UNIVERZITA PARDUBICE

FAKULTA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA

Vliv radioaktivity na hematopoézu

BAKALARSKA PRACE

2023 Tereza Kukalova



UNIVERSITY OF PARDUBICE

FACULTY OF CHEMICAL TECHNOLOGY

Radioactivity and hematopoiesis

BACHELOR THESIS

2023 Tereza Kukalova



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2022/2023

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a pfijment: Tereza Kukalova

Osobni ¢islo: C20235

Studijni program: B3912 Specialni chemicko-biologické obory
Studijni obor: Zdravotni laborant

Téma prace: Vliv radioaktivity na hematopoézu

Téma prace anglicky: Radioactivity And Hematopoiesis
Zadavajici katedra:  Katedra biologickych a biochemickych véd

Zasady pro vypracovani

1) Zpracujte literarni reSersi zaméfenou na ovlivnéni vzniku krevnich bunék radioaktivitou. V ramci
tohoto tématu se nejprve zamérte na popis typl radioaktivity, jejich rozdilny biologicky Gcinek a také
parametry, jez kvantifikuji radioaktivni G¢inek na Zivé tkané. Nasledné se predevsim zaméite na popis
principialnich acinkd radioaktivity v kostni dreni, tj. vznik malignich zmén, Ci denové formy akutni
nemoci z ozareni.

2) Ke zpracovani kompilace vyuzijte elektronickych védeckych databazi, jako jsou napt. ScienceDirect,
HighWire, NCBI Pubmed, apod.



Rozsah pracovni zpravy: 25s.
Rozsah grafickych praci: dle potieby
Forma zpracovani bakalarské prace: tiSténa

Seznam doporucené literatury:

Podle pokyn vedouciho bakalarské prace.

Vedouci bakalérské prace: doc. RNDr. Tomas Rousar, Ph.D.
Katedra biologickych a biochemickych véd

Datum zadani bakalai'ské prace: 23. prosince 2022
Termin odevzdanf bakalarské prace: 30. ¢ervna 2023

LS.
prof. Ing. Petr Némec, Ph.D. v.r. doc. RNDr. Tomas Rousar, Ph.D. v.r.
dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 28. Gnora 2023



Prohlasuji:

Praci s ndzvem Vliv radioaktivity na hematopoézu jsem vypracovala samostatné. Veskeré
literarni prameny a informace, které jsem v praci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu pouzité

literatury.

Byla jsem seznamen s tim, ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zakona
¢. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné
nékterych zédkont (autorsky zdkon), ve znéni pozd¢jsich predpisi, zejména se skutecnosti, ze
Univerzita Pardubice ma pravo na uzavfeni licenéni smlouvy o uZiti této prace jako Skolniho
dila podle § 60 odst. 1 autorského zdkona, a s tim, Ze pokud dojde k uZiti této prdce mnou nebo
bude poskytnuta licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice opravnéna ode mne
pozadovat pfiméfeny piispévek na thradu ndkladl, 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 zmén¢ a
doplnéni dalSich zakont (zakon o vysokych skolach), ve znéni pozd¢jsSich predpisti, a smérnici
Univerzity Pardubice ¢. 7/2019 Pravidla pro odevzdavani, zvetejiovani a formalni Gpravu
zavérecnych praci, ve znéni pozdé¢jSich dodatkli, bude prace zvetfejnéna prostfednictvim

Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 28. 06. 2023

Tereza Kukalova v.r.



PODEKOVANI

V prvni fad¢ bych chtéla podékovat doc. RNDr. Tomasi Rousarovi, Ph.D. za poskytnuti
uzitecnych rad, ochotu, trpélivost a vedeni bakalatské prace. Dale bych chtéla podékovat své

rodiné za podporu béhem studia.



ANOTACE

Prace se zabyva radioaktivitou a jejim ucinkem na hematopoetické builky a
hematopoézu. V prvni kapitole je popsana zdkladni terminologie souvisejici s radioaktivitou.
Podrobné;ji se prace vénuje kostni dieni a hematopoetickému syndromu. Dale jsou popsané
ucinky zareni, které ptispivaji vzniku malignich zmén v hematopoetickych buiikach. V zavéru
se prace vénuje nejcastéj$im hematologickym malignitdm zplsobenym ionizujicim zafenim,

jejich vyzkumem a 1é¢bou akutniho radia¢niho syndromu.

