excitace jsou v aktech
pfedani energie korelovany, tj vznikaji blizko sebe v klastrech. Po ozéfeni pracujeme tedy v
mikroobjemech s pocatecni distribuci ionizaci a excitaci — u kazdé mame soufadnice a
velikost pfedané energie. Pro jednu castici se tato distribuce oznacuje stopa castice (angl.
»track®).
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4.1.3 Linedlni energie
Je definovana jako y=¢/lyy, kde ¢ je energie sdélend v jednom prichodu Ccastice

mikroobjemu AV, lay je stfedni délka tohoto mikroobjemu. Tato

veli¢ina je mikroskopickym analogem LPE — je to energie na jednotku
délky. Pokud je LPE konstantni podél mikroobjemu, pak bude platit, ze

bude pro vSechny udalosti stejnd. Pokud ovSem bude mit mikroobjem
nepravidelny tvar, pak dostaneme distribuci hodnot &, kterd bude
odpovidat distribuci délek tzv. chord. Pro sféru dostaneme tuto

e=LPE .1

distribuci ve tvaru: f(1) = I/ (2.12).

4.1.4 Distribuce linedlni energie v kouli pro husté ionizujici édstice

délka

Distribuce chord pro kouli je tedy popsana trojihlenikem: Distribuce délek je: f(1)= 1/(2.r2),
kde plati ze y=¢/l;=LPE.l/lyy, . Dosazenim dostaneme: f(1).dl= y/LPE.laV/(Zrz).dIZf(y).dy,
kde pro kouli plati 15,=4/3.r a dy=LPE.dl/ly, . Z toho plyne:

f(y)= 8/9.y/LPE2

Toto je frekvencni distribuce y; davkova
distribuce udavajici rozdéleni davky na
frakce s linedlni energii y bude:

d(y)=y.f(y)/yF

Na obr.50 a 51 jsou zobrazeny distribuce
linealni energie v kouli pro tézké Castice (o-zareni) a pro fidce ionizujici zafeni (y-zafeni).
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Obr. 50. Experimentalni distribuce linealni energie v
kouli pro husté ionizujici ¢astice. Tato distribuce byla
zméfena pro Gastice alfa s energii 5,3 MeV. Carkované
je zndzornéna teoretickd trojuhelnikova distribuce.
Experimentalni body jsou vyznaceny teCkami. Plna Cara

znazoriuje vliv stragglingu.

Obr. 51. Davkové
distribuce linealni
energie v kouli pro y
zafeni. Distribuce d(y)
pro zatreni y-60Co pro
sféru s primérem 1 pm,
resp. 8 um (vySsi
ktivka).
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4.1.5 Specificka energie

Definice: Zfa/m, }(de € je sdélena epergie am je V objemu velikosti V
hmotnost mikroobjemu. Jednotkou je J/kg, nazev a hmotnosti m Ize

Gray. Pro specifickou energii plati, ze (1) z je stanovit energii U
definovana  pouze  pro  konecné  oblasti

(mikroobjemy), hodnoty se méni nespojité v Case a prostoru, nelze ji tedy pripsat rychlost
zmény, (2) z nelze predpoveédét, pravdépodobnost urcité hodnoty vSak urcit Ize. Zatimco
linealni energie se vztahuje k jednomu priichodu castice, specifickd energie se vztahuje k
davce D. Pro nékteré ucely je vSak vhodné zavést také specifickou energii pro jeden prichod
Castice. Pak bude platit:

z=lgy.y/m

Pro kouli dostaneme: z=a.y/(2r)2 , kde a=0.2 pro keV, um a Gy.

4.1.5.1. Frekvencni a davkova distribuce specifické energie pri jednom priichodu cdastice
mikroobjemem
Uvazujme nejprve jeden prichod Castice mikroobjemem V. Pak rozdé€leni spec. energie z

budeme oznacovat f](z). Pro kouli plati, ze fj (Z)=2.z/a2, kde a je maximalni z pro priichod
castice stfedem koule, tj. a=LPE.2r. Zname-li funkci f1(z), miZeme spocitat sttedni hodnotu z

jako:
zp=lz.f1(z).dz

Pro distribuci frakce davky dj(z) s jednopriichodovou spec. energii z plati:

d1(z)=z.f1(2)/zF
a stfedni hodnota:
zp=lz.dj(z).dz = 1/zf. Izzfl(z).dz
Stfedni hodnoty jsou pro nékteré druhy zareni uveden v Tabulce 1.

Tabulka 1. Stfedni hodnoty spekter specifické (mérné) energie pro jeden prichod ¢astice a
pro rizné sféry a rizné druhy zafeni

Zateni d Zp Zp €ili v,
pm mGy mGy
gama (°°Co) 1 83,30 353 3,24
2 17,20 60 2,49
3 7,69 21 1,73
4 4,35 10 1,30
5 2,78 7 1,52
neutrony (0,43 MeV) 1 12 500 14 500 0,16
2 2 560 2630 0,03
3 909 1 000 0,10
4 426 476 0,12
5 238 305 0,28
neutrony (14,7 MeV) 1 2630 21 000 6,98
2 625 4 760 6,62
3 270 1 900 6,04
4 143 1 080 6,55
5 91 690 6,58
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4.1.5.2. Distribuce specifické energie f(z,D)
Funcke f(z,D) popisuje fluktuace energie v mikroobjemech pti davce D. Tyto fluktuace budou
tim vétsi, ¢im:

a) bude mensi ddvka - pro malé davky bude f(z,D) blizka f;(z); s rostouci davkou
nabyvaji distribuce f(z,D) Gaussova rozdéleni se stiedni hodnotou blizkou davece D

b) pro velké LPE jsou fluktuace vétsi a naopak

¢) s rostoucim primeérem mikroobjemu se f(z,D) priblizuje normalnimu rozdéleni se
sttedni hodnotou D

Vztah mezi f](z) a f(z,D)
Necht' f(z) je rozdéleni spec. energie z pii n-aktech (priichodech ¢astice) pfes mikroobjem.

Pak 1ze psat:
f(z,D) = X h(n).f4(z),

kde h(n) je Poissonovo rozdéleni (vzhledem k nezavislosti ¢astic na sobg).

Poissonovo rozdéleni pfi sttedni hodnoté poctu ¢astic m=c.F, (prifez krat fluence) lze psat ve
tvaru:

h(n) = exp(-m) m%/n!.

Funkce f;,(z) 1ze vypocitat z funkce f1(z) pomoci konvolu€nich integral{:
£, (2)=0F1 (W) £y 1 (2-w).dw
Zapisuje se také: £,(z)=f](z)*f-1(2).

Pro velmi malou davku bude:
f(z,D)=exp(-m).(fo(z) + m/1!.f1(z) + m2/2!.f2(z) +...)
= (1-m).f(2)+m.f1(z)

Z tohoto vztahu je zfejmé, co nutno dosadit za funkeci:
fo(2)=5(2),
je Dirakova delta funkce: 8=0 pro z#0 a integral [5(z).dz=1.

Pro vypocet fiy(z) se pouzije Laplaceovy transformace. Naleznéme nejprve obraz
funkce f](z):

F1(p) = If1(2).e'P-% .dz
Tato funkce se da pro sféru napsat jako:
F1(p) = [2z/a2.e™P-Z .dz = 2/a2 (-alp.e P2 + 1/p2.(1-e7Pa)),

kde p=x+i.y je komplexni proménnd. Podle Laplaceovy teorie se m-nasobna konvoluce da
zapsat jako m-t4 mocnina Laplaceova obrazu, tj.:

Fm®) = (F1(p)™
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Abychom nalezli funkci f,(z), musime tedy spocitat zpétnou transflormaci m-té mocniny
funkce F;(p):

f(2) = 1(2.".i).0 Frp(p).€P-Z .dp

Tento integral 1ze upravit na:
w

fn(2) = 1°.[) Re(Fr(p)).ePZ .dy,
0
kde w a x lze vybrat tak, aby byl vypocet dostatecné presny: w=20/(m-1), x=1/m.
Lze ukazat, ze funkce f(z,D) ma dilezitou vlastnost:

fm(2) = 82/a.fy(82.2/a),

kterd umoznuje tabelovat funkce fi,(z) pro a=\2. V paméti potitate lze napf. uchovat
hodnoty fi(z) pro zj=z1,z3,...z3¢ pit m=2, 3,.. 500 v rozmezi hodnot zy,in aZ zZygax, kde
Zmin=(0.57-0.74/m).m. \2, Zmax— (0.75+0.5/N2).m. \2 (empiricky zjisténé hodnoty). Takto
spoc¢tena funkce f(z,D) dava:

[f(z,D)=1 s ptesnosti 1%

Ptiklady vypoctu f(z,D) nésleduji na obr. 52-53.

Obr. 52. Funkce f,(z) pro m=1, 2, 3, 4, 8, 16 pii
sttedni hodnot absorbované energie a=V2. Pro
vypocet funkci pro konkrétni ¢astice lze pouzit vyse
flz] zminéné transformaéni rovnice. Je vidét, Ze pro
m=1 je funkce trojuhelnikova, pro vyssi hodnoty m
se rozdé€leni rozsifuje a posouva doprava.

f(zD)

N6

soxs:  [Dose, LET, Radius)

Obr. 53. Zavislost tvaru f(z,D) na hodnotach 1l
davky, LPE=LET a poloméru koule (Cisla v
zavorkach). Pro vétsi davku se rozdéleni rozsifuje a
posouva k vys§im z (Sifka se vSak zvétsi méné, tj
rozdéleni se blizi Dirakové delta funkci pro vysoké
hodnoty davky. Pro vétsi LET se rozdé€leni rozsifi,
tj. fluktuace energie narostou.

[100.30,5]
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4.2. Struktura stopy castice

4.2.1. Vizualizace stopy Castice.

Vypocty podle funkce f(z,D) predpokladaji, Ze stopa
castice je nekonecné tenkd a LPE se pfedava rovnomérné
podél ni. Ve skute¢nosti ma stopa urcitou strukturu. Na
obr. 54 je vidét stopy Castic uhliku s energiemi 400 a 0.7
MeV/u. Je vidét, Ze pomalejsi ¢astice ma mnohem tlustsi

stopu.
Protons in H,0 Carbon lons in Hy0 J(I:dnotlivé Obr. 54. lont uhliku ve
20 T T : . 1, , specidlnim plynu, ktery umoziluje
02 MeVsu akty Predam vizualizaci. Energie 400 MeV/n
—Br : : 1 energie lze  vievo, 0.7 MeV/n vpravo
E ol K | pozorovat a
. to naptiklad
5 1 v bublinové nebo mlzné komoie — ve formé
. B malych bublinek, které se hromadi podél stopy.
2 ' ' V bublinové komote, kterd je plnéna tekutym
_®f 1 Vel 1 vodikem, vznikaji bubliny tam, kde se iont nebo
£ elektron-iontovy  par stane kondenzacnim
N or 1 centrem piehfaté kapaliny. Bublinky lemuji
5 = 1 drahy castic, které jsou takto vizualizovany.
" . . Podobné Ize stopy Castic pozorovat v jadernych

emulzich, kde prichod ¢éstice zplisobuje

] z€ernani zrnek emulze. I zde mizeme pozorovat

rozdily mezi tenkymi a tlustymi stopami ¢astic.
Kromé¢ toho lze stopy castic modelovat

50 eV < E <
500 oV < E < |

5| i ' | MC vypocty, pti nichz se vSechny procesy jako
e} M Krasmer®gsi de pruzné a nepruzné rozptyly, interakce Ccastic
5 o 5 © 5 o 5 o modeluji tak, ze je jim pfifazend urdita

x [nrn] x [nm] pravdépodobnost. Pocitd se distribuce bodl

. v prostoru v nichz vznikaji sekundarni castice,
Obr. 55. Vypocten¢ stopy protond a iontl  nrixazif e jim smér a rychlost (energie).
uhliku s energiemi 0.2, 1 a 10 MeV/u ve vodé.
Energie sekundarnich ¢astic je odliSena barevné

—o0d 10 do 1000 eV. 257 MeV/u O+H,0

=
~
T
i

i ® Exp varma
4.2.2.Distribuce lokalni davky ve stopé Castice . iy
Pokud budeme uvaZzovat maly objem v ur¢ité vzdalenosti od osy . T
stopy Castice, mizeme vtomto objemu zméfit primérnou
davku. V praxi to musime provést integraci pies fadu Castic,
jimz vymezime drédhu v malém valcovém prostoru a kolem
tohoto valce ,roztdhneme prostor* snizenim tlaku tkan- “
ekvivalentniho plynu, ve kterém umistime métici komirku (ta
bude predstavovat mikroobjem).

=
L
T
-

Dose [Gyl
| g
o

=
L)
T

'
"
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)
o
rl

3 .

2

0°f ]
Obr. 56. Zavislost stfedni lokalni davky na piicné vzdalenosti od osy stopy castice. JJTViS, pRéfisttgttizne
modely, které zavislost popisuji (Katz, Chatterjee), a také vysledek MC vypoctu. rlem]
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Zavislost davky na vzdalenosti od osy stopy castice 1ze
popsat vice modely (obr. 56). Popis zde dale uvedeny Obr. 57
ma vyhodu v tom, ze lokalni davku Ize integrovat ptes
prafez stopy a jako vysledek dostaneme hodnotu LPE
castice. Stiedni lokdlni davku popisSeme odlisnymi
funkcemi pro jadro stopy (oblast n€kolika nanometrt) a
polostin (penumbra) tvofeny &-elektrony (obr. 57):

o
-
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
-
.
.
.

D(x) = 8.2x10% (1-k).LPE Pro X<rpin

D(x) = 5.0x10°.(1/E).(Z/%)?  pro x>rpip Jadro stopy  Polostin

kde D(x) je v cGy, x je vzdalenost od stiedu stopy Castice v nm, k je frakce LPE predavané
d—elektrony (pro rpin=1 nm to ¢ini 0.45), E je energie na nukleon ¢astice v MeV/nukleon,
Ze je efektivni naboj Castice:

Zeo = Zo(1-exp(-125.B.Z42/3))

(korigovany na zachyt elektronll pfi letu Castice), Zo je naboj ¢astice, rmyip je rozmér jadra

stopy ¢astice: rmjp = 1 nm, 1% je maximalni dolet 8-elektrond (rozmér stopy ¢astice) v nm:

Imax = 40.E1-73.

Integral této funkce ptes prifez stopy musi dat LPE:

[D(x).p.2nx.dx = LPE.

Jadro stopy se vyrazné 1i$i od &-elektronti hustotou ionizace a tim i biologickym t¢inkem.
RozliSujeme proto energii vydélenou stopou Castice z| a energii vydélenou 6-elektrony — z5.
Plati, ze

z1=(1-k)*z,

zr=k.z
Caést z této energie se predava ve srazkach, kterych se neti¢astni jadro stopy. Oznaéme tuto
cast predavané energie Fga zkusme ji urcit (viz obr. 58).

Frakce energie (nebo davky) 5-elektrontl, kterd se prenese cylindrickému objemu
velikosti r z celkové energie (davky) t€mito elektrony prendsené bude zhruba rovna (obr. 59) :

r 'max
[1/x2.2nx.dx / [1/x2.27x.dx = In(t/rmin)/In(tmax/Tmin)
Imin I'min

a frakce komplementéarni bude In(rpax/1)/In(tmax/Tmin)-
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Presnéjsi vypocet dava hodnotu zhruba poloviéni; zaroven kvili asymptotickym vlastnostem
je vhodnéjsi pficist r do Citatele prvniho zlomku (pak bude pro velké objemy F g=0):

Fg=0.5 In((rmax+1)/1)/In(trmax/T'min)

Cést davky predavana stopou &isté ve formé jen 8-elektroni bude
zg=7).Fg

a komplementarni ¢ast davky bude:
zd = z1+22.(1-Fg). Obr. 59

Tato frakce davky bude fluktuovat zhruba stejné jako jadro stopy (viz obr.59), zatimco prvni
casti davky bude velmi podobna co do vlastnosti y-zateni.

Funkce f(z,D) pak bude mit prvni ¢len sestavajici z pravdépodobnosti, Ze ptes objem neprojde
ani jedna Castice (exp(-n)) a Dirakovy delta funkce:

f(z,D) = e‘n.8(z-zg) + X P(m).fin(zq)
1

Dosazenim za P(m) a f,, z dfive uvedenych rovnic dostaneme algoritmus pro vypocet f(z, D)
funkce. Tento algoritmus lze uplatnit v fad€ ptipadi pii vypoctech radiobiologickych ucink.
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V.Radiac¢ni chemie

Energie vydélena Casticemi hmot¢ se vétSinou meéni na kinetickou energii elektronti, které
vytvateji klastry ionizaci a excitaci (obr. 60, 61). Energie na jeden akt je nejcastéji 22 eV, v

praméru pak 60 eV. To je tzv. fyzikalni
r 3!5&[! oY
‘\ / Branch tracks

stadium UC€inku zafeni. Po ptedani Sours
Delta rays

energie se zalinaji odvijet fyzikalng- —()—--
chemické  procesy  spoCivajici v
interakcich radikdlt a jejich dalsi
pfeméné. Vzhledem k tomu, Ze buiky a
tkan¢, kterymi se budeme zabyvat,
obsahuji z velké casti vodu, budeme se
vénovat radiaéni chemii vody a dale se
zastavime u pisobeni radikali na
organické molekuly, zejména DNA,

<100 eV

Obr. 60. Ridce ionizujici zafeni vytvaii riizné veliké shluky

které predstavuje hlavni ter¢ pro Uc¢inek

ionizaci a excitaci (spurs, blobs), kratké stopy.

zatreni v bufice.

o O
o o 00
O o o
OIDOOID OO OEDO00D CDO00000
o Co o
O
o0 o] o

= 100 & ==
a-particle

Obr. 61. Husté ionizujici zafeni
vytvafi stopy ionizaci a excitaci s
postrannimi stopami pochazejicimi

5.1. Radiolyza vody

Radiolyza vody vede ke vzniku radikalt, které jsou dale
reaktivni a produkuji dalsi siln€ reaktivni produkty
schopné vyvoléavat oxida¢ni poskozeni.

Radiolyza vody byla studovdna uz velmi davno —
od objevu radioaktivity. Vyzkumnici, ktefi se prvni
zabyvali U¢inkem zafeni na vodu (véetné Becgerela)
zjistili, ze radiova emenace (radon) rozkladd vodu na
vodik a kyslik. To bylo vysvétlovano disociaci molekul
vody na jednotlivé atomy.

od d-elektronu.

Dalsi studie s vodou bez kysliku vedly ke
stanoveni produkce H, a H,O,, ktery byl pfisuzovan
reakci primarnich radikali H" a OH'. Rozklad peroxidu pak vysvétluje vznik kysliku. Uginek
zafeni na biologické molekuly umisténé ve vodnim prosttedi je obvykle podstatné vyssi v
pfitomnosti kysliku nez v anaerobnich podminkdch. To bylo pfisuzovano vzniku
hydroperoxyradikaltt HO," , jeZ vznikaji v reakci atomt vodiku s molekularnim kyslikem.

5.1.1. Prvni predstavy o radiolyze vody
Na zaklad¢ vyse uvedeného mame tedy nasledujici rovnice pro radiolyzu:
1) Excitovand molekula vody se §tépi na vodikovy a hydroxylovy radikal

H,O" — H* + OH®
2) Interakce radikald vedou ke vzniku peroxidu vodiku a vodiku
OH'® + OH®* — Hy0O»
H®* +H* — Hy
3) Rozklad peroxidu objasiiuje vznik kysliku
2.HyOp — 2.HyO + Oy

4) Interakce vodikového radikdlu s molekularnim kyslikem objasiiuje vyssi Géinek v
ptitomnosti kysliku, protoze hydroperoxyradikal je velmi reaktivni

H* + O —» HOy®
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Tato ptimocara teorie radiolyzy vody setrvala pak az do po¢atku 60-tych let 20. stoleti, kdy se
objevily nové zdroje zafeni (LINAC) a pfi vysokych davkovych rychlostech bylo mozné
m¢étit konstanty produkce radikalti. Bylo zjisténo, Ze tyto konstanty neodpovidaji uvedenym
rovnicim.

5.1.2. Objev hydratovaného elektronu
V roce 1962 Hart a Boag objevili pii pulsni Salh T pp g IORRE RS o2 ,Imm

radiolyze vody hydratovany elektron (e'aq).

Ozatovani Cisté vody kratkymi pulsy elektronii z i -{ 18000
LINACu generovalo velmi silny a Siroky

absorpcni pas s maximem na 720 nm, ktery byl 10000

pfisouzen (e'aq) (obr. 62). .
Moznost  vzniku  stabilizovaného [ o
elektronu ve vodé¢ postuloval v roce 1950
Platzmann na zdkladé teoretickych studii. 200 0 500 0
Poprvé byl experimentalné pozorovan pfti studiu
radll(’l,yzyl khalogenovy(:h lllo,ntu uv Sveﬂem'dv Obr. 62. Absorpéni spektra produkté radiolyzy
Volny ele 'tror’l (tzv. suchy) existuje ve vode vody — vlevo jsou to radikaly HO, a OH’, vpravo
pouze velmi kratkou dobu (ps) je to hydratovany elektron (e7,).

5.1.3. Vlastnosti hydratovaného elektronu

Interakce hydratovaného elektronu: Existenci

hydratovaného elektronu lze prokazat jeho

reakcemi. Tak napf. zdnik hydratovanych elektronti je urychlovan piitomnosti produkti jez

reaguji s elektrony jako je HT, Oy, N»O. Reakce s N»O je ditkazem piitomnosti elektron,
nebot’ jiné produkty s N»oO tak intenzivné nereaguji (hydratované elektrony se daji
kvantitativné stanovit podle N»):
N2O +e +H" — Ny + OH*
Podle soudobych ptedstav rychlé sekundarni elektrony ztraceji energii sérii interakci
dokud se nestanou termalnimi elektrony, tj. jejich energie je srovnatelna s tepelnym pohybem.
To nastane za zhruba 107" s. Tyto tepelné elektrony interaguji se

sousednimi molekulami vody dielektricky. Hydratovany elektron
si predstavujeme jako elektron uprostied malé dutinky ve vodé

obklopen vrstvou orientovanych vodnich molekul (dipélt) s \5 &

kladnym nabojem uvnitt (obr. 63). Tato struktura ma vzbuzené
stavy; neni pfesné definovand — ma Siroké maximum absorpce.

Z chemického pohledu je hydratovany elektron aniontem ’ !‘9

k H atomu:
e +H - H
€aq je nejsilnéjsi redukeni ¢inidlo s redukénim potencidlem -

. . . Obr. 63. Hydratovany elektron
2.9 VpiipH 7.0, €Taqle konvertovan na Oy~ za pfitomnosti Op
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Struktura vytvotfend kolem hydratovaného elektronu vytvaii kladny elektricky
potencidl v misté elektronu. To znamend (z hlediska kvantové mechaniky), ze elektron mtize
v tomto potencialu nabyvat pouze urCitych energetickych stavii — podobné jako v atomu
vodiku. Mize byt také excitovan a mulze pohlcovat svétlo. To je pozorovano pii pulsni
radiolyze. Vysledné spektrum je dosti Siroké coz lze vysvétlit rychle se ménicim okolim
elektronu — molekuly vody se rychle v hydrataénim obalu zaménuji. Vlastnosti hydratované¢ho
elektronu jsou shrnuty v nasledujici tabulce:

Absorpéni maximum: 715 nm

Extink¢ni koeficient pfi 715 nm: 18 500 mol'dm’cm’
Diftizni konstanta: 4910° m*s!
Redukéni potencial: 29V

Polocas zivota v Cisté neutralni vodé: 2.110%s
G-hodnota: 2.7

5.1.4. Soudobé piedstavy o radiolyze vody
Primérni interakce zafeni s vodou vedou ke vzniku ionizované vody (H20+), excitovanych

molekul vody (HzO*) a rychlych elektronti :
1) HyO (excitace) — H20*
2) HyO (ionizace) — HyO1 + ¢
3) Zpomalujici se elektrony
Dalsi osud téchto produkt béhem priblizné 10-11g je nasledujici:

Excitation Radical specie

HzO —————— Hz0® ————= H- + OH-
lonization
H20 e H0* -+ e
_.."'_'.-'30—-1,4,0 - JU—
+
1 il M L
HY + OH-
+ H-0
®aa

H= + OH"~

Obr. 64. Schéma radiolyzy vody
Elektrony

Elektrony jsou zpomalovany a mohou nasledné interagovat:
1) interakce s vodou: e+ HyO — HyO~ — H* + OH~
2) interakce s vodou za vzniku hydratovaného elektronu

3) interakce s HT za vzniku H
Hydratovany elektron je relativné stabilni a jeho interakce s vodou je mélo pravdépodobna

(stfedni doba zivota je 2. 10'45)
H20+ iont
je nestabilni a rozpada se za 10-13 s na OH"® a proton H, ktery interaguje s molekulou okolni
vody a vznikd OH" radikél a H30™"
H,O" +HyO — OH" + H30™"
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Nasledna sekundarni reakce je
e+H30T - H" +Hy0
Excitovana molekula HZO*
se rozpada a vznika nevelké mnozstvi radikala H*
H,O" — H" +OH"

kromé toho miize H2O* disociovat za vzniku p, e7aq a OH’

5.1.5. Radiolyza vody v piitomnosti kysliku
Za pritomnosti kysliku musime pfidat tyto reakce:

¢aqgt 02 = 02"
H*+ 0y —» HOy®

Kyslik nereaguje s OH® radikaly. Vyse uvedené rovnice jsou vazané, nebot’ dochazi k
disociaci

HOy* <> Oy + H"
Vzniklé primarni produkty jsou nestabilni a méni se na molekuly:

2HO»® + 2H20 — 3H705 + Oy

07"+ 07"+ 2HT — HyOy + 09
V roztocich obsahujicich kyslik je zvySend produkce peroxidu vodiku a kyslik se ¢aste¢né
regeneruje.

Peroxid vodiku miiZe reakci s hydratovanym elektronem zvySovat produkci reaktivnich OH®
radikald: ¢"aq + H2O2 — OH' + OH”

~ewr

Reaction dm? :1-1 sl Reaction dm?® M- s
OH + OH — H,O; 2k=1.110" |H +OH — e.q 2.2 107
OH +0O — HO: 2.0 10" H + H20; — OH + H,O 9.0 107
OH +H, — H + H,O 4.2 107 H + O — HO>" 2:1.10™°
OH +OH — O +H0 1:3 10'° H + HO; — HO; ~10'°
OH + H>O; — H>O + HO>" €aq + HO — H + OH 1.9 10"
<« Oy +H;0" 2.7 10’ €aq + €aq —> Hz +20H 2k =1.1 10"
OH + HO, — OH + HOy €aq + H — Hz + OH 2.5 10"
<> Oy +H3;0" 7.5 10° €aq + OH —> OH 3.0 10"
OH + H,0, — H30 +O> 1.2 10" €aq + O~ — 20H" 2.210%°
OH + HO; —> H20 + O, 6.0 10° €aq + H;O0W > H 2.3 10"
OH + O, — OH + O, 8.0 10° €aq + H>05 —> OH + OH 1.1 10"
H + H,O —> Hy + O 1.0 10' €aq + HO, —> OH +20H 3.510"
H +H — H, 2k =1.55 10" |eqq +O2 — Oy~ 1.9 10"
H + OH — H,O 7.0 10° €aq + O — O 1.3.10"2
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5.1.6. Rekombinace v klastrech a stopach
Vznik sekundéarnich produktii se kvantitativné dafi vysvétlit za predpokladu rychlych reaket,
které probihaji v klastrech nebo stopach, kde je dostatecné vysoka koncentrace primarnich
produktli. V klastru je zhruba 2-5 ionizovanych nebo excitovanych @) o
vodnich molekul a jeho rozmér je nékolik nm. B&hem 10™"'-107% () @ O
aktivni produkty reaguji tak jak bylo popsano, ztrati svou energii a o0 o.°
difunduji do okoli. Uvnitf klastru nebo stopy ¢astice dochazi k o “° 0]
rekombinaci: O 060
H®+H* — H, () ..° 0
H"+OH" — H,0 ~ < >
OH" +OH" — HyOy 0] o 0
OH" + H) O — HO» " + H,O
Na obr. 65 jsou zelen¢ molekuly prostiedi, Cervené a modie jsou
znazornény rizné typy radikald. Shluk maze dosahovat 1-5 nm. Obr. 65.

5.1.7. Pravdépodobnost vzniku produkti radiolyzy ihned po ozdreni: G [pocet/100 eV]
Pravdépodobnosti vzniku jednotlivych produktii radiolyzy vody pied reakcemi v klastrech.
Typické hodnoty jsou uvedeny v tabulce 3a. Kromé téchto produkti vznika jesté H™ a OH',
coz vSak nema velky vyznam, nebot’ tyto ionty jsou ve vod¢ pritomny ve velkém mnozZstvi.
Hodnoty G po probéhnuti reakci v klastrech jsou uvedeny v tabulce 3b.

Tabulka 3a Produkce prvotnich radikalt (G hodnoty)

Radiation G(HyHH,0) | Gieg G(H) G(OH)

x-rays, electrons 0.1-20 MeV 0 4.78 0.62 5.6

Tabulka 3b Hodnoty G po prob&hnuti reakci v klastrech

Radiation G(-H;0) G(H,+H,0,) Gie-aq) G(H) G(OH)
x-rays, 4.08

electrons 0.1- H3-13 1.13 2.63 0.55 2.72
20 MeV p

12 MeV alpha 2.84 2.19 0.42 0.27 0.54

p pH 7 . ) ) :

Polonium 3.62

alpha, 3 MeV pH 0.46 3.02 0 0.60 0.50

Jak je z tabulky vidét, pravdépodobnosti vzniku jednotlivych produktt radiolyzy vody zavisi
na pH a na LET zafeni.

5.1.8. Vysledek radiolyzy vody
V Cisté vodé ozafené fidce ionizujicim zéfenim prakticky nenastdva dekompozice, nebot
radikaly reaguji s molekularnimi produkty za vzniku vody:

HzOz + H.—> HzO + OH.

H2 + OH.—> HzO + H.

37



V ptitomnosti kysliku vzniké ur¢ité mnozstvi peroxidu.

Pro vysoké LET — je vice molekularnich produkti a termalni dekompozice peroxidu
dava kyslik. Proto mtize napft. v reaktorech, kde vznika velka hustota toku neutrond a tim 1
odrazenych protonti a tézSich fragmentl, dochazet k produkci smési vodik + kyslik, coz je
nebezpecné. Aby se predeslo nebezpedi, je vodik katalyticky vazan.

5.1.9. Teorie reakci ve sférickych shlucich radikali
Prvotni ionizace a excitace vznikaji v klastrech (fidce ionizujici zafeni) nebo ve stopach
(t&z7ké &astice). Vzhledem ke kratké dob& vzniku prvotnich radikala 10"'s budou také tyto
radikaly na pocatku v klastrech a stopach.

Zakladni vlastnosti téchto klastri Ize ziskat feSenim klasické casove zavislé
diftizni rovnice pro izolovany klastr s predpokladem kompetice mezi 3 reakcemi:

1) bimolekularni reakce primarnich radikald vzniklych radiolyzou

2) reakce radikali s vychytavaci

3) diftize primarnich radikalti do vnéjsiho media, kde mohou rekombinovat a reagovat s

riznymi dalS$imi molekulami .

Predpoklada se dale gaussovské (zvonkovité) rozdéleni . 2
radikalll v radidlnim sméru (v diftzni teorii se tato geometrie o
nazyvd ,bodovym zdrojem*). Urcitad frakce radikdlti reaguje G ‘
mezi sebou v klastru a vytvoii se tak molekuly; ostatni uniknou S °
do okolniho pr(?stredl, kde uz probihaji homogeo:nm, reakce. . Obr. 66. Klastr radike

Na obr. 66 jsou riznou barvou zobrazeny rizné typy radikali
ve shluku (klastru). S ¢asem radikaly vzajemné reaguji a mizi a také se rozplyvaji do okoli.

5.1.10. Ve stopach po casticich vznikaji cylindrické shluky radikalii
Husté ionizujici zafeni se modeluje jako ,.cylindricky klastr (obr. 67). Tato geometrie
odpovida cylindrickému zdroji radikali. Analyza vede k zdvéru, ze produkce molekul

rekombinaci radikdli bude vys$s$i nez pro fidce ionizujici zatfeni. To
souvisi s hustotou prvotnich radikalu ve stop¢, které maji malou Sanci ze o o
stopy difundovat bez interakce s jinym radikalem. Ve stopach castic je

vyssi také produkce peroxidu vodiku, ktery se uvoliiuje kyslik. Realné
situace je komplikovanéj$i vzhledem k ptekryvu klastrt a stop vzhledem
k riznym interakénim konstantdm primarnich reakci. Proto jsou
pouzivany pocitace pro realistickou simulaci celého procesu.

5.1.11. Reakce vodnich radikalit s dalSimi latkami
Po termalizaci pocatecnich produkti vytvotfenych v prvotnich

Obr. 67. Cylindr s radikaly
S ¢asem se radikaly rozply-
nou do okoli (vpravo).

reakcich za priblizné 10~ s za¢ina dalsi — chemické stadium uginku
zéateni. Chemické reakce probihaji v blizkosti klastri nebo stop
castic a jsou tedy nehomogenni, tj. koncentrace nejsou uniformni.
Podle ptitomnosti dalsi latek ve vodnim roztoku nastava velky pocet reakci, z nichz vétSina
nema velky vyznam.

1. Hydratovany elektron reaguje s: ionty kovi (Cd2+, Cut, F62+), nenasycenymi
alifatickymi slouceninami (acetylén, acetaldehyd, tetranitrometan), halogenovanymi
uhlovodiky (chloroform), aromatickymi slou¢eninami (benzofenon, nitrobenzen),
sloueninami jez obsahuji siru (cysteine, cystamine) a s bazemi nukleovych kyselin
(purin, thymin, uracil);

2. OH’ reaguje rychle s oxidovatelnymi ionty (Br-, CNS-, I~ Fe(CN)64‘) a organickymi
slouceninami s riiznou strukturou (alkoholy, akrylamide, formiat, etylacetat, nitrometan,
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pyridin, benzen, anilin, fenol), slouceninami obsahujicimi siru (cystin, cysteamin),
aromatickymi aminokyselinami (fenylalanin, tyrosin, tryptofan) a rtznymi dal$imi
biologickymi molekulami (ribésa, thymin, uracil, glukéza).

3. Reakce H" a HO» " jsou podobné jako u OH" ale obvykle pomalejsi.

5.1.12. Frickeho dosimetrie

Radiolyticka oxidace ionti Fe2" na Fe3% se pouzivala od roku 1930 pro méfeni
absorbované davky (tzv. Frickeho dosimetrie). Frickeho dosimetr sestdva z roztoku 1mM
Fe2t pti pH 0.46. Konverze iontd Fe2t na Fe3t se mai spektrofotometricky. Konverzni
faktor je G=15.5 pro zéfeni s nizkym LET.

Vzhledem k zavislosti G na LET zafeni ma tento druh dosimetrie omezené pouziti. Je
to vSak dilezity néastroj pro zkoumani kinetiky vychytavani radikalt (scavengers).

Konverze Fe2™ — Fe3* mize nastat pusobenim radikald HO»®, OH®, a HyO». Lze
ukazat, ze v pritomnosti kysliku kazdy vznikly radikal

3+

H vede k pfeméné 3 iontl Fe2™,

OH" radikale vede k preméné 1 Fe2T a

H»>O7 vede k pteméné 2 iontl Fe2t.

V anaerobnich podminkich se méni pocet preménénych iontd Fe2t u

H' radikalt ze 3 na 1.
Takto lze spocitat ze zndmé produkce radikali hodnotu G Frickeho dosimetru. Pomoci
oxidace iontu zeleza Ize studovat vychytavani radikald, tj roli tzv. nepifimého ucinku zéfeni,
roli kysliku, kompetici vychytavani apod.

5.1.13. Reakce produktit radiolyzy vody s biologickymi molekulami
Existuje fada reakci produktt radiolyzy vody s biologicky dalezitymi molekulami:
1) Oddé¢leni vodiku:

R-H+ H*— R* +H)p
R-H + OH*— R* +HyO
2) Disociace:
R-NH3™' + eaq — R® +NH3
R-NHj + H* — R* + NHj3
3) Slouceni radikalu s molekulou:
R1-CH=CH-R2 + OH*— R1CHOH-CH=-R2
5.1.14. Osud radikalit biomolekul
Radikaly biologickych molekul mohou rekombinovat nebo mohou byt fixovany na nevratna
poskozeni (bude probrano podrobné pozdéji):
1) Restitu¢ni procesy (probihaji za ucasti endogennich sloucenin obsahujici S-H skupinu, tzv.
thiolt):
R*+H®*— RH
R" +e —RH
2) Fixace radikalu kyslikem:
R*+ 07 — ROy’
Takto fixovany radikal se uz net¢astni restitu¢nich procesi.
3) Vznik poskozeni biomolekuly zpiisobeného radikalem (R* nebo RO>*)
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5.1.15. Reakce s vychytavaci radikali

Ditlezit¢ jsou reakce s vychytavaci radikalt (latkami, které zmenSuji ucinek zafeni
zneskodnovanim radikall). Jsou to:

1) Alkoholy:

OH® + CH3CH>OH — CH3C*HOH + HyO,
kde vzniknuvsi alkoholovy radikal je daleko méné reaktivni.
2) Cystein a cysteamin: obsahuji sulfidivy mustek ve skupiné -CH)SH, ktery reaguje s OH
radikalem podobné jako u alkoholi:
OH"* + -CH»SH — -C*HSH + H»O,
Tyto latky jsou v radiobiologii velmi dobie zndmy jako protektivni ¢inidla.

5.1.16 Piimy a nepiimy ucinek zdaieni
Produkty radiolyzy jsou velmi reaktivni radikaly. Proto je zfejmé, ze u latek rozpusténych ve
vod¢ bude piisobeni zafeni dvoji (obr. 68):

1) pfimy ucinek poSkozenim molekuly dané latky

2) neptimy ucinek ptisobenim vodniho radikalu Nin/No
U pfimého ucinku je frakce inaktivovanych molekul v
roztoku ddna davkou a nezavisi na koncentraci (kazda
molekula ma urcitou pravdépodobnost zasahu). Naopak primy G¢inek
pii nepfimém uc¢inku zéafeni se radikaly vychytavaji na
pfitomné latce a ¢im bude jeji koncentrace niZsi, tim vice

nepfimy uéinek

jich pfipadne na jednu molekulu a Géinek bude vétsi. koncentrace
Proto frakce inaktivovanych molekul latky v dasledku Obr. 68. Pfimy a neptimy ucinek
nepiimého u¢inku zéfeni roste s klesajici koncentraci latky. vzdvislosti ~ nma  koncentraci

ozafované latky

5.2. Radiolyza biologickych molekul
Radiolyza biologickych molekul je Casto velmi komplexni proces. Napft. ozareni vodniho
roztoku glycinu (nejjednodussi aminokyselina) vede ke vzniku mnoha produktt véetné NH3,
Hj, COp, CHOCO2H, HCHO, CHpNHp». Informace o produktech ndm poskytuji zejména
dvé metodiky:
1) Pulsni radiolyza pti pokojové teploté dava informaci o prvotnich i sekundérnich
produktech
2) Elektronova paramagnetickd resonance (EPR) ozatfovanych krystali, praska a
zmrazenych roztokd ddvé informaci o ¢asnych stadiich
Prvni metoda vede k optickym spektriim a kinetice, kterd pomaha identifikovat

ptrechodné produkty. Reakce OH"® radikalt se zkouma ptidanim N»O tak, aby roztok byl
saturovan — tim se Caq” méni na OH® . Naopak hydratované elektrony jsou preferovany

pfidanim t-butanolu, ktery konvertuje OH® na relativné nereaktivni alkoholové radikaly.

5.3. Radiacni efekty v plynech
Radiolyza plynii mtze vést ke vzniku iontli, excitovanych molekul a volnych radikala.
Existuje fada technik pro jejich métfeni véetné méfeni toku iontli, hmotnostni spektrometrie,
pulsni radiolyzy, izotopové znaceni apod. Casto pozorujeme vznik excitovanych molekul:

M — M*
a nepfimou excitaci neutralizaci iontového paru:

M — M +e” — M*
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Excita¢ni energie mlize byt pfenesena na jinou molekulu:
M* + m — M+ m*
coz se nazyva ,,kolisi druhého fadu®. Alternativné mize byt excitacni energie emitovana jako
opticka fluorescence
M — M + svétlo
nebo mliZe byt ztracena kolisi s jinou molekulou.
Excitované molekuly se mohou rozpadat na radikaly:

M* —» A®* +B*
nebo na molekularni produkty: M* — C+ D

5.3.1. Radiolyza kysliku
Molekularni kyslik byl vzdy stiedem zajmu vzhledem k jeho dulezitosti v radiobiologii a
vzhledem k reakcim v atmosféte. Byly identifikovany nésledujici primarni reakce:

Oy — 02+ +e”
0, —»0"+0" +e
0y)—20°
0Oy — Oy*
Rekombinace elektroni s ionty vede ke vzniku kyslikovych atomi
02+ +e"— 20"
Ot+e > 0"
Zachyt elektronu generuje ionty Oy~ :
Oy +e"— 0Oy”
Reakect
0"+0p+tM—-03+M
vznikd ozon. Zde M je jind molekula kysliku nebo stény nadoby, kterd funguje jako tieti
téleso, aby byla zachovana energie a hybnost.

5.4. Radiolyza alkoholi a nékterych sacharidi

Radiolyza alifatickych alkohold vede k oddéleni /l_" a /@"iu\
vodikového atomu z hydroxylové skupiny. Napf. 5, Ceww— %\:,,,
radiolyzou glukézy vznikaji produkty znazornéné na obr. :—% o :c—}'

69. Odtrzeni vodiku muze nastat pro CH(OH) a CH,OH T .:,‘ "
mista. et

Rada reakci nastava u polysacharidd. Praktickymi — c:/ 'E_H g
nasledky jsou kiehnuti papiru, celulosova vldkna a plasty s :—f’/
ztraceji pevnost ovoce a zelenina méknou kvuli degradaci i
pektinu. e

. T, 52
:'m\;:’"_;l-'/

5.5. Radiolyza proteint

Proteiny obsahuji mnoho reaktivnich mist pro radiolyzu. Obr. 69. Radiolyza glukézy. Radikaly

1) eaq” reaguje s histidinem, cystinem, asparaginem, vznikaji na riznjch pozicich uhliku.
argininem a aromatickymi minokyselinami, tryptofanem tyrosinem a fenylalaninem.

