UNIVERZITA PARDUBICE

FAKULTA CHEMICKO — TECHNOLOGICKA

KORELACE BUNECNEHO CYKLU A PRIMARNI RASINKY
PO UCINKU IONIZUJICIHO ZARENI

Bc. Dana-Victoria Vasquezova

Diplomova prace

2020



Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2019/2020

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a pfijmeni:  Bc. Dana-Victoria Vasquezova

Osobni ¢islo: C17458

Studijni program: ~ N3912 Specialni chemicko-biologické obory

Studijni obor: Bioanalytik

Téma préce: Korelace bunécného cyklu a primarni fasinky po déinku ionizujiciho
zareni

Zadavajici katedra:  Katedra biologickych a biochemickych véd

Zasady pro vypracovani
Teoreticka cast:
V teoretické Casti bude popsan soucasny stav problematiky, regulace bunétného cyklu, viiv ionizujici-

ho zéFeni na primérnf fasinku a bunécny cyklus, odpovéd bunék na ionizujici zateni.

Experimentalni ¢ast:

Stanoveni davkové zavislosti Ucinku ionizujiciho zaFeni na proliferaci a smrt buné¢né linie fibroblas-
td.

S vybranymi vhodnymi davkami zafeni bude sledovana dynamika jejich ptisobeni v &ase, indukci zmén
v bunéném cyklu pomoci méFeni obsahu DNA v buiikéch za vyuiti préitokové cytometrie.

Analyza zmén primérni fasinky v disledku efektu davek zareni pomoci imunofluorescence.



Rozsah pracovni zpravy:
Rozsah grafickych praci:

Forma zpracovani diplomové préce:

Seznam doporucené literatury:

Vedouci diplomové prace:

Konzultant diplomové prace:

Datum zadani diplomové prace:

Termin odevzdani diplomové préce:

prof. Ing. Petr Kalenda, CSc.
dékan

V Pardubicich dne 28. Gnora 2020

25s.
dle potieby
tisténa

RNDr. Karel Kralovec, Ph.D.
Katedra biologickych a biochemickych véd

Mgr. Alzbéta Filipova, Ph.D.
Fakulta vojenského zdravotnictvi - Katedra radio-
biologie

20. prosince 2019
7. kvétna 2020

LS

prof. Mgr. Roman Kandar, Ph.D.
vedouci katedry




Prohlasuji:

Tuto praci jsem vypracovala samostatné. Veskeré literarni prameny a informace, které jsem

Vv praci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury.

Byla jsem sezndmena S tim, ze se Na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici
ze zékona ¢. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich S pradvem autorskym
ao0zmeéné nekterych zakont (autorsky zdkon), ve znéni pozdéjSich predpist, zejména se
skutecnosti, ze Univerzita Pardubice ma pravo na uzavieni licenéni smlouvy o uziti této prace jako
Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského zékona, a s tim, ze pokud dojde k uziti této prace
mnou nebo bude poskytnuta licence o wuziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice
opravnéna ode mne pozadovat piiméreny prispévek na uhradu nékladi, které na vytvoreni dila

vynalozila, a to podle okolnosti az do jejich skute¢né vyse.

Beru na védomi, Ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych Skolach a 0 zméné
a doplnéni dalSich zdkonl (zakon o vysokych Skolach), ve znéni pozdéjsich predpist, a smérnici
Univerzity Pardubice ¢. 7/2019 Pravidla pro odevzdavani, zvefejiovani a formalni
upravu zavérecnych praci, ve znéni pozdéjsich dodatki, bude prace zvetejnéna prosttednictvim

Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.
V Praze dne

Dana-Victoria Vasquezova



PODEKOVANI:

Na tomto mist¢ bych rada podékovala své Skolitelce Mgr. Alzbété Filipové, Ph.D.
zapodnétné rady, ochotu a pomoc pifi vytvafeni této diplomové prace, dale také
plk. git. doc. MVDr. Zuzang Sinkorové, Ph.D. za pomoc pii vyhodnocovani vysledkil a umoznéni
provedeni prace na pracovisti katedry radiobiologie. Dale bych rada podékovala mému vedoucimu
diplomové prace RNDr. Karlu Kréalovcovi, Ph.D. za cenné rady a pfipominky k této praci.
M¢ pode€kovani patii taktézZ mé rodiné€ a blizkym za podporu a pochopeni po celou dobu mého

studia.



ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva cytoskeletalnimi zmé&nami, které zde reprezentuje primarni
fasinka, v bufice po jejim ovlivnéni ionizujicim zafenim. Zejména analyzuje vyskyt a velikost
primarni fasinky v souvislosti Sriizné¢ vysokymi ddvkami ionizujicitho zafeni, prozkoumava
miru proliferace a viability bunék v souvislosti S ozafenim a také zkouma zmény v bunécném
cyklu, které¢ se po ovlivnéni uskutecnily. Vyhodnoceni probihala na zaklad¢ vysledku WST-1
testl, imunofluorescenc¢niho barveni a analyzy bunééného cyklu na pritokovém cytometru

U ozafenych bunék se srovnanim v neozaienou kontrolou.
KLiCOVA SLOVA

primarni fasinka, ionizujici zafeni, bunéény cyklus, radiorezistence, imunofluorescenc¢ni barvent,

proliferace bunék

TITLE

Correlation of the cell cycle and primary cilia after exposure to ionizing radiation.
ANNOTATION

This thesis deals with cytoskeletal changes in the cell after its influence with ionizing radiation.
In particular, it analyzes the occurrence and size of primary cilia in connection with variously
high doses of ionizing radiation, examines the rate of cell proliferation and death in connection
with irradiation, and also examines the changes in the cell cycle that have occurred after
exposure. Evaluations were based on the results of the WST-1 test, immunofluorescence
microscopy, and cell cycle analysis on a flow cytometer in irradiated cells compared to an

unaffected control.

KEYWORDS

primary cilia, ionizing radiation, cell cycle, immunofluorescence microscopy, cell proliferation
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1.1. Seznam zkratek

ASRS adaptivni odpovédi na preziti (Adaptive survival responses)
ATM ataxia-telangiectasia mutovana kinaza

BCC byzocelularni karcinomy

CDK cyklin-dependentni proteinové kinazy

CKI1 inhibi¢ni proteiny cyklin-dependentnich proteinovych kinaz
COPD chronické obstruk¢ni nemoc plic

Dapi  4',6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride

DDR sit signaliza¢nich faktorti opravujicich DNA (DNA damage response)
DHh  signalni draha Desert hedgehog

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's médium s GlutaMAXem
DNA deoxyribonukleova kyselina

DSB dvoufetézcové zlomy DNA (Double-Strand Breaks)

GliRs Gli repressor forms (GliRs)

Hh  signalni draha Hedgehog

HR  homologni rekombinace

IFT  mechanismus intraflagelarniho transportu

IHh  signalni draha Indian hedgehog

1z ionizujici zafeni

LDH Ilaktatdehydrogenaza

NHEJ nehomologni koncové spojeni

NHEJ nehomologni spojovéani koncit DNA

Notch signalni draha Notch

PBS fosfatovy pufr (Phosphate buffered saline)

RNA ribonukleové kyselina

ROS reaktivni formy kysliku — radikaly

SSB  jednofetézcové zlomy DNA (Single-Strand Breaks)

Wnt  Wingless/Int-1 signaliza¢ni draha
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2. UVOD

Zakladni stavebni jednotka vSech organismi, bunika, md mnoho zptsobtl, kterymi reaguje
na své okolni prostfedi, a kterymi si zjiStuje informace o okolnim prostiedi. Mezi zakladni
mechanismy komunikace s okolim patii membranova spojeni, adhezivni proteiny, iontové kanaly
a fada receptord membranovych i nitrobunécnych. Jako dalsi specidlni druh komunikace po nékteré

faze bunécného cyklu bunka disponuje primarni fasinkou.

Primarni fasinka coby jedinecna senzorickd bunécné organela je velmi dilezitou soucasti
téchto komunikacnich procest. Napomaha udrzovat bunéfnou homeostazu, ¢imz zajistuje
optimalni podminky pro zivot buniky. Jeji pfitomnost na povrchu burnky neni trvala, vyskytuje se
pouze v klidové fazi G1 (GO0) a na pocatku S faze bunéc¢ného cyklu, naopak s prichodem G2 faze
je (zpétné€) resorbovana. Vyrlsta na konci mitdzy téméft U vSech bunék jako dlouhy tenky vyristek
z bazélniho téliska, na které se pfeménila matetfska centriola. Primarni fasinka mé velky potencial
zodpoveédét otazky, v jakém stavu se bunika nachazi ¢i jak moc je poskozend po nejriiznéjSich
chemickych nebo fyzikalnich ovlivnénich. Déale miize nabidnout odpovédi na otazky spojené

s mezibunéénou komunikaci nebo jednotlivymi bunéénymi pochody.

Tato diplomova prace zkouma piedevsim funkéni zmény cytoskeletu reprezentovaného
primarni fasinkou, protoze se jedna o velmi signifikantni ukazatel stavu bunky. Jak reaguje fasinka
na rizné¢ vysoké hladiny ionizujiciho zafeni? Koreluje jeji délka s velikosti absorbované davky?
Existuje i poozafovani vztah mezi fazi bunééného cyklu, ve kterém se buitkka nachazi,

a mezi vyskytem primarni fasinky?
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3. CILE DIPLOMOVE PRACE

Hlavnim cilem mé diplomové prace je zhodnotit vyskyt a velikost primarni fasinky
v souvislosti s rizné vysokymi davkami ionizujiciho zafeni v porovnani S neozaienou kontrolou.
Dil¢im cilem této diplomové prace je analyzovat davkovou zavislost ucinku ionizujiciho zareni
na proliferaci a smrt bunék a stejné tak zhodnotit indukci zmén v bunééném cyklu pomoci méteni

obsahu DNA v jadfe bun¢k za vyuziti pritokové cytometrie.
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4. TEORETICKA CAST

4.1. Bunéény cyklus

Pro zachovani organismu zivotaschopného a vitalniho je potfeba bunécna obmeéna, protoze
buniky nejsou nesmrtelné. Jednotlivé buiiky nejsou nesmrtelné a jejich dostatek se zajist'uje novymi
a novymi generacemi dcefinych totoznych bunék s bunkami predchozi generace. Kazdym
generac¢nim cyklem, jak se nazyva jeden bunéény cyklus, na jehoz konci se z jedné bunky vytvori
dvé bunky totozné dcefiné, se tedy stavebni jednotka kazdého organismu obnovuje.
DNA v kazdém chromozomu je potfeba vérné zreplikovat a tyto zreplikované chromozomy
nasledn¢ presné rozdelit do dcefinych bunék, aby byla zachovana jejich funk¢nost. Délka
generac¢niho cyklu ma velice rozdilnou délku. Toto obnovovani jiz probiha miliardy let a dava

vzniknout jedine¢nym zivocichlim a rostlindm.

Bunéény cyklus je posloupnost udalosti, pfiniz jsou bunééné slozky zdvojnasobeny
a nasledné presné rozdéleny do dvou dcefinych bunék. Cyklicky se opakuje a trvd od jednoho

bunécéného déleni k bunéénému deéleni nasledujicimu (BisSova, 2018; Barnum, 2014).

4.2. Regulace bunécného cyklu
Bunéény cyklus se sklada ze ctyt po sobé jdoucich cCasti, jak je patrné na obrazku €. 1,
kde jsou jednotlivé Casti oznaeny barevnymi Sipkami. Zacina G1 fazi, ristovou piipravnou fazi
(grow), pokracuje S fazi, tzv. syntetickou fazi, dale druhou rtistovou fazi G2 a uzavira jej mitoticka

M faze (Bisova, 2018; Barnum, 2014).
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Obrazek €. 1: Schématické znazornéni eukaryotického bunééného cyklu véetné znazornéni
jednotlivych kontrolnich uzli a jejich pfislusnych zaméfeni. Komplexy Cyklin-CDK jsou tizeny
prostiednictvim kontrolnich bodt, jejichz Glohou je zabranit tomu, aby bunka postupovala do dalsi faze,
neni-li to dovoleno - jsou umistény pied Sipkou oznadujici odpovidajici fazi bunééného cyklu. Upraveno
podle (El-Aouar Filho, 2017)

V prubéhu ristové piipravné faze G1 (modra Sipka) si builka nashroméazdi dostate¢né
energetické rezervy, které miize pouzit pro syntézu RNA, proteini a enzymu (BiSova, 2018;
Schafer, 2016; Barnum, 2014). Ristova faze trva od chvile, kdy je buiika po mitéze schopna
samostatné fungovat, a kon¢i v momenté zahajeni replikace DNA pro pfisti bunéénou generaci.
Zpravidla G1 faze trva nejdelsi dobu ze vSech fazi bunécného cyklu. GO faze je takzvana klidova
faze. Tato faze probiha ve chvili, kdyz buika reverzibiln¢ ustoupi z cyklu déleni v reakci napiiklad
na vysokou koncentraci bunék v okoli nebo expozici mitogenim. Stejné¢ tak buiky
mohou nevratné vystoupit z buné¢ného cyklu a vstoupit do klidové GO faze v piipadé diferenciace
nebo senescence. Prave proto, se vétsina bunék v lidském téle nachazi v klidové fazi GO. Do tohoto
stadia se nevratné stahuji napiiklad neurony, myocyty nebo epitelidlni bunky kize. Bunky

mohou do faze GO vstoupit také reverzibilné. Takto vratn¢ se do GO faze dostavaji napiiklad
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hepatocyty, dale bunky folikult stitné zlazy, anebo také gliové buiky. Aktivné proliferujici buiky
Jsou umistény zejména Vv ¢astech sebe obnovujicich se tkani, jako je epitel a kostni dien (Schafer,

2016; Williams, 2012).

Nasleduje faze S (Cervena Sipka na obrazku ¢. 1), takzvana faze syntézy DNA. Pfi této ¢asti
bunécného cyklu dochazi k replikaci jaderné DNA, mnozstvi DNA se zdvojnasobi. Jeho mnozstvi
naroste z 2n na 4n. K ur¢eni mnozstvi DNA v jadfe se pouziva pojem ploidie. Ploidie znaci pocet
homolognich sad chromozoma v bunce. Neni UvSech organisml stejna. Lidské bunky
jsou v zasad¢ diploidni, coz znamena, ze obsahuji 2 sady chromozomu, jednu od matky a
druhou od otce, ale n¢které lidské buniky jsou haploidni, obsahuji jen jednu sadu chromozomi - 1n.
Jsou to buiiky pohlavni. V zivoci$né a rostlinné isi nejsou vyjimkou ani polyploidie rizného typu

(El-Aouar Filho, 2017; Schafer, 2016; Williams, 2012).

Pti druhé ptipravné fazi G2 (modrozelena Sipka) se buiika pfipravuje na vstup do mitdzy.
Této fazi se také tika premitoticka. Dilezita je kontrola S faze, zda probéhla spravné, jestli je
replikace Giplna a jadro v potadku. Piipadné probihaji postreplikacni opravy. V této ¢asti bunéného
cyklu také bunka vice roste, nékteré organely se zdvojuji a tvoii se dalsi struktury nezbytné
pro rozdéleni bunky. Na konci G2 faze za¢ina kondenzace chromatinu (El-Aouar Filho, 2017;
Schafer, 2016; Williams, 2012).