KLIiCOVA SLOVA

Ionizujici zéteni, kostni dfefi, hematopoetické kmenové burniky, hematopoéza, DNA, mutace,

akutni myeloidni leukémie



TITLE

Radioactivity and hematopoiesis

ANNOTATION

The thesis deals with radioactivity and its effect on hematopoietic cells and
hematopoiesis. The first chapter describes the basic terminology related to radioactivity. The
thesis deals in more detail with effect of radioactivity in bone marrow and hematopoietic cells.
The effects of radiation contributing to malignant changes in hematopoietic cells are also
described. At the end, the thesis deals with the most common hematological malignancies

caused by ionizing radiation, their research and treatment of acute radiation syndrome.

KEYWORDS

Ionizing radiation, Bone marrow, Hematopoietic stem cells, Hematopoiesis, DNA, Mutations,

Acute myeloid leukemia
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P
UVOD

Jaderné zbrané predstavuji jednu z nejvétSich hrozeb planety, a proto je dilezité
pochopit G¢inky ionizujiciho zafeni na jeden z nejcitlivéjsich organt lidského téla, kostni dren.
Do ionizujiciho zafeni fadime a, B, ¥ a rentgenové zafeni. Uginky zafeni na hematopoézu se
de€li do dvou tfid, a to na deterministické a stochastické. Deterministické ucinky zptisobuji
akutni radiacni syndrom, ktery zahrnuje hematopoeticky syndrom. Stochastické ucinky zafeni
maji za nasledek vznik mutaci, které pozdéji vyusti v maligni onemocnéni. Hlavnim cilem
ucinkl ionizujiciho zafeni je poskozeni DNA, které hraje dileZzitou roli v rozvoji leukémie
hematopoetickych buné¢k.

Cilem této prace je popsat zékladni mechanismy ucinkii ionizujiciho zéafeni na
hematopoézu a hematopoetické kmenové bunky, které maji za nasledek vznik malignich
onemocnéni. Jsou zde 1 popsané experimentalni pokusy na mysich a moznosti 1écby akutniho

radia¢niho syndromu.
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1. ZAKLADNI TERMINOLOGIE
Terminologie radiacnich veli¢in vyuziva dva odlisné systémy: konvencni nazvoslovi

a mezinarodni sytém jednotek SI. V soucasné dobé jsou vyuzivany oba systémy (tab. 1).

Tabulka 1: Piehled zakladnich jednotek (upraveno dle Tonnessen et al, 2011)

MnoZstvi radiace Konvenéni jednotky SI jednotky
Expozice Rentgen (R) Coulomb/kg
Povrchovi integralni Rentgen-cm?

expozice

Absorbovana davka rad Gray (Gy)
Integralni davka gram-rad Joule (J)
Ekvivalentni davka rem Sievert (Sv)
Efektivni davka rem Sievert (Sv)

Povrchova integralni expozice je celkové ozafeni téla. Pokud jsou dvé osoby vystaveny stejné
koncentraci zéfeni, bude povrchova integralni expozice vétsi u osoby s vétsi povrchovou
expozici.

Absorbovana davka je energie, kterd se uloZi v absorbujicim prostiedi, ¢imZ je kize
nebo organ. Tato davka zavisi na hustoté a hloubce tkané. Plati, ze povrchové struktury
absorbuji vice zafeni.

Integralni davka je nahromadénd absorbovand davka ve vSech tkanich. Neexistuje pfistroj,
ktery by pfimo méfil absorpci zafeni vtéle, a proto se integradlni davka vypocita
jako extrapolace z davky zafeni.

Ekvivalentni davka popisuje biologicky ucinek zéafeni. Vypocita se jako soucin radiacniho
vahového faktoru a absorbované davky. Lze pomoci tohoto urcit, jakym typem zéateni bylo celé
télo ozateno.

Efektivni davka popisuje stochastické ucinky na organismus. Odlisné tkdn¢ a organy mayji
jinou citlivost na zafeni. U¢innou davku ziskame sou¢inem ekvivalentni davky a vdhovym

faktorem specifického organu (Tonnessen et al, 2011).
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1.1 Radioaktivita

Atom je zakladni stavebni jednotkou hmoty a skladda se z protond, elektront a neutronti.
Izotop je nuklid, ktery ma stejny pocet protont, ale riizny pocet neutronii. Elektrony obihaji
kolem jadra a jsou uspotfadany ve vrstvach. Dilezitym principem ionizujiciho zafeni je stabilita
izotopti a nuklidi. Izotop se stava nestabilni, pokud ma v jadie ptiliS mnoho, nebo malo
neutront. V procesu radioaktivniho rozpadu se nestabilni nuklidy mohou pfeménit na
stabilngj$i nuklid, ktery vyzatuje ¢astice y, p nebo fotonové zareni. Mezi fotonové zareni patii

rentgenove a y zateni (Nakashima et al, 2021).