2) OH’ radikal reaguje se vSemi aminokyselinami v misté peptidové vazby a s nékterymi
dalSimi funkénimi skupinami, napi. indolovou skupinou tryptofanu; velmi reaktivni jsou
také SH a SS skupiny v aminokyselinach obsahujicich siru.
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3) H° radikal reaguje s alifatickymi aminokyselinami mnohem pomaleji nez OH® , vyjimku
predstavuji aromatické aminokyseliny a ty, které obsahuji siru.

Interakce zéfeni s proteiny neni z hlediska osudu ozarené bunky dilezita, nebot’ v buiice je

velky pocet molekul proteinli a mohou byt v pfipadé potieby syntetizovany. Daleko

dilezit&jsi je osud unikatnich molekul — takovou molekulou je DNA.

5.6. Radiolyza DNA

Ionizujici zafeni deponuje svou energii jednak v samotné molekule DNA (pfimy ucinek), ale
také v rozpoustédle (vode€) a dalSich rozpusténych molekulach (nepfimy Uc¢inek), coz velmi
komplikuje situaci i v dobfe definovanych roztocich. V burce to predstavuje velmi tézko
fesitelny problém. Reakéni konstanty pro jednotlivé baze jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4. Pro jednotlivé baze jsou reak¢ni konstanty vodnich radikalti nasledujici

k OH €aq H
M's! (oxidation) (reduction) (reduction)
Deoxyribose 2.510° 107 2.9 107
Adenine 6.1 10° 910° 1108
Cytosine 6.110° 1.3 10" 9.2 107
Guanine 9.2 10° 1.4 10" =
Thymine 6.4 10° 1.8 10" 5.7 10%

Z tabulky je vidét, Ze reak¢ni konstanty jsou pomérné velké pro OH radikdly a pro
hydratované elektrony.

Nepiimy ucinek_zafeni na DNA, tj pusobeni radikalti se projevuje az do vysokych
koncentraci DNA. Reaktivitu jednotlivych radikdli 1ze celkem snadno urcit tak, ze nechame
vychytavat jinou latkou ostatni radikaly. Bylo zjisténo, Ze oproti ofekavani zaloZzeného na
reakénich konstantach z predchozi tabulky je nejuc¢inngjsi OH' radikal, nasleduje (e,q) a na
poslednim misté je H'. Konstanty reakénich rychlosti jsou:

OH'+ DNA ...... 3.10% mols™
H'+DNA ...... 8.10’
€aqt DNA ... 1,4.10°

OH radikal se pti své difuzni konstanté mize pohybovat jen velmi omezené — stfedni
vzdalenost difuze 1ze odhadnout na 3,5 nm (pro porovnani mé DNA pficny rozmér 2.2 nm a
vzdalenost bazi je 0.34 nm).

Oproti ocekavani je role hydratovanych elektronii pii poSkozeni DNA zafenim
podstatné mensi. To lze ukazat ptidanim N>O k roztoku DNA. Molekuly N>O kvantitativné

transformuji hydratované elektrony na OH® radikaly a pocet poskozenych DNA molekul ve
stejném pomeéru vzroste.

Ackoli je produkce a reaktivita H® radikald nizka, nelze ji zanedbat. To ukazuje
nasledujici experiment: Je-li anoxicky roztok DNA saturovan vodikem, poSkozeni DNA

zatenim se neméni (i kdyz lze predpokladat interakci OH® radikalti s vodikem a mély by
vznikat H® radikaly). Lze soudit, Ze G¢inek H® radikalu je stejny jako ¢inek OH® radikalu.
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Je-li vSak pouzitd smés vodiku a kysliku v poméru 1:10, poskozeni je redukovano 10x.
To lze vysvétlit tak, ze Hy reaguje s OH" radikaly a vznikaji H® radikaly — v nepfitomnosti
kysliku zfejmé zpisobuji stejné poskozeni jako OH®. Kyslik z druhé strany chrani pied H®
radikaly, takze poskozeni vznika pouze pisobenim OH® radikalu.

RozliSujeme nasledujici typy poskozeni DNA
(obr. 70):

1) jednoduché zlomy DNA (SSB)
2) dvojité zlomy DNA (DSB)

3) poskozeni baze

4) ztrata baze

5) lokalni denaturace

6) intramolekularni crosslinky

7) intermolekuldrni crosslinky

5.6.1.Radiolyza DNA — typy poskozeni | E E |
dvojity zlom
jednoduchy zlom

poskozeni baze
ztrata baze

Tyto typy poskozeni se vzajemné
nevylucuji a Casto vznikaji spole¢né (napf.
zlomy mohou byt doprovazeny poSkozenim
bazi, oblastmi lokéalni denaturace apod.). intramolekularni
Cetnost vzniku t&chto poskozeni zavisi na crosslink
podminkach experimentu; velmi zhruba intermolekularni
vznika v bunice 1 SSB na 100 eV (tj. G= 1), crosslink
produkce DSB je o tad nizsi (1 DSB na 1000- Obr. 70. Poskozeni DNA
2000 eV, G=0.05). Poskozenych bazi je vice nez SSB. V roztoku
vSe zavisi na koncentraci. Davkové zavislosti mohou byt Casto nelinedarni a nelze tedy
hodnotu G viibec udat. Za nejdiilezitéjsi jsou povazovany zlomy DNA.

lokalni denaturace

1) jednoduché zlomy DNA — jsou zlomy mezi cukrem a fosfatovou skupinou v
jednom fetézci. Mechanismus vzniku SSB: ziejmé existuje vice mechanismt; OH radikaly
interaguji z 20% pifimo s cukrem v DNA a z 1 B o
80% s bazemi, kde rozruluji dvojné vazby a gl D”iff: w
zptisobuji vznik radikali bazi. Tyto radikaly se ..., = Lo @’QA
asto prenaseji do 4-té polohy na pentoze, coz & " I&
uvolni fosfatovou skupinu. .

2) dvojité zlomy DNA — dva SSB proti o o iy
sob¢, mechanismus miiZze byt rizny. V roztoku N _ h@_o_mo#iif 4C:) : Hoit"
to mohou byt dva nihodné vzniklé SSB proti =~ 1 _=mwen ﬁ:\A w o _%}:J
sobg; v bunce to je spiSe dusledek piimého (5 <4 L3-
prachodu ¢astice v blizkosti obou fetézcti DNA, 2 3
kdy v okoli stopy vznikéd tada radikalt, které 3
zasahnou oba fetézce. s CHoiN'

3 T — -@?j + “o-@®~
5.6.2. Zlomy DNA » L

Zlomy DNA vznikaji zradikdll pentdzy. Obr. 71. OH radikal interaguje s poly(U) a dojde
V principu muze radikal vznikat na libovolném  kjeho zachyceni na uracilu, kde se zrusi dvojna
atomu uhliku aviak radikaly na prvnim a vazba a vznikne radikal. Ten se pfenese na 4-tou
druhém uhliku vznikaji malo vzhledem k tomu pozici pentdzy v jiném mist¢ fetzce a vzdpeti
N . nixa) ” Lo 2 vznika zlom

7Ze tyto pozice jsou ukryty v malém zlabku

DNA. Jednoduché zlomy DNA vznikaji vétSinou z radikalti na 4-té nebo 5-té pozici pentozy,
které tam miizou vzniknout bud’ pfimo nebo pfenesenim radikalu baze do 4-té pozice pentdzy.
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Na obr. 71 je znazornéna interakce OH® radikalu s molekulou DNA a vznik radikalu. Radikal
posléze interaguje uvniti poly(U) fetézce a prenese se na pentdzu na 4-ty uhlik. Tato pozice je
nejcitlivéjsi z hlediska vzniku zlomu DNA. Zlomy DNA jsou velmi dilezité pro biologicky
ucinek zarent.

5.6.3. Méieni zlomit DNA

SSB a DSB se daji snadno prokazat sedimenta¢nimi technikami. Tato jednoduchd metoda
neni bez komplikaci, nebot’ velkd molekula DNA je velmi fragilni a zlomy lze nadélat
manipulaci. To vymezuje pouzitelnost této technologie na vétsi davky zareni — takové, které
jsou pii ozarovani buitky mimo fyziologickou oblast.

Pro métfeni SSB se DNA denaturuje alkalickym prostfedim, coZ ovSem zplsobuje
vznik dodate¢nych zlomi, které nejsou detekovany, jestlize se denaturuje napt. teplem. Tyto
dodate¢né zlomy, které vznikaji z nékterych typli poskozeni bazi se nazyvaji ,,alkali labile
sites (als), tj. mista nestala v zasaditém prostedi. Pocet téchto zlomu je asi 30% z celkového
poctu SSB. Prakticky lze méteni provést v gradientu sacharozy (5-20% gradient), kde na jeho
povrch se umisti DNA znacena izotopem v alkalickém prostfedi. Po centrifugaci rozkapeme
gradient na frakce a zmétime aktivitu v jednotlivych frakcich napt. v B-spektrometru. Tim
dostaneme rozdé¢leni aktivity podél gradientu. Kalibraci stanovime pro danou molekuldrni
hmotnost DNA polohu v gradientu. Z rozdéleni pak mizeme spocitat sttedni molekularni
hmotnost. Lze snadno prokazat, ze stfedni molekuldrni hmotnost kleséd s rostouci davkou
zéteni jak pro roztoky tak v bunikach.

Dalsi metodou meéfeni SSB a DSB je . AN
elektroforéza. Jednoduché je pouzit kruhovou SINGLE STRANDED O
DNA, ktera ma velkou pohyblivost v elektrickém FORM
poli. Vznikem SSB dojde k relaxaci a pohyblivost [T
se podstatné zmensi. Vneseni DSB do kruhové i @
molekuly vede ke vzniku molekuly linedrni a k
dalsi zmén¢ pohyblivosti. Tyto tfi formy DNA se RFI > i
daji  snadno  oddélit  sedimentaci  nebo Uk Sem) s
elektroforézou (viz obr. 72). - S— 215
Dalsi metodou je ,,unwinding technika®, (ONE DSB) ——

kterd vyuziva fizené denaturace DNA v zéasaditém
prostfedi, kdy pfi pfesné stanoveném pH a  op. 73 Ty formy pavodné kruhové DNA po
zmétené dobé dojde k oddéleni urcitého useku o steni
dvousroubovice. Cim vice bude zlomi v DNA,
tim rychleji dojde k Gplné denaturaci vSech molekul. Méfi se nakonec frakce dvojtfetézové
DNA pouzitim vhodné barvicky. Tato metoda je citlivéjsi nez sedimentacni technika a
umoznuje pracovat s davkami blizkymi ,fyziologickym®. Metoda vyzaduje peclivou
kalibraci.

Posledni metodou pro méteni
DSB, o které se zminime, je pulsni
elektroforéza, do  kter¢  byly
vkladany velké nadé&je. U pulsni
elektroforézy se stiida elektrické
pole pod urcitym tupym uhlem a lze
programové¢ fidit jak velikost pole, Sméreclese
tak uhel a dobu pulst napéti.

Molekula DNA se propléta
v pérech, kde je tazena
silou

Molekuly DNA se v gelu nejprve réboie nevitie
orientuji a teprve poté se zacnou
pohybovat. Pfi zméné orientace Obr. 73. Princip pulsni elektroforézy
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napéti dochazi k re-orientaci, kterd zabere urcity cCas, jenz je vétsi pro vétsi molekuly.
Rozhodujici pro vysledek, tj. polohu molekuly na gelu, je proto rychlost reorientace a nikoliv
pohyblivost. Timto zptisobem lze oddélit Setrné velké molekuly az nékolik Mbp (cely genom
E. coli).

Na obr. 73 je zobrazen princip pulsni elektroforézy — ménici se elektrické pole, ve
kterém dochazi opakované k reorientaci molekul DNA. Doba reorientace je vétsi pro delsi
molekulu.

5.6.4. Vysledky méieni zlomit DNA pulsni elektroforézou a jejich interpretace.
Byly méteny napt. zlomy indukované zafenim u E. coli nebo B. subtilis na celych genomech,
kterymi jsou kruhové molekuly DNA. Vysledek elektroforézy vypadal takto — urcita linie
odpovidala piivodni DNA (zlstala na pivodnim misté vzhledem k ukotveni na bunécné
struktury), dal$i maximum odpovidalo jednofeté¢zové DNA. Tieti maximum bylo Siroké a
odpovidalo molekuldm rozbitym na drobnéjsi kousky.

Jednoduse Ize odvodit, Zze pii ndhodném vzniku DSB v molekule DNA musi mezi
mnozstvim DNA v jednotlivych oblastech elektroforeogramu platit urcité vztahy.

Pro fidce ionizujici zéfeni bude pfi sttednim poctu zlomi
Experimentalni rozdéleni
n=a.D
pravdépodobnost, ze k zddnému nedoslo
exp(_n)
a pravdépodobnost Ze doslo praveé k jednomu bude
1:1 exp(-n) . Teoretické rozdéleni
Zbytek do 1 bude pfipadat na spojitou ¢ast rozdéleni v pravé
¢asti obr. 74.
Mnozstvi DNA pod maximy lze urcit integraci a porovnat
s rovnicemi. Pro husté ionizujici zafeni 1ze pouzit f(z, D) funkci a

vzdalenost ve sméru pole

pro dané zdeponované¢ v molekule vypocitat pocet zlomd. ’ )
Velikosti maxim a tvar spojitého spektra vpravo pro huste OPr: 74. Vysledek pulsni
LonE e . p ,Jw p_ R p, ) p 9 elektroforézy ozarenych
ionizujici zafeni by se mély liSit. Experimentalni vysledky vSak  pakerii

prilis neodpovidaji teoretickym ptedpovédim, coz odrazi celou

fadu problému pii vyhodnocovani téchto experimentt.

5.6.5. Radiolyza DNA — vliv kysliku

Kyslik obvykle zvétsuje ucinek zateni a to jak na urovni molekulédrni, tak

2 dEl‘szz‘/D'l/.f' na Urovni bunék a tkani. Mluvi se o tzv. kyslikovém efektu, ktery je
Eool=a42/1.2= jednim z nejlépe prozkoumanych a nejuniversalngjsich radiobiologickych
E =3.5 / fenoménd. Pro hodnoceni ucinku v pfitomnosti kysliku v porovnani
Bl / s anoxickymi podminkami se zavadi se pomér davek v kysliku a v anoxii
5 4 pro stejné poskozeni DNA — tzv. kyslikovy pomér (KP) anglicky oxygen
i . J - enhancement ratio (OER). Hodnota OER pro SSB pfi y-ozéfeni byla
Y PP D. odhadnuta na 5.4, pro DSB 3.5 (viz obr.75).
1 2

Obr. 75. Definice kyslikového poméru — Cervené jsou znazornény davky pro urcity
efekt (10 zlomt). Pomér davek je hodnota OER.
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Jak jiz bylo uvedeno, kyslik muze zvySovat produkci OH®
radikalti avsak tento prispévek je maly. Nejdulezitéjsi je role
kysliku pti fixaci radikdli DNA. Vzhledem k vysokému
obsahu kysliku ve vodé a vzhledem k vysoké reakéni rychlosti
stémito radikaly je 1 velmi mald koncentrace kysliku
dostate¢na pro 100% ucinek zareni. Proto se musi experimenty,
v nichZ se zkouma anoxie velmi peclivé provadét — tak, aby
byla koncentrace kysliku skute¢né nulova.

Dvojité zlomy DNA vznikaji odliSnym mechanismem v
roztoku a v buiikach (obr. 76). V roztoku dochazi k formovani
DSB jako dvou SSB s odstupem 6-8 nukleotidd. To
piedpoklada dostate¢né velkou produkci SSB, aby takovy jev
byl dostate¢né pravdépodobny a disledkem pak je kvadraticka
zavislost poctu zloml na davce. V buikach je vznik DSB
1000x mén¢ pravdépodobny jednak proto, ponévadz prispévek
nepiimého ucinku zafeni je mensi, jsou zde také pritomné latky
vychytavajici radikaly a konformace DNA v chromatinu je jina.
Davkové zavislosti poctu DSB v burikach jsou vétsinou linearni.

5.6.6. Radiolyza DNA — vliv LPE
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Obr. 76. Kyslikovy pomér
v roztoku. Davkové zavislosti
vzniku DSB jsou kvadratické,
nebot’ DSB vznikaji ze dvou
SSB. Hodnota OER je zde
mensi nez 2.

Jak vidime z obr. 77, produkce SSB, DSB a i dalsich poSkozeni DNA se méni v zavislosti na
tom, jaky druh zafeni pouzijeme. Proto neni mozné vysvétlit G€inek zéafeni na buniku pouze
uvahami o energii deponované v citlivém
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5 L ' objemu (jadte) buniky. Pro vétsi hodnoty LPE
w Q3 1! o ’ v . . . r .
2 D T S zafeni se méni distribuce specifické energie
& W N—1 ] z v jadrech bunck a ¢ast bunék bude proto
=) . WywTr v <] W

S ; s . . pocitovat vétsi nez prumérnou hodnotu z. Co
2 008 ,‘*’{“\Q 1 je vsak dulezité, ze s rustem LPE produkce
Wi L]

e
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Obr. 77. Experimentalni zavislosti produkce
SSB a DSB v zavislosti na LET zateni

DSB nejprve roste a posléze klesa. Tyto zavislosti
lze objasnit jestlize zvazime charakter vydéleni
energie (mikrodosimetrické aspekty a strukturu
stopy castice). Pro jednoduché zlomy neni tieba

tolik energie jako pro dvojité, a proto jejich B

produkce pada s ristem LPE. U dvojitych zlomt
se pravdépodobnost vydéleni dostateCné energie
v rozmezi molekuly (2 nm) nejprve zvétSuje az do
n¢kolika set keV/um. Na obr. 78 jsou znazornény

199

LET [keV/um]

Obr.78. Teoretické kiivky:
1 —produkce SSB,
2 — produkce ptimych DSB

teoretické kiivky spoctené na zakladé teoretickych 3 — produkce poskozeni bazi
predstav o vydé€leni energie v molekule DNA. 4-produkce tzv.komplexnich poskozeni

K jejich interpretaci se vratime pozdéji.
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5.6.7. Ostatni poSkozeni DNA
PoSkozeni bazi a ztrata bazi se
pozoruje jako ubytek absorbance
pfi 265nm, coZ je pon€kud hruba
metoda. Byly popsany urcité typy
poskozeni bazi (napf. u thyminu 30
druhtt zmén) (obr. 79); jejich
biologické nasledky vSak nejsou
znamy a nepficitd se jim velky
vyznam. PoSkozeni bazi se v burice
reparuje excizni reparaci, ¢imz se
tato poSkozeni méni na SSB. Proto
lze po urcité dobé pozorovat nartst
poctu SSB po ozareni.

Denaturované oblasti  zpiisobuji
naopak pii malych davkéach urcity
nariist absorbance pii 265 nm.
Tyto oblasti lze prokdzat na
denaturacnich  kiivkdch  nebo
pomoci enzymul specifickych pro
single-strandovou DNA.
Denaturace provazi vétSinu z
uvedenych typi poskozeni, a proto
je hodnota G pomérné velka.

Crosslinky — nejsou dobie pro-
zkoumany. Intramolekularni
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Obr. 79. Typy poskozeni bazi OH® radikalem. Jsou znazornéna
mista citliva k OH® radikalim a zmény, které nastavaji.

crossliky vedou k podstatnym zméndm v denaturacnich kiivkach a zvySuji rychlost
sedimentace. Crosslinky s proteiny zptisobuji obtiznou extrakci z bun¢k — toho 1ze vyuzit pfi

fixaci DNA.

5.6.8. Vypocet produkce zlomit DNA po ozdieni

Modelovani DNA — existuji modely struktury DNA,
které umoznuji stanovit pfistupna mista. Je néckolik
piistuptt — lze urcit tzv. Van der Waalstv povrch a
»dostupny povrch® (nemusi byt shodné) (obr. 80).

@ pNa =2 nM

Volume of
interest

Aqueous
dilute

Reaction £
solution

H
Van der Waals

)

Testing sphere

Accessible
surface
h!

Obr. 80 Povrchy molekuly — van der
Waalstv a ,,dostupny povrch®.

Obr. 81. Modelovani piisobeni OH radikalu na DNA.

(ptevzato z prace M. Bégusoveé)

Modeluje se pohyb radikalt v 3D prostoru
a jejich interakce s DNA (obr. 81).
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5.6.8.1. Zavislost pravdépodobnosti vzniku zlomu na sloZeni DNA

Byl ozafovan fragment DNA a analyzovana produkce zloml v daném misté. Analyza byla
provedena na akrylamidovém gelu podobné jako sekvenovani.
Podle délky tetézce DNA bylo mozné ptesn¢ stanovit, ve
kterém misté (na kterém nukleotidu) doslo ke vzniku zlomu. Na [ 4
obr. 82 vidime experimentalni a teoretickou pravd. vzniku SSB '

Percent radipactivity Aelative probability of attack

Obr. 82. Pravdépodobnosti vzniku zlomu zavisi na slozeni DNA— v blizkosti
TTG, TTC jsou minima. Kiivka pfedstavuje teoreticky vypocet. (prace M.

Bégusové)

5.6.8.2. Vznik zlomit DNA v komplexu s proteinem

K modelovani byl pouzit komplex DNA s lac represorem
(odpovidajici vazebna sekvence). Na obr. 83 je Cast fetézce
DNA v komplexu s lac represorem (modie), jsou zde
znazornény atomy vodiku v polohdch H4 a HS (zelenou a
fialovou barvou). Je zfejmé, Ze pouze cCast atoml je
pristupna pro interakci s OH radikaly (obr. 84)

GAATTGTGAGCGGATAACAATT

A strand

Obr. 83. Struktura fragmentu DNA se lacl
represorem. (prace M. Bégusové)

Obr. 84. Vznik zlomt DNA v komplexu s proteinem —
vznik zlom@ pro DNA s represorem. Je vidét, Ze model
docela dobfe popisuje experimentalni vysledky. (prace
M. Bégusové)

5.6.9. Poskozeni DNA piisobenim UV-zareni o y

UV zéfeni se d&li na A, B a C. UV-A zéfeni N e,

zpisobuje vznik SSB zlomi DNA, které — jak N}°=°\cﬂa

uvidime pozd¢ji se rychle reparuji, a proto UV- ""“""’\" o M

A zéfeni nezplisobuje pfimo zavazna poskozeni sugsr—u;z:"“ =0
TN

bundk. UV-B a UV-C zifeni zpiisobuji vznik /
dimeri a 6-4 fotoprodukti (obr. 85). / \
UV light

Kovalentni vazba vznikd mezi sousednimi

pyrimidiny, nejcastéji jsou to thyminy. N °n M N o, M
Oba typy poskozeni mohou zptsobovat sagwr —n ;" Jg=0 sug,,_uig_ﬁ'*x =0
Spatné parovani pii replikaci nebo zastaveni " cHy AN
: v . v v ,  Phosphate o H phosphate
replikace. ProtoZe na Zemi Zijeme v pfitomnosti AN N . 0\% 3 H
rw ’ . v r o sugar — N7 | °|3Cc= — —_
UV-zafeni, vyvinula se fada systéml pro S e swear —NQe g
2 / Vi . / - "\
H CH, H

reparaci poSkozeni zplisobenych timto zarenim.

cyclobutane
thymine dimer 6-4 photoproduct

Obr. 85. Vznik pyrimidinového dimeru a 6-4
fotoproduktu ptisobenim UV-zéfeni.
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VI. Reparace DNA po ozareni

DNA je na rozdil od proteind, lipidi a sacharidi unikatni molekula v bunce. Molekuly,
kterych je mnoho se mohou pfi poskozeni prosté zaménit. Udrzet DNA v originalnim stavu je
pro bunku jedna z hlavnich uloh. Proto existuje fada reparac¢nich systémti DNA. DNA je
relativné stabilni sloucenina, je vSak vystavena mnoha poSkozujicim vliviim:

1) Teplota — denaturace, deaminace bazi, ztrata bazi glykosylickou hydrolyzou

2) UV zéfeni — vznikaji pyrimidinové dimery, 6-4 fotoprodukty

3) lonizujici zafeni — poSkozeni bazi, jejich fragmentace, zlomy

4) Chemické modifikace — velky pocet
Reparace byla prvni prozkoumana u E.coli s riznymi mutacemi pfi pisobeni UV zéfeni. Proto
probereme prvni UV-poSkozeni a souvisejici reparacni procesy u baktérii.

6.1. Zakladni systémy reparace

6.1.1. Fotoreaktivace — prokaryotni i eukaryotni buriky
Prvni systém reparace se nazyva fotoreaktivace. Photoreactivation of Thymine Dimers
Uskuteciiuje se plisobenim jednoho enzymu, DNA-  cmopnores . ona photoiyase

fotolidzy (obr. 86). Tento enzym S$tépi dimery.
Energie pro Stépeni kovalentni vazby cyklo-
butanového kruhu se cerpa pohlcenim svétla (370 nm)
chromofory. Viastnosti fotoliazy E. coli: (1) phr gen,
54 kd, monomer, (2) izolovan — modra barva,
absorbuje pifi 380 nm, (3)obsahuje chromofory
FADH2 a pterin, (4) reparuje pyrimidinové dimery
rychlosti  25/min/molekulu, (5) stimuluje ABC —e—c-
nukledzu. Vazba PL (fotolidzy) na DNA je (1) velmi 3
selektivni — vdze se na dimery, (2) nezavisla na forme

DNA (relaxovand supercoiled, ssDNA apod), 755;933557’4; FADH:

radical

(3) rozpoznava cyklobutanovy kruh (2 kovalentni mu
vazby), jiné dimery nepozna, (4) PL asociuje s 6-7 Obr. 86. Fotoreaktivace thyminovych
pary bazi v okoli dimeru, zapadd do mensiho Zldbku  gimers
DNA. Mechanismus reparace je nasledujici:
(1) aktivuje se enzym ptes pohlceni svétla obéma chromofory, (2) FADH2 (flavin) je
excitovan a predava elektron dimeru, ¢imz zrusi pficnou vazbu, (3) role druhého chromoforu
je pravdépodobné zaplnéni mista po odevzdaném elektronu v molekule flavinu

Fotoreaktivace byla nalezena u mnoha organismi vcetné ryb, plazii ale nebyla
nalezena u savci. U €loveéka existuje gen CRY, jenz je sekvenéné podobny fotolidze, neni
vSak schopen fotoreaktivace (uplatnéni pfi nastaveni dennich rytmu).

| |
-c—C-—

chromophores
-c—cC— i

(2
.%.

light energy

harvested hv (370nm}

_l,“_»l,_

by first
chromophore
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6.1.2. Nukleotidova excisni reparace (NER)
V 60. létech se podafilo vydélit mutanty

E.coli citlivé k UV-zafeni. Nyni vime, Ze u LUy ] MitomycinC [ Nitragen MNNG
téchto kmeni byla zablokovana reparace g 10° —, F —— ———
DNA  nukleotidovou  excisni  cestou g 10 . -

(obr. 87). Excisni reparace dimerd se £ '°°F £ & ~
uskute¢huje pisobenim uvrABC systému.  §'°F N[ N [ \., | ¢
Pii nalezeni dimeru uvrAAB proteinem 10::"| it (Ml .
dochazi k odpojeni uvrA proteinu a k i B8 18 240 =W 100 2 240 i e g
ptipojeni uvrC. Tento kompgx Stipne patet '"cuﬁ.an’)m"

DNA v blizkosti dimeru. Cést fetézce je Obr. 87. Citlivost uvr” kmenti E. coli k UV-zateni
odstranéna uvrD proteinem — helikdzou II  ariznym mutagenim
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(obr. 88). UvrA protein ma 2810 bp, je to ATPaza, funguje v dimeru a disponuje vazebnou

.ﬁ.
B =
A A
ATP 8 nucleotides,
5" nick 3' nick
\ \

. — B ¢

3
ATP
helicase Il (uvrD)
ADP + Pj
A
T T e
———————
dNTPs
DNA polymerae |
2P

“/
n
-

i —

Obr. 88. Excisni reparace dimert se uskuteCfiuje plsobenim
uvrABC systému. Komplex uvrAuvrB skenuje DNA a vyhledava
dimery. Pfi jejich nalezeni dochéazi k odpojeni uvrA proteinu (ATP
zavisla reakce) a k pfipojeni uvrC. Tento kompex (urvBuvrC)
Stipne patef DNA v blizkosti dimeru. Cést fetdzce je odstranéna
uvrD proteinem — helikazou II za dodani energie z ATP. Dalsi

proces se uskutecni jako prosta syntéza polymerazou a ligazou.

aktivitou k DNA. Poznani
substratu souvisi s deformaci
helikélni struktury DNA. Dimer
odtaci helix o 19-20 stupni a
vytvaii ptehyb o velikosti 27 st.,
ktery zasahuje do velkého
zlabku do vzdale-nosti ptiblizné
0.26 nm.

Uvr B protein ma 2019 bp,
nevaze se k DNA samostatné,
pouze spolu s uvrA, nema
ATPazovou aktivitu. UvrC
protein ma 1764 bp, vaze se k
uvrB na DNA (1 1 vice molekul)
a zpusobuje excisi. Nastipnuti je
soucasné na obou mistech,
nikoliv postupné. Stépi 8-mou
fosfodiesterickou  vazbu ve
sméru 5° od poskozeni a 4-tou
nebo 5-tou ve sméru 3¢, coz
dava 12-13. mer Genu uvrC
odpovidd u clovéka ERCCI1
gen, u kvasinek RADI0 gen,

uvrD genu (helikéze) odpovidd ERCC2 u ¢lovéka a RAD3 u kvasinek. U ¢lovéka je excizni

vvvvvv

— 4 geny (XPC, DDB, XPA, RPA) se mohou vazat k DNA. Genu

uvrB odpovidaji dva geny XPB a XPD, kter¢ jsou oba pottebné pro vznik pre-incizniho stavu.
Pro incisi jsou potifebné dva geny XPG a XPF — pro kazdou zvlast — misto uvrC u E.coli.
Cely kompex disociuje s 24-32 oligonukleotidem, mezeru zaplni pol 6 nebo ¢ a ligdza LIG1

6.1.3. Excisni reparace poSkozenych bazi (BER)
Dochéazi k odstranéni poskozenych bazi (nikoliv
nukleotidll), kdy se nejprve hydrolyzuje N-glykosylicka
vazba mezi deoxyribozou a cukrem a pak se odstrani
baze DNA glykosyldzou (obr.89). Vznika AP misto
(apurinové nebo apyrimidinové), které se opravi
endonukledzou (Stipe patei DNA v blizkosti AP mista)
a dRpazou (deoxyribofosfodiesterazou). Vlozi se
nukleotid polymerazou a patet se spoji ligdzou.

DNA glykosylazy: (1) malé molekuly 20-30 kD,
velmi specifické (naptf. wuracil, hypoxantin, 3-
metyladenin,  hydroxymetyluracil  apod), zafeni
vyvolavd napf. 4,6-diamino-5-FAPY (formamido-
pyrimidin), ktery odstraituje enzym genu fpg (30 KD).
Hydroxymethyluracil vznikd rovnéz plisobenim zatfeni
nebo jinych oxidacnich ¢inidel

AP endonukledzy:(1) Stipou fosfodiesterickou

BASE EXCISION REPAIR

rlnguuuuu 5
JWQW OCK S
DMA glycosylase ‘« [1]

AP, Free base
e

§' AP endonuclease * [2]

PRV

dRpase * 5]

s,

DNA polymerase + DNA ligase ‘ [4]
, F9999997

Obr. 89. Excizni reparace bazi (standardni
schéma).

Hip [

vazbu 3‘ nebo 5° od AP mista (podle toho existuji 4 druhy endonukledz a Stipou bud’ na 3°
strané nebo 5° stran€ od AP a vznikd 3°OH + 5°PO4, 3‘PO4 + 5‘OH).
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(2) jsou ruzné druhy endonukleaz, napt. endo IV — mutanti citlivi k alkylujicim ¢inidlim
(mitomycin C, bleomycin), endo V — degraduje DNA s uracilem, u ¢lov€ka existuji také AP

endonukledzy

6.1.4. Excisni reparace poSkozenych bazi u clovéka (obr.90)
U cloveéka existuji 3 odlisné glykosylazy pro oxidativni poskozeni
purmy Dalsi 4 mohou odstranit uracil z DNA (napi. UNG
XPC-hHR238 glykosyldza je homolo-
gickd Ung enzymu E.coli,
asociuje se s replikacni ®
vidlici a  odstranuje
chybné vloZzeny uracil
naproti adeninu). SMUGI .
je unikdtni pro vysSsi
eukaryoty a odstranuje
uracil vznikly po
deaminaci  cytosinu Vv
DNA). Byla nalezena
Obr. 90. Excizni reparace bazi u pouze 1 endonukleaza pro

Clovéka. Nejprve se hydrolyzuje N- AP mista (APE1). Delece
glykosylicka vazba mezi deoxyribozou a o .
cukrem a pak se odstrani baze DNA tohoto ,ger,lu Zpu'SObUJ N

embryondlni letalitu u

A

wa O wuo

glykosylazou. Endonukledza Stipe patet o, s
DNA v blizkosti AP mista. Viozi se mySi. Na obr. 91 je
nukleotid polymerdzou a patet se spoji ~ znazornéna reparace
ligzou. residua po deaminaci 5- o

methylcytosinu— thyminu.

a ¢tvrta pro alkylované
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Obr. 91. Reparace residua po deaminaci 5-methylcytosinu — thyminu. TDG gylkosylaza odstrani thymin a
ptivola APE1 nukleazu, ta oCisti okraj a piivola POL P, ta vsadi cytosin a piivola LIG3-XRCC1 komplex.

6.1.5. SOS reparace

V 60-tych létech byli izolovani mutanti E. coli citlivi k UV-svétlu. Nejzajimavéjsi byli
mutanti uvrA a recA, u nich u obou byla citlivost k UV podstatné¢ vétsi nez u bun€k
standardniho (divokého) kmene. Ukazalo se, ze existuje dvojity mutant uvrA recA, jehoz

N | Wild type

reparace, kterou jsme jiz probrali a SOS
reparace, o které se nyni zminime. Oba tyto
reparacni systémy jsou velmi efektivni pfi
Dévka reparaci UV poskozeni, ale i zlomi DNA po
pusobeni ionizujiciho zafeni.

uvrA recA

6.1.5.1.W-reaktivace fagovych castic

Pti ozéafeni bakteriofaga dochazi ki jeho poskozeni a ztraté funkce.
Cim je vétsi davka, tim méné fagovych &astic preZiva (je schopno
infikovat bakterii). Jestlize vSak bakterie pfedtim ozatime, prezije
vice fagovych ¢astic — tomu se fika W-reaktivace (Weigle) (obr. 92).
Tento jev byl prvni, ktery svédcil o existenci jistého inducibilniho
reparacniho systému u baktérii.

citlivost je jesté daleko vyssi, u kterého existuje pouze fotoreaktivace, tj.
reparace zavislad na svétle. Existence dvou typli mutovanych bun¢k se
zvySenou citlivosti k UV zafeni nezavislych na sobé svéd¢ila o existenci
dvou reparacnich systémt. Skutecné bylo zjisténo, ze existuje NER

10-1 B UV-irradiated
c bacteria
2 102}
E 10
I 107%F
o
c -4 |
g W
R .
I Unirradiated
10 bacteria
107 { Y (S N A |

01234568

UV Dose to Phage (min)
Obr. 92. Preziti
fagovych ¢astic po
ozareni nositele
(baktérii)
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Obr. 93.

6.1.5.2.50S system u E. coli
SOS systtm u E. coli je
inducibilni enzymaticky systém,
ktery je odpovédny za reparaci,
mutagenezi a dalsi funkce.
Zaklad regulace spocivd na
lexA a recA proteinech.

Za normalnich okolnosti
je v bunkdch wurcitd bazalni
urovenn téchto protein, kdy
lexA represor ve formé dimert
nasedd na operatory fady gent
véetné recA a sebe sama a
blokuje syntézu téchto gent
(obr.93 nahote). Koncensudlni
sekvence pro vazbu lexA
proteinu je sekvence 5°-CTG-
N10-CAG-3¢, tzv. ,,SOS box*“.

Vznikem poskozeni
DNA dochazi k vazbé recA
proteinu na ssDNA a dale k
asociaci s lexA proteinem, ktery
se timto Sté€pi (Casto se mluvi o

recA-proteaze), hydrolyza lexA odblokuje syntézu fady gentl, véetné recA, ktery pak ma jesté
dalsi funkce — naseda na DNA a chréni ji v pribéhu reparace, zpisobuje rekombinaci (obr. 93
dole). Jakmile je poSkozeni reparovédno, klesne uroven protedzy, lexA protein nasedne na

operatorova mista a zablokuje syntézu.

6.1.5.3. SOS (postreplikativni) reparace

SOS systém umoznuje reparaci DNA v prubéhu replikace — na
poskozeni se polymerdza zastavi, disociuje od DNA a syntéza je
inicializovana ve vzdalenosti 1000 bp dal podél fetézce,
zanechavajice mezeru s poskozenou bazi (nebo dimerem) (obr. 94).
RecA protein se vaze k ssDNA a ma schopnost pienést do této
mezery fetézec ze sesterského duplexu (chromatidy), ktery ma
neposkozeny templat. Tento ,,crossing over zanechava malé gapy,
které se uzaviou polymerazou a ligdzou.

Poskozeni se neodstrani — pouze dochazi ke ziedéni a
poskozeni ¢eka na dalsi reparaci (pokud je mozna).

6.1.6. Mismatch reparace

NS

Then NER

Obr. 94. Schéma post-
replikativni reparace.

Po replikaci se pii chybné vlozeném nukleotidu oprava déje tzv. ,,mismatch repair* s vyuzitim
gent mutHLS (obr. 95). mutH se vaze na GATC sekvenci s metylovanym A — tim se pozna
stary fetézec DNA, mutS se vaze na nesparované misto. MutL spoji mutH a mutS a dojde k

vyStépeni fetézce za pomoci helikazy (uvrD).

52



template strand identified
by methylation of A in
GATC sequence

me
ahto
correct base in template strand . CTAG
/ i“’ muth

GATC: -

CTAG B s

incorrect base in newly made strand 2

(mismatch) mUtH uclease activity
heticase Il (uvrD)
558
. ATP required

e
mutH: GATC recognition, nuclease gﬁg
mutS: mismatch recognition

mutL links mutH and mutS (ATP

required)

0

DNA polymerase |
DA ligase

me
ahtc
CTAG

kr
ahre
mutH garc
muts
5) e

Obr. 95. Mismatch reparace. V nové syntetizovaném fetézci mame nespravnou bazi. Stary fetézec pozna mutH
protein podle metylovaného adeninu v sekvence GATC, pfitahne mutL a mutS se vaZe na nesparované misto.
Retézec se degraduje a resyntetizuje.

6.2. Reparace zlomi DNA

6.2.1. Strucny pi‘ehled reparacnich systémii

SSB se vétsinou reparuji velmi rychle s vyuzitim stejnych reparacnich systémi jak BER nebo
NER. Existuji vSak rizné typy SSB — cast se reparuje ligdzou, Cast s pouZitim excizni
reparace a zbyvajici poskozeni té¢zsiho kalibru indukuji SOS-reparaci.

DSB se reparuji pomoci rekombinace, coZz u E.coli pii 1 genomu na builku neni
mozné. Replikace u bakterii vSak probiha synchronné a doba zdvojeni mutize byt kratsi nez je
doba replikace — pak je na buiiku vice genomt (napt. 6-8 kopii). Pak je mozné rekombinace.

U savcich buné€k se reparuji DSB prostym spojenim koncti. To vyzaduje enzymy, které
konce rozpoznaji a dotdhnou je k sobé. Reparace nevyzaduje homologii a nazyva se
nehomologni spojovani koncti (NHEJ- nonhomologous end-joining). Pro tuto reparaci je
dilezity protein Ku. Je to heterodimer podjednotek Ku70 a Ku80. Defekt této reparace vede
ke vzniku translokaci.

DalSim typem reparace DSB u savc¢ich bunék je homologni rekombinacni reparace.
Tato reparace probihd na sesterskych chromatidach (G2 faze cyklu) nebo s pomoci
homologniho chromosomu — v G1 fazi to predpoklada hledani tohoto homologa v jadte, coz
je malo pravdépodobné, proto se piedpoklada, ze v G1 probiha pouze NHEJ. Dalsi moznost je
u chromosomil s duplikovanou sekvenci.

6.2.2. Nehomologni spojovani koncit (NHEJ reparace)

Jedna se o proces, pii kterém se podrzi pohromadé konce vzniklého DSB, ocisti se a spoji se
op¢ét dohromady, byt’ se ztratou informace. Tento typ reparace nepotiebuje homologni DNA, a
proto miiZze probihat i v G1 fazi bunécného cyklu. D4 se zdivodnit tim, Ze genom u sav¢ich
bunék obsahuje obrovské mnozstvi redundantni informace a ztrata této informace v oblastech
nekodujici DNA nemusi byt pro buniku kritickou. U diferencovanych bunék s omezenou
potiebou replikace se tak miize jednat o pfiméteny zplisob opravy DNA.

Proteiny, které se ucastni: (1)DNA ligaza IV — kooperuje s XRCC4 na spojeni koncli
po jejich patfiéném opracovani; (2) XRCC4 - analog LIF1 genu u kvasinek — spojeni konct
XRCCS5 — analog HDF2 u kvasinek — oznacuje se nyni jako Ku80 — spolupracuje s Ku70
naseda na konce a spojuje je; (3) XRCC6 — analog HDF1, oznacuje se Ku 70, je velmi hojny
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tvoti heterodimer s Ku80, naseda na konce a rozpléta je
castecné; (4) XRCC7 — DNA protein kindza — aktivuje
Artemis; (5) ARTEMIS — nukledza regulovand PKcs,
ptipravuje konce pro ligazu.

Mechanismus reparace: Oba zlomy jsou podrzeny
pohromadé¢ v tzv. synapsi nasledujicim zpisobem (obr. 96):
(1) Ku proteiny nasednou na konce zlomt a interaguji mezi
sebou (tj. drzi konce u sebe); (2) Ku pfivolaji protein
kinazu PKcs, ktera se asociuje s ARTEMIS endonukledzou
a aktivuje ji, aby ocistila konce (ofezala jednofetézcové
zbytky); (3) Po ocisténi se konce spoji — ucastni se DNA
ligdza IV a XRCC4 protein.

6.2.3.Rekombinacni reparace u savcich bunék

DNA break;
“Synapsis”

Ku binds to ends

Ja)
&

Ku recruits DNA-PKcs

& P
b

o

Juxtaposition of ends

0
I .
rocessing;

Nuclease, polymerase;

l
|
!
!
l
!