Ve fazi M neboli mitéze (zluta Sipka) se duplikované chromozomy rozd€li spolecné
S bunénymi organelami a burika se rozd¢€li na dvé shodné dcefiné buiniky nové generace. Mitéza
se sklada z profaze, metafaze, anafaze a telofaze (BiSova, 2018; El-Aouar Filho, 2017; Schafer,
2016; Williams, 2012).

4.2.1. Kontrolni body buné¢ného cyklu

Vzhledem Kk nezbytnosti identifikace a eliminace neptiméfené proliferujicich bunék existuji
regulatory bunécéného cyklu ovliviiujici déleni bunék a bunéénou smrt. Kromé téchto
elementarnich funkci tyto mechanismy také udrzuji spravnost a tplnost dil¢ich udalosti
pfi bunéném cyklu a pomahaji dodrZovat jejich nalezité pofadi. Tyto dil¢i funkce provadéji
regulatory bunécného cyklu na zéklad¢ informaci z extracelularniho a intraceluldrniho prostredi.
Jednotlivé kontrolni uzly, ve kterych regulaéni mechanismy puasobi, se vyskytuji jednak
na prelomu faze G1 a S, dale v S fazi a také béhem faze G2 a M faze. V ptipadé, ze zjisti chybu,
tak drahy kontrolniho uzlu ptenesou signal do efektori, které mohou regulovat progresi bunééného

cyklu, dokud nebude problém vyfesen. Alternativou opravy je podstoupeni apoptozy v piipade, ze
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je poskozeni moc vyznamné, nez aby bylo opraveno, anebo pokud bunka neumi DNA sama opravit

(El-Aouar Filho, 2017; King, 1998; Williams, 2012).

Hlavnim rozhodovacim kontrolnim bodem pro buniku je bezpochyby kontrolni uzel v G1
fazi. Je to primarni body, ve kterém se bunka musi rozhodnout, zda se ma nebo nema d¢lit. Projde-
li buiika G1 kontrolnim bodem do S faze, nendvratné se zavaze, ze se rozd¢li, Zze projde vSemi
fazemi a nenastane-li nevratny problém jako napiiklad poskozena DNA, vytvoii se z ni dvé nové
dcefiné bunky. Kontroluje se zde n¢kolik parametrii. Zejména velikost. Je dostatec¢na pro rozdéleni
a vytvoreni dvou bun¢k? Déle potom ziviny. Jsou energetické zasoby a ziviny dostate¢né pro tento
naro¢ny proces déleni? Molekularni signaly. Dostava burika z okoli pozitivni signaly, napiiklad
rustové faktory od bunck sousednich? A nakonec DNA. Neni porusena nebo jinak poskozena?
Bunka nespliiujici tyto pozadavky nebude postupovat do S faze. Mize napravit svij stav a provést
sérii oprav, anebo vyckat na zlepSeni podminek v GO fazi, aby mohla déleni provést pozdéji

(OpenStax CNX, 2015; Barnum, 2014; Lim, 2013).

V druhém kontrolnim bodé¢, ktery probihd v G2 fazi se opét zkontroluje mnozstvi zivin
chromozomy replikovany a aby tato DNA nebyla poSkozena. Zjisti-li mechanismy tohoto
bodu problémy s DNA, bunéény cyklus okamzité zastavi, aby bufika mohla replikaci dokoncit
anebo se pokusila opravit poskozenou DNA. V piipadé nenapravitelného poskozeni mize buika
provést apoptéozu nebo  programovanou bunécnou smrt.  Tento mechanismus je  dulezity
zejména pro prevenci rakoviny, nekontrolovatelného bunééného déleni, protoze poskozena

DNA neni pfenesena na novou generaci bunék (OpenStax CNX, 2015; Barnum, 2014; Lim, 2013).

Kontrolni bod nachézejici se v M fazi, ve fazi, kde probiha mit6za, ma za tkol zkontrolovat
pribéh mitézy a jeji spravné provedené zakonéeni. Cini tak v anafézi. Najde-li tento bunéény
mechanismus néjaké nesrovnalosti, naptiklad $patné pfiipojeni kinetochoru chromozomu
k délicimu vieténku, bunény cyklus prerusi a spusti reparacni procesy anebo zahaji

programovanou bunéc¢nou smrt (Ullmann; Bernhard, 1995; OpenStax CNX, 2015).

Kontrolni body v G1 a G2 fazi maji tedy za kol provéfit mimo jiné velikost bunék. Bylo
zjisténo, ze velikost dcefinych bun€k a stav vyzivy ovlivituje progresi bunééného cyklu, v ptipadé
vétsich bun€k se proces zrychli a naopak. Jednim z moznych mechanismt je hodnoceni translace

proteinu. MnoZstvi ribosomalni hmoty ukazujici transla¢ni aktivitu by méla korelovat s velkosti
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bunky, takze se predpoklada existence mechanismu zjistujiciho, jak velké mnozstvi ribosomalni

hmoty se nahromadilo (Barnum, 2014).

4.2.2. Regulatory bunééného cyklu

Samotny bunécny cyklus je fizen aktivitou komplext skladajicich se z cyklini A, B, D a E,
které jsou navazany na cyklin-dependentni proteinové kinazy (CDK). Cyklin dependentni kinazy
jsou skupina serinovych a threoninovych kinaz a jejich regulatoru cyklinta (EI-Aouar Filho, 2017;
Williams, 2012). Lidsky genom koduje celkem 20 CDK a 29 gent ruznych cyklindg,
ze kterych se 9 CDK bunécného cyklu plné netcastni. (Malumbres, 2009) Tvorba a aktivita
komplexti cyklin-CDK je regulovana syntézou cyklini a jejich degradaci béhem progrese
buné¢ného cyklu, dale stavem fosforylace CDK anebo vazbou CDK inhibi¢nich proteini (CKI)
na komplexy cyklin-CDK. Mnozstvi exprimovanych cyklinli v zavislosti na bunééném cyKlu lze
najit na ¢asové ose exprese cyklinti béhem bunééného cyklu znazornéné na obrazku ¢. 2 (Williams,

2012; El-Aouar Filho, 2017; Lim, 2013; Barnum, 2014).

4

Cyklin E Cyklin A

Cyklin B

Koncentrace

G1 faze S faze G2 faze  Mitoza

Obrizek 2: Casova osa exprese cyklinGi b&hem bundiného cyklu: Jednotlivé cykliny
jsou exprimovany v raznych stadiich béhem bunééného cyklu. Protoze rizné CDK vyzaduji pro
fungovani specifické cykliny, je to zplisob regulace aktivity CDK béhem bunééného cyklu. Naptiklad
cyklin E je produkovan v pozdni fazi G1 a na zacatku S faze. Upraveno podle (Stauffer, 2018)

Cykliny typu D aktivuji CDK4 a CDK 6, které jsou zapotiebi pro vstup bunék do faze G1.
(El-Aouar Filho, 2017; Williams, 2012) Naptiklad zastavéni v G1 fazi je mozné pusobenim
skupiny Ink4 [INK4A (p16), INK4B (p15), INK4C (p18) a INK4D (p19)] CKI, které inhibuji
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CDK4 a CDKG6, nebo také pomoci skupiny inhibitort Cip / Kip (p21, p27, p57) potlacujicich
aktivitu CDK2 (Williams, 2012; Lim, 2013; Barnum, 2014).

Komplexy cyklin D-CDKA4, cyklin D-CDKG®6 a cyklin E-CDK2 fidi postup G1 pies takzvany
restrikéni bod, ktery zavazuje buiiku dokoncit cyklus. (Williams, 2012) Mezi mitotické cykliny
patii napfiklad cyklin B. Na pocatku G1 faze je nemcfitelny, ale v pribéhu celé interfaze je
syntetizovan, nasledné¢ aktivuje CDK 1 a jako komplex cyklin B-CDK1 umoznuje vstup bunky
do mitozy (EI-Aouar Filho, 2017; Lim, 2013; Barnum, 2014).

Cyklin A a cyklin E v komplexu s CDK2 hraji zasadni roli v pfechodu z faze G1 do S.
Pro vstup buiiky do syntetické faze je totiz ptitomnost tohoto komplexu klicovy. V ptipad¢ zruseni
oveétovacich mechanismi bunééného cyklu hrozi nekontrolovana bunééna maligni proliferace (EI-

Aouar Filho, 2017; Williams, 2012; Lim, 2013; Barnum, 2014).

Skupina cyklint CDK a CKI ov§em nema vyznam jen V ptipadé fizeni bunééného cyklu.
Uzka soucinnost téchto latek je prokazanataké u transkripce, metabolismu, samo obnoveni
kmenovych bunék, neuralni funkce, epigeneticka regulace a spermatogeneze. Dokonce nékteré
z téchto tkold provadéji samostatng, bez vytvoreni CDK-cyklinového komplexu nebo kinazové

aktivity (Lim, 2013).

4.3. Primarni fasinka

Buiikka mé& nékolik specidlnich zplsobi, jakymi komunikuje a jak vnimd své okoli.
Zpracovani extracelularnich signali je dilezité pro spravny stav a zivot buriky i celého organismu.
Zajisténim a udrzovanim bunétné homeostazy si burika obstarava optimalni podminky pro Zivot.
Jednim takovym zplsobem, jak identifikovat signdly z okolniho prostfedi je pfitomnost primarni
fasinky. Primarni fasinka je mimofadna senzoricka struktura buriky, ktera je slozena z mikrotubul,
a vyskytuje se témé&f na vsech lidskych bunikach. Jako bazalni télisko primarni fasince slouzi
matefsky centriol. Jedna se o organelu v soucasné dobé bouilivé prozkoumavanou a citovanou ve
vSech moznych oborech zabyvajicich se nejen lidskymi bumnikami, protoZe nabizi odpovédi
na celou fadu otazek spojenych nejen S mezibunéénou komunikaci, bunéénymi pochody

a stavem bunky.

Neni tomuovSem tak davno, co se centralni fasinka po desetiletich, kdy byla
povazovana za poziistatek evoluce bez jakychkoliv funkei, dostala do centra pozornosti. Svycarsky
védec K. W. Zimmermann poprvé pii pozorovani sav¢ich buné€k rozpoznal primarni fasinky a dal
jim néazev centralni bi¢iky. Primarni fasinku zatadil do skupiny nepohyblivych fasinek. V roce
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1898 védci Henneguy a Lenhossék zjistili, ze mitoticka aktivita bunék uzce souvisi a je zavisla
na ptitomnosti primarni fasinky na povrchu buniky. Diky tomuto objevu byla predstavena teorie
vzajemné zavislosti bunécného cyklu a primarni fasinkou, ktera stale plati. Primarni fasinky byla
znovuobjevena v druhé poloviné 20. stoleti Vv éfe elektronovych mikroskopl. Za své jméno,
jenz pouzivame doposud, vdéci americkému védci Sorokinovi, ktery ndzev primarni fasinka pouzil

poprvé v roce 1968 (Dvorak, 2015; Wheway, 2018; Filipova, 2017).

Ovsem teprve vroce 2003 bylo zjisténo Umysi, Ze proteiny potiebné pro primarni
fasinku jsou nezbytné pro funkci signalni drahy Hedgehog, ¢imz byla prokazana jeji dulezitost
pfi prenosu impulsu. Nyni je jasné, ze vétsina signalnich drah obratlovc funguje za pomoci
primarni fasinky. Tato pozoruhodna organela byva nazyvana buné¢nou anténou, je dulezita béhem
vyvoje organismi, zasadni roli hraje také piiembryogenezi, organogenezi, tumorigenezi,
napomaha funkci senzorickych neuronti, funkci ledvin a dalsi (Garcia-Gonzalo, 2012; Dvoiak,
2015; Wheway, 2018; Kim, 2014; Sengupta, 2017).

Primarni fasinka je klicova pro odhaleni zptisobu bunééné komunikace a bunécné senzoriky.
Tato jedine¢nd organela totiz muze byt faktorem, diky némuz budeme schopni piedpovidat stav
poskozeni buiiky po riiznych formach ovlivnéni. Naptiklad po poSkozeni ionizujicim zafenim,

¢emuz se vénuje tato prace.

4.3.1. Stavba primarni fasinky
Jedna se o jedinecnou senzorickou organelu podobnou bi¢iku nebo anténce vyénivajici
z povrchu bunééné membrany. Tato unikatni solitarni struktura ma tvar podlouhlého tenkého
vybézku. Rasinky obratlovci se déli na dvé skupiny. A to na pohyblivé neboli motilni fasinky
a nepohyblivé, kam patii primarni fasinka (Goetz, 2010; Dvotak, 2015; Kim, 2014; Pazour, 2003).
Rozméry primarni fasinky jsou zhruba 2-10 um do délky a az 200-300 nm do $iiky (Filipova, 2017).
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Obrazek 3: Usporadani primarni fasinky. Zobrazena cela struktura vcetné klicovych soucasti.

Upraveno podle (Wang, 2018)

Télo primarni fasinky je tvofeno axonemou, coz je spojeni mikrotubularnich struktur
opouzdienych formou plazmatické membrany na povrchu. Axonema se sklada z a-tubulinu.
Bazalni télisko je formovano z matetfské centrioly, star§i ze dvou centriol v centrozomu,
na kterou je napojena centriola dcefind, jak mizeme pozorovat na obrazku ¢. 3, coz je pro primarni
fasinku charakteristické. Bazalni télisko se sklada z y-tubulinu. Na povrchu buiiky se vyskytuje
zpravidla jedna primarni fasinky, pfestoze byly jiz pozorovany ptipady jejich zvySeného poctu.

Jednd se osituaci zmnozeného centriolu, fasinky takto vzniklé maji podobnou délku a
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vétSinou vyristaji ze spolecné ciliarni kapsy. ViceCetné fasinky se velmi Casto vyskytuji

u ciliopatii, U naddorti poptipadé po ozareni (Kim, 2014; Dvorak, 2015; Filipova, 2017).

Spodni ¢ast primarni fasinky je obklopena kapsou fasinky, ve které je umisténé bazalni
télisko s prechodovymi vlakny, které spojuji mikrotubuly bazélniho téliska s ciliarni membréanou.
Rasinkova kapsa vyznaend naobrazku&. 3, vnékterych publikacich nazvana fasinkova
prohluben, je hluboké invaginace o cytoplasmatické membrany buiiky. Pfechodova zona je misto
mezi bazadlnim téliskem a axonemou primarni fasinky. Zde se mikrotubuly diferencuji
V axonemu primarni fasinky z centriolu nebo bazalniho téliska, devét mikrotubularnich triplett se
tu stava duplety. Toto misto je charakteristické pritomnosti tzv. Y spojeni (Wheway, 2018; Dvorak,
2015; Garcia-Gonzalo, 2012).