N XRGG4, Ligase IV binding
=

Ligation by DNA ligase IV
and XRCC4

Obr. 96. Nehomologni spojovani
zlom DNA (NHEJ) reparace

Existuji dva dobfe dokumentované procesy — SDSA (synthesis dependent strand annealing) a
SSA (single-strand annealing). V prvnim piipad€ (obr. 97 vlevo) dochazi k invazi fetézce

DNA jednoho konce Zlomu dO homOIOgni Synthesis-dependent strand annealing

oblasti druhé molekuly DNA a vytvoteny D- —————
loop (odchlipeni) se navaze do oblasti zlomu. —
Podle tohoto useku se potom syntetizuje Usek —.—
DNA v mist¢ zlomu. Podobné se ve druhé —
molekule syntetizuje chybéjici Cast fetézce.
Poté dojde k odd€leni obou molekul. Tento

typ reparace probiha teoreticky bez ztraty ——=5——\.\ ona synmesis

informace.
Druhy proces (SSA) probiha tam, kdy
zlom vznikl mezi dvéma homolognimi useky

f——

DNA (obr. 97. vpravo). Zlom vede k obnazeni ———vigaion

homolognich sekvenci, které se na sebe nava-
zou a dojde ke spojeni DNA, kterd je o usek
mezi homologiemi krat$i. Rekombinacni repa-

Double-strand break

_ . .
T | Strand invasion

Single-strand Annealing

e e e e ]

5'to 3" resection Bl

#Annealing

Flap removal;
Ligation

<————Unwinding from template;
Annealing

Obr. 97. Rekombinacni reparace

race milZe nastat tam, kde je k dispozici homologni DNA, tedy 1 v G1 fazi, kde se ovSem

tézko hledad homolog (vzhledem k malé pohyblivosti chromatinu).
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6.3. Hierarchie reparace zlomi u baktérii

6.3.1. Schéma reparace zlomiit DNA

Prvotni zlomy DNA (DNA sites) se mohou z¢&asti

reparovat velmi rychle DNA ligdzou (obr. 98). Tato poskozeni mohou ¢aste¢né predstavovat a
caste¢né z nich vznikaji (napf. excizni reparaci BER z poSkozenych bazi) jednoduché zlomy
(SSB1). Zlomy jsou pfevazné reparovany enzymy excizni reparace (polA polymerazou). Cést
téchto zlomi se transformuje na SSB2, coz jsou dlouhé mezery v DNA(gapy). K této
transformaci dochazi ptsobenim recBCD nukle4dzy kvili poskozeni koncl, nebo z jinych
pficin, jestlize na zlom narazi replikacni mechanismus. Tyto gapy pokud nejsou chranény
recA proteinem, se transformuji na DSB (DSB enzymatického ptivodu) a jsou letalni u kmene
E. coli recA. Proto je oznacujeme také jako metastabilni stavy (MS). DSB jsou letalni u bun€k
standardniho kmene (wild type).

D Obr. 98. Schéma vzniku a reparace zlomid DNA u baktérii po ozareni

DNA [___FE

—9 Q: q I ETHALS
55 Ms | —k0s]
sites By BMS
Py 4

3

V pfitomnosti kysliku se ve srovnani s anoxii podstatné lisi spektrum poskozeni (obr. 99).
Tento rozdil je zachycen na dal$im schématu. MN a MQ jsou radikaly DNA, v nepfitomnosti
kysliku se Mo prosté ,,reparuji“ na fyzikalné-chemické trovni pomoci endogennich molekul
obsahujicich SH skupinu (thiol®). Z prvotnich zlomil (Ny) se Cast reparuje, jak v pfitomnosti

— : — .ﬁq?—"i‘h—l

] ——
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Obr. 99. Schéma reparacnich procest v anoxii a za
pritomnosti kysliku

kysliku, tak bez n¢ho (p1) a vznikaji zlomy, které jsou reparovany enzymy excizni reparace.
Cést téchto zlomii je nereparovatelna excizni reparaci (NSSB;;,) a vyzaduje indukci SOS
systému. SOS systém je poslednim repara¢nim systémem, ktery je indukovan SSB ; a také
¢asti SSB; ; — pokud se nestihly reparovat rychlym typem polA-zavislé reparace.
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6.3.2. Model reparace zlomii u E.coli

Nyni si schéma zjednodusSime a pfipustime existenci dvou (hlavnich) reparacnich systémil —
rychlé (excizni) reparace a pomalé (SOS reparace). Mnozstvi zlomii oznac¢ime Nssp1ir - pro
zlomy nereparabilni rychlou (F-fast) reparaci, Nsspi, — reparabilni zlomy v anoxickych
podminkach s indexem N a za pfitomnosti kysliku s indexem O. Existence nereparabilnich
zlomil je zfejmd. Hypotézou modelu je nezdvislost Nssp, i na pfitomnosti kysliku. Takovymi
poskozenimi mohou byt napt. komplexni zlomy doprovazené poskozenim baze (bazi).

N ]
D DNA Necs,if || Nessn Neca 0

F -switch
G——=————0

Obr. 100. Zjednodusené schéma reparace, S-switch a F-switch znamena pfepinace, které mtizeme vypinat
pouzitim urcitého repara¢né defektniho kmene bakterii. Typy poskozeni jsou popsany v textu.

Necht redukce zlomi reparovanych rychlou reparaci je F a pomalou je S. Pak dostaneme pro
pocet zlomi zbylych po reparaci (pomala reparace je schopna reparovat i Nssb1,ir).

N N,
Nla _ SSB,r + SSB,ir
F-S S
Zkusime vyuzit experimentalnich vysledkli, abychom stanovili parametry modelu
(predpokladame, ze 37% bun€k hyne jestlize je v populaci v priméru 1 letdlni udalost —
nereparovany zlom -na bunku):

Kmen N et OER
rec A 0.062 1.8
Wild type 0.01 3.4
pol A 0.049 4.6
Pro kyslikovy pomér pak dostaneme: Nsssr | F+Ngg, .
OER = :

N"ssgr | F + Nssir

6.3.2.1. Urceni parametrii modelu
Zkusime spocitat parametry podle naméfenych idaji pro repara¢né defektni buiiky. OER pro

mutanty E.coli s defektem excizni reparace, tj. polAl- kmen, je nejvétsi ze vSech mutant
(pro polA1 kmen by mélo platit, ze F=1):
Nssr + N

N

Vir

OER" =4,6=

ssar + N, SSBir

Stfedni letalni davka, ktera odpovida poctu nereparovanych DSB pro recA kmen je podle tohoto
modelu:

N,

et,recA

=0,062 = N;‘)SBlr [F™ + NSSBlir
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Kyslikovy pomér pro recA buiiky je pouze 1,8 a plati tedy:

0 rec
N sspr | F™ + Nggp

OER™ =18=—_ .
N SSByr /FreL + NSSB[ir

Odtud plyne, ze pocet zlomli nereparovatelnych rychlou reparaci u bunék recA souvisi
jednoznacéné s objemem rychlé reparace:
FI”QC

NSSB1ir = 09026 ’ Fre 1

Vzhledem k tomu, Ze recA builkky maji excizni reparaci v poradku, je F“»1. Proto bude

produkce zlomu blizka Nssb1,ir=0.026 Gy-lgenom-1.
Dale pak pro buriky recA plati:

Niss, | F™ = 0,033 F =30 (NY,, —0,029)

Pro polA mame podobn¢:

§7 =20- (N2,

Jestlize dosadime pro NOSSB1=2.2 10-12 ¢Gy-1.D-1 = 0.66 Gy-1 genom-1 (ve shodé s mnoha
experimentalnimi vysledky) pak dostaneme pro

F“=189 a S™=132.

Pro pocet letalnich zlomid a OER bunék standardniho (divokého) kmene plati (experimentalni
hodnoty jsou dosazeny) :

Nssgr | F™ + Nz ir

Nsssr NSSBlr OER" =3,4=
let,wt = O’Ol = er 'SWt + Swt ’ NNSSB1V /FWt +NSSBlir

Z teéchto rovnic lze vypocitat:
Fwt=3.6 a SwWt=21.2

Vysledky vypoctl jsou tedy:

Kmen F S
rec A 18.9 1
wild type 3.6 21.2

pol A 1 13.2
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Je vidét, ze rychla (excizni) reparace je u recA kmene efektivnéj$i, nez u standardniho kmene
pii stejnych podminkach kultivace. Pomala reparace u polA kmene je naopak méné efektivni
ve srovnani se standardnim kmenem.

6.3.2.2. Parametry modelu pro kmeny E. coli defektni v uvr endonukledze.

Pro bunky uvrA, tj defektni v nukleotidové excizni reparaci budou pfispivat k letdlnimu
efektu pyrimidinové dimery vzniknuvsi po ozéfeni. Jejich ptispévek pfi ozafeni y-zafenim je
0.042 Gy-lgenom-1. PD maji vlastnosti velmi podobné Nssbl,ir, protoze jsou nezavislé na
kysliku. Reparovat se budou pomalou reparaci, pti které vSak bude jejich pocet zfed'ovan, ale
nebudou odstranény. Bude platit:

NOSSBlr /FWt +NSSBlir +NPD _(SWt /qur)
NNSSBIV /F™ + NSSBlir +N,, .(Swt /qur)

0
_ N ssay NSSBL,-V D

N N
let uvr — FrecSwt Swt + qur

OE wt —

Z hodnoty OER=2 dostaneme SWt/Quvr=2.1 — tedy reparace PD je zhruba 2x méné& efektivni
neZ u ostatnich zlomi na vstupu pomalé, tj. SOS reparace. Pocet Nlet,uvr pak vychazi 0.014,

coz je ve shod¢ s experimentem.
Podobné¢ pro dvojity mutant recAuvrA mame:

0 o rec
N ssp,r w N ssBir [F™ +N, ssB,ir T Nopp

letur — W +N sspir T Npp OER" =— roc
N |F +NSSBlir+NPD

SSByr

Tyto hodnoty mizeme spoéitat: Ny, =0.1 Gy-lgenom-1, OER"=1.35, coz je ve shodé s
experimentem.

6.3.2.3. Parametry modelu v zavislosti na podminkach kultivace.

Podobné Ize na zakladé modelu analyzovat i jiné kmeny E. coli. Je vSak tfeba mit na paméti,
7ze model je jednoduchy a odrdzi pouze urcité aspekty reparace. Zajimavé je porovnat
citlivost a kyslikovy efekt bun¢k standardniho kmene péstovanych v rtiznych podminkach
(riizn€ bohata piida). Pro tyto rizné podminky se bude liSit pomér ptispévkll obou hlavnich
reparacnich systémt (vzhledem k tomu, Ze SOS reparace je zavislda na energii a tedy
podminkach ristu). Pfedpokladejme, Ze hodnoty F a S pro oba reparacni systémy jsou ve
vztahu:

(F-1).(S-1)b=K.

Toto je empirickd formule, ktera mé tu vlastnost, Ze pro vétsi rychlost SOS reparace se
zmensSuje objem polA-zavislé reparace a naopak. Pokud se F nebo S blizi 1, objem opacné
reparace se rychlé zvétSuje. Koeficienty b a K lze urcit z experimentu a ¢ini: b=0.7 K=21.5.
Cim méné vydatné bude médium, tim vétsi bude citlivost bunék (vice nereparovanych zlomi)
a tim bude mensi kyslikovy pomér.
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VII Cytogeneticka uroven tc¢inku zafeni na buiiku

7.1. Piiprava a pozorovani preparati

7.1.1.Fixace a barveni bunék

Bunky se oddé€li od média pomoci centrifugy (obr.101), fixuji se na mikroskopické sklicko
obvykle pouzitim metanolu a kyseliny octové (obr. 102), barvi se riznym zpiisobem (viz dale)
a prohlizeji se pod mikroskopem (obr. 103).

o

= e Bk

&
. g
= Obr. 102.
Mikroskopické skli¢ko

Obr. 103. Mikroskop

Obr. 101. Centrifuga

7.1.2. Klasické barveni mitotickych chromosomii

Mitotické chromosomy lze snadno obarvit napt. Giemsou (obr. 104). Vysledkem jsou tmavé
(G-pruhy) a svétlé pruhy (R-pruhy), které jsou charakteristické pro dany chromosom (lze jej
odlisit, poznat). Svétlejsi pruhy odpovidaji euchromatinu tmavé heterochromatinu.
Chromosomy se déli podle velikosti, podle polohy centromery a podle pruhii. Karyotyp

Clovéka sestava ze 46 chromosomu (viz obr. 105).
§ S
W& il
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Obr. 105. Svétlejsi pruhy odpovidaji

Obr. 104. Mitoticky chromosom 11 s G- a R- euchromatinu tmavé heterochromatinu.
pruhy. R-pruhy jsou svétlejsi a odpovidaji Chromosomy se déli podle velikosti, podle
euchromatinu na interfaznich chromosomech. polohy centromery a podle pruhi.
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7.1.3. Barveni chromosomii FISH technikou

V 80-tych létech 20. stoleti byla zavedena tzv. FISH technika neboli technika fluorescen¢ni in
situ hybridizace (obr.106). Je zalozena na schopnosti DNA rozdé¢lit se na dva komplementarni
fetézce a opét se spojit, pficemz pro toto spojeni je potiebny vysoky stupen homologie (stejny

rowr

kéd obou spojovanych fetézeit). Pro obarveni ¢asti DNA lze pouzit znacenou sondu (fragment

Chromosomova DNA Obr. 106. Princip FISH techniky

Denaturace

—

DNA proba (sonda)

Hybridizace

—

DNA konjugovany s fluorochromem — na obrazku cerven¢), ktery nechame nasednout na
genomovou DNA piedem pfipravenou tak, aby fetézce byly oddéleny od sebe. Sonda si najde
své komplementarni misto a nasedne na n&j. Tak pfinese fluorochrom pravé do mista, které
nas zajima. Pfitomnost fluorochromu se pak zkouma ve fluorescenc¢nim mikroskopu.

7.1.3.1. Denaturace DNA, druhy sond, hybridizace

Denaturace se provadi obvykle jak u chromosomové DNA na preparatu, tak u sondy, ktera se
pouzije pro hybridizaci. K odd€leni fetézcl dochdzi pii zvysSené teploté obvykle jesté
v pritomnosti formamidu (obr. 107). Rlizné typy DNA sond jsou uvedeny na obr. 108.

a b [3 d

cen
—<m —

Denaun Anme

Obr. 108. a)Sondy specifické pro urcité geny (sekvence)
b)Sondy pro repretitivni sekvence v okoli centromer
¢)Sondy specifické pro telomery
d)"Paintingové" sondy pro celé chromosomy

Obr. 107. Denaturace a rena-
turace DNA
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7.1.3.2. Pozorovani signalu pod mikroskopem
Mikroskopovani je vdne$ni dobé velmi
narocnou technologii. Velmi rozsifenou je
fluorescenni mikroskopie, kterd ma velmi
vyhodny  pomér  signal/Sum.  Princip
fluorescen¢ni mikroskopie je znazornén na
obr. 109. Fluorochrom je excitovan urcitou
vlnovou délkou a emituje svétlo o jiné vinoveé
délce. Proto lze svétlo zdroje zablokovat
bariérovym filtrem. V nepfitomnosti signalu je
tak pozadi zcela tmavé. Casto se vyuziva

Princip fluorescencniho mikroskopu

Excitaéni filtr,
(nastaven na modrou

tj. 450-490 nm ) \ *= Barlérovy filtr,

odrazi svétio pod 510
a propousti nad 510

<>
i
{nastaven na zelenou
Q tj. 520-560 nm )
1 “*— Dichrolcké zrcadio,
—_——
e

nékolika fluorochromt, jez umoziuji obarvit
vice struktur. Pozorovani pak miize byt
sekven¢ni, kdy postupné piepiname jednotlivé
filtry, nebo miizeme pozorovat vice barev
najednou pouzitim dvoj- nebo trojcestného
filtru (excita¢niho 1 bariérového). Obraz
vétSinou snimdme pouZitim kamery vybavené chlazenim. Takto se mize obraz snimat delsi
dobu (do 30s).

Obr. 109. Princip fluorescencniho mikroskopu. Je
zobrazena cesta svétla a jednotlivé filtry.

7.2. Chromosomy

Genom je v eukaryotickych buiikdch rozdélen na nékolik casti, které se nachazeji v tzv.
chromosomech. Chromosom se 1isi stupném kondenzace mezi interfazi a mitézou, kdy jsou
kondenzovanéjsi a tvoii utvary podobajici se pismenku X. V mitéze jsou chromosomy dobie
viditelné 1 v klasickém mikroskopu, ale zejména po obarveni (viz predchozi kapitola).
Chromosom obsahuje nejen urcity usek DNA, ale také proteiny a RNA. Struktura
chromosomil a jeji funk¢ni aspekty jsou v soucasnosti piedmétem intenzivniho vyzkumu.

7.2.1.Vyznamné sekvence na chromosomech
Na chromosomech rozliSujeme nékolik
vyznamnych mist — jsou to centromery,
telomery a pocatky replikace (obr. 110).
Centromery jsou identifikovatelné jako

INTERPHASE

mista konstrikce, v nichz jsou chromatidy 5 e | | T ET e
spojeny k sobg&, jsou odpovédné za segregaci L | 15| - |‘: 1.
chromosomovych teritorii  (CT), jsou pa | I | | 7 J._

fixovany na urcité misto v CT a maji urcitou ;
sekvenci. Tyto sekvence mohou byt stejné oo
nebo podobné pro vice CT.

Telomery. Pii replikaci nastava
problém na konci linedrnich molekul DNA,
ktery se fteSi specidlnimi sekvencemi
(tandem GGGTTA — az 10 kbp), kde se vaze enzym telomeraza, tj. enzym, ktery funguje v
komplexu s kratkym tsekem RNA, podle kterého syntetizuje (jako reverzni transkriptéza)
malé tiseky DNA na koncich chromosomil. Témto koncim chromosomt se fika telomery.

Pocatky replikace obsahuji specifické sekvence pro iniciaci replikace a je jich velky
pocet, takze doba replikace celého genomu trva fddove nekolik hodin.

Obr. 110. Centromery, telomery a pocatky replikace.

61



7.2.2.Chromosomovd teritoria (CT)

Jiz pocatkem 20. stoleti se ncktefi badatelé
(Boveri, Rabl) domnivali, Ze chromosomy
vinterfazi si zachovédvaji svou identitu
podobné jako v mitdze. Prvni experimenty,
které vSak vedly k zavéru, ze chromosomy se
nachdzeji v jadfe v podob¢ ohranic¢enych
domén, byly az pokusy T. Cremera v létech
1982-1984. Zavedeni FISH  podstatné
urychlilo poznani chromosomt jak v mitoze,
tak v interfazi. Na obr. 111 vidime
chromosomy 1-6 obarvené riiznymi barvami

v tzv. multicolor FISH. Zreteln¢ je vidét
oddélené prostorové Utvary (teritoria).
Chromosomova teritoria se nepromichévaji
jak se piivodné myslelo. Velké chromosomy se nachdzeji spiSe na okraji jadra.

Obr. 111. Chromosomova teritoria obarvena
multicolor FISH. Chromosom 1 je cerveny, 2 je
zeleny, 3 je modry.

7.2.3. Pohyblivost chromatinu

Dlouhou dobu nebylo jasné, zda se chromatin
v jadfe pohybuje a jak rychle. Prvni naznaky toho,
ze je chromatin v jadfe pomérné stabilni byla
pozorovani dcetfinych bunék pomoci FISH, kdy
tésné¢ po rozdéleni mély tyto bunky pfiblizné
stejnou nebo podobnou strukturu. Obarveni
chromatinu in vivo pomoci GFP proteinu vyiesilo
otazku pohyblivosti chromatinu. Bylo vcelku
jednozna¢né¢  stanoveno, Ze  pohyblivost
genetickych lokusi 1 celych chromosomovych
teritorii je mala. Pfi vizualizaci jednotlivych gent
dospéla Bickmorova k zavéru, ze se tyto geny
pohybuji difiznim pohybem, ale jejich difuze je
omezena polomérem
zhruba 0.5 pum.
Velikost  diftizniho
koeficientu se liSila podle polohy genli — u membrany nebo
v blizkosti jadérka byla pohyblivost nejmensi. T. Cremer
zkoumal pohyblivost teritorii obarvenych tzv. ,scratch
technikou®, kdy se builkky mechanicky poskodi a do média se
pfidaji prekursory syntézy DNA konjugované s Cy3 (obr. 112).
Jadra bunék byla vizualizovana pomoci konstruktu s expresi
H2b-GFP. Pohyblivost CT byla jen mala.

+ H2B-GFP

Obr. 112. Pohyblivost chromosomovych
teritorii byla zkouméana T. Cremerem
pomoci ,,scratch techniky* a H2b-GFP

7.2.4. Vnitini struktura chromosomovych teritorii
Prvni model interfazniho jadra navrzeny Cremerem spocival

4 v predstavé, Ze
Obr. 113. H2B+GFP a
nascentni mRNA (BrUTP) +
Cy3 ukazuje, ze mRNA se
nachazi mezi chromatinem
vizualizovanym pomoci GFP.

sekvence,
nekodujici

syntéza mRNA probihd na povrchu

chromosomovych teritorii (CT) zatimco uvnit jsou uschovany
které transkripci

sekvence).
v experimentech Verschure, kterd ukézala, ze i uvnitt CT dochézi

(utlumené geny a
byla vyvracena

nepotiebuji
Tato predstava

k transkripci (obr. 113).
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7.3. Chromosomalni aberace

7.3.1. Numerické aberace

Genom obsahuje 46 chromosom, 22 parti autosomt a 1 par pohlavnich chromosomu bud’
XX nebo XY. Euploidni sada chromosomii jich ma 23.

Polyploidie je pojem, ktery se vztahuje k nasobku euploidniho poctu. U ¢lovéka je diploidni
sada 46 chromosomd, triploidni 69 atd. Polyploidie vznikd v dtsledku poruch meiozy apod.
Vede ke smrti jedince.

Aneuploidie je jakykoliv pocet chromosomii, ktery neni nasobkem euploidni sady.
Monosomie — je piitomny pouze 1 chromosom z dvojice. Clovék s monosomii by mél 45
chromosomd.

Trisomie — jsou pfitomny 3 chromosomy urcitého typu, u clovéka — 47 chromosomu. VSechny
autosomalni monosomie a trisomie s vyjimkou trisomie 13, 18 a 21 vedou ke spontdnnim
potratim. Uvedené trisomie maji za nasledek t&zké poskozeni organismu (deformity koncetin,
nervového systému, srdce a mentalni retardaci). Trisomie 13 a 18 vede ke smrti brzo po
narozeni. Trisomie 21 je jedind autosomadlni trisomie, pfi niZ se clovék doziva dospélého
veéku. Pravdépodobnost trisomie siln€ zavisi na véku matky — pro 20-letou je ¢etnost 0.05%,
pro vice nez 40-letou je to 3%.

Aneuploidie pohlavnich chromosomi jsou ¢etnéjsi, monosomie X je slucitelna s zivotem.
Monosomie X — Turneriv syndrom — maly vzrast, zahyby ktize na krku, nedostatecny
sexudlni vyvoj, vyviji se recesivni onemocnéni vdzana na X chromosom, nebot’ chybi druha
kopie X chromosomu, ktera by maskovala u¢inek chybnych alel pfitomnych v genech.

XXY — Klinefeltertv syndrom — muzi s nedostatecnym sexudlnim vyvojem, sniZzenym
intelektem. Pocet X chromosoml mtize byt 1 vétSi — nemoc je pak vyraznéjsi.

XYY syndrom — tento karyotyp byl objeven u vézit. Vyskyt je asi 0.1% v normalni populaci,

cwwvr

XXX syndrom — klinicky normalni, vyss§i Cetnost mentdlnich retardaci a sterility. Vice X
chromosomil — vyraznéj$i manifestace onemocnéni.

7.3.2. Strukturdlni aberace

Jsou disledkem zlomu a nésledného Spatného spojeni
chromosomii  nebo  ztraty  fragmentu  (Casti Desletion Duplication Inversion
chromosomu). Aberace mulize nastat spontanné pfi
replikaci a mtize byt indukovana chemicky, ionizujicim
zafenim a UV zafenim. Dusledky vzniku aberace zavisi
na tom, jak je rozséhld, kde na chromosomu a kde ve
tkani vznikne.

Inverse — rotace zlomeného chromosomového
fragmentu a spojeni v obracené poloze

Duplikace — chromosomalni segment je opakovan

Types of mutation

Obr. 114. Delece, duplikace a inverse

Translocation N Translokace — transfer ¢asti chromosomu na
Chromosome 20 Ghremessme 20 nehomologni jiny chromosom.

Reciprokd  translokace — bez  ztraty

{W"Z§>- genetického materidlu (miZe a nemusi mit

fenotypicky projev), mize se pienaSet z
generace na generaci. V meioze miize dojit k
Chromasame & duplikacim nebo delecim, coz vede ke
spontannim potratim.
Robertsonova translokace — zlom kratkych
raminek dvou chromosomii s naslednym

Chromosome &

Obr. 114. Vznik translokace mezi chromosomy 4
a20
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spojenim velkych raminek a ztratou fragmenti malych. U chromosomt 14 a 21 - Downiv

syndrom
Delece — segment chromosomu je ztracen. Pouze malé delece jsou tolerovany (Cri-du-chat

syndrom — delece malé ¢asti chromosomu 5)
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Obr. 115. Rizné typy chromosomalnich aberaci (termindlni delece, intersticialni delece, Robertsonova
translokace, paracentricka inverse, reciprokd translokace, pericentrickd inverse, inserce, kruhovy
chromosom a isochromosom).

r

7.4. Vznik aberaci po ozareni

7.4.1. Detekce aberaci (standardni experiment)

Standardni experiment sestava z nasledujicich krokd: P -

1) izolace ly;nfolcytﬁw(odbér od dorvlora’, c,:entrifugace a & b Y

separace na ficolu, pfiprava na ozafovani

2) resuspendovani bunék do média, stimulace k %'-lr d-%; ﬁ;lﬁ ﬂ Y

déleni, kultivace 48-72 h, zastaveni cyklu iy u Ll BT

colcemidem, hypotonicky roztok, fixace kyselinou | M “’ 'El 1 “t -

octovou a metanolem, kapani na vymrazené sklicko, e b A ﬂ'

BUdR — lze odliSit prvni mitézu (svétla a tmava Cast e *-r#

chromatidy) B oo

3) barveni (Giemsa nebo FISH) pozorovani pod Obr. 116. Na obrazku je piiklad aberace

mikroskopem, vyhledéni mitdz a jejich typické pro ozareni — dicentrik se dvéma pary
, fragmenttl

vyhodnoceni.

Na obr. 116 vidime typickou aberaci indukovanou

zafenim — dicentricky chromosom neboli dicentrik (chromosome se dvéma centromerami).
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7.4.2. Mechanismy vzniku vymén
Zateni indukuje vSechny mozné typy aberaci; nejcastéji sledované a také nejvyznamné;jsi jsou
vyménné aberace. Dicentriky

. Sy e A A. Breakage-and-reunion
jsou nejcastéji  sledované

klasickou technikou a i
translokace  jsou  snadno \" s _homolouom \“‘ non-homologous
detekovatelné FISH end ]olnl ng o I end jninlng
technikou (obr. 117). Tyto U I U n
aberace  mohou  zfejmé

vzniknout (A) nehomolognim  fwo bresks. - :L";'r’r':non rsihaiiushiee:  boimion
spojenim konct DSB pfi — - - -

NHE]J reparaci (takto mohou B. Recombinational misrepair (1-hit) C. Exchange theory
vzniknout ‘ i slozit&;jsi i il S reciprocal
vymeény — viz obr. 117 A homology ﬂ "repair” exchange
vpravo), ale také pti chybné —> —» n N\H

rekombinacni reparaci (B) a D

nebo miZe ze dvou e o PUSITISGoN. | Maon e ﬂbarmlo"

poskozeni (nemusi to byt

DSB) L, Vzmknou‘f Obr.117. Mechanismy vzniku vyménnych aberaci u savéich bunék.
rekombinacni reéparaCl  NHE]J reparaci (A), rekombinaéni reparaci (B) a reciprokou vyménou ze
vyménna aberace (C). dvou poskozeni (C)

7.4.3.Davkové zavislosti.
Pro mechanismy A a C dostdvame kvadratické zavislosti na davce, pro mechanismus B
dostaneme linedrni zavislost. Davkové zavislosti se proto daji nejlépe popsat linedrné-
kvadratickou funkci

X = aD+bD2
kde kvadraticka komponenta mizi postupné pro zafeni s vy$sim LET.

2-4rack

B o \\ ,

12— Quadratic &
dose-rate
dependent

:

na—

ne—

1-track

\

Linear &
5 dose-rate
independent

i ey

Frequencies of aberrations per cell

(=]

Doz, Gy

Obr.118. Linearné-kvadraticka davkova zavislost frekvence aberaci na buiniku. Vpravo je opét schématicky
znazornén mechanismus vysvétlujici linearni a kvadratickou komponentu.

7.4.4. Kinetika vzniku a casové zavislosti poklesu poctu chromosomalnich aberaci v krvi

Aberace vznikaji velmi kratce po ozéteni, coz lze prokazat tzv. PCC technikou. Tato technika
spociva ve fuzi mitotické buniky s Gl-buiikou, v niZ chromosomy piedcasné zkondenzuyji.
Aberace v lymfocytech v krvi s ¢asem mizi. Pokles poctu dicentriki je daleko rychlejsi nez
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pokles poétu translokaci. Casové zavislosti po¢tu dicentrikii (D) a translokaci (GT) v krvi jsou

uvedeny na obr. 119.
7 o0
& GT

=
(&)
]

Obr. 119. Pokles poctu dicentrikii je pomérné
rychly, coz ztézuje jejich detekci po delsi dobé
po ozéfeni. Tim je ztizena tzv. biologicka
dosimetrie, ktera vyuziva pocitani dicentrikl ke
stanoveni davky v pfipadech, kdy dojde
k ozareni Clovéka necekané takze davka neni
dokumentovana dosimetrem. Pokles poctu
a translokaci je menSi a lIze je detekovat i
dlouhou dobu (roky) po ozafeni. Urcitou
0 T T T I T T I nevyhodou je zde moznost vzniku klont
L - =, délenim lymfocytd jeZ nesou danou aberaci.

Oy after exposune Tyto klony je tieba z analyzy vyloudit.

=)
o
1

Fequencies percell
a
|

=1
w
]

7.4.5. Komplexni piestavby.

Po ozafeni casto vznikaji velmi komplexni ptestavby
chromosomii. Dfive je nebylo mozné pozorovat, nyni se
daji zachytit pomoci FISH techniky. Tyto zmé&ny nejsou
slucitelné s dalSim zivotem burky.

Obr. 120. Komplexni pfestavba chromosomd. Sipkami jsou
ukazany zmény

7.4.6. Intrachromosomalni aberace.

Multicolor FISH se d& pouZit pro bandovani uvnitt chromosomt (dfive to nebylo mozné).
Bylo zjisténo, Zze radiace zanechdvd dlouhodobé zmény v podobé stabilnich
intrachromosomalnich aberaci (mechanismy viz obr. 121).

Pracovnici ozafeni pfed mnoha lety pfi praci s plutoniem maji v krvi aberace v
lymfocytech — vice nez polovina lymfocytl nese piestavby (>6 Mb). Pocty téchto prestaveb
koreluji s davkou na kostni dfel. Tyto aberace lze registrovat po dlouhé dob¢, maji nizké
pozadi a metoda mé velkou citlivost pro husté ionizujici zéateni.

Breaks in Incarrectly Breaks in Incorrectly
chromosomes rejoined chromosomes rejoined
a aoro s ) b
Translocation AL —— Obr. 121. Kromé typickych translokaci (a)
—= —_— Paricentric mﬁie po ozafeni dochézet ta}ké k celé fad¢
vnitrochromosomovych zmén:
c d - pericentromeripké ipverse (b),
N o - paracentromerické inverse (c)
. - TR - intersticialni delece (d)
Paracentric Interstitial
Inversion deletion
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Na obr.122 je pouzito 6 fluorochromi (DAPI, FITC, Gold, Texas Red, Cy5 a Aqua). Slozeny
obraz se dale analyzuje tak, aby jednotlivé oblasti byly Iépe rozliSitelné¢ (pfitfazuji se
pseudobarvy).

.E

Obr. 122. Multicolor FISH pro zobrazeni zmén uvnitf chromosomii. Je zde pouzito 6 fluorochromui
(zleva doprava): DAPI, FITC, Gold, Texas Red, Cy5 a Aqua. Superpozice téchto fluorochromi je
zobrazena na piedposlednim obrazku a posledni obrazek ukazuje pfifazeni pseudobarev.

7.4.7. Multicolor FISH detekuje intra- i interchromosomalni piestavby

vvvvvv

piestavby spocivajici v inter- a souCasné¢ intrachromosomalnich vyménach. U fady téchto
pracovnikll doslo ke vzniku nddori na plicich nebo kosti. Pro porovnani byla sledovana také
skupina pracovniki ,,na reaktoru®, u kterych bylo zjisténo zna¢né ozareni y-zarenim.

Pracovnici s Pu (husté ionizujici zareni) nesou v krvi intra-chromosomové piestavby,
zatimco pracovnici na reaktoru (ozareni y-zafenim) nesou interchromosomové piestavby.
Vidime, Ze v kontrole prakticky nejsou detekovany intra- chromosomové prestavby.

Aberration frequency (%) Aberration frequency (%)
. g 2 3 4 0 1 2 3 4 5 & Obr. 123. Intra- a inter-
2 Intra-chromosomal b inter-chromosomal chromosomalni  prestav-

by vkrvi pracovniki
s plutoniem (nahotfe) a
pracovnikii s y-zafenim
(dole). Upln¢ dole je
kontrola

7.4.8.Biologicka dosimetrie

Cytogenetickd analyza lymfocytl je od pocatku 70. let pouZivana pro ucely biologické
dosimetrie. Je standardizovana — existuji kalibrac¢ni kiivky poctu dicentriki na davce pro
ruzné doby od ozafeni. Pfedpokladd se souvislost s nadory. Kromé zafeni jsou vSak aberace
indukovany Sirokym spektrem jinych klastogenti.

FISH technika ocividné rozsifila moZnosti detekce rliznych druht aberaci, jednak o
stabilni aberace, coz umoziuje biologickou dosimetrii i po dlouhé dob¢ po ozéfeni a jednak o
intrachromosomové aberace, které jsou typické pro husté ionizujici zéfeni.

Problémy — zavislost pozadi na véku, individudlni citlivost k ozafeni, vznik kloni, které je
nutno detekovat a vyloucit.
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VIII. Vznik bodovych mutaci po ozareni

8.1.PFimé a zpétné mutace u baktérii

8.1.1. Uvod

U pfimych mutaci dochdzi ke ztraté funkéniho proteinu
v disledku zmény genetického kodu. Tyto mutace lze
detekovat na vhodnych ptdéch (obr. 124), napt. mutace
lact+ — lac- Ize detekovat na pidé€ s tetrazoliem, mutace
v lacl genu (coz je represor lac systému) lze detekovat
na pud¢ s X-galem, coz je substrat pro -galaktosidazu.
Defekt v lacl genu vede ke vzniku konstitutivni mutace
a syntéze galaktosidazy i1 bez pfitomnosti laktozy. X-gal
zpusobuje modré zbarveni mutovanych bunck. Tato
metoda je vhodna pro detekci malého poctu mutaci,
nebot’ modré kolonie jsou vidét na pozadi velkého
poctu bilych kolonii. Pfi pozorovani pod mikroskopem

lze detekovat nékolik mutovanych kolonii na 105
normalnich (bilych) kolonii.

U zpétnych mutaci se pouzivaji pudy, na kterych
puvodni  bunky nerostou (napi. pro Dbakterie
s defektem v syntéze histidinu se pouzije minimalni ptida bez histidinu. Protoze pro fixaci
mutaci je potfeba, aby se buiky alespoii né¢kolikrat pod€lily, pfidava se nepatrné mnozstvi
aminokyseliny.

Obr. 124. Mutace lze na vhodnych
pudach barevné odlisit.

8.1.2. Detekce mutaci po ozdreni.

Buniky po ozafeni mohou ptezivat nebo hynout, mohou nebo nemusi nést mutace. My umime
detekovat prezivajici bunky (tj. méfit frakci prezivajicich bun€k) a detekovat mutace v téchto
bunikach. Obvykle se stanovuje preziti

S(D) = N(D)/No
a soucasn¢ pocet mutantli v zavislosti na davce
M(D) = Nm(D)/No
Normovanim pak dostaneme ¢etnost mutaci na prezivajici bunku
Nm(D)/N(D) = M(D)/S(D)

V ptipad¢ zpétnych mutaci (reversi) musime od hodnoty M(D) odecist pozadi (Mo), které
muze byt dosti velké. U ptimych mutaci je pozadi vétSinou zanedbatelné.

8.1.3. Tvar kiivek Nm/N (D) pro piimé mutace v lacZ genu
Pteziti je u bakterii velmi Casto ddno exponencialni kiivkou pteziti:
S(D) = exp(-w.D)

Jestlize bude frekvence indukovanych mutaci proporcionalni velikosti absorbované davky
(mutace vznikaji proporciondlné poctu poskozeni), pak:

Pm(D) =a.D
Frakce vzniklych mutaci pak bude:
Nm(D)/No = aD.exp(-wD)
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Pokud pro vznik mutace musi dojit k interakci dvou poskozeni, bude zavislost Pm(D)
kvadratickd. V obecnéj$im piipadé€ bude tato zavislost linearné-kvadraticka.

—3 s [%
N_/N x 10 S [%]

L ]
T
a .

"‘\ Survival

Mutation 1/. Jro-1
rate * 02 |
2+ 1 . ‘,._\ i
/. /

T = -2

L] L | L 1 1 1 | 1

o 100 200 300 400 500 600
DOSE [Gy]

Obr.125. Kvadraticka zavislost ¢etnosti
vzniku pfimych lac mutaci u E.coli (y-
zareni)

8.1.4. Vznik zpétnych mutaci po ozareni
Zpétné mutace Ize detekovat snadno na pudé, kde pivodni kmen -
neroste. Abychom mohli spocitat frekvenci indukovanych mutaci . _
(tj. normovat poc¢ty mutaci na prezivajici buitkku), musime piesné " \
zméfit kiivku preziti. Na obr. 126 vidime kiivku pfeziti pro buiikky \
Salmonella typhimurium s defektem v syntéze histidinu (jedna se )

o systétm tzv. Amesovych kment, kde je zndma molekulérni ! .
udalost, ktera vede k reverzi). Vidime, Ze v rozsahu 7 fada je ~ *|
kiivka pteziti blizka exponencialni funkci. :

Nm(D)/No = (aD+bD2).exp(-wD)

Podivejme se, jak vypadaji experimentdlni zavislosti. Na
obr. 125 je ktivka pfeziti (stupnice vpravo), ktera se
velmi podoba exponencidlni zavislosti a zavislost
frekvence indukovanych mutaci na dévce (stupnice
vlevo) odpovidajici  spiSe  kvadratick¢é  funkci.
Kvadratickou zéavislost lze interpretovat tak, ze pro
vznik mutace jsou potiebna dvé posSkozeni.
Predpokladejme, ze pfi reparaci nebo replikaci dojde ke
vzniku jednotetézoveé DNA s poskozenim.
Pravdépodobnost takové udalosti bude ziejmé umérna
davce. Pres posSkozenou matrici neprojde normalni
replikaéni nebo reparacni mechanismus a je nutna
indukce SOS systému spojeného s indukci umuC a
umuD proteinti, které spole¢né s polC tvofi kompex
umoznujici syntézu na posSkozené matrici (viz dale).

Survival

¥

Pocty reverzi na misku v

TA 98 . . X 1 3 )
s, zavislosti na davce sleduji kfivku " o \
il ‘\-\\ s maximem. Na obrazku 127 Wl ST T
e | ., v v o, -, 00 200 300 400 500
S B e S vidime, ze pocCty revertantll zavisi DOSE [Gy]
VLI S e . S ’ 7 r . ”
T na ,typu moleku}arm udalosti, Obr. 126. Kfivka preiti pro
s | ktera vede k reverzi: buiiky Salmonella
@ 4o0| .
o |/ TA 98 — frameshift
92091/ .
5 : /H i TA 100 — mutace v sekvenci GGG
3 e e
= T TA 102 — mutace v sekvenci TAA
S ) Nejvice mutaci zfejmé vznika u bunék TA 102 a to proto, Ze
;/ ‘\\ oxidacni €inidla, ke kterym ionizujici zafeni patfi zplsobuji
i Pt % Castéji poSkozeni TAA.
,—a— S v v, N 1L r v ’
TR Kfivky byly naméfeny po pfidani malého mnozstvi
DOSE [Cy] histidinu na misky (kfizky) nebo na miskach bez histidinu

Obr. 127. Zavislosti poctu  (kolecka). Vidime typické kiivky smaximem dobie
mutaci na ddvce zafeni pro  popsatelné dfive uvedenymi rovnicemi. Pocty indukovanych
reverze indukované u buntk  reverzi jsou nejmensi u TA98 a nejvétsi u TA102.

Salmonella typhimurium

69



8.2. Mechanismy vzniku mutaci u baktérii

8.2.1. SOS systém zahrnuje geny
mutdtory - umuC a umuD.

Tyto geny maji ve svém

Umu, UmuD in error-prone repair

— —— — ——— —  m——

. L ORA, Translesional
promotoru sekvenci potiebnou damage replication synthesis
pro vazbu lexA represoru a ONA Pal Il & (egorkene)
indukuji se proto spolecné
s dalSimi geny SOS systému (ViZ. UW darmage, increase -
obr. 127a). Produkty téchto geni %Tni%?ﬁ = Img‘:
se vazou s polymerazou pol III, Mo e et

¢imz vznikd komplex, jenz
umoznuje projit replikaéni vidlici
pfes poskozeni. Proto je SOS
indukovana reparace mutagenni.
Na obrdzku je znazornéno
poskozeni DNA UV zafenim, ale
stejné funguje SOS indukce a
indukce gentt umuC a D i pfi poSkozeni DNA ionizujicim zafenim UmuD vytvaii dimer a
vaze se k jedné molekule umuC. Tento komplex se pak vaze s polymerazou III.

beta & epsilon

DMA damage checkpoint control

t)Pcul Il alpha

Polymerass for

translesional synthesis
Graham Walker :

Obr. 127a. Indukce genti umuC a umuD pfi poskozeni DNA

8.2.2. Vznik mutaci u reparacné defektnich kmenii bakterii
Bude zajimavé zjistit, jakd je radiacn¢ indukovana reparace u bakterii defektnich v urcitych
typech reparace. U polA~ kmene se SSB nereparuji
rychlym typem reparace a velky pocet téchto zlomt musi
N il zvladat pomald, inducibilni SOS reparace, kterda je
iy Vid oS | mutagenni. Proto je tento kmen daleko citlivéjsi ve
bl 2 | srovnani s bunkami standardniho kmene (obr. 128).
\_ R f/ Mutageneze je
B oo ¥ [t daleko vy$s$i nez u
b mutant \ - 1 ,wild type bundk. =
2 - A Wild
L gt " pe 1

S (%) /N 1G>

To lze  ziejmé
=  vysvétlit  zvySenou
pravdépodobnosti

DOSE [Gy]

Obr. 128. PolA defekini kmen indukce mutagenni
E.coli v porovnani s butikami ,,wild SOS reparace. |

tpr“. -2 '

LexA- buiky maji defekt v indukci SOS
systétmu. Mutageneze je zde podstatné zeslabena.
Citlivost bun¢k vuci zafeni je vétsi (chybi pomaly typ
reparace). Frekvence indukovanych mutaci pro 100 Gy
dosahuje 6.10-4 na piezivajici buiiku, coz je 50x méng
nez pro stejné davky zareni u polA kmene (3. 10'3). Z obrazku je vidét, ze i pti malych poctech
mutovanych bun¢k l1ze pfimé mutace snadno detekovat.