U motilnich (sekundarnich) fasinek se axonemy skladaji z deviti svazki zdvojenych
mikrotubull rozmisténych kolem centralni dvojice mikrotubull, jak je patrné na obrazku ¢. 4.
Tato dvojice umoziuje pohyb bic¢iku. Pobyhlivé fasinky maji konfiguraci 9+2. Nachazeji se
napiiklad na bunkach lemujicich epitel dychacich cest anebo u spermii. Oproti tomu primarni
tfasinka nese konfiguraci 9+0, centralni par mikrotubulii uvniti ji chybi. Povrch axonemy je potazen
cilidrni membranou, ktera bufice umoziiuje reagovat na vnéjsi stimuly a regulac¢ni proteiny
V bazalnim télisku, pfechodova zona a distalni oblasti kontroluji signaliza¢ni kaskadu (Goetz,

2010; Dvorak, 2015; Kim, 2014; Pazour, 2003; Wheway, 2018).
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Obrazek 4: Porovnani fezu motilni a primérni fasinkou. Motilni fasinka (vpravo) je tvofena 9 pary

mikrotubulti po vnéj$im obvodu a jednim parem ve svém centru. Oproti tomU primarni fasinka (vlevo)

se sklada jen z 9 pard mikrotubuld po svém obvodu. Upraveno podle: (Loucks, 2016)

4.3.2. Primarni fasinka a bunéc¢ny cyklus

Primarni fasinky nejsou na povrchu bunék piitomné po celou dobu bunééného cyklu.
Naopak se jedna o celkem dynamicky dé&j, protoZze se mezi sebou stiidaji faze rdstu primarni
fasinky a poté jeji zpétna resorpce, ktera se nazyva deciliace. (Dvorak, 2015; Garcia-Gonzalo,
2012) Zpétna resorpce primarni fasinky je nutnd, protoze bazalni télisko nachazejici se na zakladné
primarni fasinky je odvozené od centrozomu. Resorpce primarni fasinky probiha
z divodu uvolnéni centrioly, protoze centrozom ma klicovou funkci v nukleaci mitotického
vieténka béhem déleni bunck. Z tohoto divodu se mikrotubuly primarni fasinky cyklicky
depolymeruji. Je-li buiikka v akutnim stresu, muze se tfasinka i odlomit, a uvolnény matetsky
centriol a centrozom se muze piesunout K jadru buniky. Nazorné schéma ristu a zaniku primarni

fasinky je naznacené na obrazku ¢. 5 (Kim, 2014; Wheway, 2018; Dvotak, 2015).

Ve chvili, kdy je ukoncena mitéza se centrozom dostava k povrchu bunky, kde vznika
nukleacni centrum fasinky pfeménou jednoho matefského centriolu na bazalni télisko. K tvorbé
primarni fasinky je zptsobily jen ten matefsky centriol, ktery je zraly. (Dvotdk, 2015) Rust
primarni fasinky, neboli ciliogeneze, zacind napojenim distdlniho konce matetské centrioly

k vezikulu a zajist'uji jej prechodna vlakna. Po ukotveni vyvstane pupen ohybajici membranu,
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dal$im rGstem se méni vaxonemu, ale jeho bazi zlstane odlisSnd struktura a vytvofi
prechodnou zénu. Centriol a bazalni télisko vychézeji z jedné mikrotubuldrni struktury, které se
cyklicky stiidaji podle faze buné¢ného cyklu. Bud’to je ukotvena v cytoplasmatické membrané a
slouzi jako misto vzniku primarni fasinky, anebo po zdvojeni bunky v jejim centru zajistuje

mitotické vieténko (Kim, 2014; Garcia-Gonzalo, 2012; Dvotak, 2015).

\ primarni Fasinka

¢ Materska centriola

= dcefinna centriola
@) pericentricky material

Obrazek 5: Schématické znazornéni cyklu primarni fasinky a soucasné cyklu bunééného.

Upraveno podle (Pedersen, 2012)

Chvile resorpce primarni fasinky je podminéna typem bunék. U ¢asti bunék zanika primarni
fasinka ve chvili pfechodu z G0 faze do G1, u jinych typl buné€k zanika fasinka v S fazi. Existuji
také bunky, které primdrni fasinku resorbuji az na prechodu z G2 faze do mitdzy. Rozpusténi
primarni fasinky participuje Aurora kinaza A, polo-like kindza A (Plk1), Disheveled2, TcTex-1
aPitchfork. Cast regulatnich proteini bun&éného cykluma také regulaéni uginek

na cyklus primarni fasinky. Napfiklad Aurora kindza A zpusobujici rozklad primarni fasinky se
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souCasn¢ podili na regulaci bunécného cyklu. Tato kindza se ucastni separace chromozomu a
na usporadani mitotického vieténka. Jeji aktivita je nevétsi na prelomu G2 a M faze bunééného
cyklu. V piipadé nedostate¢né sekrece Aurora kinaz miize zpusobit tato nedostate¢nost aneuploidii

a naslednou bunécnou smrt v disledku mitotické katastrofy (Dvotak, 2015).

Urcité bilkoviny IFT, kterym byla dfive pfisouzena pouze dileZitost pii dopravé proteind
uvnitt fasinky, maji funkci i pfiovladani bunééného cyklu. Tteba protein IFT27, ktery je
dalezitou slozkou IFT, zfejmé muze limitovat pribéh bunééného cyklu. A to pfesné¢ v momente,
nez je primarni fasinka rozpusténa a centriol mize byt upotieben k bunéénému cyklu (Dvorak,

2015; Kim, 2014).

Dalsim ptikladem bilkovin IFT, které ovliviiuji bunéény cyklus, mize byt protein IFT8S.
Jedna se o bilkovinu, kterd je esencialni slozka IFT, jeji nedostatek vyvolava rozpou§téni primarni
fasinky a posun S fazi buné¢ného cyklu. Exprese proteinu IFT88 naopak znemoziuje vstup burnky

do S faze a navozuje apoptozu (Dvorak, 2015; Kim, 2014).

4.3.3. Funkce primarni fasinky

Receptory primarni fasinky umoZiiuji detekei specifickych liganda, ristovych faktort (EGF,
PDGF, morfogenti (Hedgehog, Wnt, Notch), hormonii a dalSich biologicky aktivnich latek.
Stejn¢ tak se vni vyskytuji i drahy planarni bunééné polarity. (Dvorak, 2011)
Mechanismus intraflagelarniho transportu (IFT) je zpGsob dvousmérného pienosu bilkovin podél
mikrotubull axonemy fasinky. Intraflagelarni transport je zprostfedkovan velkymi proteinovymi
komplexy (IFT-A a IFT-B), ze kterych je vétsina nezbytna pro pienos strukturnich i signalizac¢nich
molekul uvnitf fasinek. Tento mechanismus je podobny zprostiedkovanému transportu latek
kinesinem podél mikrotubuli z centra do periferie buiiky. (Sengupta, 2017; Goetz, 2010; Dvorak,
2015) Udrzeni a spravna funkce IFT je nutné pro tvorbu a zachovani naprosté vétsiny biciki a
fasinek. (Dvotak, 2015) V piipadé nedostatku nebo poruse tvorby primarnich tfasinek se rozviji
ciliopatie, onemocnéni S nejriiznéjSimi projevy, zpisobené¢ zejména mutaci gend kodujicich
proteiny primarni fasinky, kterych se v buiice nachazi velké mnozZstvi. Podle poslednich odhadu se
jejich pocet u obratlovcl pohybuje okolo 1000 druhii proteint, coz dava tusit jejich strukturni
komplexnost a riznorodost G¢inkt téchto bilkovin. Nicméné u naprosté vétSiny proteinid dosud
neni znama jejich funkce (Dvotak, 2015; Wheway, 2018; Kim, 2014).

Primarni fasinky rostou za podobnych principt zalozenych na IFT. Kromé nékolika vyjimek

jinajdeme téméft U vSech typl bunék obratlovcl. Maji na starosti bunééné smyslové vnimani okoli,
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ptenos environmentalnich signall a podileji se na udrzovani bunééné homeostazy (Goetz, 2010;

Dvorak, 2015; Kim, 2014; Pazour, 2003; Sengupta, 2017).

Nekteré  typy  finalné  diferenciovanych ~ bunék  nasvém  povrchu primarni
fasinku neexprimuji, ale ve vétSiné piipadi k jejimu rastu na povrchu dochazi. Primarni
fasinku nenalezneme na povrchu ¢ervenych krvinek, adipocytt, hepatocyti a bunck acint
pankreatu. Ve védeckych ¢lancich se objevilo nékolik nazori, pro¢ tomu tak je. Jednim z nich je
rozdilny vyskyt primarnich fasinek sekre¢nich bunék kvili velikosti apikalniho
povrchu cytoplasmatické membrany. Dalsi mozné vysvétleni je piitomnost primarni fasinky jen

u bunék, které disponuji velkym diferencia¢nim potencidlem. (Dvotak, 2015; Filipova, 2017)

4.3.4. Primarni fasinka a signalni drahy

4.3.4.1. Draha Hedgehog

Signalni draha Hedgehog (Hh) tidi rist a pteziti bunék, je elementarni pti embryonalnim
Vyvoji, protoze je elementarni pti diferenciaci embryondlnich bunék. V piipad¢ jeji nedostate¢nosti
vznikaji vyvojové vady a naopak pii jeji hyperaktivaci se mohou projevit byzocelularni karcinomy
(BCCQ) a dalsi druhy rakoviny. Dilezitost signalizace Hh je pro lidskou rakovinu ziejma. Vyzkumy
prokazaly, Ze obratlovci maji tfi geny Hh, a to Sonic hedgehog (SHh), Desert hedgehog (DHh)
a Indian hedgehog (IHh). Tyto geny koduji stejnojmenné sekrecni proteiny, které patii
mezi morfogeny. (Varjosalo, 2008; Yang, 2010)

Velka ¢ast proteint a dalSich molekul, ktera zajistuje fungovani a existenci primarni fasinky,
je soucasné spojend i se signalni drahou Hedgehog, coZ je jedna z hlavnich signaliza¢nich drah
u obratlovcu vitbec. Signalni mechanismy Hh jsou napii¢ druhy velmi podobné. Mutace v genech,
ve kterych jsou zakddovany dulezit¢é komponenty Uzce spjaté s ciliogenezi, intraflagelarnim
transportem a dal§imi procesy Casto piimo ovliviiuji Hh signalizaci. Jiz bylo prokéazano,

7e Hh signalizace je zavisla na IFT primarni fasinky. (Goetz, 2010; Varjosalo, 2008)

Podle genetickych studii IFT proteiny plsobi v jadie Sonic Hedgehog drdhy spolecné
s membranovymi receptory proteini PTCH1 a PTCH2, SMO a Gli transkripénimi faktory.
Jejich role je velmi komplexni nejen diky slozitému feseni Hh drahy. Pohyb Hh signalnich
meziproduktii dovnitf a ven z primarni fasinky je usnadnén IFT proteiny. Ztrata IFT proteinti
podnécuje snizeni exprese PTC1 a akumulaci Gli na vrcholku fasinky. (Yang, 2010; Goetz, 2010;
Wheway, 2018)
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SMO a PTC receptor se vzajemné ovliviiuji. SMO je signalni pfevodnich Hh drahy,
pokud ligandy Hh chybi, tak PTC receptor inhibuje SMO signalizaci. Molekuly Gli
jsou pieménény na potlacené formy, takzvané Gli repressor forms (GliRs), které zastavuji Hh
signalni cestu. Transkripéni faktory Gli, které funguji jako efektory drahy), se nachazi
na vrcholku primarni fasinky a funguji jako receptory nebo aktivatory Hh signalizace. Naopak
v ptitomnosti Hh PTC neni schopny inhibovat SMO. SMO po ur¢itych konformac¢nich zménach je
prevedeny do primarni fasinky. (Goetz, 2010; Dvotak, 2015; Yang, 2010)

K chybé signalni drahy Hh muze dojit mutaci geni SMO, PTC nebo Gli transkripénich
faktori, ale také strukturnim nebo funkénim defektem primarni fasinky. (Dvorak, 2015) Role
primarni fasinky v transdukci signdlni drahy Hedgehog je tedy velmi slozitd a velmi zélezi,
zda bude fasinka pusobit jako pozitivni nebo negativni regulator Hh signalni drahy. (Wheway,
2018)

4.4. Vliv ionizujiciho zafeni na primarni fasinku a bunécny cyklus
4.4.1. Co je to lonizujici zafeni
Ionizujici zéateni (IZ) je proud castic (elektrony, pozitrony, protony, alfa a beta Castice,
fotony), které ma oproti neionizujicimu zafeni dostatek kinetické energie k tomu, aby vytvofilo

z puvodné elektricky neutralnich atomt iontové pary. Jedna se tedy o pienosS energie,

ktery zptisobuje ionizaci. (Crick, 2016; Souparno, 2016; Svec, 2005)

Zakladni veli¢inou, ktera charakterizuje pisobeni zafeni na latku, je absorbovand davka
vyjadtena jednotkou gray (Gy), ktera ma rozmér J.kg™. Znamena, Ze jeden kilogram ozafené latky
absorbuje energii o velikosti 1 joule. Pro srovnani biologické ucinnosti riiznych typt 1Z, ktera maji
stejnou absorbovanou davku, se zavedla jednotka S nazvem sievert (Sv), ktera popisuje efektivni
davku. (Crick, 2016; Souparno, 2016; Svec, 2005)

4.4.2. U&inky ionizujiciho zafeni na buiiku
Kdyz jsou bunky vystaveny ionizujicimu zafeni, spusti komplexni reakci, ktera muze
zahrnovat zastaveni ¢i zpomaleni bunééného cyklu v G1 a v G2 fazi, apoptozu nebo opravu DNA.

Velmi zalezi namife a typu bunééného poskozeni, jakou cestou se buitka po ozareni vyda.

(Teyssier, 1999)

Jednim z nejvice Skodlivych disledkli expozice ionizujicimu zafeni je poskozeni DNA.

Draha nabité castice (elektronu nebo ionu) miize projit skrz a ionizovat DNA ptimo (pfimy ucinek)
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nebo miize ionizovat okolni molekuly vody. Ionizované molekuly vody maji za nasledek vytvoreni
vysoce reaktivnich OH radikalt, které mohou reagovat s DNA jako cilovou molekulou (takzvany
nepfimy ucinek). Dalsi radikadly odvozené od molekuly vody, napiiklad kyslikové (ROS)
nebo H202 nejsou tolik zodpovédné za zavazné poSkozeni DNA, ale maji jiné negativni disledky.
(Maier, 2016) Veétsinalézi DNA zptsobenych ionizujicim zafenim je sice poskozeni bazi,
ale ionizujici zafeni v jadfe indukuje také DNA zlomy, konkrétnéji preruseni fosfodiesterové
vazby Vv hlavnim DNA fetézci. Tyto zlomy mohou byt jednofetézcové nebo dvouietézcové.
Jednofetézcové zlomy — Single-Strand Breaks (SSB) jsou zlomy, kdy si DNA zachova druhé
vlakno, které je kli¢ové pro reparaci. Druhym typem jsou dvouretézcové zlomy — Double-Strand
dvousroubovice viibec. Mzou dokonce vést az k bunééné smrti. Zlomy SSB a DSB se burnikach
nevyskytuji jen v piipad¢ vystaveni buniky ionizujicimu zateni, ale také v ptipadé interakce bunék
s reaktivnimi formy kysliku generovanych chybami bunééného metabolismu anebo pii vyuziti
chemoterapeutickych latek. Absorbovand davka o velikosti 1 Gy indukuje zhruba 1000
jednovlaknovych a 35 dvouvlaknovych zlomti DNA dvousroubovice v buiice in vitro. (Davis,

2013; Souparno, 2016) Dale muze poSkozeni zpusobit i zesitovani DNA neboli spojeni
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Obrazek 6: Schématické znazornéni vyznamnych procesti a jejich Casové posloupnosti

po ucincich ionizujiciho zateni na tkan. (Ullmann)
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dvou nukleotidi stejného vlakna nebo opacnych vlaken kovalentni vazbou. Takové poskozeni

muze narusit replikaci, transkripci nebo miize dokonce vést k bunécné smrti. (Maier, 2016)

Na obrazku €. 6 je schematicky znazornéné rozde€leni ucinki ionizujiciho zareni na fyzikalni,
chemické a biologické stadium v prabéhu ¢asu od ozafeni a pomoci Sipek jsou zde také naznacené
vztahy mezi jednotlivymi druhy procesi zpisobenych ozafenim. Jednotlivé udalosti na sebe

navazujici jsou také umisténé na logaritmickou ¢asovou 0su.

Expozice 1Z vede kvyssi produkci reaktivnich forem kysliku (ROS), tyto radikaly
mohou poskodit nukleové kyseliny, proteiny a lipidy a vedou K oxidativnimu stresu. Nadmérna
produkce ROS vede kriznym onemocnénim. Radia¢ni expozice ovliviiuje i dal§i bunééné
organely, jako jsou naptiklad mitochondrie. Byly detekovany zmény velikosti a funkce v genové
a proteinové expresi, Cili plati, Ze IZ indukuje poSkozeni jak jaderné, tak i1 extranukledrni
DNA a to dvéma mechanismy. Jednak pfimym uklddanim energie, ale také nadmérnou produkci
ROS, které zptisobuji oxidacni stres bun¢k a omezuji bunécnou proliferaci. Neziidka se také stane,

ze nadmérna produkce ROS také indukuje bunéénou smrt nebo apoptdzu. (Souparno, 2016)

4.4.3. Uginek ionizujiciho zafeni na bun&ény cyklus
Citlivost bun¢k na zéfeni neboli jejich radiosenzitivita se 1isi pro jednotlivé faze bunééného
cyklu. Nejcitlivéjsi jsou bunky na ozafeni, pokud se zrovna nachazeji v pozdni fazi Gl a
premitotické G2 fazi, protoze pravé v tento okamzik mizou kontrolni body cyklus zastavit. Mensi
citlivost buniky vykazuji v M fazi a pfechodu mezi fazi G1 a S, nejmensi je pfisuzovana buiikéach

nachazejicim se v GO fazi (Ullmann).

Samotné ozareni méni rychlost postupu G1, S a G2 faze. Zastaveni buiky ve fazi G1 tidi
protein p53, ktery ma zvySenou expresi po ozafeni. Protein p53 puisobi jako transkripéni faktor a
reguluje expresi né€kolika slozek, které jsou zapojené do drah regulujicich postup bunéénym
cyklem. V nasledku na p53 se vyplavi také inhibitory CDK kinaz, zejména p21WAF1/CIP1, coz
jesté vice cyklus zpomali. Tento protein p21 ma schopnost inhibovat vice CDK najednou, ovSem
nejcitlivéjsi je na G1/S cykliny. Co se tyce S faze, tak zde se setkavame se zpomalenim, které je
zpusobené radiosenzitivitou bun¢k zejména v piipadé vyssich davek zareni, a to vice nez 5 Gy.
Zacatek replikace DNA byva odlozen stejné jako jeho syntetizovani. PoSkozeni DNA je
pfeménéno na intraceluldrni signdly pro zastaveni cyklu. Proteiny ATM a DNA-dependentni
protein kindza (DNA-PK), které poskozeni DNA aktivuje, maji moZnost inhibovat progresi

bunééného cyklu expresi proteinu p53. Zastava a prodlouzeni G2 faze bunécného cyklu bylo
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pozorované témét U vSech eukaryotickych bunék ovlivnénych ozédfenim. Toto prodlouzeni je
zpusobeno zejména modulaci aktivity komplexu cyklinu B1 a proteinup34, a to jejich
snizenou expresi. Pokles syntézy cyklinu B1 a p34 je fizen na urovni akumulace mRNA a proteinu.
Stejné tak tento krok ovliviiuje fosforylace kinazy cdc2 prostiednictvim ATM zavislé drahy.
(Bernhard, 1995; Teyssier, 1999; Maity, 1994, Li, 2018)

Hlavni funkci zastavy cyklu v G1 fazi by mohla byt eliminace bungk, které by mohly
obsahovat poskozenou DNA. Naopak zastava cyklu v G2 fazi je dtlezita hlavné pro ochranu bun¢k
pred smrti. (Teyssier, 1999; Maity, 1994)

4.4.4. Odpoveéd bunck na ionizujici zateni

Preruseni dvou vldken DNA, takzvany dvouvldknovy zlom, zahajuje signdlni kaskadu, ktera
zabezpecuje opraveni poskozeni anebo docasné €i trvalé zastaveni bunécného cyklu, eventualné
vyvolani bunééné smrti. Je-li bunka vystavena zaieni s vysokou davkou a nestiha opravu DNA,
reaguje na ozareni bunéénou smrti z divodu dvouvlaknovych zlomi. Jeji reakce zalezi na velkém
mnozstvi faktord, jako naptiklad na typu buiky, prolifera¢ni aktivité a stavu p53. Je-li protein p53
funkéni, dojde ke zvySeni sekrece p21, ktery inhibuje proliferaci a buniky se hromadi ve fazi GI1.
Normalni fibroblasty bunky zdstavaji v Gl fazi a dochazi unich Kk ptedéasnému starnuti.
V ptipad¢ velmi nizké davky ionizace se buinky v Gl fazi zdrzuji piechodné¢ a jakmile

poskozenou DNA opravi, tak pokracuji v dalSim déleni. (Vavrova, 2018; Souparno, 2016)

Spatnd nebo neuplna oprava DSB mize vést ke starnuti buiiky, dale k uéinkiim
cytotoxickym, mutagennim a karcinogennim  zpusoben¢ naptfiklad indukovanymi
chromozomovymi aberacemi. Nejen proto je dulezité, aby buiky disponovaly
rychlou sofistikovanou a Gi¢innou moznosti reparace. Existuji dva hlavni mechanismy opravy
DSB. Prvni moznosti je nehomologni koncové spojeni (NHEJ) a druhd varianta je homologni

rekombinace (HR) (Souparno, 2016) (Davis, 2013; Ullmann).

NHEJ narozdil od HR nepotiebuje pritomnost homologniho templatu pro opravu DNA,
ale je tak¢é mnohem vice nachylné k chybam. NHEJ probiha v né€kolika krocich. Nejprve
se rozpozna vlastni konec zlomu, ten stabilizuje se NHEJ komplexem, poté se premosti
DNA zlomové konce a zajisti se jejich stabilita, nasledné se se konce zlomi upravi a finalné liguji

k sobé a komplex NHEJ se rozpousti. (Souparno, 2016; Davis, 2013; Ullmann)

Homologni rekombinace sestdvad zfady vzdjemné propojenych drah, které funguji jak

pfi opravach DSB, tak pfiopravach mezibodovych kiiZzovych vazeb (ICL) a DNA mezer.
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Je to metabolicky proces, ktery miiZzeme najit napfi¢ vSemi formami zivota. Pomaha také
pti replikaci DNA regeneraci zastavenych nebo poskozenych DNA vidlic a pro udrzovani telomer.
HR ma velmi nizkou chybovost, opravena DNA je vérna pavodni dvousroubovici. Muze také
probéhnout ve vSech fazich bunééného cyklu, ale HR se vyskytuje pfevazné v pozdnich fazich

S a G2 faze. (Souparno, 2016; Li, 2008; Li, 2018)

Jako reakci na DNA zlomy bunky iniciuji fadu signalnich drah. Naptiklad se jedna
o signalizaci v reakci na poskozenou DNA, kterou zprostfedkovava rodina fosfatidyinositolovych-
3kinaz (PI3K), dalSich fosfatidyinositolovych-3 pfibuznych kindz PIKK, ATM, ATR
a DNA dependentni kindzy (DNA-PK). Pro signalizaci poskozeni DNA zptisobené DSB hraje
klicovou roli ATM. Na opravé DSB se DNA-PK piimo podili prostiednictvim NHEJ. V lidském
genomu se nachazi pifedloha pro velké mnozstvi proteinti, které ve spoluprdci s regulatory
bunééného cyklu pomahaji s reparaci DNA. Jedna se o bilkoviny spolupracujici s regulatory
bunééného cyklu, které zajistuji zachovani zivotadarné dvousroubovice bez chyb. Zminéna
komplexni sit’" signaliza¢nich faktorti se nazyva DNA damage response, DDR. Tento systém
pomaha s opravou DNA zlomii, ddle umoziiuje zruSeni pozastaveni bunééného cyklu, ma moznost
transkripéni a post-transkripcni aktivace Sirokého spektra genli, a za urcitych okolnosti mize
indukovat programovanou bunéénou smrt. Spravna oprava DNA poskozeni a aktivace této
signalizace je velmi dilezita pro prevenci genomické nestability. (Souparno, 2016; Davis, 2013;
Johnson, 2016; Li, 2018)
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kolmé konce ptedstavuji inhibiéni udalosti. Zastaveni bunééného cyklu je znazornéné stopkou, apoptdza
nahrobkem. DNA Sroubovice S SipkoU zna¢i transkripci indukovanou poskozenim a DNA Sroubovice

s barevnymi podjednotkami znamena opravu indukovanou poskozenim. Upraveno podle (Zhou, 2000)

4.4.5. Primarni fasinka a ionizujici zafeni
Ionizujici zéfeni o rozdilné intenzit¢ ma tedy velmi Siroké druhy pilsobeni
na buiku a jednotlivé bunécné struktury. Neovliviiyje jen fetézec DNA, ale také jednotlivé bunky,
jejich metabolismus prostupovani bunéénym cyklem, a v neposledni fadé ovliviiuje také rist a
zanik primdrni fasinky, coZ Uzce souvisi se zménami bunééného cyklu. V této ¢asti diplomove

préace bude popsano, jak konkrétn€ ovliviiuje davka ionizujiciho zafeni samotnou primarni fasinku.

Vystaveni bunééné linie hTERT-RPE1 (hunam telomerase-immortalized, retinal-pigmented
ephitelial cells) ionizujicimu zafeni s davkou o velikosti 5 Gy vedlo podle nedavné studie
k amplifikaci centrosomii, bylo mozné v zavislosti na davce také pozorovat vyssi pocet centriolti a

vicecetné primarni fasinky se spolecnou ciliarni kapsou. (Dvotak, 2015)

Podle (Filipova, 2015) se ubunécné linie myoblasti C2C12 objevovala vyssi mira

vicecetnych fasinek z vétsiho pocétu bazalnich télisek po ozafeni davkami 10 a 20 Gy. Zaroven se
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zvysil vyskyt primarni fasinky U ozatenych bunck oproti neozatfenym kontrolam. Ovlivnéni bunék
ozéafenim také zplisobilo sniZeni proliferace a Zivotaschopnosti bunék, kterému odpovidalo

zastaveni bunécného cyklu. (Filipova, 2015)

Podle n¢kolika studii se lisi biologické u€inky ionizujiciho zatfeni nizkych davek od ucinkta
davek vysokych. Reakce bunc¢k indukovand nizkymi davkami ionizujiciho zafeni,
ktera je nasledovana druhou vyssi davkou zafeni, se nazyva adaptivni odezva (adaptive response,
AR). Tato odpovéd’ zahrnuje aktivaci mnoha druhi signalnich drah. Bylo dokdzéno, Ze buiika
odpovidd naradiaci za pomoci genti spojenych Ssopravou DNA, stresovou odpovédi,
zménoU bunééného cyklu a apoptézou. Dal§imi mechanismy adaptivni odezvy je také antioxidacni

obranné mechanismy a aktivaci DNA oprav. (Zhou, 2000; Filipova, 2017)

Bunky si také vyvinuly takzvané adaptivni odpovédi na pieziti (ASRS). Jsou pozorovany,
pokud se bunky po opakovanych nizkych davkach expozice vystavi vysoké davce cytotoxického
nebo genotoxického agens. Naptiklad ionizujiciho zafeni. Konkrétné lidské normalni fibroblasty
(mj. v této diplomové praci zkoumana bunééna linie IMR-90 a dalsi, napt. GM2936B, GM2937A,
AG2603) a fibroblasty nachylné k rakoviné nebo neoplastické (Ul-Mel, HEp-2, HTB-152) byly
nejprve aktivovany nizkymi davkami 0,05-10 cGy za den po dobu 4 dni a nasledné 5. den
experimentu ovlivnény vysokou davkou 290-450 cGy. Bunék piezilo vice nez dvakrat tolik
nez V ptipadé bez adaptovani nizkymi davkami. Nicméné tyto vysledky nebyly pozorovany
u ostatnich lidskych normadlnich bun€k a bun€k neoplastickych a nadorovych. Da se tedy
predpokladat, ze adaptovat se na ionizujici zafeni mohou pouze urcité lidské buriky. Zejména ty,
které mohou indukovat opravy DNA a radiorezistenci. Sila ASRS koreluje se zvySenymi
hodnotami PCNA, cyklinu D1 a cyklinu A. (Boothman, 1996)
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5. PRAKTICKA CAST

5.1. Metodika a material

V této kapitole je uvedeno, jaké metodiky byly zvoleny. Jsou zde popsany také vyhody
jednotlivych vybranych analyz. Nachazi se zde i seznam a popis buné¢nych linii, které byly
pro experimenty zvoleny, vcetné zpisobu jejich kultivace. Najdeme zde pfesny postup

jednotlivych analyz a také zptsob zpracovani dat, ktera byla jednotlivymi méfenimi ziskana.

5.2. Bunécéné linie a jejich kultivace
Jakozto univerzalni zastupci bunéénych linii byly pro provedené pokusy vybrany dva druhy
zakladnich bun¢k vaziva. Zvolena byla linie IMR-90 jako zastupce fetalnich plicnich fibroblastt

a linie NHLF, coz je buné¢na linie dospélych plicnich fibroblastt.

5.2.1. IMR-90
Bunééna linie lidskych plicnich fibroblastl, které byly izolované z bunééné tkané v 16.
tydnu té¢hotenstvi (ATCC, USA). Buné&tna linie IMR-90 byla kultivovanav médiu DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle's médium s GlutaMAXem, Gibco, UK), do kterého bylo ptidano 10
% Fetalniho bovinniho séra (FBS, ThermoFisher Scientific, UK) a 1 % roztoku penicilin/
streptomycin (Sigma-Aldrich, USA), pii 37 °C/5 % CO..

5.2.2. NHLF

Bunééna linie lidskych plicnich fibroblastii izolovanych z tkéané dospélych pacientl
bez astmatu, chronické obstrukéni nemoci plic (COPD) a cystické fibrozy (Thermo Fisher
Scientific, UK). NHLF byly kultivovany v médiu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's médium
s GlutaMAXem, Gibco, UK) s ptidanim 10% Fetalniho bovinniho séra (FBS, ThermoFisher
Scientific, UK) a 1% roztoku penicilin/ streptomycin (Sigma-Aldrich, USA) pii 37 °C/5 % COa.