Obr. 129. LexA defektni kmen E.coli
v porovnani s buiikami ,,wild type®.
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8.2.3. Role RecBCD nuleazy p¥i viniku mutaci

DalS§im zajimavym enzymem je RecBCD helikdza a nukledza. RecBCD degraduje DNA
poc¢inaje DSB az po tzv. y-sekvenci. Zde se pieklopi na druhy fetézec a prvni se zacne

"’°"‘I‘""" obalovat recA v 7 >
s g y
A % N p I;Oteél:lemk T:en Binding to dsDNA end § + 558 protein “0 FecBCD
ot ¥ | e pusobi jako proj[eaza . 7 —
RecBCD * na lexA protein a
v, Unwinding of dsDNA, 5’
o, T spousti  se  SOS  oubpimemm
. L A systém. Proto je role = i %’ bbb
FTJB-‘J.U s recBCD  dvoji  —  rewesnionery . i
. . . . attenuation ollE a‘s nuclease, + RecA protein .‘.
. S jednak eliminuje  EEALII
_____ i s poskozeni degradaci . L v, goorens
| té asti fetézce, kde 4 ¢

D LexA U: '_,EM—- a: ““
= “ * zablokuji

LexA cleavage

se nachazeji

hae 28
Homologous pairing,

a DNA-strand exchange

tak

+ Homologous
supercoiled DNA

7
5 Iy

2 replikaci a jednak e L
e o) N (':3) spousti SOS systém. = v .
LexA-repressed gene Transcription RGCBCD nukleéza Dlssocmt\;:: of RecBCD egzyme. ¢

. . , binding of PriA protein to D-loop

indukuje  také re- | 3
Obr. 130. Mechanismus pusobeni kombinaci. Retézec
RecBCD nukleazy po vzniku DSB obalen recA  pro- —,

teinem se vaze na ﬁ =

homologni DNA.

Obr. 131. Mechanismus puasobeni
RecBCD nukleazy po vzniku DSB
vcetné rekombinace.

8.2.4.RecBCD nukledza pii reparaci poSkozeni DNA.

{b) : Replication-
ot # 5 blocking DNA
M, -~lesion
x*

fork prograssicn
resulls in replication

Blockage of replication
l fork collapse

x-recognition
(d) ofiC v &
S04

= RecBCD enters
=t at dsDNA break
o o o, R

A

promotes sirand invasion of homologous

Facilitated loading of RecA protein
duplex, creating a replication template

= Replication fork
=t re-establishment
G e
S
Ap

HE=

Uvazujme kruhovou DNA sftadou -
sekvenci na obou fetézcich (obr. 132 a).
Necht’ nyni dojde k poSkozeni DNA (obr.
132 b). Jestlize replikacni reparace narazi
na poskozeni DNA, dojde k jejimu
rozpadu. Je-li poskozeni pouze na jednom
fetézci DNA, druhy fetézec se mize spojit
a zUstane nadm volny konec DNA
s poskozenim na  konci. RecBCD
degraduje poskozenou DNA az do y-
sekvence, kde vznikne recA obalené
vlakno, které se pfichyti na jiz
replikovanou cast DNA a replikace se
obnovi. Takto se buiilka efektivné zbavila
poskozeni a replikace miize pokracovat.

Obr. 132. Ugast RecBCD nukleazy
pii reparaci DNA
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8.2.5. Citlivost recBC mutantit k ozdieni a mutageneze
indukovana v téchto buiikdch zdaienim.

Jak jsme vidéli, RecBCD nukledza se Gcastni reparace
poskozeni DNA wu baktérii, pficemz tato reparace
probiha v prubéhu replikace. PosSkozeni vedou pouze ke
zpomaleni replikace. Bez RecBCD nukleazy se c¢ast
téchto poskozeni miize reparovat SOS inducibilni

N~ Survival
o AT,

Wild 4|

.
N
.
\ type 1
L]
8
recBC g
S

2

L S L ettt

Mutation rate |

recBC

reparaci, kterd bude pii ozafeni indukovana 1 bez | ’
RecBCD enzymu, a st jich zpisobi letdlni udalosti |- | ‘ / '
jako obecné kazdy zlom reparovany SOS reparaci. i

Citlivost recBC™ kmene je podstatné vyssi nez u bunck 3
standardniho kmene, ale mensi ve srovnani s lexA nebo
recA kmenem (obr. 133, vlevo). Mutageneze je u
recBC™ bunék podstatné vyssi (o 2 fady) neZ u lexA
kmene a je srovnatelnd s buiikami polA-, u nichz vSak
byla pozorovana kvadraticka zavislost na davce. Linedrni
davkova zavislost je ziejm¢ dana tim, ze se vétSinou
jedné o poskozeni jednoho fetézce DNA nereparovatelna rychlym typem reparace.

e

DOSE [Gy]

Obr.133. Preziti a mutageneze u
bunek recBC

8.3. Detekce bodovych mutaci u sav¢ich bunék

U sav¢ich bun¢k Ize rovnéz detekovat bodové mutace. Jsou to napft.
mutace v genu HPRT (hypoxantin guanin fosforibosyltransferaza),
ktery odpovida za rezistenci k 6-thioguaninu. Mutované kolonie
rostou na pud¢ s 6-thioguaninem, zatimco puvodni buiiky nerostou.
Davkova zavislost frekvence indukovanych mutaci je na obr. 134,
ze které¢ho je vidét urCitou nelinearitu v oblasti malych davek zareni
(pod 1 Gy). Tato nelinearita mizi pro vétsi hustoty ionizace a jiz
pro hodnoty LPE kolem 20 keV/um je davkova zavislost linearni.
Mutace v HPRT genu byly podrobeny zverubné analyze, pii které i
bylo zjisténo, ze vétsina jich predstavuje delece (45% bunck ma

=}

2
|

1
/ |
Dose/Gray

Mutation lren.wn:yrlcll

s

=1

1] 1 Fl

deletovany jeden exon, 30% nese totalni deleci celého genu). Obr. 134. Frekvence
Podobné pisobenim a-zéfeni dochazi rovnéz vétsinou k delecim. ~ indukovanych  mutac
U bun&k xrs-5 s defektem Ku proteinu je spektrum indukovanych Y Zavislosti na davee pro

, . v , . HPRT gen u savéich
mutaci trochu jin€ (43% bunék nese deletovany exon ale jen 14% .«

ma totalni deleci).

V soucasné dobé se Casto pouziva dalsi test — detekce pfimych mutaci u bunck
lymfomu (Mouse Lymphoma Forward Mutation Assay). U tohoto testu se pouziva toxicky
analog nukleosidu trifluorothymidin (TFT). Buniky bez mutace nevytvaieji kolonie na pude
obsahujicic TFT. Piedpoklada se, Ze kolonie vyrtstaji z mutovanych bunék — bud’ spontanné
nebo v disleku pisobeni zkoumaného faktoru (zatreni). Tento test urCuje zda mutace nebo
chromosomalni delece nastala vtk lokusu L5178Y tk+/- bun¢k. Tyto bunky maji jednu
funkéni kopii genu pro thymidin kinazu (TK), coz je enzym jehoz aktivita je kritickd pro
syntézu DNA. Po ozafeni jsou vypestovany kolonie a je stanovena jejich velikost. U malych
kolonii se predpokladd ze jsou disledkem chromosomalniho poskozeni, zatimco velké
kolonie jsou vysledkem mutagenni udalosti v tk lokusu.
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8.4. Transformace bunék po ozareni

8.4.1. Schéma experimentu —
Ptipravi se kultura embryondlnich bunék, které se rozdéli % e

po jednotlivych buikdch na misky. Za normalnich
podminek tyto buiiky vytvoii po Case konfluentni populaci
a dale uz nerostou, protoze reaguji na tzv. kontaktni inhibici
rustu. Po ozéfeni vSak pozorujeme vznik ohnisek vétsi
hustoty ristu bunék. Tato ohniska Ize snadno obarvit a
spocitat. Z téchto ohnisek vznikd po injekci bunck do ceLis
organismu isogenni myS$i nador. Jsou to tedy buiky

X-RaY l
SINGLE CELLS
//\\
bt bl b SEED
PLATES

TRANSFORMED
woRMaL ~ CLONES
IBENTIFIED

MORPHOLOGICALLY

@\~

I
TRANSF, TRANSFORMED

INJECTED

ADULT

nadorové, které rostou nekontrolované nebot’ ztratily A sooenei nawsren
schopnost kontaktni inhibice. Vhodné buiiky lze pfipravit i o~ @if:;“‘"‘“ e

z urcitych tkani — napt. z klize (epidermalni fibroblasty).
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transformace bunék.

Obr. 135. Schéma experimentu

8.4.2.Detekce transformantii po ozdieni
Frekvence indukovanych transformantti byla métena po ozéteni za
riznych podminek a pro fadu riznych typa zafeni. Bylo zjisténo,
ze pocet transformantli roste sdavkou. Genetickd Uc€innost
transformace bun¢k roste prudce pro vétsi hodnoty LPE zafeni a
také v pfitomnosti pomotort nadorového riistu jako je napt. TPA
(forbol ester). TPA jako promotor nadorové transformace
potencuje vznik transformantli (obr. 136). Je tieba zdlraznit, Ze
Getnost vzniku transformantii je velmi vysoké (dosahuje 1-6.107 —
viz obr. 136), coz lze téZzko vysvétlit né€jakym jednoduchym
zptsobem. P¥Hmé mutace vznikaji s Getnosti v fadu 1-6.107 (viz
ptedchozi kapitola) a jsou tedy o 2 fady méné Cetné. Spekuluje
se o poskozeni genli — mutatord, ale toto vysvétleni je tézko
akceptovatelné.
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IX. Letalni a¢inky zareni
9.1. Preziti bunék

9.1.1. Experimentdlni stanoveni preZiti

Ptezitim se v radiobiologii rozumi schopnost buiiky vytvofit
kolonii. Klasicky radiobiologicky experiment sestava
z nasledujicich krok:

1) Péstovani bunck, jejich piiprava pro radiacni
experiment (vybere se exponencialni nebo logaritmicka faze
ristu, bunky lze synchronizovat hladovénim apod). Pro
sledovani kyslikového efektu se voli specialni postupy.

2) Ozateni bun¢k se mize provést v suspenzi nebo na
povrchu pevného média. Pozornost nutno vénovat spravné
dosimetrii. Pro tvrdé y—zéfeni, které je obvykle k dispozici
(terapeuticky ozafovac) neni dédvka na povrchu maximalni
(viz kiivky hloubkovych davek obr. 138).

3) Vyseti bunék se provede na pevnou pudu (agar).
Zde je nutno vénovat patficnou pozornost spravnému fedéni
suspenze tak, abychom si nekontaminovali roztoky s nizsi
koncentraci bun€k suspenzi z vysSich koncentraci. Inkubace . 137 Kolonie bakterii.
bunék se provede v termostatu a to do nartstu kolonii (obr.

137)

4) Pocitani kolonii a vyhodnoceni experimentu. Kolonie se dfive pocitaly ru¢ng¢;
v soucasné dob¢ se pouzivé analyza obrazu, kdy se kolonie nachazeji postupnym prahovanim.
Z obr. 137 je vidét, Ze si pocitaC poradi i s piekryvajicicmi se koloniemi.

5) Znéazornéni poctu prezivajicich bunék (S) v zavislosti na davce (D) v semi-
logaritmickém grafu (obr. 138).

-

o T 9.1.2. K¥ivka pieZiti

\ Kfivka preziti se obvykle zobrazuje v semilogaritmickém
mefitku, kdy na ose x je davka (D) a na ose y je logaritmus
preziti (S — survival). Kfivka méa obvykle exponencidlni cast

}= Dgmd

@' 1 charakterizovanou ur¢itym sklonem; tuto ¢ast Ize popsat funkci:
At N | S = m.exp(-a..D)
e REEEEE 5 v niZ je o sklon a plati:

o - b (lzl/DO

kde D, je tzv. stfedni letalni davka.

e s e Hodnota m se nazyva extrapola¢ni ¢islo. Pro D=0 je dle rovnice
S=m. Oblast davek D<Dq =Do.In(m) je oblast ramene kiivky
preziti. Na obr. 138 jsou znazornény veli¢iny Do, Dq a m

rowr

(extrapolacni ¢islo — nahote vlevo).

D [Gy]
Obr. 138. Ktivka nie7iti.

9.1.3. Interpretace exponencidalnich kiivek preZiti — zasahovy princip
Kiivky pieziti jsou interpretovany tzv. zasahovou teorii (Dessauer, Altenburger), kterd vznika
ve 20. létech 20. stoleti. Vychazi ze 3 axiomil (tzv. zasahového principu):

(1) 1onizujici zafeni ptendsi energii hmoté v diskrétnich porcich,

(2) akty vyd¢leni energie jsou v prostoru rozloZeny ndhodné,
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(3) reakce biologického objektu na ozafeni (napf. smrt) nastava zasazenim citlivého
ter¢iku.

Necht’ v je velikost citlivého objemu (v pm3) a D je davka v J/kg. Pak pocet zasahti
bude a.vD, kde konstanta je spojena s pirepoctem jednotek na zasahy (pii 60 eV na zasah a pfi

1 g/crn3 bude rovna a=100). Pravdépodobnost, Ze nedojde ani k jednomu zasahu bude dle
Poissonova rozdéleni:
P=exp(-a..vD)

Tim je vysvétlen exponencidlni charakter kiivek preziti.
9.2. Teorie vysvétlujici kiivku preziti

9.2.1. Zdasahovd teorie

Experimentalni kiivky pfeziti maji asto tzv. rameno (shoulder), tj. v oblasti malych davek
vice buné€k pteziva nez by odpovidalo exponenté. V ramci zasahové teorie je zde interpretace
dvoji.

9.2.1.Vicezasahovy model

Uvazujme opét tercik o velikosti v, ale necht' pro jeho
zniceni je zapotiebi n-zasaht. Pravdépodobnost n zasaht je
dana Poissonovym rozdélenim:

P(n) = (avD)"e**"/n!

Buniky hynou pfi obdrzeni n a vice zdsahi, a proto frakce

ptezivajicich bunék pak bude: YT 85 40 15 20 0B,
n-1 Obr. 139. Kiivky pieziti pro n-
_ _OWDZ k zasahti normované tak, aby pro
N/N,=e (avD)™/k! D=Do bylo preziti 0.5
k=0

Na obr. 139 jsou znazornény odpovidajici kiivky pro rizné hodnoty n. Pro vétsi n ziejmeé
dostaneme v¢€tsi rameno na kiivee preziti.

9.2.2. Vicetercovy model

Druhy model ptedpoklada, Zze pro inaktivaci bun¢k je potieba inaktivovat vice ter¢ikd (m).
ProtoZe pravdépodobnost inaktivace jednoho ter¢iku je 1- exp(-avD) a pravdépodobnost
inaktivace m te¢ikt (1- exp(-avD))™, bude pro pieziti bunék s m-teréiky platit:

N/N =1-(1 e VDymoy () e0VD, 4 -mavDy

Na obrazku jsou kiivky preziti pro rizné pocty ter¢ika (m). Hodnota m je
dana tzv. extrapolacnim ¢islem. Pro velké hodnoty davky totiz plati:

In(N/N) = -avD+In(m)

a exponencidlni ¢ast kiivky pfeziti mizeme tedy popsat touto rovnici.
Kdyz extrapolujeme exponentu k nule, dostaneme v semilogaritmickém
grafu hodnotu extrapolacniho &isla (viz obr. 140).

Obr. 140. Kiivky preziti vypoctené podle viceter¢ového modelu.



9.2.3. Vicetercovy vicezasahovy model
Kombinace obou modell je rovnéz mozna. Pro m-ter¢ikli a n potifebnych zasahli pro
kazdy ter¢ik mame:
n-1
NNg= 1 - (1- P X avD)Knym
k!
Je tfeba zdUraznit, ze experimentalni zavislosti l1ze proloZit riznymi kombinacemi téchto
ktivek a proto toto zobecnéni postrada biofyzikalni interpretaci.

9.2.2. Stochasticka teorie

i Na proces uc¢inku zafeni se Ize divat, jako na sérii stavil buniky, mezi nimiz
bunky prechazi ptisobenim zafeni. Aby nastala smrt (efekt) musi se dosahnout
o1 urCitého koncového stavu. Pro danou davku existuje pouze urcitd pravdépodobnost

/| piechodu mezi dvéma stavy. Pfechody mezi stavy znazornime diagramem:
Na obréazku je popsdn mechanismus, ve kterém je buiika charakterizovana 5
/' stavy, prechody maji vSechny stejnou pravdépodobnost a (na jednotku davky) a

| existuje 1 pravdépodobnosti obraceného piechodu 1. Stav buiky je pak
¢+, charakterizovan vektorem:

X =(Xg,X]5ee0s X))
e Pro uvedené schéma lze napsat systém rovnic:

Obr. 141

kde D je davka zéafeni a A je matice pravdépodobnosti pfechodli mezi stavy na jednotku
davky. - -

-a 0 0 . . 0 0 0
- 0 . . 0 0 0
0 a -a . . 0 0 0
A =
0 0 0 - 0
| 0 0 0 0 a -af

kde exp(AD) je dano Taylorovou fadou: o0

Pocatecni stav popiSeme vektorem:

%, = (1,0...,0).

Preziti bude dano poctem bunék, které nedosahly konecného stavu (jenz odpovidd smrti

bunky).
n—l

NINy=Y x

k=0
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Pro predchozi matici pak dostaneme feseni ve tvaru (vicezasahovych kiivek):

n—1

k
N/Ny=e™® Z@
el

JestliZze budou v matici A riizné pravdépodobnosti piechodd, jako napf.

-ay 0 0
a - 0
0 a, -,
A=
0 0 0 Ay~ 0
| 0 0 0 0 a,, —0,,

pak kiivky pteziti budou mit konené extrapolacni
¢islo (e) — viz obr. 142. Extrapola¢ni Cislo vSak
nelze interpretovat jako pocet ter¢ika.

Do stochastickych modelti 1ze zahrnout také
reparani procesy jako zpétné piechody. Matice
reparacnich procesti pfi stejné pravdépodobnosti
zpétnych prechodli pro vsechny mezistavy bude mit
tvar:

0 A o .. 0 0 0
0o -4 12 .. 0 0 O
6o -4..0 0 0 Obr. 142. Davkové zavislosti preziti
AA) = vypoctené ze stochastického modelu
(4) = . (e je extrapola¢ni &islo).
-4 41 0 Wy
0 -1 2
o 0o o .. 0 0 -2j

Matice A pak bude souctem A(a;) + A(A). Jsou-li

vSechny hodnoty o stejné, pak dostaneme kiivky
zobrazené na obr. 143. Tvar a citlivost vysledné kiivky 4
zavisi na poméru a/A. Cim je tento pomér vétsi, tim  Obr. 143. Davkové zavislosti preziti
méné se uplatni reparace a tim citliv&j§i buiiky budou;  Pro rizné poméry a/A.

zaroven se na kiivce objevuje vyrazné rameno.

9.3. Moderni teorie vysvétlujici prreziti bunék po ozareni

9.3.1. Charakteristika modelii popisujicich a vysvétlujicich kiivku pieZiti

Bylo vytvotfeno nepieberné mnozstvi modeld, jez se pokousely vysvétlit rameno na kiivee
preziti. Tak napf. byl vytvofen model interagujicich radikald, ve kterém interakce
hypotetickych radikald vedla k letalnim udalostem, a proto byly malé davky méné Gcinné.
V modelu Laurie-Orra se piedpokladala existence repara¢niho zdsobniku (,,repair pool®),
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ktery se pii vzrustajici davce vyCerpava a rameno na kiivce preziti prechazi v exponencialni
cast. Tento model také spravné popisoval chovani kiivky pteziti pro rizné davkové rychlosti.

Velmi zndmym se stal tzv. molekularni model Chadwicka a Leenhoutse, v némz se
piedpoklada interakce dvou SSB vedouci ke vzniku DSB. Vysledny pocet letalnich udélosti je
proto linearné-kvadratickou funkeci déavky. Predpokldda se nahodné rozdéleni letdlnich
udélosti v bunécné populaci, a proto se linedrné-kvadratickd funkce davky (D) objevuje
v exponentu kiivky preziti (S):

S =exp(—aD — ﬂDz)

kde a a B jsou konstanty. Tento model nardzi na problém se vzdéalenosti mezi SSB. Pti
b&znych davkach kdy &ast bungk hyne (1-5 Gy) piipada na buiiku fadové 10%-10° SSB.
Primérmé vzdalenost mezi nimi je proto vice nez 10° nukleotidii, coZ je molekularng i
prostorové velmi daleko. Proto byli oba autofi modelu nuceni pfipustit existenci radikalt
s dlouhou dobou Zivota a jejich interakei na velkou vzdalenost. Takovy proces zatim nebyl
potvrzen. Molekularni model byl detailné propracovan a vydan v knizni formé.

Dal$im velmi propracovanym modelem je model Rossiho a Kellerera, ktery je zalozen
na mikrodosimetrickych tivahach a budeme se jim zabyvat podrobné v kapitole o zavislosti
biologického ucinku na LPE zatfeni. Kiivka pfeziti tohoto modelu ma stejny tvar jako u
molekularniho modelu, avsak interpretace linearné-kvadratického ¢lenu v exponentu je uplné
jina. Je to disledek interakce dvou poskozeni, které vedou k letalni udalosti a dale disledek
nerovnomérného vydéleni energie - nékdy vzniknou tato dvé poskozeni z jedné stopy a n¢kdy
ze dvou stop. Proto se zde objevuje linearné-kvadraticky Clen. Problémem tohoto modelu je
skutecnost, ze linearni komponenta je daleko vét$i na experimentalni kiivce nez by bylo
mozno vysvétlit teorii.

Rada modeld vysvétlujicich zavislost kiivky pteziti na LPE se vibec nezabyvala
tvarem kiivky pieziti pro fidce ionizujici zafeni. Casto byly pouzity viceteréové formule
(Katz) nebo kombinace vicetercové a jednozasahové formule (Wideroe). Nékteii autofi prosté
vzali jako vychozi kiivku pro y-zéfeni jako takovou (Guenter).

V soucasné dobé je ziejmé nejuznavanéjsi LPL model S. Curtise (Lawrence Berkeley
Laboratory), ktery popiseme podrobné;ji.

9.3.2. LPL model pro savéi buriky

9.3.2.1. Formulace modelu

LPL model je urCitym specidlnim piipadem kinetického vice- stavového modelu s vice
poskozenimi. Letalni poskozeni v ném vznikaji konverzi (pfeménou) potencidlné-letalnich
poskozeni. Curtis predbézné identifikoval tato poskozeni s DSB. V soucasné dob¢ vétime, ze
DSB jsou hlavnim typem poskozeni, které je v sav¢ich bunkach opravitelné, ale odpovédné za
letalni efekt zafeni.

V LPL modelu se uvazuji 2 typy interakce: linearni a kvadratickd. Kvadraticka
interakce odpovida NHEJ. Spojené konce DSB jednoho chromosomu vedou k mutacim, ale
nejsou letalni. Kvadraticka interakce odpovida spojovéani koncl rliznych chromosomi a je
letalni. V modelu se pfipousti moznost vzniku neopravitelného DSB (linearni interakce). Toto
poskozeni bylo piivodné interpretovano jako vznik dvou DSB v tésné blizkosti. Nyni se spise
zd4, ze se jednd o komplexni poskozeni, jez buiika prosté¢ neni schopna zadnym zpisobem
opravit, a které nemuze vést ani ke kvadratické interakci. Na cytogenetické Grovni se nejspise
jedna o terminalni delece ¢asti chromosomu.

Matematicka formulace LPL modelu spoc¢ivé ve dvou diferencialnich rovnicich:

4L, (t) : . = =
jf; = 1D Iy, _'{”-da.a +chzsb—>f"-r‘fzﬁb(f}} Las (£)
dff(f} 4T hy T 7
” =200 =t Ud.sb-)fi'd.sb{r}ﬂa‘sb{r}'
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kde L4 je stfedni pocet DSB na bunku, X4 (Z¢) je pravdépodobnost vzniku reparabilniho
(irreparabilniho) DSB pro genom o velikosti Y a pii davkové rychlosti D(z) . Ay, @ Nyg ¢ jSOU

pravdépodobnosti reparace a kvadratické interakce.

Interakce v bindrnim ¢lenu je tmérna ctverci poctu nereparovanych DSB na bunku.
Ocekavany pocet koncti v Case t je 2.L (). Binarni interakce mize vést ke vzniku rliznych
typll intro- nebo inter-chromosomovych aberaci, napf. dicentrikli, centrickych ringl a
translokaci. Dominantni jsou zfejm¢ dicentriky. Proto jsou fragmenty a dicentriky hlavnimi

pticinami letalnich udalosti v LPL modelu.

9.3.2.2. Reseni modelu.

Rovnice jsou integrovany pii po€atecnich podminkach Ly a

L=0. Preziti bun€k se spocte za piedpokladu nahodného

rozlozeni fatalnich poskozeni v buné¢né populaci, tj.
S=exp(-Ly),

kde L; je stfedni pocet letalnich udalosti na buikku pro t

nekonecno.

Prakticky se bere 10-15 x vétsi doba, nez je polocas
reparace DSB, tj. 1/A,, + doba ozafovani (pfi malych
davkovych rychlostech mize byt doba ozafovani vyznamna).

Na obr. 144 jsou kiivky preziti publikované
Stackhousem a Bedfordem pro CHO buniky

Parametry LPL modelu jsou:

2Y%,=3.3510° Gy

2YS,,=2.98 DSB cell Gy
hg=0.123 h™' (5.63 h DSB polocas)
Nawwr=7-62 1071

Surviving Fraction

L L L
1% 40 45 50

Absorbed Dose (Gy

" " " 1
)& W 15 W 15 3

Obr. 144. Kiivky pfeziti pro 3
davkové rychlosti. Experiment
je zde porovnan s vypoctem dle
LPL  modelu s parametry
uvedenymi v textu.
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X. Zavislost citlivosti bunék na LPE zareni
10.1. Teorie teréiku

10.1.1. Exponencidlni kiivky preZiti
Ozareni biologickych objekt zatenim s vysokym LPE (napft. urychlené ionty, neutrony) vede
casto k exponencidlni zavislosti preziti bun¢k na davce. Interpretace téchto exponencialnich
ktivek je nasledujici. Pfedpoklada se, ze:

(1) te€zké nabité castice usmrcuji buiku pii prichodu ur€itym citlivym objemem
(teréikem) v buiice (jadrem);

(2) pravdépodobnost zasahu je ddna ucinnym prifezem terciku.
Necht’ ¢ je velikost u¢inného prifezu (v pmz) a F je fluence Castic v poctu ¢astic/ pmz. Pak
pocet zasahti bude o.F Pravdépodobnost, ze nedojde ani k jednomu zésahu bude dle
Poissonova rozdéleni (buiika piezije):

S=exp(-c.F)

Tim je vysvétlena exponenta kiivek pfeziti pro t€zké nabité ¢astice. Do rovnice lze dosadit
davku ze vzorce:
D=0.16 x LET x F

kde jednotky jsou nésledujici: D v Gy, LET v keV/um, F v ¢/ umz

10.1.2. Metoda segmentii stopy Cdstice:
Pti stiednich a nizkych hodnotach LPE bunka nemusi vzdy zahynout pii prichodu castice
citlivym objemem. Zahyne ziejmé pro velké LPE (pfedana energie bude velka). Tak napt. pro
malé LPE (pro y-zateni je LET=0.3 keV/um) bude pfedand energie malé (pro jadro baktérie s
rozmérem 1 pum to bude 0.3 keV =300 eV, tj. 5 aktd ptedani energie po 60 eV, tedy 5 SSB,
které se reparuji s velkou pravdépodobnosti).

Proto se zavadi funkce (L), kterd se rovna
pravdépodobnosti inaktivace bunky pro jeden priichod ¢astice s LPE
= L. Tato funkce definuje efektivni G€inny prifez inaktivace buiiky:
6 = 64.Y(L) v predchozi rovnici. Necht g, je energie predand pii
jednom aktu (obr. 145), d necht’ je stfedni délka terCiku. Pak k=L.d/e;  Obr. 145. Priichod
bude stiedni pocet aktd na jeden priichod &astice a pii Poissonové — Castice  citlivym
rozd¢leni bude pravdépodobnost m aktl: objemem

P(m) = kM.e-K/m!

Pti ptedpokladu, ze pro usmrceni butiky je tieba alespoii n akt dostaneme:
n—l1

k
l//(L) — l_e—L.d/Eo Z (L'd/'go)
— k!

Jestlize dosadime funkce y(L) do rovnice pro pieziti Y
bunék S=exp(-cF), kde o=c,.y(L) a F=D/0.16/L, pak
pro tzv. citlivost bunék, tj. hodnotu davky pottebnou
pro inaktivaci 37% bunék (neboli hodnotu koeficientu
o v rovnici S=exp(-a..D)), dostaneme: c.\y(L)/0.16/L.

T TN T TR T S
LPE

Obr. 146. Pravdépodobnost

v zavislosti na LPE.

Pravdépodobnost inaktivace pro castici prosedsi terCem
je zobrazena v zavislosti na LPE pro rizny pocet
potfebnych zasahti (n) na obr. 146.
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Jestlize dosadime do rovnice pro citlivost bun¢k
(. vlastné¢ vydélime L), dostaneme kiivky
s maximem (kromé& prvni obr. 147). Tyto kiivky
zavisi na poctu nutnych zasahii (n) a na velikosti
citlivého objemu (d), ktery pak odpovida citlivosti
pro y-zafeni. Do rovnice dosazujeme uUCinny
prafez pro vysoké hodnoty LPE, o, Tyto

parametry pak popisuj'i celou Zéyislost na LPE. Obr. 147. Zavislost citlivosti bun&k na
Na dal§im obr.148 vidime zavislosti uc¢inného LPE zafeni.

LPE

prifezu a citlivosti bunék na LPE. Uvedené kiivky byly
spocteny pro haploidni
kvasinky a odpovidaji D % e

A% §ir0kém I‘OZI’neZi é Cnoper Gaxmepud " b o
hodnot LPE teoretické [ /\m

predpovédi. Podobné lze ok e e

popsat inaktivaci N

bakteralnich  spor za " F oun S

predpokladu, Zze pro ,; ;.—.,;:a i L
| _ inaktivaci dojde ’gf L
i -7 £ s v citlivém objemu ' 0 o -
o LPE [kewl}m] velikosti 3 nm k8 ,L?E [keY/L_lm ,
Obr. 145, oa D ves U dalostem vy d&leni 013r ’149. galzftl§lgst C1Fhvost1 na LPE
ViSIO.Sti na.LPE. o energie (obr. 149) PI’O zareni pro bakterie a viry

molekulu bakteriofaga T1 nejlépe odpovidaji kiivce 2 udélosti

v rozmezi 1,2 nm (1 udalost v ter¢iku o velikosti 0,6 nm dava
horsi popis (obr. 149). Metoda segmentti stopy castice je pomérné hrubou aproximaci, avSak
je podstatou prakticky vSech modeld popisujicich citlivost bunék v zavislosti na LPE zéfeni.

10.2. Katzova teorie

10.2.1. Teorie inaktivace biologickych objektii ve stopé Castice

Katz ukazal, Ze G¢inny prufez mize byt vetsi, nez je geometricky rozmér objekti, jestlize jsou
tyto objekty citlivé k d-elektronim. Lokalni davka uvnitf stopy Castice je pfiblizn¢ timérna
Zez/E neboli Zez/B2 a nepfimo imeérna vzdalenosti od osy stopy, tj. x2 (viz Struktura stopy
castice str. 30). Jestlize tuto davku pouzijeme ve vztahu pro pieziti:

S(x) = exp(=Ds(x)/ D, )

kde Z2 1
Ds(x)=a—5—.
X

a integrujeme pies stopu castice vyraz 1-S(x), tj. pravdépodobnost, Ze buiika zahyne (od nuly
do max. doletu 4-elektront), dostaneme Uc¢inny prifez inaktivace pro jeden prichod Castice,
ktery pak mtizeme dosadit do rovnice (viz metoda segmenttli stopy ¢astice):

S =exp(—o.F)
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Katzovy kone¢né rovnice maji tvar

o= Zﬁjxdx( Ds(x)/D, )

b=1.36-10"
a 2 _1246’"202@
0:2ﬂjxdx 1—exp —bZ—ez[l—lj -5
0 2D, \x a B=vlc

kde popis lokalni davky je trochu modifikovan a integruje se do maximdalniho doletu
o—elektront (a).

Uc1nny prifez v zavislosti na LPE zafeni je zde vypocten pro rizné citlivé objekty na
obr. 150. Cisla u Jednotlivych kfivek znamenaji Z. Céarkované je znazornéna kiivka pro

nekoneéné tenkou stopu. Uéinny prifez pro bakterie -

E.coli (Bs kmen) pro ¢ 5]
JE o roxs g ’ *
c ¥ E rizné Castice s danym 7
J4 o
107L LPE a pro dané Z (typ +
S iontu) je porovnan
10"k L :
i s teoretickymi hodno- 107" o
[~ | . W v .
! tami (kfizky). B je
: ! energie &astice. Z obr. s
10 , s i ixe v - { { f 4 | } |
3 151 je vidét, ze i pro PP et oo i o oo
10 velmi podobné s 008 gu 4155 4073 006
3 o v 'Jf:'_'}_' - RN Lo el
F 0% hodnoty LPE muze n? 0
415 ; R . .
e e e e e nastat  situace, Ze LPE [keV/pm]
LPE [keV/pm] Vyggi LPE nezvyéuje Obr. 151. 2Ze’1v1slost uéinného
Obr. 150. Zavislost Gginného UCINNy  prifez  a prifezu (cm’) na LPE zifeni pro
oy 2 v iy . bakterie.
prifezu (cm”) na LPE zéfen. naopak ho snizuje.

10.2.2. Katzova teorie pro savCi buriky
Zatim jsme se zabyvali jednoduchymi biologickymi objekty (viry, citlivymi druhy bakterii,
haploidnimi kvasinkami), pro které je kiivka pteziti vesmés exponencidlni, tj. nema rameno.
Existence ramene u kiivek pieziti sav€ich bunck samoziejme komplikuje situaci.

Pro sav¢i buiiky Katz rozliSuje tzv. ,,ion kill mode* a ,,y-ray kill mode*. Pro ,,ion kill
mode* se predpoklada exponencialni kiivka, ve které je exponent imérny D/L (viz teorie

segmentu stop Castic): o

S;(D)=e L~
Pro ,,y-ray kill mode* se piedpoklada platnost klasické viceteréové rovnice:

S, (D)=1-(1-e )"

kde koeficienty o a B zavisi na pravdépodobnosti, ze inaktivace nastane jako ,,ion kill mode*
takto: a=P.c, B=(1-P)/D. Pravdépodobnost P musi zaviset na vlastnostech zafeni a Katz ji

zavadi jako: , m

P=|1-exp(—=

kde y je novy parametr.
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Pro kiivku pteziti pak dostaneme:

=~ "

o Pp
S(D)=e L= |1-|1-¢

Tato rovnice byla pouzita pro fitovani kiivek preziti se 4 parametry, ale bez jasné biofyzikalni
interpretace. Hodnoty Do a m jsou vlastné odvozeny z kiivky pieziti pro y-zafeni, hodnota o,

je odvozena ze sklonu kiivky pteziti pro velmi vysoké LPE. 4-ty parametr je potiebny pro
popis ptfechodu mezi obéma rezimy (ion vs y-ray). Zatimco prvni model publikovany v roce
1967 mél jasnou biofyzikalni interpretaci a popisoval ti€inek zafeni na jednoduché biologické
objekty, rozvinuty model pro savc¢i buiiky je popisny, bez vétsiho vyznamu.

Oba tyto modely patii do kategorie ,,energy only models®, tj. uvazuje se v nich pouze
o energii deponované v jadie (nukleoidu) buriky (tato energie je determinujici pro inaktivaci).
Tyto modely funguji pokud produkce poskozeni nezavisi pfili§ na LET, tj. pokud letdlnimi
poskozenimi jsou napi. SSB (u citlivych kmenti baktérii).

10.3. Teorie dualniho uc¢inku zafeni

Teorie vychazi z experimentalniho pozorovani, ze kiivky pieziti jsou pro y-zateni (X-zafeni)
u savéich bunék prevazné kvadratické, zatimco pro neutrony jsou linearni. Byl ucinén
ptedpoklad, ze y-zafeni produkuje dvé nezavisld potencidlné letdlni poskozeni, které musi
interagovat aby vzniklo poSkozeni letdlni, zatimco neutrony produkuji letalni poSkozeni
piimo. Neutrony maji zna¢nou komponentu zéaieni s vysokym LPE, a proto Rossi navrhl
odvodit interpretaci kiivek pfeziti na zédkladé¢ mikrodosimetrie. Mluvime o tzv. ,,dudlni teorii
uc¢inku®, tj. ze ucCinek nastupuje interakci dvou potencidlné letdlnich posSkozeni. Pocet
poskozeni je umérny specifické enegii (z) absorbované v citlivé struktufe (jadfe bunky) a
pocet interakei tedy bude tmémy kvadratu z%. Stiedni podet letalnich poskozeni na buiiku
s absorbovanou energii z oznatme G(z) a frakci letdlnich poskozeni v populaci bunck
ozna¢me E(D). Pak plati

E(D)=17 G(z)- f(z,D)dz
G(z)= kz?

kde f(z,D) je rozdéleni specifické energie z pii davce D. Vypocet uvedeného integralu lze
provést zavedenim fj(z) funkce jako Poissonovou sumaci ¢lenti:

[Z_ZL = szzzfn (z)

dz'f, , (z')T dzz’ f(z - 2')

ct—8 o=—38

dz'f, (z').T dz{(z - ')’

+2(z-2)2'+2%1f,(z - 2)
=zrzp+2 211—1;1? + [Z_ZL_l

= ;F;D + 2(1’1 — l)Z'F2 + [Z_ZL_1

coz je rekurentni formule, kterou Ize Fesit: lzzJ = nzrzp + 2n(n - 1)2127
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a sumace pak da: 22 =2p.D+ D>

Stredni pocet letalnich udalosti na buniku se pouzije v exponentu rovnice pro preziti:
S = e—k(EDDwZ)

Rovnice pro pieziti v zavislosti na davce se velmi casto pouzivd v radiobiologii jako
nejjednodussi aproximace nelinedrni zavislosti. Skutecna teorie by nutné potiebovala vypocet
koeficientl a jejich porovnani s experimentem. Ukazuje se, Ze takové porovnani neni usp&sné,
protoze koeficienty u linearniho ¢lenu jsou mnohondsobné vétsi v experimentu nez by mohla
dat teorie. Také zéavislost na LPE nebyla touto teorii nikdy popsdna. Pro rozumny popis
zavislosti radiacnich efekti na LPE je nutné popsat vznik poSkozeni DNA v zdvislosti na
LPE, ¢imz se budeme nyni zabyvat.

10.4. Vznik zlomi DNA pro rizné druhy zareni

Produkce zlomi DNA se méni s ristem LPE zafeni a pfi stejném LPE zavisi na energii zafeni.
Produkce SSB sristem LPE kles4; naopak produkce DSB méfenych sedimentacnimi
metodami  pro vy$$i LPE roste. Takové chovani produkce zlomii odpovidd energetické
naro¢nosti a miizeme je matematicky modelovat.

Pti prichodu ¢astice pfes DNA vznikne zlom pouze s urcitou pravdépodobnosti danou
E a L (LPE, LET) zafeni. Stfedni pocet aktii vydé€leni energie (60 eV) bude dan energii v
DNA absorbovanou. Ta zavisi na struktufe stopy a na parametru srazky (x). Musime rozlisit
dva velmi odli$né piipady - DNA byla zasazena jadrem stopy nebo d-elektrony. Obecné mtze
energie v DNA deponovana pochazet od obou ¢asti stopy ¢astice:

(x) =y (x)+ 3, (x)

10.4.1. Vklad jadra stopy k energii deponované v DNA

Spocteme oba vklady energie na zaklad¢ geometrickych uvah (obr. 152). Mé&jme stopu ¢astice
(Cervené jadro stopy a Zluté oblast d—elektronll), kterd protinda DNA (zeleny hranol) jak
jadrem stopy, tak d-obalem (pfedpokladejme pro zacatek, ze stopa je kolma na molekulu
DNA). Pak frakce energie pohlcena v hranolu pochazejici od jadra stopy se da spocitat pro
ruzné ptipady vzdélenosti hranolu od osy stopy (x). Frakce energie deponovand jadrem stopy
v DNA pak bude (viz naznaceny vypocet dale):

2
yA(x):ﬂ arccos L + 1—[ Al j ,

s Finin Fnin T min rmy
Xo=x—10/2

01201247, fmax
> Obr. 152. Stopa castice (zlute) a
1-k X X X DNA  (zelené). Cervend je
VA (x)— 7 —arccos———— [1—| =2 | |, zobrazeno jadro stopy.
T rmin rmm rmin
| je zde Sitka DNA, tmin je polomér jadra
Xg=Xx—1L/2 stopy, k je frakce energic predavana
O(x(l/2 d—elektrony (ptiblizn€ plati, Ze 1/2>=rty;y).
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10.4.1.1. Odvozeni rovnic pro jadro stopy
Uhel o (viz obr. 153) je dan funkci arccos(xo/rmin) a vyseé¢ odpovidajici dvojnasobnému uhlu

o je normovana na celkovy kruh 2m ve druhé rovnici shora. Od této frakce se musi odecist
frakce energie pfenaSené jadrem stopy, ktera odpovida trojuhelniku ABC.
1 je zde Sitka DNA, r,,;, je polomér jadra stopy (pfiblizné plati, Ze 1/2>=r,. ). Xo = x-1/2

min

Xo
o = arccos—-—
min
1 X
Y = —.2.arccos ——
2

Fiin

Xog=x—10/2

Obr. 153. Jadro stopy Ccastice jako valec
(Cervené) a DNA jako hranol (zelené). Frakce
energie pienasené jadrem stopy, ktera je
deponovana v DNA, se spocitd jako cast
Cervené plochy uvniti zelené normovana na
celkovou plochu kruhu. x, = x-1/2 je vyska
v rovnoramenném trojuhelniku, ktery se pro
vypocet také pouzije.