5.3. Provedené testy
Pro zjisténi viability a proliferace ozafenych bunck a bunééné kontroly byl pouZit jednoduchy
a efektivni test WST-1. Informace o procentudlnim rozdéleni bunék v jednotlivych fazich
bunééného cyklu poskytla analyza bunééného cyklu na pritokovém cytometru. Jednotlivé pocty

primarnich fasinek a jejich délka byla zjisténa pomoci imunofluorescence.
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5.3.1. WST-1

Test bunéné proliferace, viability a cytotoxicity bun¢k se nazyva WST-1 (Roche,
Svycarsko). K analyze bundéné suspenze vyuziva tetrazoliovou stl (4-[3-(4-jodfenyl)-2-(4-
nitrofenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzensulfonat), ktera reaguje S mitochondrialni sukcinat-
tetrazoliovou dehydrogenazou za  vzniku formazanového barviva. Absorbance vzniklého
formazanu je po tiihodinové inkubaci pii 37 °C spektrofotometricky méfitelna pii vinové délce
440 nm a ukazuje po¢et metabolicky aktivnich Zzivych bunék v testované kultuie (BioVision, 2018)
(Ngamwongsatit, 2008)

U obou pouzitych bunéénych linii byl proveden WST-1 test (Roche, Svycarsko) pro zjisténi
buné&ené viability a proliferace. Do kazdé jamky 96-jamkové desticky bylo nasazeno 3,5 x 103
bunck IMR-90 ve 100 pl média a nasledné byla po inkubaci dlouhé 24 hodin desticka
ozaiena jednotlivymi davkami — 2 Gy, 5 Gy a 10 Gy . Linie NHLF byla nasazena do jednotlivych
jamek o vétsi koncentraci bunék na jamku a to 5 x 10° ve 100 pl média. Po inkubaci dlouhé 24
hodin, 48 hodin a 72 hodin bylo do vSech jamek napipetovano 10 pl ¢inidla WST-1. Koneéné
meéfeni absorbance pti vinové délce 440 nm probehlo po tfthodinové inkubaci v 5% CO2 pii 37 °C

na spektrometru Paradigm microplate reader (Becman Coulter, USA).

5.3.2. Imunofluorescen¢ni barveni bun¢k
Pro detekci vyskytu primdrni fasinky bylo provedeno imunofluorescenc¢ni barveni bunék.
Jadra bunék jsou obarvena modie pomoci DAPI, zelené je nabarveno bazalni télisko tvofeno

gamma tubulinem a ¢ervené se barvi axonema primarni fasinky, ktera je tvofena alfa tubulinem.

Na kryci skli¢ka polozena na dno 6-jamkové desti¢ky byly naneseny 2 ml buné¢né suspenze
obsahujici 1,5 x 10° NHLF nebo IMR-90. Desti¢ka byla inkubovana 24 hodin o teploté 37 °C v 5%
CO.. Potom byla ozatena davkami 2 Gy, 5 Gy a 10 Gy a inkubovana 24 hodin, 48 hodin a 72 hodin
o teploté 37 °C v 5% COs». Pii samotném imunofluorescen¢nim barveni byly buiiky nejprve fadné
3x promyty fosfatovym pufrem (PBS, Sigma Aldrich, USA), poté fixovany ponofenim do 4%
paraformaldehydu (Sigma Aldrich, USA) na 10 minut pfi laboratorni teploté. Po dikladném
oplachnuti v PBS byla bunéfna membrana permeabilizovana 0,5% roztokem Tritonu X-100
(Sigma Aldrich, USA) v PBS po dobu 15 minut pfi laboratorni teploté. Po dikladném oplachnuti
PBS byla provedena blokace nespecifickych mist v bunééném jadie 20minutovou inkubaci 0,5%
kozim bloka¢nim sérem (Jackson ImmunoResearch, UK). Po odpipetovani bloka¢niho séra byla
skli¢ka inkubovana 60 minut pii laboratorni teploté s roztokem primarnich protilatek. Byly pouzity

primarni protilatky Acetylated-o. Tubulin (1:800, Sigma Aldrich, USA) a Anti-y-Tubulin (1:300,
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Sigma, Aldrich, USA). Poté byla sklicka 3x oplachnuta PBS a inkubovana 45 minut ve tmé
pfi laboratorni teploté v roztoku sekundarnich protilatek Alexa Fluor® 488 AffiniPure F(ab')2
(1:300, Jackson ImmunoResearch, UK) a Anti-Mysi IgG F(ab’)2 fragment—Cy3 protlatkou (1:300,
Sigma Aldrich, USA). Po nasledném dikladném oplachu PBS byla skli¢ka inkubovana 5 minut
ve tm¢ roztokem Dapi (4',6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride, 1:5000, Sigma Aldrich,
USA) Kdyz byl proveden finalni dikladny oplach v PBS, tak se sklicka opatrné jehlou ptiklopila
na kapku montovaciho média ProLong® Diamond Antifade Mountant (ThermoFisher, USA)
na podloznim skli¢cku obarvenou stranou dovnitf. Montovaci médium se nechalo ztuhnout

minimaln¢ 24 hodin pii teploté 4 °C.

Nabarvena sklicka byla prohlizena ve fluorescenc¢nim mikroskopu Nikon Eclipse (Praha,
Ceska republika) za pouziti imerzniho oleje a objektivuse zvétsenim 60x. Focena byla

v programu NIS-Elements, oficidlniho programu spole¢nosti Nikon.

Primérna délka primarni fasinky byla vypocitana ze vSech odectenych primarnich fasinek

u veskerych experiment. Jeji délka byla méfena v programu ImageJ v pm.

5.3.3. Analyza bunécéného cyklu

Jako velmi vykonna moderni a citlivd laboratorni metoda byla pro analyzu bunééného
cyklu zvolena pratokova cytometrie. Tato flexibilni metoda umoziuje specifické stanoveni
velkého mnoZstvi parametrl jednotlivych ¢astic a zméteni jejich kvantitativnich 1 kvalitativnich
vlastnosti v kratkém casovém intervalu. Velkym pozitivem analyzy prutokovym cytometrem je
moznost métit kazdou jednotlivou ¢astici nebo bunku. Nejedna se tedy o ziskavani pramérnych
hodnot méteného vzorku. Pfi priichodu pritokovym cytometrem vzorek postupné prochézi tfemi
hlavnimi ¢asti pfistroje, a to nejprve fluidnim systémem, kde se ¢astice sefadi v roztoku jedna za
druhou, aby mohly byt méfeny jednotlivé, coz je zajist€éno hydrodynamickou fokuzaci, dale
optickym systémem, ve kterém excitacni optika ¢astici 0zati monochromatickym svétlem a sbérna
optika zachyti vzorkem emitované fluorescenéni zéfeni, které usmérni na vrstvu piislusnych
fotonasobict a fotodiod, kde je rozhrani mezi optickym systémem a systémem, jenz prevede
svetelny signal na méftitelny elektricky impuls a podle nastavené prahové hodnoty ho ulozi do
datového diagramu. (Marinov, 2008; Sinkorova, 2008; Burpee, 2018; Chapman, 2000; Nolan,
2013; Jahan-Tigh, 2012)
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Kromé stanoveni relativniho obsahu bunééné DNA umoziiuje pritokova cytometrie
téz identifikaci rozde€leni bun¢k do jednotlivych fazi bunééného cyklu. V proliferujici bunééné
populaci Ize najit 4 faze — G1, S (faze syntézy DNA), G2 a M (mitdza). Faze G2 a M maji ovSem
shodny obsah DNA a tudiz je nelze jen na zaklad¢ koncentrace nukleové kyseliny rozlisit. (Nunez,
2001)

Jednotlivé faze bunééného cyklu byly stanoveny u ozatenych bunék 24 hodin inkubovanych
v termostatu pii teploté 37 °C v 5% CO davkami 2 Gy, 5 Gy a 10 Gy oproti neozafenym bunikam
jako kontrole. Po inkubaci dlouhé 24 hodin, 48 hodin a 72 hodin od ozafeni byly bunky pievedeny
do bun&éné suspenze pétiminutovym pusobenim trypsinu (Penta Chemicals Unlimited, CR),
nasledné dvakrat promyty vychlazenym PBS (4° C) a fixovany a permeabilizovany pfidanim 70%
ethanolu (Penta Chemicals Unlimited, CR) minimaln& na 60 minut. Nasledné byly oznaGeny
propidiem jodidem (PI) ptidanim Vindelova roztoku (1 ml 1M TRIS-pH 8, 1 mg RNAzy, 60 mg
NaCl, 5 mg PI, doplnéno do 100 ml deionizovanou vodou) pii inkubaci alespont 10 minut ve tmé
pii laboratorni teploté. Suspenze bun¢k byla néasledn¢ zmétena na pritokovém cytometru CyAn
ADP od firmy Beckman Coulter (USA). Pfi zpracovani dat byly odstranény dublety, multiplety
a agregaty, které by znepfesiovaly méfeni a ndasledné byla provedena analyza
v programu Multicycle AV (Phoenix Flow Systems, USA), byly vytvofeny histogramy pro

fluorescecni signal propidium jodidu ve zvoleném fluorescenénim kanalu.

5.4. Ozarovani
Jako zdroj 1Z byl pouzit y-zaii¢ %°CO (Chirana, Ceska republika). Tento y-zafi¢ ma piikon
1,44 Gy /min. Ozatovani bun¢k probihalo v ioniza¢ni komote Dosemeter PTW Unidos 1001, ktera
ma sériové Cislo 11057 a dale také v ionizacni komofe PTW TM 313 se sériovym cislem 0012
(RPD Inc., USA). Buiikky byly ozafovany ve vzdalenosti 1 m od zafiCe. Po ozéfeni ddvkami 2 Gy,
5 Gy a 10 Gy byly bunky v 37 °C a 5% CO: inkubovany 24 hodin, 48 hodin anebo 72 hodin

a nasledné zpracovavany pro naslednou analyzu.

5.5. Statistické zpracovani dat
Ziskana data byla zpracovana v programu GraphPad InStat verze 3 (GraphPad Software,
USA). Naméfené hodnoty byly zkoumany pomoci one way ANOVA a Tukey post hoc
testu provedeného ze t¥i nasobé nezavislych pokusti. Urovei statistické vyznamnosti byla

stanovena pro hodnotu p <0,05.
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6. VYSLEDKY EXPERIMENTU

Vyhodnocovani vyskytu a velikosti primarni fasinky bylo uskutecnéno pomoci nékolika
experimentt, které byly provedeny in vitro. Experimenty prob¢hly za tucéelem zkoumani
vzajemného stavu ruzné vysokych davek ionizujiciho zafeni pisobiciho na bunééné linie IMR-90

a NHLF.

6.1. Vyhodnoceni zmén U bunééné linie plicnich fibroblasti IMR-90

PO ozafeni
Cytoskeletalni zmény indukované ionizujicim zafenim byly sledovany na zakladé zmén
primarni fasinky, coby jedinecné senzorické organely, ktera se v bunce vyskytuje jen za urcitych
predpokladii a vuritych fazich bunécného cyklu. Dalsi provedenou analyzou bylo méteni
bunécného cyklu pomoci pritokové cytometrie. Podle zméfeného mnozstvi DNA v jadie, bylo
stanoveno, v jakém bunécném cyklu se buiiky nachézeji. Dale byl proveden WST-1 test hodnotici

proliferaci a viabilitu bunék po ozafeni.

Obrazek 8: Reprezentativni fotografie bunécné linie IMR-90 na fotografiich A a B

po 24hodinové inkubaci a ovlivnéni davkou 10 Gy.

Mg¢éfeni byla provedena u bunécné linie plicnich fibroblastd IMR-90 in vitro. IMR-90 byly
inkubovany 24 hodin a poté ozafeny davkami 2 Gy, 5 Gy a 10 Gy a nasledné po intervalech 24
hodin, 48 hodin a 72 hodin byla analyzovana frekvence primarni fasinky, proliferace a viabilita a

faze bunécného cyklu. Ozarené buiky byly porovnany S neozatrenou kontrolou.
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6.1.1. Analyza primarni fasinky po 0zateni

Obrazek 9: Reprezentativni fotografie bunécné linie IMR-90 na fotografiich A, B, C a D

po 48hodinové inkubaci a ovlivnéni 2 Gy .

6.1.1.1. Zmeéna Cetnosti primarni fasinky
Primérni tasinka byla na imunofluorescenéné obarvenych preparatech odecitana na tfech
na sobé nezavislych experimentech. Jednotlivé davky ozafeni Cinily 2 Gy, 5 Gy a 10 Gy,
byly porovnavany mezi sebou a také s neozafenou kontrolou. Reprezentativni fotografie

imunochemicky obarvené bunécné linie IMR-90 jsou zobrazeny na obrazku ¢islo 8, 9 a 10.
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Obrazek 10: Reprezentativni fotografie bunécné linie IMR-90. Na fotografii A se nachdzi

reprezentativni fotografie bunétné linie IMR-90 neozaiené kontroly s délkou inkubace 24 hodin.
Na fotografii B je také IMR-90, kterd byla ozafena davkou 2 Gy a byla inkubovéana 24 hodin. Na fotkach
C a D jsou vyfoceny bunécné linie IMR-90, které byly ozafeny 2 Gy a inkubovany 72 hodin.
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Bunécéna linie IMR-90 byla ozatrena davkami 2 Gy , 5 Gy a 10 Gy . Primarni tfasinka byla
detekovana 24h, 48h a 72h po ozareni. Na grafu ¢islo 1 se nachazi porovnani dat ¢etnosti primarni
fasinky z prvnich experimentti, kdy byla ovliviiovana buné¢na linie IMR - 90 jednotlivymi
davkami zafeni. Nase vysledky ukazuji, ze U bunck ozarenych davkou 2 Gy a kultivovanych
24 hodin po ozateni doslo ke zvyseni poctu bun¢k S primarni fasinkou na 11,88 % oproti kontrole,
kde primarni fasinku exprimovalo 5,25 % bunék. Po ozafeni davkou 5 Gy se procento bunék
S primarni fasinkou zvySilo na nejvyssi hodnotu u této délky inkubace a to na 19,82 % bunck.
V ptipad€ nejvyssi ozatované davky 10 Gy se fasinka vyskytovala u 9,34 % bunék, coz je nejnizsi

mnozstvi ze sledovanych davek zareni.

IMR 90 - 24 hodin
251

% bunék

kontrola 2 Gy 5 Gy 10 Gy
davka zareni

Graf ¢. 1: Procentualni zastoupeni bunék IMR-90 s primarni fasinkou 24 hodin po ozateni 2 Gy,
5 Gy a 10 Gy. Vysledky pro dané hodnoty jsou vyjadieny aritmetickym primeérem tii na sob¢€ nezavislych
experimentd, stiedni chyba priiméru (SEM; n=3). Statisticky vyznamny rozdil byl stanoven pomoci

GraphPad InStat v3. *p < 0,05.
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IMR 90 - 48 hodin
50+

kontrola 2 Gy 5Gy 10 Gy
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Graf ¢. 2: Procentualni zastoupeni bunék IMR-90 s primarni fasinkou 24 hodin po ozafeni 2 Gy,
5 Gy a 10 Gy. Vysledky pro dané hodnoty jsou vyjadieny aritmetickym primérem tii na sobé nezavislych
experimentd, stfedni chyba praméru (SEM; n=3). Statisticky vyznamny rozdil byl stanoven pomoci

GraphPad InStat v3. *p < 0,05.