172

10.4.2. Vklad &-elektronii k energii deponované v DNA
Krom¢ jadra stopy cCastice prispiva k energii deponované v DNA také ,,polostin“ (angl.
»penumbra*). Rovnice pro tento vklad jsou nésledujici:

pro x<lIl/2+4 7y,

yA(x)zo pro X >y +0/2,

| je zde Sitka DNA, r

(pfiblizné plati, ze 1/2>=r_,, a 1,,,,=40 g7 nm)

je polomér jadra stopy, k je frakce energie preddvana d-elektrony

min
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10.4.2.1. Odvozeni rovnic pro o-elektrony
Lokélni davka je umérna 1/2, kde ,— /(x2+u4%) a integraci je tfeba provadét od

u,..=0dou,,,.

_ 2 2 _ 175
Umax = VFmax —X Vinax =40.E

u
rmai\ ;%

1 Obr. 154. Polostin stopy castice (zluté) a

1
NE) du = Y ctg(u/x) DNA (zelend). x je parametr srazky

je maximalni dolet 8-elektrond. Integraci dostaneme
funkci arctg

Meze integrace (0 az u_.) nam daji polovinu celkového integralu. Clen ve jmenovali
dostaneme normovanim na celkovou energii d-elektronti ve stopé, kde se integruje
1/x2.2nxdx, coz d4 logaritmus a meze se voli od r,. do r,.. | je zde $itka DNA, 1. je

max.

polomér jadra stopy, k je frakce energie preddvand §-elektrony, r,, =40 E1.75 (nm)

10.4.2.2. Odvozeni rovnic pro produkci SSB a DSB zdienim

Stfedni pocet zlomli dostaneme jako:
n= w-ly .y'L

g 27
kde leff je efektivni rozmér DNA, ktery je vétsi nez I vzhledem rtiznym moznym orientacim
molekuly a stopy ¢éstice (zhruba 3/2.1), y.L je frakce energie stopy deponované v DNA, ¢ je

energie na jeden akt pfedani a w je pravdépodobnost vzniku zlomu na jeden akt, tj. 60 eV
(w=1). Skute¢ny pocet SSB muize byt 1 nebo 2 (na obou fetézcich):

w-(d yL

nssp =2-|1—e 0 2 |
Podobné pro dvojité zlomy dostaneme: Wiy L
-~ a2

npsp =8| 1-e

kde ctverec je zde proto, Ze DSB vznika jestlize na obou fetézcich vznikne SSB a tyto udalosti
jsou nezavislé. gje geometricky faktor mensi nez 1, ktery zohlediiuje pravdépodobnost
zasahu druhého fetézce byl-li zasazen prvni (g =0,4).

Ptedchozi veliiny jsou zavislé na x a musime je proto integrovat pies stopu Castice.
Pro stfedni pocet SSB1 (SSB detekovatelné stndardnimi metodami) a dDSB (piimé DSB) na
jednotku davky (Gy-1) a na dalton dostaneme:

1= 7W~Ze/'~y~L
Ny (L)=5-107 —[2|1-¢ *% ldx
! Lo
- 2
1 _weler-y-L
NdDSB(L)=2.5~10‘9zf l-e 20 | dx
0
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Formule je odhadem pro SSBI, které se obvykle méfi po ozafeni a pfimé dDSB, které
predstavuji hlavni piispévek k DSB pro ¢astice s vys§im LPE. Vypocet jinych typi poskozeni
je mozny, jestlize zvazime jejich povahu. Tak napt. poskozeni bazi je ¢astéjsi, nez vznik SSB,
a proto w (pocet poSkozeni na 60 eV) musi byt vétsi. Vznik zlomu a poskozeni baze na
jednom fetézci lze spocitat, jestlize zmensime L. na 1/2 (jedna se o jeden fetézec) a zvétsime
w. Komplexni poskozeni jednoho fetézce je hlavnim adeptem na posSkozeni nereparabilni
rychlou reparaci (SSB,;,)

10.4.3.Vypocet poskozeni DNA v zavislosti na LPE

-1

Produkce poskozeni DNA v zavislosti na LPE NIy
zéafeni je spoctena podle uvedeného modelu na obr. 155. : 2 M‘?‘\~y\\
Pocet SSB na jednotku davky s ristem LPE klesa, stejné I SN
jako pocet poskozenych bazi. Produkce DSB nejprve roste \\\K«
a posléze klesa. Na obr. 155 je kiivka 1 — produkce SSB1, i
2 — produkce ptimych dDSB, 3 — produkce poskozeni bazi
(vypocet proveden jako pro SSB, pouze w Vétsi), - //A\\
4-produkce tzv. komplexnich poskozeni (SSB1+poskozeni S / \_,
baze, tj. dvé nezavislé udalosti na stejném fetézci DNA, 1 e e
bude rovna 1/2 a w bude vétsi). LET [keV/um]

Obr.155. Na  obrazku  jsou
teoretické ktivky produkce

10.5. zeni rovnic pro preziti bakterialnich bunék
0.5. Odvozeni rovnic pro preziti bakte ch buné potkozeni DNA

Pro pteziti bude zfejmé platit (viz model reparace u baktérii):

45 9>
P3t4q3 Pt 4q;
kde a je stfedni pocet letalnich udalosti a kiivka preziti je dana exponencidlni kiivkou s
koeficientem a. V této funkci vSak musi figurovat z, tj. specificka energie, nebot’ to je energie,
kterou bunika citi. Jestlize G(z) bude pravdépodobnost inaktivace bunck pti specifické energii
z, pak sensitivitu (1/Do) mizeme psat jako: G (Z) | galRLE):

— ,az —
S=e " ,a=Nggp + Napsg

D, (R,L,E):ZL~ (J) G(R,L,E,z)f,(z)dz,
F

Zp =fz-f1(z)dz
0

Vypocet integralu s f(z,D) funkci je moZné napsat ve formé integralu s f,(z) funkci.

10.5.1. Prakticky vypocet pieZiti bunék
Dalsi vypocet lze ucinit podle Gubina

Dy = u- ﬁ +(1-p)-a-glg, o), zjednoduSenym zplisobem (viz
ol rovnice). Zde koeficient a zdvisina L a
pu=1-0.05-E°% (n(l/q), energii zafeni a dosazuje se z
Flx)= 2 A 2 [1 (1 )] predeslého vypocétu. p je zde frakce
=30 e —e UEx)e energie pfeddvana oblasti stopy kolem

i jddra s rozmérem citlivého objemu

o it _
Hg,0)=1-3 2 f).'.l 7_, (zAvisi mirn& na energii), Gin je geom.
Fi=00 (tng) prafez citlivé oblasti (pro baktérie je to
q=194-a,.,,/E“Z,a)=16-a-(1—y)i,x1 —24-q-u-—L priblizng 1 pm2)
o-in O-in
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XI Preziti a mutageneze pri ozareni bunék husté ionizujicim zarenim

11.1. Preziti a indukce pfimych mutaci husté ionizujicim zafenim u baktérii

11.1.1. Vznik piimych mutaci po ozdreni y-zdarenim a urychlenymi éasticemi
Kfivka pteziti a frekvence indukovanych mutaci v lacZ lokusu E.coli v zavislosti na davce pro
y-zafeni ’Cs je pro srovnani uvedena na obr. 145. Je zfejmé, ze kiivka preziti je
exponencialni zatimco frekvence indukovanych mutaci roste s davkou kvadraticky. V tomto
experimentu byly stanoveny mutace vlacZ genu pomoci péstovani baktérii na pude
s tetrazoliem. Na dalSim obrazku (obr. 146) jsou uveden kifivky pfeziti a mutageneze pro
tézké ionty (helium s tfemi hodnotami LPE a ionty uhliku se dvéma hodnotami LPE). Ktivky
preziti zlistdvaji exponencidlni, ale ucinnost iontd helia je vétsi ve srovnani s y-zatenim. Je
zajimavé, ze také zavislosti Ny/N(D) zistdvaji kvadratickymi az do vysokych hodnot LPE

(72 keV/um). Pro ionty uhliku

N_/Nx 107>

@

| A4
g 4 O
v \

}/ o3

Mutation
rate

i

1 ‘|— 107

o L R A T e NN [N s [y e /s o
o

o 100 260 300 400 500 &

DOSE [Gy]

Obr. 145. Kiivka preziti a
cetnost vzniku piimych lac mutaci
u E.coli (y-zafeni).

se mutageneze snizuje.
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Obr.146. Cetnost vzniku mutaci u
E.coli pro hust¢ ionizujici zafeni.

11.1.2. Relativni ucinnost ruznych druhii zdieni.
Letalni uc¢inek husté€ ionizujiciho zafeni je evidentné vétsi ve srovnani s y-zafenim (obr. 147) a

-1 \_.]
D, [Gy ]

LET [keV/um]

Obr. 147. Radiosensitiva
bunék (1/Do) v zavislosti na
LPE zareni.

hodnotach LPE (obr. 148)

az pro hodnoty LPE nad
100 keV/um se snizuje. To
nelze vysvétlit fluktuacemi
energie v citlivém  objemu
bun¢k, ale spise vétsi produkei
zlomi DNA (DSB) ucinkem
hustsi ionizace (viz kapitola X).
U mutageneze dochazi rovnéz
nejprve k riistu G€innosti zareni
pfi zvySovani LPE a posléze
k poklesu, ale maximum se
objevuje pri mensich

RGE

Obr. 148. Relativni geneticka

uéinnost  husté

ionizujiciho

zareni v zavislosti na LPE.

. Pokles lze vysvétlit tim, ze pro tézké castice buiky hynou
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priachodem castice pfes genom bunky, tj. v pfezivajicich bunkach nevznikaji mutace. Nartst
muze souviset s charakterem poSkozeni DNA, kterd vedou k mutacim. Pravdépodobné jsou to
poskozeni komplexniho typu, kterd vedou spiSe k mutacim nez k letalnim udalostem.

11.1.3. Zavislost citlivosti bunék a mutageneze na LPE u polA™ kmene E.coli
Vznik mutaci by mohlo objasnit chovani reparacné defektnich kmeni E.coli na které se nyni
rovnéz podivame. Zajimavé jsou buiiky polA, ve kterych se indukuje SOS reparace podobné

jako u bungk ,,wild type*.

nO<E Movl
DOSE |Gy

Obr. 149. Citlivost a mutageneze polA
kmene E.coli pro husté ionizujici zareni

Na obr. 149 je citlivost polA defektniho
kmene k riznym typim zafeni. Vidime, Ze citlivost
se prakticky neméni coz lze wvysvétlit velkym
prispévkem SSB k letalnim udéalostem (chybi rychly

typ reparace). —
Mutageneze vzrista | D, [Gy ]
pro tézké nabité ' ) e

Castice a prochdzi
pfes maximum pii
10 keV/um (obr.
150). Chovani je

3

zde podobné jako u = =
bunék standardniho LET [ke‘“-f -“”‘]
kmene. Obr. 150. Zavislost citlivosti

bunék polA™ a relativni
genetické uc¢innosti na LPE

11.1.4. Zavislost citlivosti bunék a mutageneze na LPE u lexA” kmene E.coli
lexA- buniky maji defekt v indukci SOS systému. Mutageneze je zde podstatné zeslabena.

NP
5] N INx1C
,."i‘ — _— 10 i .. - =
F- Survival | Mutation rate /,a
[\ | lexa V4
e |
' E BN AT b | mutant 14 |
mutant /S
| Lrays|
0 sk T
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w' b ki ¢ T / 3
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N [ . );,/ 3
. -
1 Y F / _,-""": -
» 1
e 1 ;
Heavy ions

DOSE [Gy]

Obr.151. Citlivost a mutageneze lexA
kmene E.coli pro husté ionizujici zafeni

Citlivost bunék vuci zafeni je vétsi (chybi pomaly typ
reparace). Frekvence indukovanych mutaci pro
100 Gy dosahuje 6.10™ na prezivajici buiiku, coz je
50x méné€ nez pro stejné
davky u polA kmene o, ey )
(3.10-3). Zobr. 151 je [ __‘
vidét, ze i pfi malych | 1.,
potech  mutovanych - +—" "¢ :
bungk lze pfimé mutace | 1
snadno detekovat. T |
Citlivost téchto -
bun¢k se moc neméni
nebo spise klesa  Obr. 152. Zavislost citlivosti
s ristem LPE (podobné bunék lexA”™ a  relativni

jako u polA kmene). genetické ucinnosti na LPE
Mutageneze  vyrazné

LET [keV/um]

klesa (obr. 152). U téchto bunck se SOS reparace netcastni mutageneze, a proto je produkce
mutaci mald, a ani vys§i hodnoty LPE zafeni ji nezvysuji. To nelze vysvétlit zddnym zndmym
mechanismem. Pravdépodobné i rychly typ reparace zlomti DNA za ucasti enzymu excisni
reparace jako je polA neni zcela bezchybny a miize urcité typy poskozeni DNA interpretovat
jako pfitomnost jiné baze v fetézci kde je provadéna oprava.
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11.2. Indukce reverzi u baktérii zaifenim s vysokou hustotou ionizace

Zpétné mutace lze detekovat snadno na pidé, kde piivodni kmen neroste. Abychom mohli
spocitat frekvenci indukovanych mutaci (tj. normovat pocty
mutaci na prezivajici buiiku, musime piesné zméfit kiivku
preziti. Na obr. 126 (viz kap. 7) je uvedena kiivka preziti pro
bunky Salmonella typhimurium s defektem v syntéze histidinu
(jedna se o systém tzv. Amesovych kmend, kde je zndma
molekularni udélost, kterd vede k reverzi). Pocty reverzi na
prezivajici buniku v zavislosti na davce jsou uvedeny na
obr. 153. Ktivky odpovidaji riznym druhiim zafeni — y-zateni,
deuterium (5 a 12 keV/um),
helium (22 a 83 keV/um). Na ]
obr. 154 je zavislost relativni :

RGE

enetické UcCinnosti na LPE o

gw , - , 9 ‘,/\
zafeni. Je  zajimave, Ze T
geneticka G¢innost dale klesa u ' ags! Ty,
bunck TA98, kde je {

mutagenni udalosti frameshift.
c) U kmene TA102, kde ATl ]
=== pozorujeme relativné¢ velkou Obr. 154. Relativni muta-
Obr.  153. Davkové zivislosti ~mutagenezi pro y-zafeni tgye;fiznemr}‘umb;li)eéikséailg;‘;;lella
Nm/N v log-log mefitku pro TA102  se genetickd Gi€innost dale '
kmen ozéfeny riznymi druhy zafeni.  7yysuje pro tézké ionty s rastem LPE zafeni. Je obtizné
hledat zde wvysvétleni na tUrovni poskozeni DNA.
Kazdopadné se zdé4, ze poSkozeni vedouci kreverzim u TA102 a TA100 se lisi svou
podstatou od poSkozeni, jez indukuji reverze u TA9S.

Indukci pfimych mutaci 1 reverzi u baktérii 1ze popsat linearn¢ kvadratickou zavislosti
do pomérné¢ vysokych hodnot LPE a normovéanim lze tedy docela jednoznacné stanovit
hodnoty relativni genetické Uc¢innosti, které nejsou funkci davky. Tézké castice s vysokym
LPE indukuji mutace s vétsi ucinnosti u bunék standardniho kmene a polA mutanta, s mensi
ucinnosti u lexA kmene s defektem indukce SOS systému. U zpétnych mutaci byly zjistény
rozdily mezi G¢innosti zafeni v zavislosti na genetické zméné — pro zménu v kodonu TAA je
mutageneze nejvyssi, pro GGG mensi a pro frameshifty nejmensi. T¢ézké nabité Céstice s
vysokym LPE jsou efektivnéjsi pro mutace v TAA kodonu a relativné méné efektivni pro
frameshift mutace. Kvadratické zéavislosti na davce lze vysvétlit nezbytnosti indukce SOS

systému pro vznik mutaci. Podivame se nyni blize na indukci SOS samotnou.
11.3. Indukce SOS systému zarenim

SOS systém lze zkoumat podle indukce jednotlivych gentli s regulaci lexA represorem nebo
také s vyuzitim indukce profaga A, ktery ma vlastni represor (lambda represor), jenz je
soucasti SOS systému. Zvlastnosti A-represoru je jeho schopnost indukovat profaga rychleji,
nez bunika zahyne, tj. pfi vdzném ohrozeni bunky (poSkozeni DNA), dojde jesté na posledni
chvili k indukci profaga, ktery se pomnozi a lyzuje buiiku.
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11.3.1. SOS chromotest

Ve specidlné upravenych kmenech E.coli (nesoucich konstrukt s lacZ genem pod kontrolou

lexA promotoru) lze sledovat indukci SOS systému méfenim mnozstvi [-galaktosidazy
pomoci vhodného substratu (ONPG) a fotometrie. Na obr.155

e vidime indukci SOS v zavislosti na dévce pro rizné druhy
i y—rays |  zafeni. Rostouci kfivky pfedstavuji 1

L. sz SOSIP [Gy ']
Ny 1 koncentrace B-galaktosidazy, ~~ " ° y

| klesajici kiivky jsou kontrolni a

: £ T~ :
04 ¢ """-—-—h._._,______‘_.. v .y r 0 : .0
' / 5 piedstavuji koncentrace fosfatazy. / . \

% Je ziejmé, 7e indukce je nejsilngjsi | S
T —m————rr—r . . TR 0zt °
He ions, 60 keV/um | pro ionty helia. Pocatecni sklony | o - ‘e

08 r . 4 /4 .1t 3

- 1 zavislosti z obr. 155 normovany na /| * o |
0.5¢ A 4 vy . ol - . oy e ]
ol '(: iy y-zafeni (SOSIP je tzv. SOS & i 10 00 1o
'{I s 1 1 1 LET [keV/um]
N / i induction potenc,y) jsou zobrazeny
ok : na obr. 156 v zavislosti na LPE oy, 156, Zavislosti indukce

C ions, 330 keV/um | zafeni. Vidime, Ze indukce SOS  SOS na LPE zéfeni.
je nejefektivnéjsi pro LPE kolem

i . . fA_ﬁ____j___.- 20-50 keV/um.

R

o0k e . .
e se w0 10 20 250 Qbr., 155. Davkové zavislosti indukce SOS systému

DOSE [Gy]  ionizujicim zafenim (m&eno SOS chromotestem).

o8¢

11.3.2. Indukce A faga
SOS systém lze zkoumat také podle indukce profaga A, ktery je u tzv. lysogennich kmenil
zabudovan do genomu a nachézi se pod kontrolou SOS systému.
bt . Pii poskozeni DNA dochazi k jeho indukci a pomnoZeni. Na

A\ . obr.157 je citlivost kontrolni a lysogenni populace bun¢k a
Y ' indukce profaga zafenim. Kfivka prochazi pfes maximum, nebot’
/._-B:';-R. pocet fagovych castic na misku je pro velké davky sniZovan
o e /4 4 row A /4 W r /4 . b r
/' \ \o\ . letalnim ucinkem zafeni. Jak lze ocekavat, profag je indukovan
d ) \ % s daleko vetsi o I
a3l dépodobnosti u [P e b nauere
N Mg D = 1
¢ x| bunk sdefektem polA | | ne—eten
hY 5 -
- o | enzymu. Na obr. 158 [} . \?&\
O .| Jsou stejné zavislosti |, b,
t a\}\ porovnany pro buiky [ [ wid type \ |
wl . . .| standardniho kmene a | e
200 400 600 800 . vl v E
ST polA. Jez nlgh V}det,v ze i \
indukce profaga je vétsi |
: r ) A S S S PR of S R WU U O |
Obr. 157. Kiivky preziti 1@ Jednotku davky u W TS
normalni a lysogenni polA kmene E.coli nez DOSE [Gy]
kultury E.coli a indukce u standardniho kmene a Obr. 158. P ot standardnih
profaga v zavislosti na to vpfiblizn¢ stejném | r. 190 Orovr}}?mks ancar mf(;(
dévee, . K . mene a isogenniho kmene s defektem
poméru jako € vpola.

redukovano pieziti.
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11.3.3. Indukce profiga A husté ionizujicim zdi'enim

Ionty helia indukuji faga efektivnéji pro standardni
kmen, ale stejné efektivné pro polA defektni mutovany
kmen, kde je vSak indukce SOS i tak velka (obr. 159).
Tyto poznatky jsou ve shod¢ s vysledky ziskanymi SOS

chromotestem. PINy et '
Indukce SOS systému zafenim je potifebnéd pro e R A
preziti bunék, ale vede ke vzniku mutaci a ke Y e Ne

kvadratické zavislosti Cetnosti mutageneze na davce.
Poskozeni, kterd indukuji SOS jsou produkovana s vétsi
Cetnosti zafenim s vyS§im LPE (v oblasti 20-  Obr. 159. Indukce profiga A husté
50 keV/um), coZ znamend, e jsou to komplexngjsf iomizujicim zafeni.

typy poskozeni, jez vyzaduji vétsi vydéleni energie pro

svij vznik.

11.4. Pieziti a mutageneze sav¢ich bunék po ozareni husté ionizujicim zarenim

11.4.1. PrezZiti sav¢ich bunék v zavislosti na LPE zdieni

Citlivost sav¢ich bun¢k viuci zafeni nariistd pro vysSich hustoty ionizace, coz je v souladu
s dfive zdivodnénou predstavou, ze

letalni udalosti jsou u sav¢ich bun€k 100
odvozeny od DSB. Produkce DSB
pro vyssi LPE se zvétSuje, a proto
roste také citlivost (obr. 160). Pro
hodné velké LPE nastava opét pokles
citlivosti (to je na obrazku patrné

v oblasti 88-166 keV/um). Pokles

SURVIVING FRACTION
=
~

citlivosti  bunék Ize  vysvétlit 103 h
fluktuacemi energie — viz kap. 1V).

Rast citlivosti bunék vac¢i zareni - .

v oblasti 0,3-88 keV/um neni mozné o 2 & 6 .8 10 12 1%
vysvétlit mikrodosimetrii. Je ziejmé, DOSE / Gy

ze dfive popsany model inaktivace . 160 presiti T1 bunek (lidské buiiky ledvin) pfi ozéfeni
sav€ich bun€k nazvany jako ,dual Casticemi sruznou hustotou ionizace: 1-166keV/um,
radiation action theory” (kapitola  2.110 keV/um, 3-88 keV/um, 4-61 keV/um, 5-25 keV/um,
10.3) a rozvijeny zejména Rossim a 6-20 keV/um, 7-5,6 keV/um, 8-0,3 keV/um

Kellererem nemtize v principu tyto

vysledky vysvétlit. Také model Katze neobsahuje popis vzniku poskozeni DNA v zadné
form¢ a pomérné dobry popis kiivek preziti je proto umoznén pouze zavedenim dodatecnych
(nemodelovych) ptedpokladi o zavislosti pravdépodobnosti rezimu ,,ion kill mode* na LPE
zéateni. Tyto pfedpoklady ovSem Cini z modelu bezcenny ryze matematicky popis. Rozumny
popis preziti sav¢éich bunék v zavislosti na LPE zafeni se objevuje v praci Gunthera a
Schultze, kteti modeluji vznik poskozeni DNA mikrodosimetrickymi metodami a déale do své
teorie zahrnuji fluktuace energie v citlivém objemu sav¢ich bunék. Popis tohoto modelu je
vSak pomérné slozity a model nefeSi biofyzikdlnim zplGsobem vznik poSkozeni DNA
(pravdépodobnost vzniku SSB nebo DSB je v zdvislosti na absorbovane specifické energii
popsana formalni funkci se 3 parametry). Proto tento model nedoznal velkého uplatnéni a
nebudeme jej podrobnéji popisovat.
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Zavislosti preziti na LPE zafeni byly studovany v mnoha pracech. V nékterych autofi
pouzili stejné Castice, a aby dosahli vétSich hodnot LPE, snizovali jejich energii, jindy naopak
zvySovyli LPE vybérem vhodného iontu. V dalsi kapitole jsou uvedené také vysledky preziti a
mutageneze pro velmi té¢zké ionty koncici uranem.

11.4.2. Vznik chromosomovych aberaci a bodovych mutaci po ozdreni u savéich bunék
V kapitole VII jsme se zabyvali vznikem a
osudem  chromosomovych  pfestaveb.  Tyto
prestavby vznikaji n€kolika mechanismy, znichz
nejCastéj$i je ziejm¢é chybné spojeni koncl
chromosomii pti NHEJ reparaci. Vyssi hustota 03
ionizace vede k markantnimu zvySeni ucinnosti
indukce aberaci (obr. 161). Na obrazku jsou
uvedeny zavislosti poctu dicentrikl/buiiku na dévce
pro rizné druhy zafeni (y-zafeni, X-zafeni,
neutrony, a-Castice). Vidime, ze stejny efekt jako
fidce ionizujici zafeni (y-zafeni nebo X-zéteni) zde
pusobi 20-30x niz8i davky o-zafeni. Proto jsou
neutrony a o-Castice povazovany ze zdravotniho
hlediska za velmi nebezpecné druhy zéieni. *Q
U savéich bunék Ize rovnéz detekovat DOSE / Gy

bodové mutace (napi. mutace v genu HPRT), ktery  Obr. 161. Davkové zavislosti indukee
odpovidéa za rezistenci k 6-thioguaninu (kap. 7.2). dicentrickych aberaci pro riizné hodnoty LPE
Vznik téchto mutaci byl detekovan po ozaieni zafeni.

tézkymi
ionty s riznou hodnotou LPE. Detekované zavislosti
jsou slozité, a proto je uvedeme v dalsi kapitolce kde
se zaroven pokusime o jejich interpretaci.

250 kv X J
EiCoy o

LI Qﬂ

07MeVn
147 MevVn

02

0.1

DICENTRICS PER CELL

L]
o
-

&0 keV [ pm v v e . or r
* 11.4.3. Transformace bunék husté ionizujicim

TRANSFORMATIONS /104 SURVIVORS
a3

zdienim
° o 71 Utinnost t&zkych nabitych &astic je podstatng vétsi ve
= | srovnani s X-zafenim, zejména v oblasti malych davek
0 7+ % zafeni (obr. 162). Linearné-kvadratickd zavislost

. DOSE /Gy
Obr. 162. Cetnost transformace bunék

v zavislosti na davce zafeni pro ruzné LPE.

prechdzi na linearni.
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XII. Matematické modely mutagenniho u¢inku zareni s vysokym LPE

r wr

12.1. Indukce mutaci a preZiti baktérii po ozareni ¢asticemi s velmi vysokym LPE

V tabulce 5 jsou uvedena souhrnna data o indukci mutaci riznymi druhy zéafeni. Jsou popsany
charakteristiky zafeni a uvedeny ucinné prufezy pro indukci mutaci. Tyto experimenty byly
provedeny v Berkeley na Bevalacu (Fe, Ne ionty), Dubné na urychlovaci U400 (D, He, C),
Darmstadtu (B. subtilis) a nékteré také u nas v ReZi u Prahy na cyklotronu (lacl mutace na
svazcich He a D)

Tab.5. Fyzikalni parametry tézkych iontt , které byly pouzity v experimentech, experimentalni u¢inné prifezy
indukce mutaci (c,,) mutagenni ucinnosti na ¢astici (MPE), ziskané z poméri G,, a konstanty indukce mutaci o,
pro X nebo y-zateni

E, LET Assay system o, X 107 MPE
lon (MeV/u) (keV/pm) Accelerator” Bacteria Mutation ( pmz]" {pm3 X Gy) Reference
Deuterium 5.0 8 1 E. coli lacl 3103 1.08 +0.14 30
5.0 8 1 S. typhimurium his 0.45 +0.07 1.15+027 30
Helium 0.9 115 - E. coli lacl 7+5 2418 30
1.7 72 3 E. coli lacZ (1.1£0.1) X 10° 144 +£23 10
2.5 54 3 E. coli lacZ (L0=0.1) x 10° 13817 10
34 44 1 E. coli lacl 38+6 123+24 30
34 44 1 S. typhimurium 42+08 11.3+£30 30
6.0 28 1 E. coli lacl 35+2 123£1.1 30
6.0 28 | S. typhimurium 46 0.5 11.8+22 30
8.0 22 3 E. coli lacZ (6.1£03) x 10° 8107 10
Carbon 7.0 220 3 E. coli lacZ (42+1.4) x 10° 56+18 10
Neon 1.5 1400 4 B. subtilis his 0 0 12
33 900 4 B. subtilis his 0 0 12
57 650 4 B. subtilis his ] 0 12
5.9 630 4 B. subtilis his 0.15+0.01 90+1.2 12
10.2 430 4 B. subtilis his 0.16 £+ 0.01 9.6+27 12
14.4 330 4 B. subtilis his 0.36 + 0.02 21627 12
18.6 280 4 B. subtilis his 0.32£0.01 192+19 12
425 30 2 S. typhimurium his 1.7+04 95+28 30
600 26 2 E. coli lacl 7506 3004 30
600 26 2 S. typhimurium his 0.83 = 0.06 42+05 30
Iron 400 210 2 E. coli lacl 50+3 28.6+3.1 30
400 210 2 S. typhimurium his 8206 328+43 30
Nickel 0.9 5000 4 B. subtilis his 0 0 12
34 3700 4 B. subtilis his 0.68 £0.03 40.7 4.6 12
Krypton 10.0 3930 4 E. coli lacl 420 £ 50 145+ 24 30
10.0 3930 4 S. typhimurium his 81+20 207 £63 30
108 3200 4 B. subtilis his 1.16 £ 0.07 69.5+9.0 12
17.7 2500 4 B. subtilis his 1.00 £ 0.05 598+72 12
Xenon 21 8700 B B. subtilis his 0.44 + 0.05 263 +48 12
28 8300 4 B. subtilis his 0.74 £0.10 44390 12
4.2 7600 4 B. subtilis his 1.00 + 0.06 599+77 12
6.9 6700 4 B. subtilis his 1.70 £ 0.05 101 + 10 12
9.5 6000 4 B. subtilis his 2.37+0.06 142 13 12
11.8 5500 4 B. subtilis his 2.03£0.10 121 + 14 12
168 5000 4 B. subtilis his 2.33+0.40 139 £33 12
Uranium 26 15400 4 B. subtilis his 1.05 £ 0.04 629+6.8 12
1.7 13700 4 B. subtilis his 294027 176 + 28 12
10.7 12600 4 B. subiilis his 4.70+0.31 281 +38 12
11.9 12000 4

B. subtilis his 4.33+029 259£35 12
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Vznik mutaci u baktérii po ozafeni miZeme matematicky popsat na zaklad¢ pifedstav o
struktufe stopy castice. Zavedeme k tomu ucelu mutagenni G¢innost y-zatreni jako koeficient
ve vztahu m=am.D, a mutagenni G¢innost zafeni s danym LET jako koeficient ve vztahu

m=omF. mi(D)= o,F
m, (F)=a,D

Pomér téchto u¢innosti ozna¢ime MPE=cm/om

Velicina MPE se snadno urc¢i z experimentu a pokusime se tedy o jeji vypocet. Zavedeme
jesté dulezity vztah mezi davkou d-elektrontt Dsa fluenci ¢astic F. Budeme piedpokladat, ze
frakce energie deponovana elektrony bude f§. Pak plati:

D=0.16xLET_xF
D, =0.16x f;xLET xF
Spocteme frakci f5 na zdkladé modelu struktury stopy castice.
Strukturu stopy lze popsat n¢kolika modely rtiznych autorti (Chatterjee, Kudrasov,
Kiefer a Katz), pficemz se tyto modely lisi jednak ibytkem energie v zavislosti na vzdalenosti
od osy stopy a jednak odhadem pro dolet d-elektrond. Pfesto vedou tyto modely k velmi
podobnym odhadlim pro zavislost f§(E). Stopa je popsdna v modelu Kudryashova (resp.
Kiefera a Straatena) funkcemi:
Zy 1 Zy 1
D, zEl—,ﬁéxb—z D, =0.000125x ﬂej "

b2

Zavislosti f5(E) jsou uvedeny na obr. 162.

0.1000

5
15

0.0100 | 0.0100 |

0.0010 i
1

0.0010

1.0000

0.1000 | 0.1000

15
f5

Kiefer and Siraalen

A=0.314
0.0100 | B=0 E

0.0100

D=3.11

0.0010 Lusid ; g 0.0010 Lol - . a

E,, (MeV/u) E, (MeV/e)

Obr. 162. Vysledky Monte Carlo vypoctd frakce energie deponované tézkymi ionty v nepfimych zéasazich (fs)
ve sférickych objektech (r,=0,3um). Funkce f5 (E,) je spoctena na zakladé¢ modelti Kudriashova, Chetterjeeho,
Katze a Kiefera.

95



Zavislost f§(E) byla spoctena Monte Carlo ale
1ze ji snadno popsat empirickou funkei:

y log(c +e /¢ )

fo= Ax(l—e‘C/B) log(DxE )

kde c=r§/rs r5=0.0616.E1.7 je aproximace
Kiefera a Straatena pro dolet elektron ve
stop¢ Castice. Na obr. 163 je zndzornéna
zavislost uvedené funkce na velikosti
citlivého objemu rs. Vidime, ze pro vétsi rs je
frakce f§ mensi. Kfivky spoctené na zékladé
semiempirické formule jsou prolozeny
experimentalnimi body.

V tabulce 6 jsou uvedeny kromé ucinnych

1.0000 pr

1000 Kudryashov et al. —

A=0.414
B=0
C=1.11

0.0100
] D=65.2

0.0010 | -

i
1 10 100 1000
En (MeV/u)

Obr. 163. Zavislost frakce energie
deponované v nepiimych zdsazich na
energii Castice pro ruzné velikosti
citlivého objemu.

prifezti pro indukci mutaci také hodnoty MPE, které maji dilezitou vlastnost. Jestlize je

ke aY
Kgﬁx‘ s
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Obr. 164. Mutagenni efektivita castic
jako funkce LET pro lacl” mutace v E.
coli (O,) lac Z mutace v E.coli HfrH(O),
jeho reverse v S. thyphimurium TA 102
(V) av B. subtilis HA 101 spores (0).

1000
Kiefer and Straaten
Kri § u
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=
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Obr. 165. Zavislosti MPE na frakci
LPE odpovidajici nepfimym srazkam.

. jako je uCinnost vy-zafeni, t.

A

relativni biologickd ucinnost tézkych castic stejna
mj=my, pak
dosazenim za davku dostaneme:

MPE =0.16. L,
tj. MPE bude linearné rist s LPE ¢astic. Pro velmi
tézké Castice, které zabiji buitku priachodem pies
jeji citlivou strukturu a jejichz mutageneze
prostiednictvim d-elektronu je stejnd jako u y-
zateni dostaneme:

MPE =0.16. £ . L

Na obr. 164 jsou uvedeny hodnoty MPE pro rizné
LPE. Je vidét, Ze MPE nesouvisi jednoznaéné s
LPE castic. Jestlize vSak vyneseme MPE v
zavislosti na fS.LPE, dostaneme zfetelnou
korelaci; nejlep§i pro model Kudryashova a
Kiefera (obr. 165). Zavislosti MPE na LET pak
vytvareji sérii kiivek (obr. 166).

Kisfer and Strasten

Obr. 166. Zavislost MPE na LPE pro
ruzné ionty (Z je nad kiivkou)
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W ! Pro oblast LPE do pfiblizné 100keV/um je ziejmé lepsi
2 veli¢inou pro popis mutagenniho Uc¢inku L.(1-fy) a to z
g ] toho divodu, ze Castice nezabijeji buiky, pfes které
wof projdou a naopak nejvice mutagennich udalosti vznikd v
= téchto ptfipadech. MPE lze pak popsat jako nelinearni
funkci veli¢iny L.(I1-fy). Na obr. 167 je vidét, ze tato

GL' L 1 L L L | . M W /4
0 10 20 30 40 50 60 70 so  funkee je jednoznacna.

LET...x (1~ f5) (keV/um)
Obr. 167. Mutagenni u¢innost na Castici (MPE) urychlenych tézkych iontli pro LPE<100 keV/um jako
funkce omezeného LPE (LET(1-f3)) .

12.2. Model mutagenniho ucinku zafeni s riiznou hustotou ionizace pro sav¢i bunky

U sav¢ich buné€k je hustota chromatinu mensi a nerovnomérnd, o cemz svédci skutecnost, ze
nekteré ¢astice mohou projit jadrem bunky a nezpisobit zadny efekt. To budeme modelovat
otvory v jadfe. Prichod Céstice otvorem bude rovnéz povazovan za nepiimy zasah. Pokud
bude energie ¢astice dostatecnd, miize byt citlivy objem zasazen d—elektrony.

type 2 type 1

Direct hit Indirect hits

Direct hit Indirect hit

Obr. 168. Pfimy a nepfimy zasah u bakterialnich bunek (vlevo) a u savéich buné¢k s velkymi rozdily
v hustoté chromatinu (otvory modeluji mista v jadfe s malou hustotou genetického materialu). Nepiimé
zésahy jsou zde dvojiho typu.

Znézornime si situaci kdy ¢astice prosla otvorem a jeji d-elektrony zasahly geneticky materidl
buiiky (obr. 169). Frakce energie deponovana v citlivém objemu pak bude zavisld na energii
¢astice. Na obr.170 jsou tyto zavislosti pro riizné modely popisujici stopu Castice.

1 T T T

Kudryshov (1973)

<& 107

Kiefer and
Straaten

particle (1986)
3 x A
Dix) ;
b volume element | 10-2 e L
o' 1 10 107 107
En{MeV.u")
Obr. 170. Frakce energie depo-
Obr. 169. Modelovani situace, kdy novand  vcitlivém  materidlu
Castice prosla otvorem a zaséhla citlivé bunék pii prichodu otvorem o
struktury svymi 6-elektrony. praméru 0.1-0.3 um f;.
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Vypocet fx byl proveden za predpokladu existence spojité jaderné hmoty kolem jednoho
otvoru metodou Monte Carlo, uzitim riiznych modell popisujicich strukturu stopy castice. Pro
ucely dalsich vypocta byla zavislost fx(E) popsana funkci:

f,=a, ln(ﬂﬂj pro q <R,
r
R

f,=a, ln[—°+1j proq> R,
r

kde q=0.077.E"

a R¢ je polomér bunééného jadra (6 um), r je polomér otvori (0.1 um), aw je fitovany
parametr a rovna se aw=0.062. Zavislost fx(E) je podobna pro rizné¢ modely stopy Céstice
(Chatterjee , 1973; Kudryashov, 1973; Kiefer and Straaten, 1976)

12.2.1. Model letdalniho ucinku zdieni pro velmi vysoké LPE

Uginny priifez pro inaktivaci bude sloZen ze dvou komponent, nebot’ &astice miize inaktivovat
buitkku bud’ tak, ze projde citlivou oblasti (mimo otvory) nebo projde otvorem a jeji o-
elektrony zptisobi inaktivaci. Prvni komponenta bude pro velmi tézké Castice rovna
geometrickému prufezu citlivé casti jadra Agen. Druha komponenta bude déna
pravdépodobnosti, Ze Castice projde otvorem (prifez vSech otvord na jadfe je Ag-Asen) a
pravdépodobnosti, ze buika zahyne pisobenim davky Dj.

O, = O-i,sen +Ui,ins = Asen +(Ag - Asen)(l_ S(Dﬁ))

Vzhledem k tomu, Ze pro O-elektrony bereme kiivku pteziti pro ionty helia s LPE =
20 keV/um, kterd je exponencidlni, mizeme psat:

O-i = Asen + (Ag - Asen)>< (1 - exp(_a&' Db))
_O,I6LET, f,

A,

Castice prochazejici sensitivni ¢asti jadra buiiku zabije a 74dné mutace tak nevzniknou.
Naopak, Castice prochazejici pfes otvor zplsobi vznik mutaci imérny davce indukované &-
elektrony. Jestlize pro zéatfeni s nizkym LPE (ionty helia) bude frekvence indukovanych
mutaci m(D), pak pro velmi vysoké LPE bude pravdépodobnost indukce mutace v buiice
ozatené o-elektrony jedné Castice:

p(Do“ ) = m(D5 )(Ains ~ Oiins )/ Ains
p(Do“ ) =0 Do“ (Ans ~ Oiins )/ Ains
kde am,d je konstanta indukce mutaci pro nizké LPE. Vzhledem k definici u¢inného priifezu

V téchto rovnicich je davka pochazejici od d-elektronti rovna: D;

pro indukci mutaci: p=c/Ag miZeme psat:

Ains GI,II‘IS — am’(g 0,16LETOO fx Ag I

ns ns

o =ty ;0.16LET, f,

kde oi je pocitano z predeslé rovnice.
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Experimentalni uc¢inny prifez inaktivace bun¢k v zavislosti na LPE je zndzornén na obr. 171.
Teoretické kiivky jsou zobrazeny pro velmi vysoké LPE a jak je vidét, dobie odpovidaji

experimentu.
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Obr. 171. Uginny priitez inaktivace pro V79 buiiky
ozarené riznymi tézkymi ionty je zobrazen v zavislosti na
LET, (LET_). Experimentalni data jsou porovnana
s kfivkou vypocitanou s pouzitim predchozich rovnic pro
LET,_>500 keV/um. (o = ionty He a Kr,o=C a Xe, ¢ =
Ar, A U, obraceny trojuhelnik, Ne). Byly pouzity
nasledujici parametry: konstanta inaktivace pro nizké LPE
(o = 0,67 Gy™), plocha jadra o =100 um?; u&inny prifez
citlivych &asti jadra o= 35um’ f, hodnoty byly
vypocitany z vySe uvedenych rovnic.

12.2.2. Model letilniho ucinku zdieni pro stiedni LPE

Pro

stfedni

diive

hodnoty LPE je
rozpracovand teorie neplatnd. Buiikky mohou ptezit
pifimy zasah do citlivé ¢asti jadra a produkce
mutaci v téchto bunkdch pfedéi mutace
indukované &-elektrony. Proto v této oblasti LPE
muize byt popis pomoci LET,=LET (1-fx)
vhodnéjsi, nez pouziti celkového LETeo.
Omezime se na popis konstant inaktivace a
indukce mutaci (o0 a am) linedrnimi zavislostmi.
Pak muzeme celkem snadno popsat zavislosti
ucinného prifezu inaktivace a indukce mutaci na
LPE (obr. 172). Na obrazku jsou experimentalni
data  porovnana  steoretickymi  kfivkami
vypocitanymi z vySe uvedenych rovnic.
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Obr. 172. U¢inny prifez inaktivace pro V79

bunky ozatfené
zobrazen v zévislosti na LET, (LET, ).