Pfi dal§im pokusu s buné¢nou linii IMR-90 a délkou inkubace 48 hodin byly naméteny
nasledujici hodnoty zobrazené na grafu ¢islo 2. U kontrolniho neovlivnéného vzorku se fasinka
byl exprimovan na povrchu bunék ovlivnénych 5 Gy a to u 17,17 %. Nejvice bun¢k S primarni
fasinkou bylo detekovano ubunék ovlivnénych 10 Gy, kde se procento vyskytu vysplhalo
na 28,92 %. Druhd nejvyssi hodnota procentudlniho vyskytu primarni fasinky byla 26,7 %.
Tato vysoka hodnota byla detekovana u bun¢k ovlivnénych 2 Gy. Jak je vidét, naméfené hodnoty

jsou znatelné vyssi, nékde vice nez dvojnasobné nez U inkubace 24hodinové.
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Na nasledujicim grafu ¢islo 3. je zndzornén vyskyt primarni fasinky ubunck IMR-90
po inkubaci 72 hodin. Pro kontrolni buiiky IMR-90 byl detekovan vyskyt primarni fasinky v 8,24
% ptipadi. Nejvyssi hodnota byla tentokrat namétena u davky 5 Gy, a to 23,81 %. Druhé nejvyssi
hodnota, jen o néco malo nizsi nez U davky 5 Gy - 23,39 % bunék s primarni fasinkou naméfena

v

s detekovanou primarni fasinkou.

IMR 90 - 72 hodin
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Graf ¢. 3: Procentualni zastoupeni bunék IMR-90 s primarni fasinkou 24 hodin po ozafeni 2 Gy,
5 Gy a 10 Gy. Vysledky pro dané hodnoty jsou vyjadieny aritmetickym primérem tfi na sobé nezavislych
experimentd, stfedni chyba priméru (SEM; n=3). Statisticky vyznamny rozdil byl stanoven pomoci

GraphPad InStat v3. *p < 0,05.

6.1.1.2. Zmény velikosti primarni fasinky
Primérnd délka primarni fasinky byla vypocitana jako primér ze vSech detekovanych
primarnich fasinek u jednotlivych experimentt, které se liSily velikosti davky (2 Gy, 5 Gy anebo
10 Gy) a délkou inkubace 24, 48 a 72 hodin po ovlivnéni ionizujicim zafenim. Stejné jako
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pfi zkoumani vyskytu primarni fasinky byly jednotlivé experimenty provadény nezavisle na sobé
a porovnavany S neozarenou kontrolou, u které vSechny kroky kromé ozafovani byly provedeny

stejn¢. Délka primarni fasinky byla méfena v programu ImageJ.

Na nasledujicim grafu ¢islo 4 je vidét grafické znazornéni délky primarni fasinky vztazené
k jednotlivym velikostem davek pro inkubaci dlouhou 24 hodin a bunéénou linii IMR-90.
Nejkrat§i primarni fasinky S primérnou délkou 1,5 pm byly naméfeny U kontrolniho
neovlivnéného vzorku. O néco delsi primérna délka se vyskytla u 2 Gy. Tady jeji hodnota Cinila
2,33 um. Dal$i malé zvySeni primérné délky primarnich fasinek u buné¢né linie IMR-90 bylo
detekovano u ovlivnéni absorbovanou davkou 10 Gy. Praimérna délka zde dosahovala 2,98 pum,
coz je jen o necely mikrometr vice nez U davky 2 Gy. Nejdelsi primérnd délka detekovanych
primarnich fasinek byla zaznamenana u bun¢k, které byly ovlivnény 5 Gy. Hodnota u tohoto

ovlivnéni Cinila 3,08 um. Rozdily mezi jednotlivymi davkami nejsou signifikantni.

IMR 90 - 24 hodin

délka rasinky

kontrola 2 Gy 5 Gy 10 Gy
davka zareni

Graf ¢. 4: Délka primarnich fasinek 24 hodin po ozareni u IMR-90. Vysledky pro dané hodnoty
jsou vyjadfeny aritmetickym primeérem tfi na sobé€ nezavislych experimentd, stfedni chyba priméru
(SEM; n=3).
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Na uvedeném grafu Cislo 5 je zndzornéno, jak se liSily primérné délky primarnich fasinek
u bunék IMR-90 po ovlivnéni a inkubaci, kterd trvala 48 hodin. Pfitéto délce inkubace byly
hodnoty prumérné délky primarni fasinky ze vSech téi pokusu s rozdilnou délkou inkubace
primarni fasinky byly detekovéany U kontrolniho vzorku bun¢k IMR-90. Primérna délka zde nabyla
hodnoty 3,56 um. V piipadé bunc¢k ovlivnénych davkou5 Gy se primérna délka vySplhala
na 3,47 um, coz je nejvyssi hodnota mezi buitkami ovlivnénymi ionizujicim zafenim. Linie IMR-
90 ozarend absorbovanou davkou 2 Gy exprimovala fasinky o pramérné délce 3,19 pm.

A naposled nejmensi primérné délka fasinek se vyskytovala u ovlivnéni davkou 10 Gy.

IMR 90 - 48 hodin

délka rasinky
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davka zareni

Graf ¢. 5: Délka primarnich tasinek 48 hodin po ozafeni u IMR-90. Vysledky pro dané hodnoty
jsou vyjadieny aritmetickym primérem tii na sob& nezavislych experimentu, stfedni chyba priméru

(SEM; n=3).
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Graf ¢. 6: Délka primarnich fasinek 72 hodin po ozaieni u IMR-90. Vysledky pro dané hodnoty
jsou vyjadfeny aritmetickym primeérem tfi na sobé nezavislych experimentt, sttedni chyba priméru

(SEM; n=3).

Na predchazejicim grafu ¢islo 6 je zanesend primérna délka primarni fasinky u bungk,
které byly po ozafeni inkubovany 72 hodin. Buné¢na linie IMR-90 pfi této nejdelsi inkubaci méla
nejdelsi primarni fasinky U neovlivnéné kontroly. Zde primérnd hodnota vysla 3,56 pm. Druhé
nejdelsi fasinky byly detekovany ubunék ovlivnénych davkou 5 Gy, primérna délka u nich
dosahla 3,48 um. Bunky ozafené 2 Gy mély fasinku dlouhou v priméru 3,19 um a bunky
ovlivnéné davkou o velikosti 10 Gy vytvofily nejkratsi fasinky ze 72hodinové inkubace, a to
fasinky dlouhé v priméru 2,76 pum. U experimentti méficich délku primarni fasinky, které byly

provedeny na bunééné linii IMR-90, nebyly namé&feny statisticky vyznamné rozdily.
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6.1.2. Davkova zavislost u¢inku ionizujiciho zatfeni na proliferaci a smrt bunék
Pro detekci bunécné viability a proliferace byl pouzit WST-1 test, ktery ukazuje pocet
metabolicky  aktivnich  bun€k  pfitomnych v  analyzovaném médiu ve  srovnani
S neozatenou kontrolou, kterd byla kultivovana za normalnich podminek bez plisobeni ionizujiciho

zareni.

Jak je znazornéné na grafu Cislo 7, proliferace a viabilita bunééné linie IMR-90, ktera byla
inkubovana 24 hodin po ozafeni, klesla pii absorbované davce 2 Gy oproti neovlivnéné kontrole
na 95,8 %. Pti ozafeni bunécné linie IMR-90 inkubované 24 hodin od ovlivnéni davkou 5 Gy
se pii porovnani S neozarenymi buitkami snizila na 93,11 % proliferujicich a viabilnich fibroblasti.
Pfi absorbované davce 10 Gy bylo detekovano pouze 92,16 % fibroblastli vykazujicich zndmky
proliferace a viability. V této analyze byla detekovana nesignifikantni souvislost mezi
zvySenou aprobovanou davkou ionizujiciho zafeni a snizovanim proliferace a viability bunék

zafeni vystavenym.

IMR 90 - 24 hodin
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Graf ¢. 7: Viabilita a proliferace IMR-90 24 hodin po ozateni. Vysledky pro dané hodnoty jsou
vyjadfeny aritmetickym priimérem tfi na sobé nezavislych experimentt, sttedni chyba priméru (SEM;

n=3).
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U bunécné linie IMR-90, jenz byla inkubovana 48 hodin od ozafeni, klesla viabilita
a proliferace u bun€k ozatenych 2 Gy oproti kontrole na 96,37 %. Grafické znazornéni je uvedené
na grafu ¢islo 8. Po 48hodinové inkubaci a absorbované davce 5 Gy bylo detekovano 94,5 % bunék
IMR 90 proliferujicich a viabilnich. V nasledujicim experimentu doslo k dalSimu snizeni viability
a proliferace u fibroblastt, které byly kultivovany 48hodin a ozafeny davkou 10 Gy . U téchto

buné¢k se procento viabilnich a proliferujicich bun€k snizilo na 91,07 % oproti neozaiené kontrole.
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Graf ¢. 8: Viabilita a proliferace IMR-90 48 hodin po ozateni. Vysledky pro dané hodnoty jsou
vyjadieny aritmetickym primérem tfi na sobé nezavislych experimentu, sttedni chyba pruméru (SEM;

n=3).

V ptipadé bunécné linie IMR-90 ozafené 2 Gy , ktera byla inkubované 72 hodin po ozéfeni,
bylo mnozstvi proliferujicich a viabilnich bun€k snizené na 98,67 % oproti neozarenym bunkam.
IMR-90, které byly ovlivnény absorbovanou davkou 5 Gy a nasledn¢ inkubovany 72 hodin, doslo

k poklesu viability a proliferace na celkovych 92,4 % oproti kontrolnimu vzorku. Pfi nasledujicim
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experimetu u stejné bunécné linie byl pozorovan dalsi pokles proliferace a viability. Tyto bunky
byly inkubované 72 hodin po ozéafeni davkou 10 Gy. Oproti kontrolni neozafené kontrole
fibroblasti se viabilita a proliferace snizila na 91, 85 % (graf ¢. 9). U experimentd viability a
proliferace provedenych na bunécné linii IMR-90 nebyly rozdily mezi jednotlivymi experimenty
statisticky vyznamné. U experimentd, ve kterych byla méfena délka primarni fasinky bunééné linie

NHLF, nebyly naméfeny statisticky vyznamné rozdily.

IMR 90 - 72 hodin
150=-

50=

relativni viabilita (%)

Kontrola 2 Gy 5 Gy 10 Gy
davka zareni

Graf €. 9: Viabilita a proliferace IMR-90 72 hodin po ozateni. Vysledky pro dané hodnoty jsou
vyjadieny aritmetickym pramérem tii na sobé nezavislych experimentt, stiedni chyba praméru (SEM;

n=3).

6.1.3. Zmény v bunéc¢ném cyklu

Analyza zmén v bunécném cyklu byla sledovéana s vyuzitim pritokové cytometrie U bunééné
linie IMR-90 ozafené 2 Gy, 5 Gy a 10 Gy, které byly prométeny za 24 hodin, 48 hodin a 72 hodin
po ozafeni ionizujicim zafenim. Naméfena data byla porovnavana s neozarenou kontrolou,

ktera nebyla ozarena.
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Zmény v buné&tném cyklu bunééné linie IMR-90 jsou znazornény na grafu ¢islo 10
po inkubaci dlouhé 24 hodin, nagrafu ¢islo 11 po inkubaci 48hodinové a na grafu ¢islo 12
jsou vidét vysledky po inkubaci, ktera trvala 72 hodin. Signifikantni rozdily byly naméfeny mezi
vSemi fazemi bunécného cyklu ve vSech délkach inkubace. Pti nejkratsi 24hodinové inkubaci se
U kontrolniho vzorku nachazelo 1,85 % bunék v G1 fazi, signifikantni zvySeni 85,12 % bunck
v S fazi a 13,03 % bunck v G2 fazi. Pii inkubaci 48 hodin se burniky vyskytovaly ze 75,39 % v G1
fazi, 20,48 % bylo v S fazi a zbylych 4,13 % v G2 fazi. Kontrolni vzorek bunc¢k m¢l bunky
po 72hodinové inkubaci v 78,26 % v G1 fazi, 18,84 bunck v S fazi a 2,9 % bunék v G2 fazi.
Ovlivnéni davkou 2 Gy zménilo hodnoty bunék inkubovanych 24 hodin na 75 % bun¢k v G1 fazi,
23,71 % bunék v S fazi a 1,28 % bunék v G2 fazi. Pti inkubaci 48 hodin bylo naméteno 80,27 %
bunék v G1 fazi, 18,71 % bunék v S fazi a 1,02 % bunék v G2 fazi. Signifikantni zvySeni inkubace
na 72 hodin pfineslo vysledky 76,68 % bunék v G1 fazi, 21,6 % bunék v S fazi a 1,72 % bunck
v G2 fazi. Zména davky zéafeni na 5 Gy ovlivnila bunky tak, ze se pii 24hodinové inkubaci v G1
fazi vyskytovalo 66,71 % bunék, v S fazi 32,06 % bunék a v G2 fazi 1,23 % bungk. Pti inkubaci
48 hodin bylo ve fazi G1 74,15 % bunék, ve fazi S 23,29 % bunék a ve fazi G2 10,76 % bunék.
Inkubace 72 hodin méla buiiky rozdélené na 66,37 % bunck v G1 fazi, 20,06 % bunék v S fazi
a zbylych 13,57 % bunék v G2 fazi. Nejvyssi absorbovana davka 10 Gy zachytila po inkubaci
24 hodin 7,51 % bunék v G1 fazi, 86,15 % bunck v S fazi a 6,34 % bunck v G2 fazi. Inkubace
48 hodin pfinesla 64,34 % bun¢k v G1 fazi, 32,47 % bunck v S fazi a 3,18 % bunck v G2 fazi.
Nejdelsi inkubace, kterd trvala 72 hodin, zménila namétené hodnoty na 62,94 % bunék v G1 fazi,
35,28% bunék v S fazi a 1,77 % bunék v G2 fazi.
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Graf €. 10: Analyza bunécného cyklu u IMR-90 po 24hodinové inkubaci. Vysledky pro dané
hodnoty jsou vyjadfeny aritmetickym primeérem tii na sob€ nezavislych experimenti, stfedni chyba

praméru (SEM; n=3). Statisticky vyznamny rozdil byl stanoven pomoci GraphPad InStat v3. *p < 0,05.
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Graf €. 11: Analyza bunécného cyklu u IMR-90 po 48hodinové inkubaci Vysledky pro dané
hodnoty jsou vyjadfeny aritmetickym pramérem tfi na sob¢ nezavislych experimentd, stfedni chyba

praméru (SEM; n=3). Statisticky vyznamny rozdil byl stanoven pomoci GraphPad InStat v3. *p < 0,05.
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Graf ¢. 12: Analyza bunééného cyklu u IMR-90 po 72hodinové inkubaci Vysledky pro dané
hodnoty jsou vyjadfeny aritmetickym primérem tfi na sobé nezavislych experimentd, stfedni chyba

praméru (SEM; n=3). Statisticky vyznamny rozdil byl stanoven pomoci GraphPad InStat v3. *p < 0,05.

6.2. Vyhodnoceni zmén bunécné linie NHLF po ozéateni
Zmény cytoskeletu buiiky, které zpiisobilo ionizujici zafeni, byly sledovany za pomoci
transformace primarni fasinky, ktera je znama jako senzoricka organela vyskytujici se v buiikach
jen v urcitych fazich bunécného cyklu. Primarni fasinka se vyskytuje pouze v G1, Go a S fazi.
Jednotlivé analyzy byly vykonany na bunéénych liniich plicnich fibroblasti NHLF in vitro. Tato
bunééna linie byla inkubovana 24 hodin a poté ozafena davkami 2 Gy, 5 Gy a 10 Gy a byla
porovnavana s neozaienou kontrolou. Zmény primarni fasinky byly sledovany 24 hodin po

ozareni.
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6.2.1. Analyza cytoskeletalnich zmén
Zmény cytoskeletu buiikky po ovlivnéni ionizujicim zéfenim o rtznych davkach byly
sledovany zejména pomoci zmén primarni fasinky. Sledovana byla hlavné jeji délka a vyskyt.
Nasledné¢ byl proveden WST-1 test, ktery sleduje proliferaci a viabilitu bunék po ozafeni

jednotlivymi davkami.

Obrazek  11:  Reprezentativni  fotografie = bunétné  linie  NHLF s primarni
fasinkou detekovanou pomoci imunofluorescenéniho barveni. Cervené se obarvila axonema primarni
rasinky, ktera je tvofena alfa tubulinem a zelen€ se barvi bazalni télisko tvofené gamma tubulinem. Jadra
bunék byla nabarvena modie pomoci DAPI. (A) Bunééna linie NHLF kontrolni vzorek po inkubaci 24
hodin. (B) NHLF ovlivnéné 5 Gy po 24hodinové inkubaci.

VSechny analyzy byly provedeny ubunééné linie NHLF in vitro. Bunétna linie byla
inkubovana 24 hodin a nasledné ozafena davkami 2 Gy, 5 Gy a 10 Gy. Na obrazku ¢islo 11

jsou reprezentativni fotografie imunochemicky obarvené bunééné linie NHLF.

6.2.1.1. Zmeéna Cetnosti primarni fasinky
Na jednotlivych preparatech, které byly imunofluorescenéné obarveny byla primarni fasinka
odecitana opakované pii tfech experimentech na sob¢ nezavislych. Jednotlivé absorbované davky
ionizujiciho zafeni, kterymi byly bunky ovlivnény, mély velikost 2 Gy, 5 Gy a 10 Gy. Tyto pokusy
byly porovnavany nejen mezi sebou, ale také s neovlivnénou kontrolou, ktera méla jinak stejné

podminky pro rist jako ovlivnéné bunky.

Na grafu ¢islo 13 se nachazi ptehled jednotlivych zastoupeni bun¢k S primarni

fasinkou po jednotlivych davkach zafeni. Nejvetsi hodnoty byly naméfeny po ozareni 10 Gy.
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Primarni fasinky se primérné vyskytovaly u 42,04 % bunék NHLF. Druha nejvys$si hodnota byla
nalezena u velikosti ozafeni 2 Gy, kde se prumérny vyskyt fasinky vySplhal na 32,19 %.

U absorbované davky 5 Gy se tasinka vyskytovala u 28,29 % ptipadd, oproti kontrole, kde byla
detekovana jen u 24,53 % bunék.

NHLF - 24 hodin

kontrola 2 Gy 5Gy 10 Gy
davka zareni

Graf ¢. 13: Bunky NHLF s vyskytem primarni fasinky 24 hodin po ozafeni. Vysledky pro dané
hodnoty jsou vyjadfeny aritmetickym primérem tii na sob& nezavislych experimentu, stfedni chyba

praméru (SEM; n=3). Statisticky vyznamny rozdil byl stanoven pomoci GraphPad InStat v3. *p < 0,05.
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Graf ¢. 14: Bunky NHLF s vyskytem primarni fasinky 48 hodin po ozareni. Vysledky pro dané
hodnoty jsou vyjadfeny aritmetickym primérem tfi na sobé nezavislych experimentd, stfedni chyba

praméru (SEM; n=3). Statisticky vyznamny rozdil byl stanoven pomoci GraphPad InStat v3. *p < 0,05.

V ptipadé¢ prodlouZeni inkubace na 48 hodin buné¢éné linie NHLF se vysledky zménily, coz
mize byt pozorovano na grafu ¢islo 14. Nejvyssich hodnot dosahly bunky ozarené 2 Gy. U téchto
bun¢k se fasinka vyskytovala ve 32,65 % piipadi. U bunék ovlivnénych 5 Gy byla tasinka
objevena u 24,56 % buné¢k, coz je druha nejvyssi naméfena hodnota pro tuto délku inkubace.
Hodnoty vyskytu u kontrolnich bun¢k a davky 10 Gy se zasadné nelisily. U kontrolnich bun¢k byly

fasinky prokazany v 17,46 % a u ovlivnéni o velikosti 10 Gy byla naméfena hodnota 16,61 %.
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Graf ¢. 15: Bunky NHLF s vyskytem primarni fasinky 72 hodin po ozafreni. Vysledky pro dané
hodnoty jsou vyjadfeny aritmetickym prameérem tii na sob& nezavislych experimenti, stfedni chyba

priméru (SEM; n=3). Statisticky vyznamny rozdil byl stanoven pomoci GraphPad InStat v3. *p < 0,05.

Posledni z této série pokusii byly experimenty S délkou inkubace 72 hodin, které
jsou uvedené v grafu ¢islo 15. V tomto pfipad¢é se nejvyssi naméfené hodnoty tykaly ozafeni
davkou 2 Gy, ukterych se ftasinka vyskytovala u 29,14 % bunék. Druha nejvyssi hodnota
vyskytu primarni fasinky se vyskytovala u 10 Gy a ¢inila 24,53 %. U bunégk, které byly ovlivnény
5 Gy byla fasinka naméfena u 21,58 % bunék. Nejmensi procentualni vyskyt primarni fasinky byl

zjistén U kontrolni neozarené skupiny, kde se fasinky vyskytovaly u 17,92 % bunék.

6.2.1.2. Zmény velikosti primarni fasinky
Pti zjiStovani velikosti primarnich fasinek byly nejprve jednotlivé délky fasinek v ramci
jednoho experimentu s urcitou absorbovanou davkou (2 Gy, 5 Gy a 10 Gy) a délkou inkubace
(24 hodin, 48 hodin a 72 hodin) zpramérovany a porovnavany S neovlivnénou kontrolou, ktera byla
inkubovana ve stejnych podminkach a péstovana shodné. VSechny experimenty byly provedeny

In vitro a nezavisle na sob¢. Délka primarni fasinky byla méfena za pomoci programu ImageJ.
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Graf ¢&. 16: Délka primarnich fasinek NHLF po 24hodinové inkubaci. Vysledky pro dané hodnoty
jsou vyjadfeny aritmetickym primeérem tii na sob€ nezavislych experimentt, stfedni chyba priméru

(SEM; n=3).

Na grafu ¢islo 16 je znazornéné, jak se ménila primérna délka primarni fasinky U bunécné
linie NHLF po 24hodinové inkubaci. Nejdelsi fasinky byly detekovany na povrchu kontrolnich
neozaienych bunék. Zde se jejich primérna délka vysplhala na 3,1 um. U bunék ozatenych 5 Gy
byla primérna délka nalezenych fasinek 2,54 pm. Bunécna linie NHLF ozaiena davkou 10 Gy
méla primarni fasinky pramérnou délku 2,5 um a buiky ovlivnéné davkou 2 Gy exprimovala

fasinky o primérné délce 2,43 um.

57



6.2.2. Davkova zavislost a¢inku ionizujiciho zatfeni na proliferaci a smrt bunék

Detekce bunécné viability a bunécné proliferace byla provedena za pomoci analyzy WST-1
testu, ktery ma schopnost ukézat miru Zivotnosti buné¢k a jejich schopnost proliferovat ve srovnani

S neozafenou kontrolou.
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Graf ¢. 17: Viabilita a proliferace NHLF 24 hodin po ozafeni. Vysledky pro dané hodnoty jsou
vyjadieny aritmetickym primérem tfi na sobé nezavislych experimentu, sttedni chyba pruméru (SEM;

n=3).

U NHLF pfi ozafeni 2 Gy po uplynuti inkubace dlouhé 24 hodin proliferace a viabilita
métenych fibroblasth klesla na 99,89 % oproti kontrole inkubované za normélnich podminek bez
ozafeni. V dal$im experimentu stejna linie pfi ozafeni 5 Gy vykazuje miru proliferace a viability
98,9 % po inkubaci 24 hodin oproti neovlivnéné kontrole fibroblasti. U bunék, které absorbovaly
davku 10 Gy a nasledné byly inkubovany 72 hodin, se proliferace a viabilita sniZila na 91,58 %

oproti zdravé kontrole (graf ¢. 17).
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Graf ¢. 18: Viabilita a proliferace NHLF 48 hodin po ozafeni. Vysledky pro dané hodnoty jsou
vyjadfeny aritmetickym primérem tii na sob& nezavislych experimentu, stfedni chyba praméru (SEM,;

n=3).

U experimentu s bunkami NHLF inkubovanymi 48 hodin se pfijejich expozici zafeni
o velikosti 2 Gy projevilo snizeni proliferace a viability buné¢k na 97,45 % oproti buitkam
neozafenym. Daéle bylo zméfeno snizeni mnozstvi proliferujicich a viabilnich bun¢k na 95,39 %
pfi vystaveni linie davce 5 Gy a nasledné inkubaci 48 hodin. Pouze 84,57 % bunék bylo
vyhodnoceno jako bunky proliferujici a viabilni pti experimentu na bunééné linii NHLF, ktera byla

ovlivnéna davkou 10 Gy a analyzovana 48 hodin po ozafeni (graf ¢. 18).
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Graf ¢. 19: Viabilita a proliferace NHLF 72 hodin po ozateni. Vysledky pro dané hodnoty jsou
vyjadieny aritmetickym primérem tfi na sobé nezavislych experimentu, stfedni chyba priuméru (SEM;

n=3).

Bunééna linie NHLF pfi ozafeni davkou 2 Gy jevila proliferaci a viabilitu 99,54 % v
porovnani S neozarenou kontrolou po inkubaci 72 hodin. V ptipadé ozafeni bun¢k 5 Gy a stejné
dlouhé dobé¢ inkubace vysla hodnota proliferujicich a viabilnich bun¢k 95,11 % oproti kontrolnim
bunkam. Pfi ozafeni bunécné linie nejvyssi hodnotou davky provedenych pokust, a to 10 Gy, se
viabilita a proliferace snizila na 94,09 % oproti bunkam, které byly kontrolni. V tomto a
pfedchozim experimentu byla pouZzita bunécnd linie NHLF a inkubace trvala 72 hodin od ozareni
(graf ¢. 19). Rozdily u experimenti viability a proliferace u bunécné linie NHLF nebyly statisticky

vyznamné.
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7. DISKUZE

Burika je jedine¢na struktura, ktera disponuje velmi efektivnimi a specifickymi zptisoby, jak
interaguje se svym okolim. Komunikace s extracelularnim prostiedim je nezbytna pro jeji spravné
fungovani a fyziologicky stav. Primarni fasinku je mozné chapat jako fyzikalné-chemicky senzor,
ktery ma biologickou funkci vnimat a zhodnocovat signaly extracelularniho prostiedi, aby byla
V buiice zajisténa homeostdza. Dale se primarni fasinka, nékdy téz nazyvana bunécna anténa,
ucastni embryogeneze, organogeneze, tumorigeneze a napomaha funkci senzorickych neuront,
ledvin a dalsich. Jedna se o jedine¢nou cytoskeletarni, mikrotubularni strukturu, coz je davod

dalsiho vyzkumu.

Cilem této diplomové prace bylo vyhodnotit zmény v cytoskeletu buiky reprezentovanych
primdrni fasinkou po ovlivnéni ionizujicim zafenim. V experimentech byly pouzity dvé bunééné
linie IMR-90 a NHLF. IMR-90, linie lidskych plicnich fibroblastli izolovanych z bunééné tkané
plodu v 16. tydnu téhotenstvi. A NHLF, linie lidskych plicnich fibroblastti izolovanych z tkané
zdravych dospélych pacientii. Tyto bunééné linie byly zvoleny pro piedpoklad cytoskeletalnich
zmén V podob¢ primarni fasinky po expozici ionizujicimu zateni. Lidské fibroblasty jsou navic
velmi univerzalni, je u nich pfitomna primarni fasinka a jejich reakce na ozafovani byvaji podobné

jako u jinych bunéénych linii. (Filipova, 2015; Kim, 2011; Goetz, 2010; Dvotak, 2015)

Experimenty vénujici se radiobiologii hodnoti radiosenzitivitu a radiorezistenci bunék. Ta se
s rozdilnym typem bunék zasadné lisi. NezaleZi tady jen na druhu bungk, a zda je bunééna linie
normalni nebo nadorova, ale také na konkrétni linii a jejim stafi. Napiiklad né&které linie
krvetvornych buné€k jsou znateln€ radiosenzitivni, zatimco nddorove linie jsou senzitivni mén¢. Pro
urceni radiosenzitivity v in vitro podminkach se vyuzivad né€kolik jednoduchych test. Jednim
z nich je WST-1 test, kdy buné¢na suspenze, konkrétné mitochondrialni dehydrogendza, reaguje
S tetrazoliovou soli za vzniku formazanového barviva, které je snadné spektrofotometricky
detekovat. Zména namétené absorbance je ptimo imérna zméné mnoZstvi metabolicky aktivnich
buné¢k ve vzorku. Dale miizeme zminit jednoduchy cytochemicky test hladiny laktatdehydrogenazy
(LDH), ktera se z cytoplazmy bun€k do extracelularniho prosttedi uvoliuje v ptipade bunécného

poskozeni. (Goetz, 2010; Filipova, 2017; Shimada, 2017; Johnson, 2016; Ngamwongsatit, 2008)

Podle (Bluwstein, 2013) jsou plicni fibroblasty schopné odolavat vysokym davkam
ionizujiciho zéafeni a také jsou schopné zabranit apoptoze, kterd miize byt ozafenim indukovana.

V provedenych in vitro experimentech nabunééné kultufe IMR-90 bylo zjisténo, Zze zareni
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vyznamné neovliviiuje viabilitu a proliferaci bunck. Pfiprovedeni testu WST-1 byly rozdily
poctu proliferujicich a viabilnich bun¢k s rozdilnou absorbovanou davkou ionizujiciho zafeni
velmi nizké. Bunééna linie IMR-90 je tedy vyhodnocena jako radiorezistentni dle provedenych
WST-1 testti viability a proliferace a také méfeni bunécného cyklu, které se této linii vénovaly.
U bunécné linie NHLF jsou vysledky srovnani proliferace a viability mezi ozéafenymi
a neozafenymi buiikami velmi podobné. Rozdily mezi relativnimi pocty viabilnich a proliferujicich
bunék poklesly ze 100 % na 91,58 % u inkubace 24 hodin, na 84,57 % u inkubace 48 hodin
ana 94,09 % u inkubace dlouhé 72 hodin. Bunééna linie NHLF je proto také hodnocena jako
radiorezistentni. U bunécné linie NHLF vSak procento viabilnich a proliferujicich bun¢k klesalo se
zvySujici se davkou rychleji. Naptiklad u NHLF, velikosti davky 10 Gy a délky inkubace 48 hodin
viabilita klesla na 84,57 % narozdil od IMR-90, kde pfi stejnych podminkach viabilita ¢inila
91,1 %.