12.2.3. Vznik mutaci u savcich bunék po ozdieni riiznymi druhy zdafeni — model

mutagenniho ucinku zdareni

riznymi tézkymi ionty je

102
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Snadno lze spocitat mutagenezi pro velmi tézké ionty, kdy c¢astice pii prichodu
citlivou strukturou inaktivuje buitku a mutace vznikaji pouze pfi prichodu otvorem. V oblasti
sttednich hodnot LPE je nutno model doplnit podobné jako u letalnich ucinkl zareni — zde
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vznikaji mutace také pifi prachodu castice
citlivym objemem, protoze nenastava letalni efekt
se 100% ucinnosti (obr. 173).

Obr. 173. Uginny prifez mutageneze pro buiiky V79
ozafené riznymi tézkymi ionty je zobrazen v zavislosti
na LET, (LET,). Jsou uvedena experimentdlni data
odlisnych laboratofi: Kranert (o =ionty O a Au, 0= Ne
a Pb, 0 = Ni, A U, obraceny trjthelnik, Ti). Byly pouzity
nasledujici parametry: mutagenni konstanta pro nizké
LET o =2x10" Gy'; n=0,2mm. Ly = 20keV/um.
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XIII. U¢inek zafeni na tkang

13. 1. Pokrok v radia¢ni terapii v priabéhu 20. stoleti

13.1.1. Lécebna terapie na zacdtku 20. stoleti

Prakticky od objevu radioaktivniho zafeni je toto zafeni vyuzivano k

1é¢bé nddorovych onemocnéni. Prvni Gspésna 1écba byla uskutecnéna
u 49-leté pacientky s basaliomem ktize na nose (obr. 174). Pacientka
byla ozafovana ve vice nez 100 frakcich, v pribéhu 9 mésict. Poté
zila jesté 30 let. Vespod je pacient, u né¢hoz byl vylécen spinocelularni
karcinom. Mnoho pacientli v t¢ dobé Zaslo nad blahodarnym vlivem
zduraznit,

zafeni. Nutno

Obr.175. Ozafovna zacatku 20.
stoleti.

13.1.2. LécCebna terapie na zacdtku 21. stoleti

ozafovani by
beznadéjné zemiela.

Na zacatku 20. stoleti byla
terapie zafenim provadénd velmi
jednoduchym zplisobem. Na obrazku
175 je Riederova terapeutickd mistnost v Mnichové —
souCasné¢ bylo ozatovdno nékolik pacienti. Terapie byla
doprovazena jiskrami, praskanim a koufem, ale byla ucinna.

7e bez

vét§ina z nich

Obr. 174. Prvni pacienti
léCeni ionizujicim zafenim.

V prub¢hu 20. stoleti zaznamenala 1é¢ebna terapii zafenim velky pokrok. Na obr. 176 je

Bending magnet

accelerating
waveguide

e o

Photon beam

Obr. 176. Terapie pomoci linearniho urychlovace
(vlevo) a jeho schéma (vpravo)

vidime soudobé planovani 1écby pomoci CT
kdy v pficném fezu je vidét nador (Cervenc)
vprsu pacientky. Ozafovani je voleno
s vyuzitim klinu (vlevo), ktery méni intenzitu
napfi¢ svazkem. Jsou pouzita dvé protilehla
tangencialni radiacni pole (6 MV) s klinem
(zobrazeno je pouze jedno), kterd dodaji téméet
homogenni davku wuvnitif prsu. Izodozy
ilustruji homogenitu pole napfi¢ tkani.
Vysledkem je homogenni prozafeni oblasti
kolem nadoru pfi Setfeni zdravych tkéni — plic,
srdce a klize na povrchu.

ozafovna s linearnim  urychlovacem.
Schéma urychlovace je vpravo, kde
vidime, ze elektrony produkované
v elektronovém délu  jsou urychleny
elektromagnetickou vlnou, jejich dréha je
zaktivena magnetem a dopadnou na tercik,
kde produkuji X-zéateni. Svazek fotoni je
kolimovan do ozafovaného prostoru. Cely
systtm mize kolem pacienta rotovat a
svazek se da smérovat na tentyz bod
zriznych smérd. To umozZiuje podstatné
Setfeni zdravych tkani pfi zachovani
dostate¢né¢ davky v nadoru. Na obr. 177

Obr.177. Transaxialni pohled na CT obraz, °
ktery ilustruje typicky ozafovaci plan pro
rakovinu prsu (vlevo). Radiacni pole jsou

tvarovana tak, aby byla minimalni davka
absorbovana v plicich a v srdci (vpravo).
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Lécebna terapie zarenim je ptikladem uspésné aplikace pokrocilé fyziky pii 1écbe lidskych
onemocnéni, jez vede ke zlepSeni kvality a délky Zivota a v mnoha piipadech dokonce k
vyléCeni pacientl jinak ohrozenych na zivoté. Co zpusobuje zafeni rakovinnym bunkam?

Zhoubné onemocnéni je charakterizovano neomezenym délenim bunék, které narusuje
okolni organy a tkané a ohrozuje pacienta na zivoté. Cilem 1écebné terapie zafenim je proto
aplikace takové davky do cilového objemu, ktera sterilizuje rakovinné bunky a to pii
ptijatelném poskozeni okolni zdravé tkané.

Nekteré faktory napomdhaji tomuto lé€ebnému cili, jiné zhorSuji situaci a vysledek
1é¢by. K prvni skupiné faktori patii napt. skutenost, ze nador sestava z délicich se bunck,
které jsou z€asti v M-fazi bunécného cyklu a jsou tedy citlivé k zafeni. Normalni tkéan se déli
malo a je tedy obvykle rezistentnéjsi. Naopak u nadord je zhorSené zasobeni kyslikem a cast
bunc¢k mize byt v hypoxii, kterd snizuje Ui€inek zateni.

13.2. Kvantitativni popis u¢inku zafeni na tkan

13.2.1. Terapeuticky pomér

Studium ucinku zafeni na tkané je dilezité z oo
toho divodu, Ze vysoké procento lidské populace
onemocni v prib&hu zivota zhoubnym nadorem (asi
20-25%) a z toho zhruba 60% lidi je ozafovéano
masivnimi dévkami ionizujictho zafeni s cilem
odstranit nador nebo alespont zmirnit potize
(paliativni  ozafovani). Na obr.178 vidime
schématicky zavislosti pravdépodobnosti vyléceni %
nadoru na davce a pravdépodobnosti vzniku
poskozeni zdravé tkané. Pomér davek se nazyva o
Hterapeutické pomér a je pfiznivy, jestlize se
kfivka pro nador nachazi vlevo od kfivky pro  Qbr.178. Definice ,terapeutického poméru® .
zdravou tkan. To vSak vzdy nenastava.

Pti terapii je nezbytné stanovit davku zafeni
(pfesnou hodnotu) a to tak, aby tato davka byla optimalni. Proto je od pocatku existence
radioterapie snaha zavést kvantitativni modely ucinku zafeni, které by umoznovaly tuto
hodnotu spocitat.

1 3
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13.2.3. Strandqvistovy grafy

Ozafovani se pouziva k 16¢bé nadort uz od podatku 20. stoleti. Uspé&$nost se postupné
zlepsovala od zvladnuti povrchové se Siticich nadort ve 20-tych a 30-tych létech ptes nadory
hrtanu, st a nosu ve 30-tych létech az po hloubé&ji uloZzené nadory, kdyz se zacaly pouzivat
kobaltové ozatfovace v 50-tych a 60-tych létech. Standardni frakcionacni schémata byla 5
frakci za tyden po dobu 5-7 tydnt.

Zmény ve frakcionaci, o které se terapeuti pokouseli sméfovaly jednak k
hyperfrakcionaci (HF) — vétsi pocet mensich frakei a také k akcelerované frakcionaci (AF) —
zkraceni celkové doby ozafovani pti pouziti vétsi davky na frakci. Oba tyto rezimy mohou mit
vyznam z Cist¢ praktického hlediska (napf. je tfeba urychlit ozafovani kvili Spatnému
zdravotnimu stavu).

Jak jiz bylo uvedeno, zvySovani davky je limitovano poskozenim zdravé tkané. Z
druhé strany, pfili§ mald davka nezlikviduje nédor, ktery ve vétSiné piipadi ohrozuje Zivot
pacienta.

Uz ve 30-tych létech bylo zjisténo, ze pii frakcionované 1éebné terapii odpovida
davce 20 Gy v jedné frakci zhruba 40-45 Gy ve 12 dnech, a to je dale ekvivalentni 50 Gy ve
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ttech tydnech. V roce 1944 se objevuje Strandqvistovd monografie, v niz jsou uvedeny
vysledky 1écby 280 pacientl s rakovinou kiize. Na zaklad¢ téchto udaji autor sestrojil tzv.
isoefektni kiivky, tj. zavislosti davky nutné pro dosazeni toleran¢ni reakce tkané na dobé
frakcionované 1écebné terapie.

Ukazalo se, ze tyto zavislosti 1ze vystihnout v dvojitém logaritmické méfitku ptimkou,
tedy rovnici:

In (D) =x.In(T) +n

kde x a v jsou konstanty. Strandqvist proto zobrazil své klinické udaje v grafu, v némz
na svislou osu nanasel logaritmus celkové davky a na horizontalni osu logaritmus celkové
doby ozafovani. Tyto grafy se nazyvaji Strandqvistovy grafy a grafy odrdzeji obecnou
zékonitost riistu celkové davky, kterd zpusobuje urcitou reakci tkané, s ristem doby ozafovani
T v kvantitativnim tvaru. Jelikoz Strandqvist piedpoklada, ze linie odpovidajici riznym
reakcim tkan€ jsou paralelni, parametr h se da pak chépat jako miru poskozeni tkang.

Strandqvist dospél k hodnoté sklonu k=0,22 pro rtizné typy poskozeni kiize, a také pro
nador (spinocelularni karcinom ktze). Pozdéji se ukazalo, ze sklon x se 1isi pro kizi a pro
karcinom kiZe (vysledky mnoha autorti shrnul Cohen ve své disertaci): k,=0,33 a k,=0,22.

Aby bylo mozné urcit davku pii zméné frakcionac¢niho rezimu, zavedl Ellis (1969)
empirické funkcéni zévislosti. Ellis pfedpokladal, ze rozdil ve sklonech pro nador a zdravou
tkan je dan existenci homeostatickych zpétnovazebnich regula¢nich mechanismi u
normalnich tkani, které neexistuji u nadoru. Proto se normalni tkan zotavuje rychleji nez
nador a frakcionovana terapie je vyhodné&jsi nezli jednorazové ozéfeni.

Druhy zékladni Ellisiv pfedpoklad se tykd bunécné reparace, ktera probihd uvnitf
bun¢k po kazdém ozareni a je ukoncena béhem nékolika hodin. Podle Ellise se buiiky kiize a
karcinomu ktze nelisi svymi reparacnimi schopnostmi, nebot’ jsou stejného ptivodu.

Vzhledem k tomu, Ze u nddoru nedochazi k repopulaci, je narast davky v grafu
dasledkem zvySovani poctu frakci, po kazdé z nichz probéhne bunétna reparace. Stejnou
zavislost na poctu frakei Ize o¢ekavat pro normalni tkan, ktera se navic zotavuje repopulaci.

Pro ktzi tedy mizeme psat: In (D) =«,.In(T) + n,

a pro karcinom ktze: In (D) =«,.In(T) + n,

Pro nador je podstatny pocet frakci N a nikoli doba ozatovani T. Protoze plati
piiblizné, Ze N je tmérné T (5 frakei v tydnu o stejné velikosti), miizeme v rovnici pro nador
T zaménit za N. Pro kiizi pak mizeme psat, ze sklon je souctem dvou piispévki, z nichZ prvni
je stejny jako u nadoru, tj.

K,=v+1

kde v=k, predstavuje bunécnou reparaci; druhy scitanec predstavuje piispévek
repopulace. Po dosazeni parametrii z Cohenovy disertace v = 0,24 a © = 0,11 dospél Ellis k
vyslednym rovnicim.

13.2.4. NSD koncepce
Vysledné rovnice definuji tzv. nominalni standardni ddvku (NSD) pro zdravou tkan

jako: D
NSD =

0.24 0.1
N™T

a tzv. nomindlni standardni ddvku na nador (NSTD) : NSTD = N2

Tyto rovnice definuji davku pro dany frakcionacni rezim a danou hodnotu NSD
(NSTD), ktera odpovida urcitému stupni poskozeni tkan€ (event. pravdépodobnosti vyléceni
nadoru). Vyznam tohoto vysledku byl obrovsky, o cemz svéd¢ilo vyuzivani uvedenych rovnic
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v praxi po dlouhou dobu po celém svété. Ellis navrhl zavést pro NSD jednotku 1 ret (roentgen
equivallent therapy) a pro NSTD jednotku 1 ren (roentgen equivallent neoplasma).

Ellis zna¢né rozsifil moznosti vyuziti uvedenych rovnic zavedenim dalSiho
pfedpokladu, Ze totiz mira poSkozeni kiiZze je ddna rozsahem poSkozeni pojivové tkané;
pojivova tkan je pak podle Ellise kritickou tkdni pro poskozeni zaifenim prakticky vSech ¢asti
téla s vyjimkou nékterych citlivych organd.

Hodnota NSD a NSTD zavisi na lokalizaci, velikosti nadoru, technice ozafovani
apod. V ucebnicich radioterapie se ¢asto uvadély hodnoty NSD v retech pro toleranci tkané za
urcitych podminek.

13.2.5. TDF faktor

V roce 1973 zavadégji Orton a Ellis tzv. TDF faktor pro vypocet toleran¢ni davky u
neregularnich frakcionac¢nich rezimu.

Jestlize totiz dojde ke zméné frakciona¢niho reZimu, napt. v poloviné ozatfovani,
vznika problém, jakou davkou lze pacienta doozafovat. Orton a Ellis zavadéji pojem tzv.
parcialni tolerance:

PT = NSD*n/N,
kde NSD odpovida zadané reakci, n je jiZ aplikovany pocet frakci a N je celkovy pocet frakci
odpovidajici uplnému rezimu. Jestlize zavedeme davku na frakci d a dobu mezi frakcemi t,
muzeme parcialni toleranci psat ve tvaru (dosazenim z Ellisovy rovnice):

PT — n.(NSD)70,538.d1,538.t70,169

Parcialni tolerance se mohou s¢itat az do celkové maximalni hodnoty PT=NSD. Vzhledem k
linearité vztahu pro PT na poctu aplikovanych frakci n, Orton a Ellis zavadéji tvz. TDF faktor
jako:

TDF =nd"* %107

TDF faktor lze pocitat 1 pro neuplné frakcionacni rezimy a scitat v piipad¢ aplikace
dvou riznych rezimi. Celkova davka pak musi byt takova, aby finalni hodnota TDF
nepiekrocila urcitou mez.

13.2.6. Cohenity model

Rozvoj radiobiologie vedl k pokustim zavést radiobiologické vysledky do radioterapie.
Jako prvni s o to pokusil Cohen v roce 1968. Jeho model je zalozen na ptedpokladu, ze
makroskopické reakce tkani je zptisobena vyhubenim uréité populace kmenovych bunék. Cim
mensi je preziti kmenovych buné€k, tim silnéj$i bude reakce. Predpoklada se, Ze reakce
odpovida minimalnimu mnoZzstvi kmenovych bun¢k, které mame ve tkani tésné po skonceni
terapie.

Preziti bun¢k po ukonceni terapie je podle modelu dasledek dvou protichidnych
procest — letalniho uUc¢inku zafeni na jednotlivé buniky a zotaveni na turovni tkan¢ —
repopulace. Letalni uc¢inek zafeni je popséan kiivkou pfeziti s ramenem, kterd zaroven v sobé
zahrnuje bunécnou reparaci. Repopulace se uskuteciiuje mezi jednotlivymi frakcemi davky
podle logistické kiivky. Normalni tkan se miize plné zotavit pouze v tom piipade, jestlize
pocet bunécnych déleni nepiekrocil kritickou mez. Po vyCerpani této vitalni kapacity tkan¢
dalsi zotaveni uz neprobiha. Model bere do uvahy objemovy faktor (tj. zavislost G¢inku
frakcionované terapie na velikosti ozafeného objemu nebo velikosti pole).

Cohen bere vicetercovou formuli pro popis preziti (pozd¢ji linedrné-kvadratickou).
Repopulace je popsana diferencialni rovnici:

dy

= =q.y-b.y*
d Y Y
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kde y je mnozstvi bunék, a, b jsou parametry urcujici rychlost riistu a pocet bunék v
rovnovazném stavu (po dosazeni maximalni hustoty).
Vysledné preziti je v Cohenové modelu dano vztahem:

s, :lN—‘[l S,.c,

i1 S +(c, = S,).exp(—adt,)

kde Sj je prezivajici frakce po i-t¢ frakci zafeni, tj. davce dij, a je rychlost riistu, tj je interval
mezi frakcemi a ¢; je mez ristu po i-té frakci. Tato mez je rovna 1 pii vyCerpani ristovych
moznosti nebo €G.S1.82...Sj pro i-tou frakci G je maximalni mozny pocet bunéénych cykli.

MozZnosti Cohenova modelu jsou nasledujici. Optimalizaci 1ze urcit parametry a model
lze pak vyuzit v klinické praxi. Vzhledem k tomu, Ze parametry jsou ziskdny z
experimentalnich, ¢i klinickych dat, Ize povazovat predpovézenou davku za interpolovanou
nebo extrapolovanou hodnotu. Radiobiologicka interpretace umoziuje zavadet korekce na
ruzné faktory jako napt. LPE zafeni, davkovou rychlost, kyslikovy efekt apod.

13.2.7. NSD koncepce a piefiti kmenovych bunék

Experimenty na tkénich ukazaly (napf. Hornseyova), Ze urcité poskozeni tkané¢ (definované
napt. jako LD50 v 5 dnech) odpovida urcité hladiné pteziti kmenovych bunék (S=0.01 pro
tenké stievo). Hladina ptezivajicich bun¢k pro LD5( byla stejné pro nékolik raznych rezimt
frakcionace a také pfi ozafeni v anoxii. Podobnd souvislost byla nalezena také pro klizi a u
krvetvorné tkang.

Vzhledem k tomu, Ze NSD koncepce popisuje ucinnost frakcionovaného ozafovani a
tyka se predevsim makroskopické reakce kiize, logickym dasledkem bylo hledani vztahu mezi
NSD a prezitim kmenovych bunék ve tkéni.

Pro kazi se tedy miizeme pokusit o nalezeni vztahu mezi prezitim kmenovych bunck a
makroskopickou reakci popsanou NSD. Budeme pfedpokladat, ze urcité pieziti Sy po N
frakcich bude korelovat s NSD a bude zavislé na D, N a T. V obecném piipad¢ na davkach v
jednotlivych frakcich dj a intervalech mezi frakcemi t;.

Pak 1ze formaln¢ psat: N
SN(di:ti) = HSi(diati)
i=1

kde Sj je frakce kmenovych bunék ptezivajici v dob¢ tj po i-té frakci ve srovnani s prezitim
pied i-tou frakci. Rovnici Ize piepsat do tvaru:

N
—-InS,(d,,t)= z_lnSi(di’ti)
i=1
Jak jsme vidéli, TDF lze rovnéz psat jako soucet:

TDF = i TDF,

i=1

kde
TDF,=d’t” y=1538a =0.169
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Protoze rovnice pro pieziti i TDF jsou identické svym tvarem i obsahem (popisuji
poSkozeni stejnych kmenovych bun€k) a protoze veli¢iny TDFi a TDF;j jsou nezavislé pro
libovolnou kombinaci i a j, 1ze dojit k zaveru, ze v té oblasti, kde plati uvedené rovnice, bude

také platit:
—InS.(d,,t,) = a.TDF,

kde a je n¢jaky parametr. Pro libovolnou frakci zafeni 1ze pak psat:
S(d ,t ) — e—a.dy.fﬂ

Parametry y a B maji dfive uvedené hodnoty. Rovnice popisuje pieziti kmenovych
bun¢k ozarenych davkou d v dobé t po tomto ozéfeni. Hodnota S(d,t) nezévisi na indexu i, coz
nam dava moznost hledat vztah mezi piezitim ve tkani a pfezitim ,,in vitro*“. Pro obecny
ptipad, kdy koeficienty NSD formule jsou v a t, dostaneme pro y a  nasledujici vztahy:

Pro nadorovou tkain tedy dostaneme y=1.315 a =0.
Dostavame tedy rovnici pro pieziti bunék ve tvaru:

Sd)y=e“"
ktery popisuje kiivku pieziti s ramenem a odpovida docela dobie experimentalnim vysledkiim
(pfinejmensim stejné jako linearné kvadratickd formule). Tuto kiivku navrhnul Hugget pro
popis preziti bunck a ukdzal, Ze parametry y=1.48 a y=1.36 odpovidaji dobie okyslicené¢ a
anoxické kultufe bunék.

13.2.8. Popis pieZiti kmenovych bunék tkané
Z uvedeného se da soudit, Ze reakci nadorové tkané na

s, rv ’ v 7 , ~er s
AN ozafeni by bylo mozné popsat opakovanym pouzitim stejné
i B o v v .
PN e kiivky preziti (viz obr.179).
e e N Vysledné pieziti pak bude: g
LIS \\ ,
o vk Lt .\-. TS Efectiva Dy _ —a.N.d” .
E '_ D= 2Dy i, t\ SN (d) =e i [k
7] = o
ok A SN Kfivka preziti vsak mize o A \
[ o \ . M J L
e silné zaviset na é \ Es
L R U podminkich ozafovani a
Dose (Gy) k , f’ . b . 'h [l e} r}\{: &
Obr.179. Kfivka piesiti (A) a (AKC na fazt bunéeneho ool o\ N
pieziti ve tkani (B) pfi frakciono- ~ CYKIU (viz obr. 180). Proto oS (RACS)
vaném ozafovani. muze byt koeficient v

. ., Obr. 180. Kiivky pfeziti pro rizné
exponentu rovnice ruzny faze bunééného cyklu.

pro rizné typy nadort (a realné¢ vzato muize se menit
v prub¢hu ozatovani).

vvvvv

repopulaci bun¢k ve tkdni vhodnym zplsobem. Proto byly zkouSeny jiné zplisoby popisu
zotaveni tkané v prabehu 1écby zafenim. Kmenové buniky se déli exponencialné — jako buiky
v kultuie — avSak toto déleni nastava s urcitym zpozdénim, které je zplisobeno zpétnovazebni
regulaci tohoto d¢€leni.
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Pro terapii trvajici T dn bude pocet kmenovych bunék vétsi v poméru daném
vztahem:

Sy /1S, =e)

kde SD by bylo pteziti po aplikaci frakcionovaného ozafovani bez repopulace. Jestlize
pouzijeme rovnici pro pieziti a dosadime repopulaci, dostavame jednoduché formule pro
popis Gcinku zatfeni na tkan:

Sy, (d)=e " + p(T-T,)

tato rovnice plati pro T>To, kde To je doba zpozdéni repopulace. Pro zjednoduseni mizeme
rovnici logaritmovat a zavést velic¢inu zavislou na reakci tkan¢ (DFT):

DFT=N.d’ - f,(T-T,)

pro T<To nebo pro tkané bez repopulace musime Casovou zavislost vynechat a mame:
DFT =N.d’

Velic¢ina DFT resp. DF byla pouzita pro analyzu dat u fady tkéni. Na obr.181 vidime zavislost
DF=Nd’ na &ase pro dvé& urovné reakce kiize krysy na ozéieni (3 a 5). Je ziejmé, ze po 20
dnech zacina repopulace a projevuje se linearnim nartistem DF. Rovnice pro DFT tedy velmi
dobfe popisuje tyto vysledky. Na vedlejSim obrazku (obr. 182) vidime stejnd data
analyzovana pomoci Cohenova modelu (ptimkové zavislosti).

DAVEA (x10 Gy)
DAVEKA (Gy)

12 T T T T T T

n !

10F 100

gL REACTION 5 Sl

8 B a0

7 REACTION 3 o

6 A

5 i

'{‘ 1 1 | 1 1 1 =
0 10 20 30 40 50 60 70

ro

“DOBA OZAROVANT (DNT)
Obr. 182. Zavislost davky na dobé
ozafovani podle Cohenova modelu.

o

Doba ozaiovani (dni)

Obr. 181. Zavislost DF faktoru na
dobé ozafovani pro dva stupné reakce
kize krysy na ozafovani Linearni
narust DF s ¢asem potvrzuje spravnost
vyS$e uvedeného modelu .

Dalsi reakce tkani, které byly analyzovany pomoci DFT modelu, jsou rizné stupné
poskozeni stieva u mysi, kde byla data publikovana Withersem a myelitida rovnéz u mysi.
Experimentalni vysledky pro myelitidu byly publikovany pracovniky Grayovy laboratote
(Hornseyova). Na obr.183 vidime zavislost DF na ¢ase pro tkan tlustého stfeva u mysi.
Experimentalni body odpovidaji riznému poctu piezivajicich bunék na kryptu tlustého stieva
— od 10 bun¢k pro plné kolecka az po 100 bunc¢k pro trojuhelniky. Na obr. 184 je
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Strandqvistiiv graf pro myelopatii jako kone¢ny efekt frakcionovaného ozatovani michy u
my$i. V rovnici DF=Nd’ je y=1.55 (plna &ara v grafu).

DF factor m.mm (Gy)
1
l I I I v " . . i
U 50 100 150 200 250 - ! z 3 4 56 6w ou 20 3 i;l f-_»;c__
HODIN POZET FRAKCI

Obr.183. Zavislost DF faktoru na Obr. 184. Zavislost davky na poctu frakci
dobé ozafovani tlustého stieva u mysi. pro radia¢ni myelitidu u mysi.
Repopulace se projevi ristem hodnoty
DF.

13.2.9. Experimentalni systémy sledovani poSkozeni tkani

Tkéan¢ pouzivané nejcasteji jako experimentalni modely:
Kostni dienn — metoda slezinnych kolonii (Till a McCulloch, 1960) — injekce bunék kostni
dfen¢ po ozafeni je vstiiknuta letdlné ozafenym mysSim stejného imbredniho kmene a na
slezin€ jsou pak po 2 tydnech spocitdny mikrokolonie. Byly stanoveny parametry kiivky
preziti: n=2.5, Do=105 Gy pro in vitro experimenty a n=1.5, Do=95 Gy pro in vivo ozafeni.
Rozdil je pravdépodobné zplsoben pfechodem bun€k z Go faze do bun&¢ného cyklu béhem
doby do odebrani vzorku.
Preziti bunék ve strevnich kryptach — Withers a Elkind (1970) — v kryptach dochézi k déleni a
diferenciaci s rychlym obratem (4 dny), po ozéateni dochazi k obnové téch krypt, kde alespon
jedna bunka zustala schopnd déleni. Pteziti krypt ma velka extrapolacni Cisla odpovidajici
poctu bunék v kryptach: n=100-400, Do = 1 Gy.
Kiize — Field, Withers zavedli pocitani kolonii u kiize po vétSich davkach zareni. Vyd¢li se
ostrivek kuze tak, ze se ozafi velkou davkou okoli (30 Gy). Pak lze hodnotit noduldrni rist
bunék v ostrivcich. Takto byly uréeny parametry Do=1.35 Gy, n=12. n bylo spocteno z Dq
pro rozdélenou davku.

Reakce dal$ich tkani na ozateni:
Cévy — zvySena permeabilita, nekroza cévni stény, pozdni zmény - atrofie, teleangiektazie,.
Plice — radia¢ni pneumonitida (po 2-6 meésicich) a postiradiacni fibréza (po dobé¢ nad 6
meésicll), prahova davky je u obou postizeni 8 Gy.
Ledviny — nefropatie, 11 Gy lokaln¢, hypotrofie, insuficience funkce.
Ovaria — radiosensitivni, sterilita po 3 Gy
Varle — prechodna sterilita jiz po 0,15 Gy, trvald po 3 Gy
Oko — nejcitlivejsi cocka — katarakta 0,2 Gy, latence 6 mésicli, na zadni stén€ se zacne ménit
uspotadani vlaken cocky, které omezi prunik svétla.

13.2.10. Typy tkani
Tkan€ v organismu se 1i8i a rozliSujeme nékolik typt tkani:

1) Jednoducha tranzitni populace — buiiky vchazeji a se stejnou rychlosti odchézeji
(spermatozoa, ¢ervené krvinky a jiné buniky krvetvorby, kozni buiiky)

2) Rozpadajici se populace (oocyty)

3) Staticka populace (neurony — je zde vSak pomaly ubytek)
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4) Delici se tranzitni populace — vice bun¢k odchazi nez vchazi a rozdil odpovida
déleni (diferencujici a proliferujici buiiky krvetvorby — promyelocyty)

5) Zarode¢na populace (stem cells) — d€li se a odchézeji (mizi, diferencuji) — (kazda
obnovujici se populace musi mit prekursory tohoto typu — epitelialni tkdné )

6) Uzaviena délici se populace — nadorovy rist

Po ozéfeni tkan¢ se nemusi poSkozeni hned projevit. Tak napt. u jaterni tkdn¢ dochézi
k déleni pouze pii poskozeni (parcialni hepatektomie). Je-li tkan piedtim ozafena, muze dojit
k selhani obnovné funkce. Proto jsou z radiobiologického hlediska diilezité tkang, které se
obnovuji, tj. obsahuji frakci délicich se bun¢k. U téchto tkani vede ozareni k akutnim reakcim.
Pozdni reakce pak nastavaji u pomalu se obnovujicich tkani.

U obnovujicich se tkdni mize dochazet k akceleraci déleni, tj. k repopulaci po urcité
dobé, kdy kmenové bunky jsou odblokovany. Toto odblokovani miiZze byt spojeno s
vymizenim urcité tranzitni populace, kterd méla danou kmenovou populaci jako prekursora a
regulovala jeji déleni. Snizeni poctu délicich se kmenovych bun€k zarenim mé za nasledek
postupné snizeni poctu ve vSech naslednych kompartmentech v casovém intervalu
odpovidajicim obratu bun¢k v dané tkani. Toto zpoZdéni reakce je pro urCitou tkan typické.

Z hlediska radia¢ni terapie jsou dulezité pozdni nasledky (poskozeni tkani). Toto
pozdni poSkozeni zavisi na zptisobu frakcionace davky a na ozafovaném objemu.

13.3. Radia¢ni terapie
13.3.1. Komplikace po ozaiovani tkané v radioterapii

V terapii se pro popis pieziti v soucasné dobé nejcastéji pouziva bud’ exponencidlni nebo
exponencialni formule s linedrné-kvadratickym exponentem:

S = e—and S = e—ad—ﬂdz
Pro pteziti po N frakcich mizeme psat:
S, =exp(-a,.D) Sy =exp(—a.D(A+d (/] B)))

kde D je celkova davka a d je davka na frakci pfi rovhomérném ozafovani. Tyto rovnice se
obvykle piepisuji do tvaru (pro isoefekt 1ze pouzit libovolnou transformaci):

NTCP(D,v)=exp(-N,v*S,)=exp(-N,v " exp(~a,.D))

NTCP(D,v)=exp(—N,v*S,) =exp(-N,v™"* exp(—.a.D(1+d /(a/ B))))

ktery popisuje sigmoidni zavislosti (obr. 178) pravdépodobnosti vzniku komplikaci (NTCP)
na davce. No a k jsou parametry tkan¢ a v=V/Vs je pomér ozafované¢ho objemu k néjakému
standardu Vs (je to korekce na velikost ozafovaného objemu). V literatufe se uvadéji
parametry této rovnice pro NTCP5% a 50%. Objemova zavislost se nékdy uvadi, n¢kdy
nikoli. Casto se uvadi pouze parametr o,=a..G, (vzhledem k nedostatku piesnych tudaji o
frakcinaci) ¢imz se rozumi:

a,=a.G=a(l+d/(alp))))

Parametry 2G, K a Ny jsou uvedeny v tab. 6 pro celou fadu tkani.
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Tab. 6. Radioterapeutické parametry poskozeni tkani (rovnice pro NTCP)

Organ aG No Poskozeni organii
Ledviny 0.0177 4.6091 123.37 Klinicky zanét ledvin
Mozek 0.0975 1.3390 235.36 Nekroza
Mozkovy kmen 0.0956 0.8815 345.81 Nekroza
Usi 0.1464 0 241.84 Akutni zanét ucha
Usi 0.1464 0 9391.38 Chronicky zanét ucha
Jicen 0.1180 0.4681 2132.37 Klinicka perforace jicnu
Srdce 0.1395 2.5911 669.16 Zanét osrde¢niku
Mocovy méchyt 0.1171 2.9239 7007.99 Symptomaticky mocovy méchyi
Hrtan 0.1291 1.1778 19147.40 | Nekroza chrupavky
Hrtan 0.0418 0 19.67 Otok hrtanu
Jatra 0.1587 2.5643 349.84 Selhani jater
Plice 0.0977 3.0007 11.90 Pneumontida
Kuze 0.0886 0.5867 351.42 Nekroza kiize
Tenké stievo 0.1126 0.7617 302.92 Perforace tenkého stieva
Tlusté stievo 0.1464 1.3323 2172.96 Perforace tlustého stieva
Micha 0.0714 0.1211 90.68 Zanét michy
Zaludek 0.1151 0.7637 1118.77 Zaludeéni viedy

Stitna 7laza 0.0419 0 19.76 Zanét §titné zlazy
Cauda equine 0.0976 0 1045.23 Klinické poskozeni nervu
Pazni pleten 0.0976 0.1736 1054.43 Klinické poskozeni nervu
Stehenni kost 0.1126 0 1045.23 Nekréza
O¢ni ¢ocka 0.1824 0 18.67 Sedy zéakal
Opticky nerv 0.0976 393.94 Slepota
Piekiizeni zrakovych 0.0976 0 393.94 Slepota
Sitnice 0.0732 0 80.68 Slepota
Koneénik 0.0732 0 241.84 T&Zka nekrdza, stendza
Hrudni kos 0.0975 0 393.94 Patologicka fraktura
Ptiusni Zlaza 0.1046 0 85.01 Xerostomia
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13.3.2. Mistni vyléceni nadoru (local control)
Zavislost pravdépodobnosti vylé¢eni nadoru (TCP) na davce —
ma sigmoidni tvar a Ize ji charakterizovat dvéma parametry “geine
(obr. 185): D50 davkou pro 50% vyléceni a y50, coz je
pomér D50 a rozdilu davek mezi 0% a 100% na
extrapolované ptimce (Cervené). VeliCina y50 je tedy umérna
sklonu — ¢im je vétsi, tim je kiivka strméjsi.

Jestlize 1ze reakci nadorové tkané€ na ozafeni popsat
opakovanym pouzitim stejné kiivky pieziti, pak stfedni
pocet nadorovych bunék, které zlstaly v organismu po
ozéatfovani bude:

Dose (Gy)

n=N,S,=N,S" Example TCP curve
D50=60 Gy, y50=15

N Jesth’ze pro }1kv151ac1 nadoru nesmi v organlsmu,zvbyF Obr. 185. TCP v zavislsofi na
ani jedna nddorova buiika, pak pravdépodobnost vyléfeni  givce zafeni.

bude: P — exp(—n_) = eXp(—No .SIN )

Pro popis preziti mizeme pouzit
rizné typy rovnic; v soucasné dob¢ se
nejcastéji  pouzivd linearné-kvadraticka
rovnice; jeji dosazeni dava:

P =exp(—N,.exp(—a.D(1+d /(a/ B))))

.00

0,75 -

AL

0.50 F LPL Model = *
1 s bo deliver
dose fraction

kde N je celkovy pocet frakei, d je davka
na frakci (pfedpokladad se, ze davky jsou
stejné) a No je pocatecni pocet nadorovych
Absoebed Docs (Gy) bunék. Zavislosti P(D) se také casto
000 Soeooer " T T T T T T T T T T oznacuji TCP(D).  Pfi 1é¢bé nadorovych

Prescribed treatment dose (Gy) onemocnéni zafenim se zavadi pojem
Obr. 186. Teoreticka zavislost pravdépodobnosti »local control®, tj mistni vyléCeni nadoru.
vylé&eni nadoru na davce pii rizné velikosti nddoru.  Na obr. 186 vidime jak pravdépodobnost
Kiivka pfeziti (vpravo, dole) je popsand bud’ LQ  vyléfeni (tumor control probability, TCP)
(linedrn¢-kvadratickym) ~ modelem  nebo  LPL sy :ici na davee.
modelem.

Tumor control probability

Skute¢né kiivky se lisi tim, ze jsou
Sir§i, coz muze byt zpiisobeno piitomnosti
rezistentni frakce v nadorech nebo variabilitou populace (obr. 187).

Control by resistant cells Population Averaging

Obr.187. Zavislosti TCP na davce
ilustrujici mozné duvody rozsifeni této
ktivky pfi (a) nehomogenni populaci bun¢k
v nadoru (vlevo) nebo (b) nehomogenni
populaci pacienti. RozSifeni této zavislosti
je nepfiznivou okolnosti nebot ani pfi

2O " hodné vysokych davkach nedosihneme

Blue: 107 sensitive clonogens, SF2=0.5 pagient population is 3 equal sized dostatecné¢  vysoké  pravdépodobnosti

Red: 200 resistant clonogens, SF2=0.8 g4,5ups w different radiosensitivities- S%eni i )
) . = i vyléceni pacientd.
Black: tumor’s clonogens a mixture Observed TCP=population average y p
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13.3.3. Vypocet davky zaieni pii radioterapii

Rizné druhy zafeni jsou rizné pronikavé, coz je o

demonstrovano na obr.188. Pro roentgenovo w :‘L—““‘

zafeni zavisi jeho pronikavost na energii lampy S

(tzv. ortovoltazni terapie jde vice do hloubky nez s e

povrchovd). JeSt¢  vétsi  pronikavost ma g % e S8

supervoltazni terapie tvrdym X-zarenim. > s s ::::
Dévka absorbovana v rtiznych hloubkéach P et TR .

se popisuje pomoci isodoz (obr. 189). Tyto kiivky DEPTH (cm)

popisuji oblasti stejné davky pocinaje od 100% - Obr.188. Priib&h hloubkové davky pro

maximalni hodnoty. Vypocet se uskutecfiuje rizné druhy zafeni.

pomoci pocitacli a bere v uvahu pokles se
¢tvercem vzdalenosti od zdroje, exponencialni
absorbci ve tkéani a dalsi faktory. Pacient je obvykle
i f < ozafovén'nékolikz}vf)vzafovacir.ni poli nebf) tzv. rotaci,
\—— /N kdy hlavice se zaficem rotuje kolem téla a svazek
. ) -/ mifi stale na nador. Rotace nemusi ¢init celych 360°;
= i~/ | pokud je thel mensi, mluvime o ozafovani kyvem.
- Ve vSech téchto ptipadech se vysledné isodozy
vytvoii slozenim jednotlivych smérii se zapoctenim
**: nehomogenit v téle pacienta. Na obr. 190 vidime

X-RAYS

I
[z
2

Obr.189. Tsodozy — kiivky o stejné ddvee. ~ Porovnani isodoz pro nasledujici techniky ozafovani:

Vpravo je pole s klinem. ze 2 opacénych poli, pfi rotaci, ze 3 poli, a rotaci
s klinem.

Obr. 190. Isodozy pro 4 rizné

[ 3 techniky  ozafovani  pacientl.
i P<SA A) dvé protilehla pole, B) rotace o
B, 360°, C) ze tfi poli a D) kyvem

s kliny. Vysledné isodozy by mély
pokryvat nador dostatecné velkou
davkou a do okoli by mél byt spad
Z;URm:mwf.vmd_______ R davky dostatec¢né rychly. Zejména

e kg v oblasti kritickych organii
i (rektum nebo mocovy méchyt u
\ o karcinomu prostaty) by méla byt
' | davka co nejmensi.
\,
P D &

13.3.4. 3D radioterapie a IMRT terapie

3D-CRT (3D-conformal radiotherapy) za¢ind CT tomografii, pii které se snima fada fezi
télem pacienta a provede se rekonstrukce obrazu (obr. 191). V kone¢ném obraze se zaznaci
nador, a takeé citlivé tkan¢, na které musi byt davka co nejnizsi. Pfi planovani 1é€by se navrhne
celkova léCebna strategie, tj posoudi se moznost chirurgického zidkroku pied nebo po
radioterapii, zvazi se moznosti adjuvantni chemoterapie a dalsi 1éCby. Navrhne se druh zareni
(napt. elektrony, X-zafeni, y-zafeni), pocet ozafovacich poli (event. ozafovani rotaci nebo
kyvem), pacient se oznaci tak, aby jej bylo mozné reprodukovateln¢ nastavovat do svazku
zéafeni. Pocitatem se zpracuji isodozy a porovnaji se s polohou nadoru a citlivych struktur

pacienta.
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Nejpokrocilejsi metodou radioterapie je tzv. IMRT (intensity modulated radiation
therapy). Ozarovani je provadéno velkym poctem
svazkl namifenych na nador z rGznych stran s
modulovanou intenzitou. Vysledkem je extrémni
presnost a vysokd davka v nadoru pii Setfeni
zdravych tkéni.

Pristup k Setfeni zdravych tkani prodélal
pii svém vyvoji nékolik etap:

1950: pouzivala se ¢tvercova/obdélnikova pole
1960: pouzivaly se olovéné bloky chranici citlivé
struktury

1990 — 2000: pole se tvarovalo, dané pole.

2001 — soucasnost: IMRT terapie — kontinualni
zména tvaru a profilu intensity pii neustalém
fokusovani svazku na nador

IMRT terapie - vyuZivad se proménného

kolimétoru fizeného pocitacem (obr. 192), ktery  Obr. 191. Série piiénych fezii potizenych
upravuje tvar zatfivého pole v kazdém okamziku  pomoci CT se zakreslenym nadorem a citlivymi
tak, aby co nejlépe odpovidal tvaru nadoru. organy .

Obr. 192. Kolimator pro IMRT terapii Obr. 193. Ozatovani pomoci IMRT. Pro kazdy
s ménitelnym profilem pole. smér svazku mame optimalni profil svazku.

Pii IMRT terapii se vyrazn€ Setii citlivé struktury, nebot’ jsou stinéné pii libovolném
nasmérovani svazku (na obr. 193 zluté). Davkové distribuce u IMRT terapie jsou uvedeny na
obr. 194, 195 — standardni terapie vede k rozsdhlejSimu ozateni zdravych tkani.

“ ) - . 2k 3-D pra.\;tmc . IMRT prostate

3-D Lur

12

Obr. 194. IMRT terapie z 9 poli (vlevo)az 5 o . )
poli. Vice poli vede k lepsi distribuci davky Obr. 195. Pprovnam standardni 3D terapic a
IMRT terapie (vpravo).
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13.3.5. Terapie neutrony

Neutrony jsou Castice bez nédboje stejné¢ t¢zké jako je proton.
Vznikaji napt. v jaderném reaktoru pfi $tépeni uranu nebo také
na urychlovaci pti dopadu deuteront na tercik, kdy mize dojit k
oddéleni neutronu od protonu. Neutrony také vznikaji
v nejriznéjsich jadernych reakcich. Pti priichodu hmotou ztraceji
neutrony svou energii vétSinou v pruznych a nepruznych
srazkach, pfi¢emz nejvetsi Cast energie ztrati pii srazce se stejné
velikou castici, tj protonem (jadrem vodikového atomu). Energie
je tedy predavana hmoté neptimo, prostiednictvim sekundéarnich
¢astic (odrazenych protonti, jader uhliku, kysliku apod). Toto
jsou pomérn¢ tézké Castice a husté ionizuji (maji vysoké LPE).
Neutrony maji tedy ve srovnani s X-zafenim vétsi hodnotu LPE a -
mensi kyslikovy pomér, a proto jsou vhodn€jsi pro rezistentni  Qpr. 196. Neutronovy generator
nadory (napf. s anoxickou komponentou) . Pribéh hloubkovych
davek je u neutronii podobny jako u X-zéteni.

ve sluzbach radioterapie.

13.3.6. Terapie zapornymi piony

Zaporné mesony m maji z hlediska radioterapie vyhodné vlastnosti. Jednak je maximum
absorbované davky v urcité hloubce pod povrchem (Braggiv peak), podle jejich energie a
jednak jsou tyto Castice zachytavany atomy, postupné klesaji na niz8i a nizsi orbity, az jsou
nakonec pohlceny jadrem, které timto ziskd velkou energii (135 MeV) a rozpadne se.
Produkty téchto rozpadi maji dolet srovnatelny s rozmérem buniky a velmi husté ionizuji.
Proto je kyslikovy pomér u pionit mensi nez u standardnich typt zareni. Klinické
experimenty s piony byly provadény na nékolika pracovistich ve svété (viz. tab.7). Vzhledem
k vysokym néakladim a nepfili§ presvédCivym uspéchiim terapie piony ve srovnani
s modernimi metodami jako je IMRT, se soucasné dobé terapie piony nerozsituje.

Tab. 7. Laboratote v nichz prob¢&hly klinické experimenty na svazcich zapornych mesont

Place Country Accelerator EP (MeV) No. of Patients Period
Los Alamos, N | USA Linac 800 230 1974-1982
Wancouwver Canada Cyclotron 520 87 1979-1994
Yilligen Switzerland Cyclotron 580 503 1981-1993
Dubna Russia Synchrocyclotron | 660

Total: 1100

13.3.7. Terapie protony
Ozafovani protony ma velkou vyhodu v tom, ze svazek lze velmi pfesné vymezit a pacienta
lze ozatfovat z mnoha riznych smérti. To umoziuje dosahnout velké davky v urcitém malém
objemu (n&kolika cm3) a zna¢ného gradientu davky v okoli. Takto se da 1é¢it fada pacientt,
ktefi se nehodi pro 1écbu y-zatenim:

1) izolované metastazy na mozku

2) AMD (senilni degenerace makuly) — vékem podminéné onemocnéni zraku (37%
ztrat zraku, 15% u osob nad 50 let), [é€ba laserem zplisobuje sama poSkozeni zraku — protony
jsou vysoce ucinné

3) meningiomy (benigni nddory mozku)

4) nadory hltanu a hrtanu — znac¢né ptesnéjsi rozlozeni davky umoziuje vice ozafit
nador a mén¢ zdravé tkané v okoli
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5) o¢ni nadory u déti (Setfeni byt malého kousku tkané pred ozafenim je pro dalsi
vyvoj ditéte nesmirné dilezité)

6) nadory prostaty — Setfeni rekta a mocového méchyie mize vést k recidivam

7) inoperabilni nadory plic v ¢asnych stadiich
Na obr. 197 je centrum protonové terapie na Loma Linda University v Kalifornii.

Obr. 197a Planovani 1écby - CT

Obr. 197c. Pohyblivy svazek protonti Obr. 197d. Bocni fixni svazek
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XIV. Ucinek zareni na organismy
14.1. Experimenty se zaienim

Kromé lécebnych ucinkli se brzo pfislo na to, Ze zatreni
mize ¢lovéku velmi vazné ublizit. Sama Marie Curie na
svou praci se zafenim doplatila. Jiz v roce 1920 pocitovala
silnou tUnavnost a zavraté. V roce 1930 onemocnéla
nevyléCitelnou anémii a 4 roky poté zemfela v horském
sanatoriu, kde byla lécend. Vzhledem k neviditelnosti
zéfeni vSak mnozi dlouho nechépali jeho Skodlivost nebo ji
brali na lehkou vahu.

V obdobi studené¢ valky doSlo k tad€ piipadi I
zneuziti zatfeni a to jak v Rusku, tak v. USA. Dokumentuje  Obr. 198. Americky atomovy fyzik
to zprava D.O.E. ,,Human Radiation Experiments®. Tak  Slotin experimentujici s plutoniem.
napf. byl v prubéhu 2 let podavéana 829 zenam plutoniovy
kokteil s komentafem typu — budete se citit 1épe. Fyzici mnohdy pracovali s nadSenim bez
ohledu na své zdravi i zdravi jinych. Tak napt. dr. Slotin zemfel po experimentovani se dvéma
hemisférami plutonia, které runé posunoval k sobé dokud neucitil atomovou reakci (obr.
198). Kdyz mu sjel Sroubovak, reakce presla v intenzivni zafi a Slotin oddélil obé hemisféry
ruéné od sebe. Zemiel po 9 dnech.

14.2. Deterministické ucinky zareni na organismus

RozliSujeme deterministické ucinky, pro které existuje prah, jez se tykaji velkych davek, u
nichz nastava rychly nastup, a které maji relativné maly vyznam pro spolec¢nost a stochastické
ucinky, kde se ptredpoklada bezprahovost, které nastdvaji po malych ddvkach, dochazi k nim
po dlouhé dobé po ozafeni, a které maji velky vyznam pro spole¢nost. Stochastické uc¢inky
zahrnuji zejména kancerogenni piisobeni zafeni a genetické ucinky (vliv zafeni na zdrodecné
buiiky a plod).

14.2.1. Citlivost ruznych organismii k zdieni
Utinek zafeni na tkané lze vysvétlit prezitim kmenovych bunék tkané (uréité reakci tkané
odpovida urcita hodnota pteziti). Podobn¢ u¢inek zafeni na irovni organismu lze redukovat
na poSkozeni urcité tkan¢, tedy opét na pteziti bunck. Zafeni zplsobuje u organismi akutni
nemoc z ozareni. U ¢lovéka rozliSujeme tii formy podle velikosti davky a podle pfiznak:

- dfenlova forma (poskozeni krvetvorby)

- gastrointestinalni forma (poskozeni stievniho epitelu)

- neurovaskularni forma (poskozeni cév mozku)
Citlivost jednotlivych organismi se hodnoti pomoci LD50 (Gy), tj davky, pfi které zahyne
polovina jedinct:

Tab. 8. Hodnoty LD50 pro riizné organismy [Gy]

Clovék 4-5 Gy Prase 3 Gy Kralik 8 Gy
Pes 2,5-3 Gy Opice 4-5 Gy Kun 6 Gy
Mys 5-10 Gy Kurata 10 Gy Ryby 6 Gy
Potkan 7-10 Gy Krysy 20 Gy Zelvy 150 Gy
Hmyz 100-1000 Gy  Psenice 50 Gy Rajcata 120 Gy
Houba 300-500 Gy Spenat 150 Gy Zeli 150 Gy
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Pro srovnani 10° 4
uvadime také citlivost jednotlivych bunck k
zareni:

Surviving fraction
-
=

Sav¢i buiky 1-2 Gy

Escherichia coli 100-200 Gy

Prvok 1000-3000 Gy V7 E. coliBir

Micrococcus radiodurans 8000 Gy o O lumespore
D.

102 radiodurans Rec 30

o 1 2 3 4 s & 7 8 9 10

Dose !/ kGy
Rozdily v citlivosti se objasiuji riizné: rtizné
populace bunck jsou kritické a rizné velké.
Zhruba plati, ze fylogeneticky vyvinutéjsi
organismy jsou citlivéj$i. U Micrococcus je
rezistence zpusobena mnoha kopiemi genomu na bunku a efektivni reparaci poskozeni DNA.

Obr. 199. Citlivost ruznych bakterii
k ozateni. Micrococcus je nejodoInéjsi.

14.2.2.Nemoc 7 ozdreni u ¢lovéka
K nemoci z ozateni dochazi u ¢lovéka pro davky vétsi nez 0,7 Gy. Nejcitliveéjsi jsou krevni
buiiky, dale stfevni a nejvice rezistentni se jevi nervové buiiky, které se nemnozi.

Drenova forma: kostni dfen — tbytek kmenovych krvetvornych bunék, které jsou
velmi citlivé. Prahova davky je zhruba 1 Gy, prodromalni faze nastupuje za 30 min — 48 hod,
dale pozorujeme latentni fazi 2 dny az 3 tydny nacez ptichdzi manifestni faze. Dochazi k
utlumu krvetvorby, cytopenii, nejvice kostni dfen¢ je lokalizovdano v pateti, dorzdlnich
oblastech Zeber a panve — ozateni téchto oblasti je kritické (lze v ptipad¢ potteby stinit).

Prodromdalni symptomy zahrnuji zvraceni, prijem. Pii tézkém prijmu je
pravdépodobna smrt. Béhem prvnich dnii dochazi k prudkému poklesu lymfocyti, ktery je
davkové zavisly a mize byt pouzit jako indikator davky. Latence je dlouha (obvykle nékolik
tydnll), pancytopenie zpusobuje tézké infekce, pokles trombocyti zplsobuje hemoragie
(krvaceni). Symptomy tedy zahrnuji vzestup infek¢nich komplikaci, krvaceni, anemii, Spatné
hojeni ran. Maximalni pokles lymfocytl nastava 3. den. Podle poc¢tu lymfocytt 1ze odhadnout
dalsi vyvoj nemoci z ozéfeni.

14.2.3. Lécba nemoci 7 ozdieni
Lécba spociva v:

prevenci infekei a jejich 1&€bé;

podavani hemotologickych ristovych faktoru;

transplantaci kmenovych buné¢k.
Prevence infekci — izolace, antibiotika (i preventivng), acyklovir (x Herpes), riziko krvaceni
pii hluboké trombocytopenii 1ze redukovat transfizi trombocyta.
Riistove faktory — podavaji se u vyssich davek, G-CSF nebo GM-CSF, co nejdiive po ozaieni
a dlouhodobé& (10-20 dni). Stimuluji krvetvorbu — redukce neutropenie. Nezadouci ucinky —
bolesti kosti, hlavy, horecka.
Transplantace — nejlepsi by byly autologni ¢i syngenni kmenové buiiky, ty jsou vSak obvykle
nedostupné. Po alogenni transplantaci dochazi k reakci Stépu proti hostiteli a naopak.
Transplantace je vhodna pouze pii davkach 8-10 Gy v ptipadé, Ze nejsou poskozeny dalsi
tkane.

Pti soucasném poranéni clovéka radiace dale zhorSuje vyhlidky na uzdraveni.
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14.2.4. Gastrointestindlni forma nemoci 7 ozdreni (GIS)

Je letalni, davky jsou vé&tsi neZ u samotné dienové formy (epitel je rezistentnéjsi, (>8 Gy).
Manifestace je rychlejsi ve srovnani s difefiovou formou (10min — 48 h), latentni faze trva 3-5
dnt a nasleduje manifestace onemocnéni.

Podstatou této formy je uhyn kmenovych bunék stievniho epitelu denudace stfevni
sliznice, eliminace funk¢ni bariéry branici vstupu mikrobl do téla a ztratdm tekutin. Nejvice
je postizeno tenké stfevo. Dochdzi ke zpomaleni nebo zastaveni obmény epitelu krypt.

Pti lokalnim ozéteni dochazi pozd¢ji ke vzniku atrofie, fibrotizace a viedi. Vysledek
zavisi na davce a jejim rozlozeni v ¢ase.

Klinické projevy splyvaji s projevy dienového syndromu, neexistuji specifické
projevy.

14.2.5. Neurovaskularni syndrom

Dochézi k nému po expozici velmi vysokymi davkami — 30 Gy a vice (vojenské operace,
nehody v jadernych zatizenich). Pfi vybuchu jaderné zbrané se lidé vystaveni takto vysokym
davkam nachazeji v zon¢ letalni z hlediska tlakovych a teplotnich ucink.

Prodromdlni faze nastupuje za nékolik minut, latence do 2 dnli nebo uplné chybi,
manifestni faze provazena smrti. Mechanismy souvisi s poskozenim cév a CNS. Cévni slozka
se manifestuje po 30Gy, CNS — po davkach nad 100 Gy.

Typicky je ubytek endotelialnich bunék — zvySeni propustnosti kapilar — unik plazmy
do intersticia — pokles krevniho tlaku, edém, krvaceni do mozku koncici smrti.

Poskozeni CNS - demyelinizace a perivaskularni edém, nekréza. V prubéhu
manifestni faze pii davkach nad 100 Gy se pozoruje zhorSovani v&domi, nasledované
bezvédomim a smrti.

14.3. Stochastické uc¢inky zareni na organismy

14.3.1. Radiacni karcinogeneze
Zdroji informace jsou zde experimentalni zvifata, experimenty s transformaci bunék a ozafené
populace lidi (v uranovych dolech, v domcich s radonem, po bombardovani HiroSimy a
Nagasaki, po Cernobylu, po dal§ich radiaénich nehodach).
Zhoubné nadory jsou charakterizovany:
- transformaci bunék, které nereaguji na kontrolni mechanismy regulujici rist
- schopnosti invazivniho ristu
- tvorbou metastaz
Vznik nadorii — uznavana je tzv. klonalni teorie, kdy nador vznika z jediné bunky, jez
zméni své genetické vlastnosti tak, ze ma rastovou vyhodu a vytvoii klon. V ném dojde k
dals$i mutaci atd. tak, az se odblokuji reakce na okolni kontrolni signaly a dojde k
nekontrolovanému déleni.
Ve prospéch jednobunééné teorie svédéi — podobnost nadorovych bunék co se tyce
enzymatické a genetické vybavy, pfitomnost imunoglobulinii. V pribéhu progrese nadoru
dochazi ke vzniku dal$ich subklonti s odlisSnou genetickou vybavou.

14.3.2. Radiacni karcinogeneze u zvirat
Uz vroce 1930 byla prokazana moznost indukce leukémie u myS$i zafenim, v roce 1958
Upton publikoval davkové zavislosti indukce myeloidni a lymfoidni leukémie.

Obecnymi zakonitostmi jsou: velka spontdnni inicidence, davkové zavislosti strmé na
zacatku pro malé davky a poté se zakiivujici, maximum podstatné mensi nez 100%. Davkové
zéavislosti jsou urceny pro relativné vysoké davky ve srovnani s potfebami radiacni ochrany

R4
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zavislosti pravdépodobnosti vzniku nadorti na davce. Doba latence je u zvitat pomérné kratka
- jsou to mésice az roky, u lidi 2-5 let pro leukémie a 35-40 let pro solidni tumory.

14.3.3. Epidemiologické studie

Vysledky epidemiologickych studii jsou zpracovany ve zpravé UNSCEAR 2001. Zavér této
zpravy je takovy, Ze objem dat se od posledni zpravy (UNSCEAR 1994) rozsiftil, zejména
pribyly dalsi pfipady tmrti ve skupinach z HiroSimy a Nagasaki (odhad ¢ini 421 dodate¢nych
umrtim nésledky ozafeni, 334 na solidni nadory, 87 na leukémii). Vyssi statistickd pfesnost
umoznila trochu upfesnit také zavéry o zavislostech davka-ucinek. Vysledky studii ukazuji, ze
data jsou konzistentni s linedrnimi (solidni nddory) nebo linearné-kvadratickymi (leukémie)
UZ(ED) zavislostmi ucinku zatfeni na davce, UZ(D) (na obr. 200,201). V posledni zprave
UNSCEAR je také ucinén zavér, Ze epidemiologicka data sama o sobé neumozni odpovédét
na otdzku, zda existuje prahova davka v UZ(D) zavislosti; UZ(D) data pro leukémii jsou
konzistentni s existenci prahu v oblasti malych davek zéateni.

Byl potvrzen zavér diivéjsi zpravy o ucinku vnitiniho ozareni déti radioaktivnim
jodem a vznikem rakoviny §titné zlazy (Cernobyl). Odhad rizika je vsak komplikovan
nedostateén¢ urcenou davkou. Také vysledky dalSich studii zizemi byvalého Sovétského
svazu (Majak, feka Teca) jsou nedostate¢né pro uptesnéni UZ(D) zavislosti.

Celkové riziko vzniku solidniho nddoru na 1 Sv ¢ini 11% s chybou zhruba 2x (6-22%)
a 1% pro leukémie. Pfi snizeni davky na 0,1 Sv bude podle linedrné-kvadratického modelu
riziko vzniku leukémie 20x mensi.

12001 250

-

[+
2

g

g
I

00 05 10 15 20 25 a0

3 8

Soild cancer incidence rate per 105 person year
[4;]
m
o

Leukaemia incidence rate per 105 person year

o
(=]
o

450 L — N : ;
0.0 0.1 0.2 0.3 0 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
Dase, Sv Dose, Sv
Obr. 200. Davkové zavislosti Obr. 201 Davkové zavislosti incidence
incidence solidnich nadorti u obyvatel leukémii u obyvatel HiroSimy a Nagasaki.
Hiro$imy a Nagasaki. Pro malé davky Pro malé davky je vidét, ze experimentalni
je vidét, Ze experimentalni data jsou data odpovidaji spiSe linearné-kvadratické
v souladu s linearni zavislosti. zavislosti nebo zavislosti s prahem do
zhruba 0.2 Sv.

Epidemiologické studie jsou pro radiacni ochranu velmi cenné, avSak neumoziuji stanovit
pfesné riziko pro velmi nizké davky zéateni (pod 20 cSv) vzhledem k vysoké spontanni
incidenci zhoubnych onemocnéni a nizké statistické spolehlivosti zavéra.
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14.3.4. Radiacni riziko a dalsi rizika jimZ je ¢lovék vystaven
V tabulkéch jsou uvedeny rizika, kterym je €lov€k v Zivoté vystaven (pocty umrti a zkraceni
zivota). Radiaéni riziko je nutno nastavit v tomto kontextu tak, aby bylo podstatné mensi ve
srovnani s béznymi riziky.

Tab. 10. Pocty tmrti za rok na milion lidi

Kardiovaskularni 4780
Tab.9. Odhad zkraceni Zivota pro uritou profesi choroby
Rakovina 1700
Primysl Zkraceni Zivota (ve dnech) Autorrlepc’)dy 220
. Domadci tirazy 150
Hornictvi 328 Zabiti 100
Stavebnictvi 302 Ohent 30
Zemé&dé€lstvi 277 Utopeni 30
Radia¢ni davka 5cSv/rok 250 Otra_va 13
V _ Radiace 9
Pieprava/Sluzby 164 Letecké nehody 3
Statni sluzba 55 Elektiina 6
Zabiti bleskem 1
L. Y .. o, Kousnuti zvifetem nebo 1
Pro praci se zafenim jsou stanoveny [limitni ddvky, |hmyzem

které nesm¢ji byt piekroceny. Maji za cil vylouceni

deterministickych ucink a omezeni stochastickych na nezbytné minimum. Prace musi byt
planovéna tak, aby jeji prospésnost pro lidstvo pfevysSila mozny negativni vliv na zdravi
pracovnika nebo obyvatelstvo. Pfi praci s ionizujicim zafenim se fidime nésledujicimi limity.

Tab. 11. Limity pro ozafeni

V zaméstnani Mimo zaméstnani
Celé télo 50 mSv/rok 1 mSv/rok
Kuze 500 mSv/rok N/A
Koncetiny
Jiné organy
O¢ni ¢ocka 150 mSv/rok N/A

14.3.5. Vypocet davek v radiacni ochrané

Pro vypocet biologického ucinku se zavadéji jednak radiacni vahové faktory, které se lisi pro
ruzné druhy zéfeni, jednak tkénové vahové faktory, které se 1isi pro rizné tkané. Faktorem se
nasobi davka jako fyzikalné¢ zméfend veli¢ina a vysledna veli¢ina se pak nazyva ekvivalentni
resp. efektivni davka (tab. 12). Tyto dva postupy lze také kombinovat.

Tab.12. Radiac¢ni a tkanové vahové faktory

Radiacni vahové faktory pro stanoveni ekvivalentni davky

o-zafeni 20
[-zafeni 1
y a X-paprsky 1
neutrony, termalni, rychlé 2.5 (10-20)
tézké ionty >20

Tkanové vahové faktory pro stanoveni efektivni davky

mocovy méchyf 0.05 | pohlavni organy 0.20
kost 0.01 | jatra 0.05
kostni dien 0.12 | plice 0.12
prso 0.05 | kize 0.01
tlusté stfevo 0.12 | zaludek 0.12
jicen 0.05 | vSechno ostatni 0.05
Stitna zlaza 0.05 | celé telo 1.00
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XV. Zhavi témata soucasnosti v oblasti radia¢ni biofyziky

15.1. Nové, principialné dilezité vysledky

15.1.1. Resonancni charakter prenosu energie ionizujictho zdieni na molekuly DNA

v oblasti malych energii sekundarnich elektronii

Fyzikalni procesy pfenosu energie ve vodé nebo vodnim roztoku DNA jsou pomérné

dobie prostudovany. Na zdklad¢ znalosti u¢innych prifez pro rizné fyzikalni reakce byly

navrzeny pocitaCové programy zalozené na
Monte-Carlo metodé pro detailni vypocet
vzniku ionizaci a excitaci molekul ve vodé,
prenos energie na DNA jednak pfimo a jednak
prostiednictvim radikald a nakonec pro
vypocet poskozeni DNA (ptehled v disertaci
Bégusova M., 1999). Tyto modely umoznily
vysvétlit zavislosti vzniku zlomi DNA v
zavislosti na struktufe DNA (na posloupnosti
nukleotidil), na jeji konformaci a event. na
pfitomnosti proteini v. DNA molekule. Ve
zminénych programech se procesy simuluji do
urcité energetické urovné elektronti (napt. 20
eV) a predpoklada se, ze pod touto trovni uz
elektron nemtze s DNA interagovat tak, aby
zpusobil vznik zlomu (pod prahem ionizace).
byt

nespravny. V fadé praci kanadské skupiny,

Tento predpoklad se vSak ukézal
pod vedenim L. Sanche, se dokazuje, ze
energie elektronu potfebna pro indukci DNA
zlomu (SSB i DSB), mize byt podstatné

DNA breaks per

DNA loss per incident
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Obr. 202 Resonancni zdchyt elektronii na
molekule DNA a jeji poskozeni vznikem DSB (A),
SSB (B) a ztrdatou spiralizace (C). Nejucinnéjsi
jsou elektrony s energii 10 eV.

mensi, nez se doposud piedpokladalo (2-20 eV). Tento jev spo¢iva v resonan¢ni absorpci

elektronu molekulou DNA (obr. 202). Absorpce vede k nestabilnimu stavu molekuly, ktery

muze s urCitou pravdépodobnosti zpusobit vznik zlomu. Autofi ukazuji, ze vzhledem

k pogetnosti sekundarnich elektronti s energii 1-20 eV (5.10* na MeV), miZe uvedeny

mechanismus indukce zlomi DNA konkurovat zndmym procesim excitace, ionizace nebo

interakce molekuly DNA s radikaly. Zajimavy je resonan¢ni prab¢h zavislosti indukce zlom

DNA na energii elektrontl, ktery je spojovan se zachycenim elektronu k molekule DNA.
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15.1.2. Struktura genomu neni nahodna

Vyznam struktury ,.citlivé oblasti“ nebo ,terciku“ pro ucinek zafeni je zndm uz
prinejmensim pul stoleti. Je ziejmé, ze ty genetické elementy, které maji k sobé blizko, mohou
ziejmée interagovat daleko ¢astéji nez vzdalené elementy. Dlouhou dobu se vSak predpokladalo,
ze molekuly DNA (chromosomy) plavou v jadie bunky asi jako ,,nudle v polévce™ a celé jadro
si lidé predstavovali jako ,,sacek™ naplnény touto ,,nudlovou polévkou®. Zavedeni FISH
techniky v 80-tych létech jasn¢€ ukazalo, ze v jadfe existuji tzv. chromosomova teritoria, tj. ze
jednotlivé chromosomy zaujimaji prostor, ktery je podstatné men$i ve srovnani s jadrem
bunky. Zaroven se vSak zjistilo, Ze polohy teritorii jsou velmi variabilni, a proto se nadale
predpokladalo, Ze jednotlivé lokusy jsou v jadie umistény vice ¢i méné nahodné. Teprve piesna

méfteni ukazala vyznam geometrie jadra pro odhad Gc¢inkt zafeni.

A B
3.5 100 HT-29 cell
. —_— o -29 cells
gg Ic;rr\;omosome 19 I(;r:;omosome 17 §90 1 4 Go-lymphocytes
20 : =
© 15| | £ 80 1
X 1.0} 1 ¢ o)
> 05| Nl 270 -
D 0.0 xav=53.7#2.3{  xay=65.5+1.8 2
S - 60
T 30 |chromosome 8 1 chromosome -'g
2 25|ym 1 lym @ 50 -
S 20 : o
S 15¢ - —_
S 1.0} 1 X
a I | e
O[Ty =qr a1 5] ey 2218 8
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80 100 .8 30 -
Center-to-domain distance [%] é
& 20
Obr. 203 Umisténi chromosomovych teritorii v E
jadre lidskych bunék. (4) Radidlni distribuce -g 101 , Granulocytes
CtyF chromosomovych teritorii v trojrozmérné > e Lymphoblasts (Boyle et al., 2001)
fixovanych jadrech lidskych Gy-lymfocytii. Pro = 0 T T T T T
kazdy chromosom jsou uvedeny primérné 0 5 10 15 20 25 30
hodnoty a jejich standardni odchylky. Content of G-bands

(B) Zavislost trojrozmérnych radialnich vzdalenosti na obsahu G pruhit pro Gy-lymfocyty (Cerné trojuhelniky)
a HT-29 bunky (bile kruhy). Pro porovnani jsou uvedeny vysledky na dvourozmeérné fixovanych lymfoblastech

,,,,,,

Poloha chromosomii v jadre bunky
V nékolika pracich byly méteny v jadrech bunck radidlni vzdélenosti fluorescencnich

stted chromosomovych teritorii od stfedu jadra. Byly sestrojeny grafy distribuci téchto
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vzdalenosti pro 22 chromosomil (obr. 203 A). Chromosomy 16, 19 a 22 byly nalezeny blizko u
sttedu jadra. Nejvice na okraji byly umistény chromosomy 3, 4, 8 a 18 (obr. 203 B).

Na grafech (obr. 203 B) je znazornéna zavislost primérmné 3D vzdalenosti stiedil
chromosomovych teritorii na obsahu G-pruhti u lidskych Go-lymfocyti a u bunééné linie
HT-29. Pro porovnani jsou zde také uvedeny grafy, které vyjadiuji zavislost 2D vzdalenosti
stitedii chromosomovych teritorii od jaderné membrany u lidskych granulocyti a lymfoblasti.
Pomér mezi obsahem R a G pruhti (R/G obsah) pravdépodobné ovliviiuje umisténi
chromosomii. Vzdalenosti chromosomii od stiedu jadra v Go-lymfocytech, granulocytech,
HT-29 bunkach a lymfoblastech byly pfiblizn¢ umérné obsahu G pruhi. Nékteré rozdily
v distribucich radialnich vzdalenosti, které byly publikovany pro rizné bunééné typy, mohou
pouziva v riznych laboratofich. Paralelni méfeni polohy jednotlivych chromosomt v G-
lymfocytech a bunkach HT-29 naznacuje, ze by umisténi vétSiny chromosomi v bunééném
jadie mohlo byt podobné pro oba bunécné typy (obr. 203 B). Pouze v pifipadé umisténi
chromosomu 5 byl v téchto dvou bunéénych typech nalezen rozdil vétsi nez 10 %R (R je
polomér jadra bunky). V jadrech granulocytti se chromosom 16 nachiazel mnohem blize
k jaderné membrané, nez tomu bylo u Go-lymfocytt a HT-29 buné¢k.

Jak vyplyva z vySe popsanych zakonitosti, genetické elementy (geny, centromery,
chromosomy) se nachazeji prednostné v urCité vzdalenosti od stiedu jadra, ve sférickych
vrstvach, které se mohou zcela piekryvat (napt. pro geny ABL a BCR), nebo mohou byt
vzajemné velmi vzdaleny (naptf. gen c-MYC a BCR). Uvnitt téchto vrstev je rozlozeni
elementl v prevazné vétsSing pripadi nahodné. Pro odhad pravdépodobnosti interakce po
ozafeni dvou elementi je proto dilezité zjistit hladiny (radidlni vzdalenosti), na kterych se
nachazeji a provéfit, zda jsou vramci dané hladiny jejich polohy ndhodné. Pro elementy
nahodné se vyskytujici uvnitt urcité radidlni vrstvy lze pouzit hustotu pravdépodobnosti
vyskytu (viz obr. 203 A) normovanou na jednotku objemu (funkce y) pro vypocet
pravdépodobnosti interakce mezi obéma elementy. Ptiklad takového vypoctu je uveden pro
chromosomy 8, 9 a 22 na obr. 204. Pravdépodobnost vzadjemné interakce pro chromosomy 9 a
22 se rovna R 2»=2.1, zatimco pro chromosomy 8 a 22 je uvedena pravdépodobnost Rg »,=0.5.
Tyto rozdily jsou zplsobeny pouze odliSnou polohou odpovidajicich vrstev jednotlivych

chromosomu.
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Parovani heterolognich genetickych elementu

Mezi genetickymi elementy muze dochazet ke vzniku véazanych stavl, které se projevuji
neumérné vysokym poctem piipadd, kdy se heterologni genetické oblasti paruji dohromady
(angl. tethering) v malé
prostorové vzdalenosti. Tento
efekt byl studovan pro ABL a
BCR geny v lidskych T-

Wg(V)XWZZ(V)

lymfocytech. Vysledek experi-

mentl je uveden na obr. 204.
Pro Gy-lymfocyty bylo

naméfeno  podstatné  vice

ptipadi, kdy geny ABL a BCR

Hustota pravdépodobnosti interakce

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
jsou blizko (<0.5 um), nez by Fraké&ni jaderny objem, v

se dalo cekat =z teoretického

vypoctu zalozeného na Monte
Obr. 204 Zavislost hustoty pravdépodobnosti interakce

Carlo simulaci (obr. 205). Pro mezi chromosomy 9 a 22 (8 a 22) na frakénim jaderném
L, . . objemu. Celkova pravdépodobnost interakce se vypocte
srovnani vidime, ze jako integral pod zobrazenou kifivkou: cervend plocha pro

chromosomy 9 a 22 (modra plocha pro chromosomy 8 a

u stimulovanych lymfocyti 22). Pravdépodobnost interakce je normovana na pripad,
experimentalni Udaje  dobie kdy se oba chromosomy nachdzeji zcela nahodné v celém

objemu jadra (plocha pod cerchovanou primkou se
odpovidaji teorii. Vzhledem rovna 1).

ktomu, Ze méfeni bylo

provedeno v 2D projekei, skute¢ny nartst poctu vazanych stavli oproti ptipadu, kdy jsou geny
blizko u sebe ndhodné¢, je nutno vypocitat jako pomér ploch (Az-A;)/A3, coz v nasem piipadé
¢ini 7.3£1.5. Dochéazime tedy k zavéru, ze pravdépodobnost interakce mezi chromosomy 9 a
22 by méla byt alesponl 2.1x7.3, coz je 15.3x vétsi v porovnani s ndhodnym rozdélenim. Jak
bude uvedeno dale, experimentalnim métenim bylo zjiSténo, ze uvedend hodnota je 11x veEtsi,
coz je v souladu s vySe vypocitanym odhadem.

Otazka existence vazanych stavi je velmi dilezita, a proto byla zkouména v dalSich
experimentech pii pouziti 3D fixace. Bylo zjisténo, ze v ojedin€lych ptipadech Ize najit vazbu
mezi genetickymi elementy, kterd se projevuje atypickym thlovym rozdélenim (rozdélenim
uhl element-stied jadra-element), jez neodpovida funkci sinus. V téchto piipadech se také
setkdvame s atypickym rozdélenim vzajemnych vzdalenosti mezi genetickymi elementy, kdy

je uptfednostnéna urcitd vzdalenost.
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populaci, tj. v buitkich CD34". Tyto buiiky lze
separovat z kostni dfené nebo z mobilizované
krve. Pfedbézné¢ experimenty ukézaly, zZe
skute¢né v buiikdich CD34" jsou vzdalenosti
mezi ABL a BCR mensi, neZ by odpovidalo

radialnim distribucim.

Obr. 206 Vazba (tethering) mezi geny RET a H4 u
bunék stitné zlazy. Geny RET a H4 jsou oddéleny
pomeérne velkou molekularni vzdalenosti a v jadre
se nachazeji daleko od sebe (4). Ve 30% pripadit se
vsak RET a H4 nachazeji pobliz (B-D). Na obr. E je
mitoza, kde je vidét, Ze v kondenzovaném stavu jsou
oba geny také blizko u sebe.

Také pro 3D vzdalenosti mezi

Obr. 205 Distribuce  minimalnich 2D
vzdalenosti mezi geny ABL a BCR (AB,) ve
stimulovanych (a) a nestimulovanych (b)
lidskych  Iymfocytech. Teoreticka zavislost
pravdepodobnosti na AB, (plna cara) byla
pocitana pomoci modelu jak pro 2D projekce,
tak pro 3D vzddlenosti. Pocatecni cast
distribuce do 1 um je znazornéna na obr. 205 c,
kde tmave modra oblast zndzornuje plochu pod
experimentalni distribuci AB,, pro hodnoty AB,,
<0.5 pum (A43). Svetle modra oblast na obr.205 b
zndzornuje plochu pod teoretickou krivkou ve
2D (A,) a Srafovand oblast ve 3D prostoru (A43).
Jak  vidime, pocet jader G, lymfocyti
s AB,<0.5 um je podstatné vyssi (2x), nez je
teoreticka predpoved.

geny ABL a BCR v Go-lymfocytech
byl nalezen posun k mensim hodnotdm
(obr. 205). Z hlediska vzniku CML je

vSak dulezitd  distribuce  téchto

vzdalenosti v kritické  bunécné
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Vymeény vznikaji tedy zejména tam, kde

0.04
A Lymphocytes jsou dané chromosomové oblasti blizko u sebe
0.03 bud’ v disledku stejnych radidlnich distribuci,
.'é“ —_ o . .
5 0024 ol nebo v dusledku vazby (tethering). Vazba mezi
8 7/ \_~:\ uréitymi genetickymi strukturami (tethering) jiz
o 0.0 LA r\m diive (Kozubek S. et al., 1997) pro ¢-MYC a
0.00 [ nll n IGH lokusy (obr. 207). V dalsich pracich byla
' ' * ' takova vazba prokazana pro geny ABL a BCR
0] 20 40 60 80 100 . , .
: : ; v Go lymfocytech méfenim 2D i1 3D vzdalenosti.
Distance in % of radius
B 0.04 Na tyto nase vysledky navazali dalsi
' Fibroblasts autori, kteti sledovali geny RET a H4 v buiikach
0.03 Stitné zlazy (Nikiforova et al., 2000) a prokézali,
%‘ — e vznik nadori &titné 7lazy po Cernobylu je
= pravé disledkem RET/H4 aberace, a ta vznika
B 111111
O_OO |_| LILL L I-I H
I I | |

0 20 40 60 80 100
Distance in % of radius

Obr. 207 Vazba mezi geny c-MYC a IGH byla

prokazana pro dva typy bunék . Na obrazku jsou

distribuce vzdjemnych vzddlenosti mezi obéma
geny (Kozubek S. et al., 1997).

proto, ponévadz existuje vazba mezi témito geny
(obr. 206, 208). Prostorova blizkost dvou genetickych

oblasti podstatné zvySuje pravdépodobnost jejich

Interphase distances (um)

Obr. 208 Vazba mezi geny RET a H4 byla
interakce po ozafeni. Vyrazné¢ se to projevuje pro prokdzdna na zikladé podobného rozdéleni
hust& ionizujici zafeni, kde vyménné aberace vznikaji v prci Nikiforové
mezi blizko se nachazejicimi chromosomy. Pro takové
dvojice chromosomil (napt. 9 a 22 nebo 14 a 18) nachazime aberace také u cCasto se
vyskytujicich zhoubnych onemocnéni krvetvorby. To v mensi mife plati také pro gamma
zafeni, kde formovani aberaci trvd del§i dobu a vzajemné tak mize interagovat vice
chromosomovych dvojic.

Prostorové uspofddani chromosomi a vazba genetickych elementi mohou tedy
vyznamn¢ ovlivnit indukci genetickych poskozeni zafenim. Pro zhodnoceni tohoto vlivu je

vSak nutny pfesny vypocet.
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15.1.3. Geometrie genomu v jadie se méni ucinkem zdreni

Dal§im zajimavym aspektem je kinetika vzdjemného prostorového usporadani
kritickych genli po ozafeni v jadie builky. Vizualizace genetickych struktur umoziuje
zkoumat také tuto otdzku experimentalné. Byl studovan vliv ionizujiciho zafeni na zmény ve
struktufe chromatinu vyssiho fadu v interfaznich jadrech bunéénych linii ML-1 a U-937. 2D
vzdalenosti centromer 8, 9 a 17 a genu 7P53 od tézisté jadra a vzdalenosti mezi homolognimi
signaly byly méfeny v ¢asovych intervalech 2 h a 5 h po ozéafeni. Dvé hodiny po ozafeni bylo

zjiSténo zmenSeni vzdalenosti

Centromera 8 s 119 c LA .
g ™ U037 75,  Centomerad signali genetické oblasti od
70 73 ovtv v s 7 v ’
3 téziSt¢ jadra a  zmenSeni
- 68 71
3 vzdalenosti mezi homolognimi
g 66 69
S e 67 signaly. V ¢aso-vém intervalu 5
N
> 62 65 ; A% 4
T 3 e A s 0 1 2 3 4 s hodin po ozafeni byl sledovan
cont o zpétny  posun  vzdalenosti
= 102 Centromera 8 105 enUrogrgt;ra e e
2 U-937 - signalii centromer 8, 9 a 17 a
=z 9 102
z Cixex
Z % % genu 7TP53 od teziste¢ jadra a
g = % vzdalenosti mezi homolognimi
k= ., o , . y
i % % signaly do pivodni pozice pired
87 90
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 ozafenim  (tab.12).  Posuny
Casovy interval po ozéfeni [h] vzdalenosti pro centromery 8 a

Obr. 209 Zmenseni vzdalenosti centromer 8 a 9 od tezisté jadra 9 vbuiikaich U-937 a jejich
(tmavé  modra) a zmenSeni vzajemnych vzddlenosti

mezi homolognimi signaly centromer 8 a 9 (Cervena) v burikdch navrat do pivodni pozice po
U-937 po ozdreni. ozafeni jsou uvedeny na
obr. 209.
Ozareni bunck tedy vede ke
000 v 000 zméndm ve struktufe jadra
> Centromere-to-centromere Geretogeredistances J
Eloois | distarces 2 o015 vy§§iho  fddu.  Homologni
) 'S o <
0010 < genetické struktury se k sobé
2 T y . .
2 <] piiblizuji, coz bylo v literature
0. 0005 A o . . o
interpretovano jako dusledek
0.000 +

o % 10 '1‘50 .o rekombinacni reparace s vy-
Distance in %of radius Distance in %of radius uzitim druhé kopie genetického
materialu jako templatu.

Obr.210 Rozdéleni vzdalenosti mezi dvema genetickymi lokusy Ukazalo se, Zze pohyb
(centromerami 17 a geny TP53) vjadrech bunék ML-1 homologii k sobé je dtisledkem
v kontrole (Cervené) a po ozareni davkou 5 Gy (Zluté). Exp.
distribuce odpovidaji teoretickym krivkam spoctenym za
predpokladu nahodného rozlozeni genetickych oblasti ve  stfedu jadra  (zfejmé  jako
sferické hladine.

pohybu chromatinu smérem ke

nasledek rozvolnéni chromatinu
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pfi reparaci). Sférické hladiny pro jednotlivé struktury se tedy posouvaji smérem ke stiedu
jadra. Rozlozeni genetickych lokusti uvniti sférickych hladin vSak ziistdva ndhodné (obr.

210), coz vyvraci vyse uvedeny mechanismus rekombinacni reparace.

Tabulka 12. Topograficke parametry odlisnych genetickych usekii v interfaznich jadrech bunecnych linii
ML-1 a U-937 urcenych po ozdareni

Geneticky usek Topoeraficky Ozdfené buiiky
Pog Y Kontrola [%]
(bunécny typ) parametr 2 h [%] 5h [%]
—_ *
Centromera 8 CN, 69.6 £ 0.7 64.4 +0.7 69.3 £ 0.6
(U-937) NoNs 98.7+£1.2 90.4 +1.1% 97.4+1.0
_— *
Centromera 9 CN, 73.5+£1.2 66.6 + 0.7 73.5+0.6
(U-937) NoNg 101.1 +£3.0 92.5 +1.7* 102.1+1.7
TP53 cr 47.5+0.6 43.1 £1.1% 455+ 0.8
(ML-1) P 66.4 +0.9 63.5+1.6 65.4+1.2
3+0. .6+ 1.4* 21,
Centromera 17 CN, 59.3+0.8 55.6+1.4 63.2+1.3
(ML-1) NNy 845+1.1 78.2 £1.7* 90.5+1.6

M v e

CP - praméma vzdalenost genu TP53 od t&zisté jadra; PP - pramérna vzdilenost mezi dvéma
homolognimi geny TP53;CNg - primérna vzdalenost centromery 8 od t&Zi§té jadra; NgN, - primérna
vzdélenost mezi dvéma homolognimi centromerami 8; CN, - primérnd vzdalenost centromery 9 od
t&7i8té jadra; NN, primérna vzdalenost mezi dvéma homolognimi centromerami 9; CN,, - primérna

ovoew

vzdalenost centromery 17 od t&7i§té jadra; Nj;N,, - primérnd vzdilenost mezi dvéma homolognimi

centromerami 17 (vzdalenosti jsou uvedeny v % lokalniho poloméru, R); *statisticky vyznamné

rozdily pfi p<0.05.

Pohyb genetické struktury v jadfe po ozareni byl ocekévan v souvislosti s reparaénimi
procesy, nebyl vSak zndm charakter tohoto pohybu, jeho kinetika a zpisob detekce. Zména
geometrie genomu po ozafeni znamend, ze event. dal§i zafeni jiz plsobi na zménénou
strukturu, ktera mlize vykazovat odlisnou citlivost.