Nepatrné zmény viability a proliferace bun¢k, které byly vyvolané zafenim, mohou byt
vysvétleny velmi komplexnim reagovanim bunék na jednotlivé davky. lonizujici zateni indukuje
poskozeni DNA dvouSroubovice a dalSich struktur, prostfednictvim kyslikovych nebo OH radikalt
vytvofenych ozafenim. Nejcastéjsim poskozenim DNA jsou jednovlaknové nebo dvouvlaknové
zlomy, které je potieba opravit. Nezvladne-li bunika opravit DNA dostate¢né rychle a spravné,
dojde k programované bunétné smrti neboli apoptoze. Tento stav je aktivné fizen vné&jsi nebo
vnitini cestou a samotna burka se po aktivaci protedz a endonukleaz rozpadne na apopticka téliska,
kterd jsou nasledné¢ fagocytovana. (Souparno, 2016; Filipova, 2017) Zacne-li buika
poskozenou DNA opravovat za pomoci DNA damage response, které maji moznost transkrip¢ni a
post-transkripéni aktivace Sirokého spektra genii, mize dojit k pozastaveni bunéného cyklu, nez
se DNA opravi. Jeli-opravena mize se do bunécného cyklu opét vratit a pokrac¢ovat v ném. (Maier,
2016; Davis, 2013) Podle (Zhao, 2015) byla pii pokusech na fibroblastech IMR-90 ovlivnénych
nizkymi davkami zjisténa u této bunécni linie adaptivni odpovéd’, protoZe vystaveni zafeni nemélo

zadny vliv na nadro¢né zmeény proteinu p53.

U epitelidlnich  bunék  hTERT.RPEI  byla  zjisténaptima  souvislost  mezi
absorbovanou davkou ionizujiciho zafeni a vyskytem primarni fasinky. Pti inkubaci 24 hodin byla
v piipad¢ davky 1 Gy zvysenao 17,7 % a u5 Gy o 19,7 %. Biologické ucinky ozafeni na jiné
organely bunky jsou zatim neznamé. Nicméné vysledky naznacuji, ze poSkozeni DNA je

spoustéem ciliogeneze, piestoze funkce fasinky indukované 1Z je neznama. (Shimada, 2017)
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DNA damage response a faktory ciliogeneze funguji za slozité souhry. Podskupina faktora
DDR a ciliogenze ma dvoji roli pfi udrzeni genomické integrity fyziologickych procesii primarni
fasinky. Vypada to, ze tato dualita prameni z nutnosti buniky regulovat duplikaci cenrozomi
a integritu mitotického victénka, a soucasné nékteré proteiny DDR se lokalizuji v centrozomu.
(Johnson, 2016)

Experiment méfeni bunééného cyklu ukazal, ze bunky IMR-90 se bez ozafeni nejvice
vyskytovaly vSa poté v G2 fazi bunééného cyklu (S faze 85,12 %, G2 faze 13,03 %)
po 24hodinové inkubaci. Naopak po ozéaieni davkou 2 Gy a 5 Gy se bunky nachazely v G1 fazi
(2Gy 75 %, 5 Gy 66,71 %). V S fazi se nejvice bunék vyskytovalo u ozafeni davkou 5 Gy ,
coz bylo vice nez u ozateni davkou 2 Gy. Pouze 1, 23 % bunék vyskytovalo v G2 fazi bunécného
cyklu. Tyto data koreluji s poCty primarni fasinky, protoze jeji nejvétsi vyskyt se objevil u ozareni
davkou 5 Gy (19,8 %) a nasledné u ozafeni 2 Gy (11,88 %). U ozafeni 2 Gy je patrné zkraceni
bunécného cyklu a nejvice bunck se nachazi v S fazi, coz koreluje s vyskytem primarni fasinky.
Jeji vyskyt po ozateni 10 Gy se oproti 5 Gy sniZil o vice nez 10,4 %. Expozice ionizujicimu zareni
obecné v bunikach stimuluje ciliogenezi (Shimada, 2017). V normalnich bunikach je syntéza
atvorba primarni fasinky regulovana béhem postupu bunééného cyklu. Primarni fasinka je
pritomna v Go, G1 fazi a S fazi, ale je resorbovand ptfed mitézou. Tato resorpce ovliviiuje
nachylnost bunék k vlivu vnéjSich signili na receptory spojené s primarnimi fasinkami

(Plotnikova, 2009).

Dalsim poznatkem je ciliarni zkraceni béhem postupu z G2 faze do M faze, které mize byt
zptisobeno zménou dostupnosti bunék k ristovym faktortim, které pouzivaji receptory nachazejici
se naftasince (Plotnikova, 2009). Délka primarni fasinky zavisi na bunééném cyklu, jak bylo
dokazano v experimentech u buné&éné linie NIH-3T3 a dalsich (Kim, 2011; Miyoshi, 2011). Délka
primarni fasinky se muze zménit naptiklad v ptipadé renalniho poranéni, ovlivnéni 1écbou lithiem,
po podani interleukinu 1P, po podani nizké koncentrace taxolu, po 24hodinovém hladovéni
a dalsich. (Miyoshi, 2011; Dvotak, 2015; Filipova, 2017). Délka primarni fasinky je také
ovlivnéna dynamikou aktinovych vlaken a mikrotubulii prostfednictvim hladin rozpustného
tubulinu v cytosolu dostupném pro prodlouzeni primarnich fasinek. Rozpustny tubulin,
U bunécné linie IMR-90 odpovida délka primarni fasinky fazi bunééného cyklu bunék — po ozafeni

doslo k prodlouzeni primarnich fasinek.
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U bunééné linie NHLF pii 24hodinové inkubaci se nejdelsi primarni fasinky nachazely
U neozarené kontroly, na rozdil od IMR-90, kde nejdelsi primarni fasinky byly detekovany
u ozafeni 5 Gy. U dalSich hodnot primérnych délek u vzorki bunék ovlivnénych 2 Gy, 5 Gy a 10
Gy byly naméfeny velice podobné hodnoty. Priimérna délka primarni fasinky mezi jednotlivymi
davkami se pfi inkubaci 24 hodin po ozéfeni tedy vyrazné nelisila. Souvislost mezi mirou ozareni
a délkou primarni fasinky nebyla pozorovana. Délka primarni fasinky zavisi na bunécném cyklu,
jak bylo dokazano v experimentech u bunééné linie NIH-3T3 a dalSich (Kim, 2011) (Miyoshi,
2011). Délka primarni fasinky se mize zménit naptiklad v ptipadé renalniho poranéni, ovlivnéni
lécbou lithinem a dal$ich. Je také ovlivnéna dynamikou aktinovych vldken a mikrotubuld

prostiednictvim hladin rozpustného tubulinu v cytosolu dostupném pro prodlouzeni primarnich

vvvvvv

délky (Miyoshi, 2011) .

Ozareni davkou 2 a 5 Gy se velmi vyznamné zvysilo procento bun¢k vyskytujicich se v G1
fazi, coz mizeme potvrdit experimentem vyskytu primdrni fasinky, pro buniky IMR-90 se zvysilo

procento vyskytu primarni fasinky na povrchu jadra.

Stejné tak koreluji i hodnoty u ozateni 10 Gy , kdy se snizilo procento bunck S primarni
fasinkou v poméru Kk ozafeni 2 a 5 Gy . Viabilita a proliferace se zvySujici se davkou ionizujiciho

zateni mirn¢ klesala u vSech délek inkubace pied méfenim.

Oproti tomu u bunééné linie NHLF bylo nejvétsi procento primarnich fasinek detekovano po
24hodinové inkubaci u ozatreni davkou 10 Gy, nikoliv 5 Gy jak tomu bylo u IMR 90. Déle hodnota

bun¢k s primarni fasinkou byla vyssi u ozafeni 2 Gy nez u ozatreni 5 Gy, coz bylo u IMR-90 opac¢né.

V ptipad¢ inkubacni doby 48 hodin jsou u buné¢né linie IMR-90 vysledky o poznani jiné.
V zavislosti na davkové fad¢ zafeni se hodnoty rozdéleni v jednotlivych bunéénych cyklech moc
neménily, pouze minimalné v piipadé nejvyssi absorbované davky 10 Gy. Délka primarni fasinky
klesa spole¢né se zvysujici se davkou ionizujiciho zafeni a koreluje se zménou v buné¢ném cyklu.
Kontrolni vzorek se nachazi v G1 fazi, coz muze byt zpisobeno dlouhou inkubaci. Naopak
bunécna linie NHLF ma nejvetsi vyskyt primarni fasinky u ovlivnéni 2 Gy, a sestupny trend poctu
fasinek se zvySujici se davkou ozafeni. Podle (Rodemann, 1991) ionizujici zafeni pusobici
na fibroblasty indukuje jejich ptred€asnou diferenciaci na termindlni postmitotické bunky. Délka

fasinky u inkubac¢ni doby 48 hodin byla nejvyssi u davky 2 Gy a se zvysujici se davkou na 5 Gy
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a 10 Gy postupné u bunééné linie IMR-90 klesala, coz mtize byt zpisobeno zvysujicim se navratem

bunék do S faze bunécného cyklu.

Kontrolni neozafena skupina se nachazi v G1 fazi bunécného cyklu, Naopak bunécna linie
NHLF ma nejveétsi vyskyt primarni fasinky u ovlivnéni 2 Gy, a sestupny trend poctu fasinek se
zvysujici se davkou ozafeni. Podle (Rodemann, 1991) ionizujici zafeni pusobici na fibroblasty

indukuje jejich pfedcasnou diferenciaci na terminalni postmitotické bunky.

Dle (Filipova, 2015) u myeloblasti C2C12 byly po ozafeni pozorovany viceCetné primarni
fasinky. Po ozafeni davkami, které vyvolaly zastaveni buné¢ného cyklu ve fazi G2 (20 Gy), byly
exprimovany nejvice. Naopak po ozareni davkou nizsi (6 Gy) byly pozorovany pouze jednotlivé
primarni fasinky na buce. Stejné tak byly vicecetné fasinky detekovany po tfidenni inkubaci a
davce 10 a 20 Gy. V naSich experimentech nebyly pozorovény vicecetné fasinky ani po ozafeni

davkou 10 Gy.

Po uplynuti 72 hodin po ozafeni se vétSina bunék vyskytovala v G1 fazi bunééného cyklu
I v pfipad€ neozafené kontroly, se zvySujici se davkou zatfeni vyskyt bunék v G1 fazi bunééného
cyklu klesal. V G1 fazi by se fasinky mély prodlouzit, coz je patrné na jejich méteni délky, coz
souhlasi s pfedpokladem, Ze jsou primarni fasinky nejdelsi ve fazich Go a G1, protoZe fasinky
Jsou v porovnani s kratsi dobou inkubace zhruba 1,5x delsi. V ptipadé 5 Gy se také vyrazné zvysilo
procento bun¢k ve fazi G2, coz je v rozporu s vysledkem méfeni fasinky, u kterého se procento
bunék s primarni fasinkou vySplhalo na 23,8 %, coZ je nejvice pro tuto inkubacni dobu. V S fazi
se nejvice bunky vyskytovaly po ozafeni davkou 10 Gy, kde €inila 35 %, jinak nebyly rozdily
mezi pocty fasinek u jednotlivych ozateni vétsi nez 20 %. Dale miZzeme pozorovat vetsi ¢ast bunék

v G2 fazi po ozareni 5 Gy, coz koreluje s pocty bun€k s primarni fasinkou a jejich délkou.

Buné¢na linie NHLF méla nejvice bun¢k s primarni fasinkou v ptipadé ovlivnéni 2 Gy, téméef
0 10% vice nez IMR-90 pfi stejné davce zareni. Stejné tak kontrolni neozarena skupina NHLF

obsahovala vice bun¢k s vytvofenou primarni fasinkou nez neozéarend skupina bun¢k IMR-90.
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8. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo zhodnotit cytoskeletdrni zmény buitkky pomoci bunééné
organely primarni fasinky po jejim ovlivnéni ionizujicim zafenim. Hodnocena byla zejména jeji
délka a cCetnost vyskytu po ovlivnéni rizné velkymi dévkami ionizujiciho zareni. Déle byla
provedena analyza bunééného cyklu, ktery s vyskytem primarni fasinky koresponduje. Pouzita
byla metoda pritokové cytometrie a nasledna kvantifikace DNA v jadie bunék. V dalSim
experimentu byla také méfena proliferace a viabilita bun¢k po ovlivnéni rizn¢ vysokymi davkami

ionizujiciho zaieni pomoci WST-1 testu.

Provedenymi experimenty bylo zjiSténo, Ze buné¢né linie normalnich lidskych fibroblasti
IMR-90 a NHLF jsou radiorezistentni. Divodem je, ze jejich viabilita a proliferace nebyla
pusobenim ionizujiciho zafeni vyznamné sniZena. Primarni fasinka bunécnych linii IMR-90
a NHLF reagovala velmi komplexné na rizné davky ionizujiciho zatfeni. Byly pouzity davky
o velikosti 2 Gy, 5 Gy a 10 Gy. Bylo potvrzeno, ze i u ozafenych bunéénych linie mizeme
pozorovat vztah mezi vyskytem primarni fasinky a bunéénym cyklem. Délky primarnich fasinek
koreluji s fazi buné¢ného cyklu, ve kterém se buiiky nachazeji. Kratsi primarni fasinky nalezneme
na zacatku G1 faze a v druhé poloving S faze. Naopak delsi fasinky jsou pozorovatelné u bunégk,
které se vyskytuji v Go a druhé polovin¢€ G1 faze. Mezi délkou primarni fasinky a velikosti davky,

ktera na ovlivnéné builky ptisobila, nebyla nalezena zadnd vyznamna souvislost.

Vysledkem této prace bylo zjiSténi vztahti, které se tykaji reakci dvou bunéénych linii
normdlnich lidskych fibroblastd reprezentovanych primarni fasinkou na ionizujici zafeni.
Souvislost mezi ozafenim a primarni fasinkou se mnoho vyzkumnych praci nevénuje, z tohoto
divodu je prace jedine¢na. Do budoucna by bylo zdhodno prozkoumat vztah mezi délkou
primarnich fasinek a velikosti davek zafeni, stejn¢ tak zvysit miru ozafovani naptiklad na 20-
40 Gy. Dalsi moznosti budouciho vyzkumu je zjistovani zmén primarni fasinky v souvislosti
s délkou ozafeni, nejen velikosti davky ionizujiciho zateni. Védecky piinosné by také mohlo byt
detailn¢j$i prozkoumani vztahu mezi bunéénym cyklem a délkou primarnich fasinek u ostatnich

bunéénych linii.

Primarni fasinka je biosenzor chemickych a mechanickych podnéti z okolniho prostiedi
bunky a je proto velmi dilezité poznat jeji moznosti a popsat reakce na nejruznéjsi podnéty.

Tato zjisténi nam totiz mohou otevtit dvefe k jejimu terapeutickému vyuziti.
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