Pohyb chromatinu po ozéafeni — at’ uz je disledkem reparacnich procesti nebo jinych
mechanisml — miiZze ovlivnit pravdépodobnost vzniku aberaci a tim i zhoubnych onemocnéni.

Znamena podstatnou komplikaci pii modelovani G€¢inkl zafeni matematickymi prostiedky.
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15.1.4 Genova exprese je indukoviana malymi davkami zdaieni (prvni vysledky ziskané
metodou DNA-Cipi)

Zmény exprese genl jsou zndmy jiz vice nez deset let a za tuto dobu se podafilo
trochu nahlédnout do vzajemnych vazeb mezi jednotlivymi geny. Tak napt. indukce TP53
zpusobuje celou kaskadu indukce dalSich gent, jako jsou GADD45, CDKNI1A, MDM2,
BAX, MCLI1, BCLX. Tyto geny se uplatituji pii regulaci bunééného cyklu a u zhoubnych
onemocnéni nachdzime mutace v téchto genech. Kromé gent ovliviiyjicich bunééné preziti
byly studovany také dalsi geny, jako jsou FOS, JUN, MYC, HRAS apod., které nemaji ptimy

vliv na letdlni ac¢inek zafeni. Uvedené

<@— DDB2 studie v8ak byly provedeny uzitim relativné
vysokych davek zareni. Pouzitim techniky

g=C DNA-Ciptt u bunék ML-1, které jsou p53

C -@— Cyclin G1
B pozitivni, byla zkoumana indukce gent
l_ v oblasti davek 2-50 cGy (Amundson).
6 J_ T Byla prokazana indukce cel¢ fady gent,
= X
2
t; T
=
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Obr. 211 DNA cipy (A). Na Cipu je zelené zndzornéna
exprese genu rovnd kontrolni hodnoté a cervené jsou
zobrazeny zarenim indukované geny. Relativni indukce
davkou 50 cGy pro rizné geny je znazornéna dole (B).

Obr. 212 Davkové zavislosti indukce nékterych
genii po ozareni. Je vidét, ze i davky pod
10 cGy silné indukuji expresi MDM?2 a ATF3.

véetné geni CDKNIA, GADD45, MDM2, ATF3 a BAX, které byly detailnéji studovany
(obr. 211, 212). Indukce v oblasti nizkych davek méla ponc¢kud jinou kinetiku ve srovnani
s vysokymi davkami zafeni. Davkova zéavislost vykazovala v nékterych piipadech linearitu,
jindy konkévni zavislost, nékdy i s lokalnim maximem v oblasti davek kolem 0.5 Gy.
Soucasné pokroky v chapani molekularnich udalosti, které nasleduji po ozaieni buné¢k
a vedou k poskozeni DNA, reparaci, apoptdze a zpozdéni bunécného cyklu, mohou znamenat
nové cesty pro usmérnéni UCinkG zéafeni. Nabizeji se moznosti zvysSeni citlivosti

k ionizujicimu zafeni - napf. inaktivaci genu RAS nebo jinych genii odpovédnych za
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rozpoznavani poskozeni DNA a jejich reparaci. Jestlize se pfi 1écbé zhoubnych nemoci
zafenim uplatituje apoptdza, lze uvazovat o jeji podpore. Naopak, ve zdravé tkani je nutno
apoptozu potlacit. Toho lze docilit napt. blokovanim nékterych gend, jako je napf. ristovy
faktor TGFB. Podobné, zpozdéni bunééného cyklu v G2-fazi lze eliminovat a tim rovnéz
zvysit citlivost bun€k, zejména v liniich s mutovanym p53 proteinem, které ztratily kontrolu
prechodu G1/S (tzv. G1-checkpoint).

V této oblasti bylo zatim publikovano pomérné malo praci; oblast je vSak velmi
perspektivni, zejména z hlediska pochopeni mechanismi a mozného ovlivnéni u¢inkd zafeni.

r

15.2. Nové objevené cinky zareni

15.2.1 Zai'eni poskozuje také primo nezasaZené buriky (bystander efekt)
Dlouhou dobu se v radiobiologii

povazovalo za platné tvrzeni, ze " Microbeam o
genetické ucinky zareni vyzaduji, aby T P i S W
v (v 15 1
byla molekula DNA zasazena zafenim =
nebo radikalem, ktery zafeni vytvofilo. £54 A0
N < y . B2
V soucasné dobé se vSak jiz ED 5
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. . 7 It , n ©
nahromadily experimentalni vysledky 2o o s T
N Y S hgttegY 2 8 4 & 8.7 8
v dostatecné mife na to, aby bylo 2% Broad-beam
v o7 v . S v N Jo% 7 [
mozné ulinit zaveér, ze pii ozafeni gg A0
[ T i
bunék &asticemi jsou poskozeny také g 8
=]
- . . vr v @ 6
ty bunky, které nejsou piimo zasazeny. S
i=]
. . 4
Tento jev se nazyva ,,bystander effect™ =
e 24
(BE) a lze jej nejlépe demonstrovat }
. . r 0 X T T I T ) ) 1 1
v experimentech s a-zafenim, kde se o 1 2 3 4 5 6 71 8
. v rv s . .y Alpha particles
ukazuje, ze zafenim jsou postizeny PIRP
také buiiky, pres které neprosla Castice. Obr. 213 Bystander efekt. Zavislost poctu
BE byl pozorovan pro rizné transformovanych bunék na fluenci pri ozdreni 10%
) _ bunéek mikrosvazkem nebo pri rovnomeérném ozareni
ucinky  zafeni:  letdlni  ucinky, celé populace.

chromosomové  aberace,  mutace,

genetickou nestabilitu a genovou expresi, a také pro transformaci bunék (Sawant et al., 2001).
Pro vyzkum BE byl s vyhodou pouzit mikrosvazek zafeni. Pfi ozafeni 10% bunck ionty hélia
(8 casticemi) pozorovali autofi stejnou frekvenci transformovanych bunék jako pfii
rovnomérném ozareni celé populace stejnou primérnou fluenci (obr. 213). Spektrum mutaci
pro BE buiiky je jiné, nezli podobné spektrum pro piimo zasazené bunky (obr. 214). To

naznacuje, ze také mechanismy mohou byt v obou ptipadech odlisné.
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BE lIze zkoumat v podstat¢ 3 metodami: 100 2
(i) ozéafeni bun¢k nizkymi davkami zatfeni (tak, =4
aby velka ¢ast bun¢k nebyla pfimo zasazena), E
(ii) ozafeni vybranych bunék mikrosvazkem a s
(iii) ptisobeni na buiky médiem z ozafené E
kultury. Zkoumani mechanismu BE ukézalo, zZe ;E
pro vznik BE je dutlezitd komunikace mezi
buikami — pfi pouziti latek, jez rozrusuji
komunikacni kandlky, dochazi k vymizeni BE. 100
Existuji tedy pfinejmensim dva typy pfenosu B
signalu pro BE — pies komunikacni kanalky a 8 .
pres medium. Zda se, Ze bylo vyjasnéno, jaky je § 60 1
vztah mezi BE a genetickou nestabilitou (GN). ; -
V experimentech Lynga se ukazalo, Ze apoptodza g g
mize byt indukovand nejenom mediem | 5’
z ozafenych  bunck, ale také médiem 1
z potomstva téchto ozafenych bunék, ve kterych 2
dochazelo ke GN. Znamena to, Ze mechanismus C
BE je shodny s mechanismem GN a pienos 2 80 1
signdlu pro BE mezi buiikkami je shodny S 60 |
s ptrenosem signalu do dalSich generaci jednou E
ozatené bunky. é £ 3

BE znamend, ze riziko odhadnuté na " 2 %

zéklad¢ extrapolace z oblasti vysokych davek 0_ L
smérem k velmi nizkym davkdm mutze byt 0 123 4.8 6 [0

No. of exons deleted per clone

velmi podhodnoceno. Pro zafeni s nizkym LET,

BE nejvice piispiva k u¢inkiim zateni pfi velmi Obr. 214 Spektrum mutaci v exonech

., Lo, , HPRT genu se lisi pro bystander buriky
nizkych davkach (pod 0.1 Gy), pro vysoké LET (B) a pFimo zasazené buniky(C). Spektrum
pro spontanni mutace je na obrazku (A) a
s e o , lisi se od obou predchozich spekter. To
prichod jediné Castic vyvolava plny efekt. Byly naznacuje, Ze také mechanismy mohou byt
odlisné.

nelze zavislost na davce definovat, protoze uz

ucinény odhady BE pro plicni builky ozarené
inhalaci dcefinych produkti radonu. Autofi
dosli k z&véru, ze pomér mezi frekvencemi indukovanych zhoubnych onemocnéni plic pro
obyvatele domu se zvySenou koncentraci radonu (nizké davky) a horniky z uranovych dolu
(vysoké davky), ktery ¢ini 2.4-4, odpovida témét nulovému BE, tj. minimalnimu poc¢tu bun¢k
v okoli kazd¢ bunky zasazené a-Castici. Skutecnost, ze se BE u nadort plic vzniklych pfi
inhalaci radonu neuplatiiuje, 1ze mozna pficist na vrub tomu, Ze pii prolongovaném ozatrovani

casticemi s vysokym LET se ionizujici zafeni uplatiiuje jako iniciacni i jako promo¢ni faktor.
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»Bystander efekt“ byl potvrzen v mnoha pracich, mechanismus neni znam;
predpokladé se pienos reaktivnich kyslikovych nebo dusikovych radikéalt. BE souvisi s GN a
moznd ma stejnou pfi¢inu. BE ma velky vyznam z praktického hlediska, nebot' vede
k nelinearité zavislosti na ddvce a v disledku BE mohou byt soucasné odhady radia¢niho

rizika podcenény.

15.2.2. Nelinearita kiivky preZiti v oblasti velmi malych davek zdaieni a adaptivni reakce
buriky na ozdaieni

V poslednim desetileti byly vyvinuty pfesné metody méfeni klonogenniho pieziti bun¢k
po ozafeni v oblasti velmi nizkych davek zéteni. Jednotlivé buiiky jsou po ozéfeni rozdéleny
do vhodnych komtrek nebo do gelu a poté je sledovana kazda buika zvlast. Takto se

zpracuje dostatecné velky pocet bunck tak, aby bylo mozné statisticky vyhodnotit jejich

preziti. V posledni dobé se zacaly 1
pouzivat také pocitaCem fizené 0.9
mikroskopy, umoznujici opakované 0.8
snimdni a porovnavani obrazu 0.7
v potfebnych intervalech po

ozafeni. Piiklad kfivky preziti 0.6
ziskané témito modernimi _Ei
prostfedky je uveden na obr. 215. § Ha
Pro X-zafeni je na kfivce pfeziti &
patrnd oblast zvySené citlivosti g 0.4
(hypersensitivity, HS) pro davky B
zhruba do 0.2 Gy. HS byla 0.3
naméfena pro fadu bunécnych

typl). Usili 0 vyjasnéni
mechanismu HS v oblasti malych

davek zareni vedlo ke snahdam 02 Lt it e b bt

o) 1 2 3 4 5 6

modifikovat kfivku pieziti pouZzitim
Dose/Gy

riznych druhG zéafeni, pouzitim

chemickych modifikatorti (zejména
e ., . Obr.215 Krivka prezZiti v oblasti velmi nizkych davek zareni
inhibitorii reparacnich enzymi) a pro X-zareni. Pro davky pod 20 cGy je patrna oblast

pFitomnosti mezibun&énych  /ypersesintivity.

kontaktt (ozafovani v mikrokolo-

niich). Vysledky ukazaly, ze latky, které ovliviiuji reparaci (napi. 3-aminobenzamid), mohou
zmens§it nartst rezistence v oblasti 0.2-1 Gy. Autofi tyto vysledky interpretuji tak, ze nartist
rezistence na kiivce preziti (viz obr. 215) je zpisoben indukci reparace (nikoli hypersensitivni

subpopulaci bun¢k). To by vysvétlovalo také dlouhou dobu znamy jev adaptivni reakce bunky
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na ozafeni, pti kterém bunky vykazovaly snizeny cytogeneticky uc¢inek zatreni po predbézném
ozateni malou davkou. Tento jev se rovnéz interpretuje jako indukce repara¢niho
mechanismu.

Z hlediska radioterapie je zajimavé zjiSténi, ze pfi frakcionovaném ozafovani
s intervalem 8 h, dochazelo k opakovani HS oblasti na kfivce preziti a aplikace 3x0,4 Gy za
den bylo uc¢innéjsi nez aplikace 1,2 Gy denné po dobu 5 dnid. Byl zkouman také vztah HS
kBE tim, Zze byly srovndvany bunééné linie s vyraznym/nevyraznym BE a
vyraznou/nevyraznou HS. Bylo zjisténo, Ze bunky s vyraznym BE nevykazovaly HS, a
naopak. Mozné vysvétleni je, Ze signal indukovany v buiikach pfi velmi malych davkach, jenz
vede k letalnimu efektu (HS), ziistane uvnitt bunky, a proto je tak ucinny. Jestlize jej bunka
propusti ven, jeji citlivost se zmensi, ale poskodi se buiiky v okoli.

Hypersensitivita v oblasti malych davek zafeni znamena silnou nelinearitu na kiivce
preziti a nasledné mize znamenat také nelinearitu jinych Gc¢inek zateni, jako je transformace,
mutageneze, GN apod. To se da ocekavat zejména s ohledem na piedpokladany mechanismus

HS, kterym je indukce reparacnich procest.

15.2.3. Vznik chromosomovych aberaci po ozdieni neodpovida molekuldarnim hmotnostem
chromosomii

Znatna pozornost byla vénovana vztahu mezi strukturou chromatinu vys$siho fadu
a vznikem aberaci. Byly provedeny experimenty na lymfocytech ozéafenych neutrony a
y-zétfenim. V téchto experimentech byly sledovany vyménné aberace ve velkych skupinach
chromosomil. Paralelné¢ byly hleddny strukturdlni charakteristiky, které by korelovaly s

¢etnosti vyménnych aberaci.

Indukce vymeénnych aberaci husté ionizujicim zarenim

Bylo prokazéno, ze vyménné aberace v lymfocytech ozatenych rychlymi neutrony
vznikaji s velmi vysokou frekvenci jen mezi specifickymi chromosomy. Detekce vyménnych
aberaci mezi 10 vybranymi chromosomy lidskych lymfocytl ozafovanych tfemi davkami
rychlych neutronil s primérnou energii 7MeV byla provadéna pomoci opakované dualni FISH
techniky. Pii kazdé hybridizaci byly hodnoceny rozdilné pary chromosomi. Definované
pozice metafaznich chromosomii byly uloZeny na hard disk a automaticky nahrdvany po
kazdé ze Sesti Usp&Snych rehybridizaci. Touto cestou bylo ziskano Sest rozdilnych obrazi
stejnych metafaznich chromosomu. Srovnavani téchto obrazli umoznilo identifikovat vymény
pro chromosomy HSA 1, 2, 3,4, 8,9, 12, 14, 18 a 22. Frekvence téchto vymén nevykazovala
zadnou korelaci s molekularni hmotnosti interagujicich chromosomil. Nejvyznamnéjsi byly
vymeénné aberace mezi chromosomy HSA 14/18, 9/22, 14/8, 18/8, 8/3, 1/14, 1/8, 3/8, a 3/14.
Tyto vysledky jasné¢ ukazuji, Ze vyménné aberace postihuji stejné chromosomy, které

podléhaji translokacim u Casto se vyskytujicich forem lymfomu a leukémii. Vysoka frekvence
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vyménnych aberaci souvisi s prostorovou blizkosti chromosomti v jadte. To je pravdépodobné
jeden z hlavnich divodi vzniku specifickych translokaci vedoucich k maligni transformaci
bunék.

Tabulka 13. Pocet vymén mezi pary chromosomii ve vybrané skupiné (N fjo ) a pocet téchto

vymeén pocitanych podle modelu linearni umérnosti (N fj””h ) pro vybrané dvojice

chromosomii
Dvojice 0.5 Gy 1 Gy 1.5 Gy
Chromosomu
vy [ e | [y [ [ op [y [ | e
1/8 4 043 | <10* | 6 1.01 | <10*| 9 201 | <10
1/14 2 034 | <10” | 4 0.69 | <10® | 11 1.58 | <10
3/8 2 035 | <10® | 2 0.82 - 12 1.62 | <10°
3/14 1 0.25 - 4 0.58 | <107 5 1.15 | <107
3/18 1 0.19 - 1 0.45 - 4 0.89 | <107
412 1 0.29 - 1 0.69 - 6 138 | <107
8/14 2 0.18 | <10% | 5 042 | <10° | 8 0.84 | <10°
8/18 1 0.14 - 2 033 | <10% | 7 0.65 | <10°
9/22 0 0.11 - 4 024 | <10* | 6 0.55 | <10°
14/18 5 0.11 | <10°® 5 025 | <10® | 16 0.51 | <10®

p - statistickd vyznamnost rozdil.

Byly porovnany frekvence indukovanych aberaci zjiSténé experimentdlné (pii
opakovanych hybridizacich metafdznich bunck lidskych lymfocyti ozafenych neutrony)
s hodnotami vypoctenymi podle linearntho modelu (modelu, ve kterém se predpoklada
proporcionalita mezi molekularni hmotnosti a pravdépodobnosti indukce aberace). Po ozéfeni
davkou 1.5 Gy byl pozorovan pro HSA 8, 14, 18 a 22 mnohem vétsi pocet vyménnych
aberaci, nez je teoretickd ptredpovéd pocitand podle molekuldrni hmotnosti chromosomti.
Také po ozafeni mensi davkou neutrond byl pozorovan vétsi pocet aberaci pro chromosomy
HSA 14 a22, nez je teoretickd predpovéd’. Statisticky vyznamné nebyly rozdily mezi
teoretickou a experimentalni hodnotou vyménnych aberaci pro chromosomy HSA 8 a 18 po
ozéateni mensi ddvkou neutron.

Nejvyznamnéjs$i vysledky jsou shrnuty v tab. 13. Nejvyssi frekvence vyménnych

aberaci byla pozorovéana pro chromosomy HSA 14 a 18 po davce 1.5 Gy (f14.1s=0.03610.009).
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Teoreticka piedpovéd pro tyto chromosomy &ini (fi415"=0.0012). Po davce 1.5 Gy je
frekvence vyménnych aberaci pro dalsi pary chromosomt, jez jsou uvedeny v tabulce 13 (1/8,
1/14, 3/8, 3/14, 3/18, 4/12, 8/14, 8/18, 9/22), rovnéz vyznamné vyssi. Vzhledem k nizkému
poctu pozorovanych aberaci nebylo mozné prokdzat statistickou vyznamnost frekvence
vymén pro dvojice chromosomi 3/8, 3/18 a 4/12. Nadruhé strané jsme, v rozporu
s o¢ekavanim, nepozorovali zddné vyménné aberace mezi nékterymi vétSimi chromosomy

(napt. 3/4, 3/2, 4/2).

Indukce vyménnych aberaci Fidce ionizujicim zarenim

Vysledky, podobné jako v piedchozi kapitole, byly ziskdny pro y-zareni. Sada
zkoumanych chromosomi zahrnovala 11 chromosomt (HSA 1, 2-4, 7-11, 21 a 22);
opakovand hybridizace byla provadéna podobnym zplisobem jako v predchozich
experimentech (obr. 216). Zavéry z této prace potvrdily v zasadé predchozi vysledky. Bylo
zjisténo, ze nejvice vyménnych aberaci vznika pro ty dvojice chromosomd, které nachazime
Casto translokované u zhoubnych onemocnéni krvetvorby. Tak napf. zvySeny pocet vymeén
byl nalezen u HSA 3 a 21, HSA 4 a 11, HSA 22 a 9, HSA 22 a 21. Translokace t(3;21)
nachdzime u CML, t(4;11) u pre-B-ALL nebo ALL, t(22;9) u CML a ALL a t(22;21) u
Ewingova sarcomu. Na rozdil od neutronti nebyl vsak vliv struktury na vznik vyménnych
aberaci u fidce ionizujiciho zafeni tak vyrazny - ¢etnosti vzniku aberaci byly mnohem blize k
oc¢ekavanim, jez jsme vypocitali podle hmotnosti jednotlivych chromosomt. Tento jev lze
pficist na vrub odlisnému prostorovému rozlozeni zlomt vyvolanych fidce a husté ionizujicim
zafenim. Pfi prichodu sekundarni castice odrazené neutrony rozhranim mezi dvéma
chromosomy mohou s pomérné velkou pravdépodobnosti vzniknout zlomy na obou teritoriich
a vzapéti interagovat za vzniku vyménné aberace. V piipadé fidce ionizujiciho zafeni jsou
zlomy rozlozeny v prostoru ndhodné a musi ¢ekat mnohem delsi dobu na svého "partnera",

aby mohlo k interakci dojit.
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Obr. 216. Opakovana hybridizace téze mitozy lidského lymfocytu ozareného davkou 3Gy y-zareni. Lze pozorovat
dicentrickou aberaci mezi chromosomem 2 a 3 (2.a 3. hybridizace); translokaci mezi chromosomem 7 a
neidentifikovanym chromosomem.

FISH technika je velmi vhodnym prostfedkem pro studium vzniku aberaci po ozateni.
Ukazuje, ze n€které dvojice chromosomli mohou tvofit vyménné aberace s vyssi cetnosti, nez
se da cekat z jejich molekularni hmotnosti. Jsou to pravé ty dvojice, jez se Casto vyskytuji

také u zhoubnych onemocnéni.

15.3. Prispévek novych vysledkii k FeSeni starych problémi

15.3.1.  Geneticka  nestabilita - pFi¢ina nebo privodni jev  thoubnych
nadorovych onemocnéni?

Genetickéd nestabilita genomu (GN) je dlouho diskutovanym jevem, kterému mnozi
autofi prikladaji velky vyznam v onkogenezi. Proto se timto jevem budeme blize zabyvat.

Normalni buiika mé k dispozici systém pro udrzeni stability, tj. pro zajisténi piesné

duplikace genetického materidlu a jeho rozdéleni do dcefinych buné&k. Tento systém zahrnuje
nekolik set genti. U zhoubnych onemocnéni se pozoruji zmény v primarni struktuie genomu;
obvykle tim vice, ¢im agresivngjsi je nador. Casto se pozoruje tzv. aneuploidie, tj. odlisny
poCet chromosomil. Tyto skutecnosti odpovidaji "teorii somatickych mutaci", jez byla
navrzena némeckym embryologem Boverim jiz v roce 1914. GN miize byt zptisobena defekty
v celé rad¢ gentl. Tyto defekty mizeme pozorovat napft. jako chromosomové aberace.
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Vznik zhoubnych onemocnéni lze popsat na zakladé GN zhruba takto: 1) Dojde k
iniciaci v jedné buiice, ktera se CasteCn¢ vymkne ristové kontrole a stane se geneticky
nestabilni. 2) V expandujici populaci buné€k dochazi ke genetickym zménam, které jsou
vétSinou eliminovany (vzhledem k metabolickym nevyhoddm, které znamend vytazeni
urcitych gentl), avSak s urcitou frekvenci mohou vzniknout mutace s dodatecnou vyhodou pro
rust a Sifeni nddorové populace. 3) Probéhne postupnd, evoluéni selekce kloni bunék, které
jsou vice a vice abnormalni jak geneticky, tak biologicky, az nakonec nador svého hostitele
usmrti. GN zvySuje prizptisobivost bunék a vysvétluje tak celou fadu jevi, jako je invaze
malignich bunék do cizi tkané, adaptace novym podminkam v této tkani, vytvéfeni si
krevniho zasobeni v nadoru, klamani imunitniho systému apod. GN vysvétluje také
mnohotvarnost nadorovych onemocnéni a vznik rezistence k chemoterapii.

Ionizujici zafeni indukuje genetickou nestabilitu (ptehled viz Morgan 1996), a to jak
zéateni s nizkym linearnim pfenosem energie (LPE), tak s vysokym LPE (a-Castice). GN se
pozoruje po nekolik generacich od ozafeni, kdy se fixuje poskozeni tzv. mutatorového genu.
Zastanci mechanismu radia¢ni onkogeneze, ktery je zalozeny na GN, tedy pfedpokladaji, Ze
onkogeneze spociva v indukci mutace (v mutatorovém genu), kterd vede k mutacnimu
fenotypu buiky (Hall 2001). To vysvétluje také vysokou cetnost indukce transformovanych
bunck po ozéfeni, ktera je daleko vyssi, nez by odpovidalo ¢etnosti indukce mutace v jednom

Teorie GN, jako zékladni fenomén onkogeneze, ma vSak sva slaba mista, zejména pii
vysvétleni iniciace zhoubného onemocnéni. U fady zhoubnych onemocnéni je v soucasné
dob€ znama genetickd zména, ktera je pri¢inou vzniku nddoru a miize se Casto vyskytovat u
pacienta jako jedina genetickd zména - napf. translokace geni ABL/BCR u chronické
udalost zde musela byt specifickou genetickou zménou. Podptrna faze (angl. promotion) pak
nevyzadovala dalsi zmény genomu. U CML se také vyviji GN v priabéhu onemocnéni a
vznikaji sekundérni aberace, ale tento proces je pomérné¢ pomaly (n€kolik let). Logickym
vysvétlenim je tedy to, Ze prvotni genetickd zména je pfiCinou GN. Jestlize by byla GN
prvotni, dalo by se ¢ekat, ze v maligni populaci bun¢k budou ptitomny dalsi genetické zmény
- at uz majici pozitivni efekt z hlediska proliferace nebo indiferentni. Jak se zda, toto
pozorovani je v rozporu s teorii radiacni onkogeneze jako dusledku GN. Kromé toho byly
translokace ABL/BCR nalezeny v buiikach bezprostfedné po ozareni (Ito et a., 1995).

V posledni dobé byla GN pozorovéana také v buiikach jako disledek BE (Seymour
and Mothersill, 1997, Watson et al., 2000, viz také kapitola o BE). Jako pfi¢inu BE 1 GN se
nejcastéji zminuji reaktivni kyslikové nebo dusikové radikaly (pfesnéji ,,reactive oxygen or
nitrogen species®).

GN je mnoha autory povazovana za prvotni pfi¢inu zhoubnych onemocnéni, a to jak
po ozafeni, tak obecné. Zda se vSak, ze tento zavér nemusi byt - vzhledem k uniformité
malignich klonli v n¢kterych piipadech - pravdivy. SpiSe se nabizi vysvétleni, Ze iniciace je
udalost ve specifickém lokusu, coz ovS§em nevylucuje celou fadu takovych udalosti v ozaiené
populaci, které se vSak neuplatni. In vitro vznikd ziejmé GN ve velké cCasti populace
porusenim nékteré¢ho z genti mutatorového typu.
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15.3.2. Individualni radiosensitivita
Existuje n¢kolik studii, ze kterych lze usuzovat na moznost stanoveni individudlni
sensitivity k ozafeni. To by samoziejmé mélo vyznam pro radiacni ochranu.

Bylo zjisténo, Ze citlivost chromosomti k indukci aberaci je vétsi pro fadu ptipadi
osob, u kterych je také zvysSena pravdépodobnost onkogeneze; kromé toho mohou mit vyssi
vyskyt aberaci v periferni krvi také pacienti se solidnimi nddory. Navrzeny mechanismus
spociva v poskozeni kritickych genti (napt. genli odpovédnych za reparaci). Problémem zde
zustava otazka rozptylu méfeni — napf. pro pacienty se zhoubnym onemocnénim je sttedni
hodnota vyskytu aberaci podstatné vyssi nez u zdravé populace, nicméné rozptyl je tak velky,
ze u konkrétniho clovéka nelze fici, ke které skupiné patfi. Zkoumani tohoto rozptylu pro
metodu pocitani mikrojader a pocitani aberaci v metafazi ukéazalo, Ze intraindividualni
variabilita (opakované méfeni u stejného clovéka) je podobna jako interindividualni (méteni u
riznych jedincii). Bylo proto doporuceno €init zavéry az po opakovaném stanoveni téchto
veli¢in u té¢hoz Clovéka. Individudlni radiosensitivita by se mohla stat dilezitym voditkem
pro vybér zaméstnanci pro praci se zafenim. Je vSak nutné dopracovat metody detekce

sensitivnich jedinc.

15.3.4. Biologicka dosimetrie

Za relativné nejlepsi metodu pro biologickou dosimetrii je povazovana metoda
analyzy dicentriki uzitim fluorescenc¢niho +Giemsa barveni (FPG) tak, aby se detekovaly
pouze prvni mitézy. Mnoho pokusti bylo uc¢inéno s FISH technikou (fluorescencni in situ
hybridizace), ktera umoziuje detekovat translokace (viz obr.16), tj. aberace, které jsou daleko
stabilngjs$i nez dicentriky, a to by FISH techniku ptfedurcovalo k detekci ozareni v minulosti.
Bohuzel, vysledky epidemiologickych studii ukazaly na fadu problému, spojenych s takovy
meéfenim (napf. moznost vzniku a pomnozeni klonti nesoucich aberaci, které mohou vést
k nespravnym odhadtim, viz obr. 217).

Moderni, vysoce prichodné technologie umoziujici screening exprese velkého poctu
gent vedly k navrhu nového systému pro biologickou dosimetrii — cilem bylo definovat
systém gent, podle jejichz exprese by se stanovila davka (celotélovd) a doba ozafeni. Autofi
zjistili, ze nejsilngjsi byla odpoveéd’ genu DDB2, ktery kdduje p48 podjednotku XPE proteinu
odpovédného za UV sensitivitu. Indukce DDB2 a CDKNIA je linearni s davkou v rozsahu
0,2-2 Gy pti métfeni 24 a 48 h po ozafeni. Naopak pro 72 h vykazovaly davkové zavislosti

silné nelinearity s lokdlnim maximem kolem 0.5 Gy.
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Obr. 217 Pomér mezi poctem dicentrikii urcenych standardni metodou biologické dosimetrie a poctem
translokaci detekovanych delsi dobu po ozareni v zavislosti na ddavce zareni pro osoby ozdrené pri radiacni
nehode. Je zirejmé, ze obé metody si prilis neodpovidaji.

15.3.5. Pravdépodobny mechanismus (radiacni) onkogeneze

Vznik zhoubnych onemocnéni (onkogeneze) je vicestupnovy proces, ktery se
uskutecniuje na bunécné urovni a jehoz zékladem je zména DNA koédu (genetickd zména).
Jednotlivy stupen predstavuje: (i) zmeénu uvnitt jednotlivé buiiky a (ii) nasledny vznik klonu
zménénych bunék, ktery je teréem pro dalsi stupeil procesu. Nelze vyloucit, Ze nékteré stupné
onkogeneze jsou vSak zplsobeny zménou exprese genu(ll) bez genetické zmény (tzv.
epigeneticky mechanismus onkogeneze). Jednotlivé stupné onkogeneze nejsou presné znamy;
naSe znalosti se vSak v posledni dobé enormné rozsifily a jejich objem nartistd doslova
kazdym dnem.

Jednou zetap, ktera vyznamné prispéla k pochopeni onkogeneze, bylo obdobi
identifikace onkogeni a tumor-supresorovych genl (viz napt. Rabbitts 1994). Mechanismus
pusobeni onkogenti mize byt riizny: mohou piispivat ke vstupu bun¢k do bunécéného cyklu,
inhibovat apoptosu (programovanu bunénou smrt) nebo ménit povrchové vlastnosti bunék a
prispivat tak ke vzniku metastdz. Tumor-supresorové geny naopak blokuji cestu ke vzniku
zhoubnych onemocnéni, napt. tim, Ze navodi apoptézu buiky pfi vazném poskozeni genomu.
Ukazalo se, ze aktivace onkogenu nebo inaktivace tumor-supresorového genu miize vést ke
vzniku zhoubného nddoru. Tyto zmény jsou nasledkem poSkozeni genomu, které lze

v nékterych pfipadech pozorovat cytogenetickymi metodami, zejména jako delece,
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translokace nebo inverse. Delece je typickym piikladem genetické zmény, ktera mize vést
k vyfazeni tumor-supresorového genu z funkce. Naopak translokace a inverse se uplatiuji pii
aktivaci onkogend. Aktivace se uskuteCniuje tak, ze dany onkogen (nebo jeho Cast) se
v disledku genetické zmény ocitne v blizkosti jinych genetickych elementd, at’ uz na stejném
nebo jiném chromosomu, které zptisobuji jeho intenzivni expresi. Existuje cela fada ptikladu:
aktivace c-MYC genu u Burkittova lymfomu pienesenim do blizkosti IGH genu (IGH je
intenzivné transkribovan, nebot’ zabezpecuje imunitni odpovéd’ bunck); c-ABL gen se
aktivuje u CML po t(9;22) translokaci; BCL2 gen se rovnéz aktivuje pfenesenim do blizkosti
IGH atd.

Je zfejmé, Ze vicestupnovy charakter onkogeneze souvisi pravé s pirekonanim
vicendsobnych bariér, kterymi se organismus jisti proti jejimu vzniku. PoSkozeni tumor-
potvrzenim hypotézy o rozhodujici roli genetickych poSkozeni pii vzniku zhoubnych
onemocnéni je korelace mezi mutageny a kancerogeny. Rozsahlymi testy bylo ovéfeno, ze
latky, které plisobi mutagenné, tj. poskozuji DNA bunék, jsou také u¢innymi kancerogeny a
naopak. Onkogeneze zahrnuje kromé genetickych zmén také pomnoZeni jednotlivych
bunécnych populaci, které v disledku genetickych zmén mohou ménit své vlastnosti (rychlost
déleni, povrchové vlastnosti, zptisob ristu apod). Jednou z nejdulezitéjSich zmén, které jsou
pozorovany, je genetickd nestabilita nddorovych populaci. Dochazi v nich s vysokou Cetnosti
k dal§im genetickym zménam, které jiz nevyzaduji pisobeni kancerogenti. Z toho plyne, ze
fada vnéjSich faktorii miize ovlivnit tyto procesy.

Klasicky se rozlisuji nasledujici faze onkogeneze: iniciace, podpiirnad faze a progrese.
Pojmy iniciace a podpurna faze byly zavedeny na zéklad¢ vysledka experimentt, ve kterych
pusobeni jednoho agens (napft. zafeni) bylo nedostate¢né pii ur€itych davkach pro vyvolani
nadoru, zatimco v kombinaci s dal$im agens (které samostatné nador nevyvolavalo) vedlo k
meéfitelné Urovni onkogeneze. Synergické plsobeni zafeni jako iniciacniho agens a
specifického promocniho ¢inidla bylo zjisténo pro fadu rtiznych bunéénych systému a tkani.
Dalsi vyzkumy vsak ukazaly, Ze n€ktera promocni €inidla také vyvolavaji poskozeni DNA,
zejména prostiednictvim indukce volnych radikall, a také chromosomové aberace. Zda se
tedy, ze procesy iniciace a podpurna faze nelze vzdy piesné oddélit, a ze cely proces
onkogeneze je tim vice spojen s kumulaci poskozeni DNA. Tomu odpovida také skutecnost,
7e zateni a také nékteré chemické kancerogeny jsou ucinné také v jedné davce, jestlize je
dostate¢n¢ vysokd nebo pti opakované aplikaci, a mohou tedy "zastoupit" promocni ¢inidlo.

Na druhé stran¢, iniciace vzdy nestaci na vyvolani zhoubného onemocnéni, nebot’ existuji
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latky, které mohou potlacit maligni fenotyp buiky, kterd je geneticky jiz zménéna (napf.
retinova kyselina u akutni promyelocytické leukémie).

Pod pojmem progrese se obvykle mysli nabyti agresivity (malignity) u jiz existujiciho
nadoru v dusledku genetické nestability; mezni formou progrese je konverze benigniho
charakteru nadoru na maligni. O zafeni je zndmo, ze muze pfispet k progresi nadoru (urychlit
jeho vyvoj). Uvedené déleni vyvojovych stupiii onkogeneze nema obecnou platnost a presné
vymezeni. Jednotlivé faze nelze ptifadit vSem druhiim zhoubnych nadort.

Malo je znamo o Uloze tzv epigenetickych faktori v onkogenezi. Témito faktory se
n¢kdy mylné rozumi vlivy prostiedi (dieta, zivotni styl, stresy apod). V odborné literature se
pod pojmem epigenetické faktory rozumi vymezené jevy, ve kterych je exprese genu
ovlivnéna dédi¢né jinak nez zménou genomu. Je to (1) metylace DNA, (ii) acytylace histont,
(iii) struktura chromatinu a (iv) lokalni kontrola exprese genti. Tyto faktory spolu souvisi a
vime, Ze metylace DNA (deacetylace histoni, kondenzace chromatinu) vede k inaktivaci genti
uvnitt zménéné oblasti a miize vést také k vyrazeni tumor-supresorového genu z ¢innosti a
prispét tak ke vzniku zhoubného onemocnéni. Charakter metylace genomu se miiZze pienasSet
z bunky do jejiho potomstva pti déleni, coz umoziuje vznik klonu. Nakupeni epigenetickych
zmeén s ¢asem se tak jevi moznym mechanismem evoluce nddoru. Vzhledem k argumentaci
uvedené vyse je vSak zfejmé, ze zékladni pri¢inou vzniku nadort je (alesponi v drtivé vétSing
piipadil) genetickd zména, tj aktivace onkogent nebo inaktivace tumor-supresorovych gent.
Epigenetické faktory mohou pfispét nejspise ve stadiu podptrné faze a progrese.

Obdobi hledani jednotlivych onkogenti a postupné zkoumani mechanisml jejich
pusobeni se vSak stalo minulosti, Ize fici minulym stoletim. Biologicka revoluce postoupila

nevidanym tempem kuptedu.

15.4. Perspektivy dalSiho vyzkumu - technologie nového tisicileti

S nastupem nového stoleti (a také tisicileti) bychom ocekavali dalsi dtlezitou etapu; ta

skute¢né pfisla a s neCekanym rozmachem. Bylo dokonceno sekvenovani lidského genomu

(urceni posloupnosti nukleotidi ve vSech chromosomech). Byly stanoveny sekvence
prakticky vSech gend a uz v prubéhu sekvenace bylo mozné dosazené vysledky vyuzit pro
hledani novych onkogeni (s pfekvapenim bylo zjisténo, Ze celkovy pocet gent je pouze 30-
40, 000).

Vyznam znalosti primarni struktury vSech gent se vSak vynofil teprve v okamziku,

kdy pfiSla na scénu robotika na mikroskopické urovni, kterd oteviela cestu k vyzkumu
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velkého poctu molekul soucasné. Vznik technologie DNA-Cipi nebo ,,DNA-microarrays™
umoziuje na malém prostoru zkoumat prakticky soucasné vSechny lidské geny, jejich
varianty, jejich poskozeni a funkci. V kostce feceno, funkce genomu v konkrétni bunécéné
populaci se touto metodou da prenést na jedno sklicko. V ¢em spociva metoda DNA-Ciptu?
Popularné vysvétleno se DNA sekvence mnoha gend nanesou na jedno sklicko do matice
napt. 100x100 bodi, v kazdém bodé¢ je nanesena robotem DNA pouze jednoho genu. Takova
sklicka (DNA ¢&ipy) se pak prodavaji, takze si je laboratofe mohou koupit. Z bun¢k se da
izolovat latka, ktera po naneseni na sklicko zptisobi barevnou reakci v misté kazdé tecky, a to
tim silnéjsi, ¢im vice je exprimovany (pouzivany) gen, jehoz DNA v daném bodé¢ je.
Vyhodnoceni sklicka se provadi skenerem v automatickém rezimu a vysledkem je obrovské
mnozstvi daji o buiice. Tento soubor mize byt v uréitém smyslu vycerpavajici (uplny) a
tvoti tedy profil buiikky nebo tkané¢ ("signature"). Uvedené uspéchy spolecné s rozvojem

proteomiky a bioinformatiky jsou velmi nadéjné. Rozbihaji se nové projekty, jako je napf.

,Cancer Genome Anatomy Project®, které si kladou za cil identifikovat molekularni podstatu
riznych zhoubnych onemocnéni.

Dalsi velmi dutlezitou technologii jsou vizualizacni techniky optické mikroskopie,
které rovnéz prodélavaji prudky vyvoj. Jesté jsme nestacili zuzitkovat vyhody ,,standardni*
konfokalni mikroskopie, kdyz se objevuji ne¢ekané cesty ke zvyseni rozliSeni pod optickou
mez (0.2-0.3 pm), jako je dvoufotonovd mikroskopie, spektralni mikroskopie nebo
mikroskopie zaloZzena na stojaté vin€. Kromé toho, zvySovani vykonu vypocetni techniky
vedlo k vyvoji novych digitalnich pfistupti v optické mikroskopii. Na rozdil od elektronové
mikroskopie ma opticka mikroskopie fadu vyhod. Kromé relativné nizké pofizovaci ceny je to
zejména snadna manipulace s biologickym objektem. Bouflivy vyvoj zaznamenaly metody
piipravy biologickych vzorkii pro pozorovani. Pro ilustraci uvedeme tzv. FISH techniku, ktera
umoznuje zviditelnit v jadie bunky jednotlivé geny a chromosomy pii prostorovém zachovani
struktury jadra. V soucasnosti existuji technologie umoznujici pozorovat strukturdlni detaily
in vivo - v zivé bufice.

Co se da ocekavat v oblasti onkologie? Krom¢ identifikace poskozeni gent je o€ividné
dilezité védet, jak tato poskozeni bunku ovliviuji, tj. které geny se v disledku poSkozeni
»zapinaji“ a které ,,vypinaji“. Poznani téchto naslednych zmén by ndm pak mohlo umoznit
identifikaci mista vhodného pro ovlivnéni procesu onkogeneze — navrzeni lécby. Prvni
vysledky ukazuji, Ze zmény funkce genti v nadorech jsou velmi $iroké, tj. velky pocet genti
meéni svou expresi. Tak napf. u akutni promyelocytické leukémie vznikd v disledku

translokace PML/RARa genti a nasledné plisobenim tzv. fuzniho proteinu dochazi k aktivaci
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genl chromosomu X (Xq28 band), 16 (16q24.1-3), a naopak utlumeni gend na q-raminku
chromosomu 22, v okoli centromery chromosomu 17 a na chromosomu 19 (19p13.3-
19p13.2). Seznam konkrétnich genli je velmi dlouhy. DNA-Cipy umozni dale sledovat
kinetiku téchto zmén a jejich ovlivnéni lécebnymi prostiedky. Mechanismy interakce
jednotlivych proteinti jsou predmétem proteomiky. Vizualizaéni techniky pak mohou pfispét
vyjasnénim prostorovych vztahli mezi interagujicimi molekulami, které jsou dualezité z toho

divodu, Ze reakce v jadie buiiky siln€ zavisi na prostorovém uspotradani.
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