1.2 Zdroje ionizujiciho zareni
1.2.1 Prtirodni zdroje

Mezi piirodni zdroje ionizujicitho zafeni (IZ) se fadi kosmické zéateni. Dochdzi
k interakci zafeni s jadry atmosférickych slozek a vznikaji kosmogenni radionuklidy. Dalsi
zdroje zafeni jsou pfirodni radionuklidy, které jsou rizného pivodu a mohou byt ptitomny
v pud¢, vodé nebo ovzdusi. Radionuklidy jsou nestabilni chemické prvky. Nejvetsi hrozbu pro
lidstvo predstavuje plynny radon, ktery se vyskytuje v horninach, vodé a stavebnich matridlech.

Radon je prvek skratkym polocasem rozpadu a zvySuje riziko vzniku rakoviny plic

(Anjos et al, 2008).

1.2.2 Umélé zdroje

Umélé zdroje zafeni jsou zdroje, které jsou vytvorené Clovékem, a tfadime mezi
n¢ rentgentky, umélé radionuklidy, urychlovace a jaderné reaktory. Rentgenky jsou zatizeni,
kde dochézi k urychlovani emitovanych elektronii smérem k anod€. Dopadem elektront vznika
elektromagnetické zareni. Rentgenky jsou zdrojem zafeni pro radiodiagnostiku. Urychlovace
se rozd¢€luji na kruhové a linedrni podle tvaru drahy, ve které jsou urychlované nabité Castice.
Ptiklad kruhového urychlovace je betatron, ve kterém se elektrony urychluji po kruhové dréze.
Diive se betatrony hojné vyuzivali k radioterapii. V linedrnim urychlovaci jsou elektrony
urychlovany elektromagnetickou vinou po pfimce. Jaderné reaktory jsou zafizeni, ve kterych
probiha fizené Stépeni jader. Jsou velkym zdrojem vy zafeni. Jaderné reaktory slouzi zejména
k vyrobé elektrické energie, ale také se miizeme setkat s jadernymi reaktory vyzkumnymi, ve

kterych se vyrabi radionuklidy pro 1ékatské vyuziti (Kuna et al, 2005).
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1.3  Druhy ionizujiciho zareni
1.3.1 Castice o

Castice a se skladaji ze dvou protontl a dvou neutrondl. Jedna se o velké &astice, které
a aktinium. Maji vysokou energii a ioniza¢ni vlastnosti, ale jejich vaha a velikost jim zpisobuje
ztratu energie na kratkou vzdalenost. Mohou byt zastaveny vrstvou papiru (Obr. 1). Pti kontaktu
s lidskym organismem piedstavuji vysoké riziko pro zdravi. Mohou zplsobovat vazné

poskozeni na Grovni bunécné 1 genetické (Donya et al, 2014).

n

Paper Wood Lead Water
Skin Plastic Steel  Thick Concrete
Clothing  Aluminum Concrete

Obrazek 1: Pronikavost jaderného zareni (De Sanctis et al, 2016)

1.3.2 Castice p

Castice P jsou pronikavéjsi neZ a ¢astice, mohou cestovat vzduchem a snadno je zastavi
hlinikovy plat. Zptsobuji mensi poskozeni organismu, protoZe je jejich ionizace rozloZena na
vetsi plose. Hlavni poskozeni zplisobuji pti vdechnuti (Donya et al, 2014).

K rozpadu B dochazi po vzniku nerovnovahy mezi protony a neutrony v atomovém

jadru. Lze charakterizovat 3 typy rozpadu B: B* pfeména, B~ pfeména a elektronovy zachyt.
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K B' pfeméné dochazi, kdyZz je piili§ mnoho protonti v atomovém jadru a dojde ke
vzniku piebytku kladného néboje. Jadro se snazi ziskat vétsi stabilitu vyzarenim kladné
nabitého elektronu, tj. pozitronu pomoci B pfemény, kdy se proton pfeméni na neutron.
Pfeména B" ma velky vyznam v pozitronové emisni tomografii, kterd se vyuziva v onkologii.
Principem tohoto zobrazovani je reakce mezi elektronem a pozitronem a vzajemna anihilace,
coz ma za disledek preménu hmoty na energii. Energie se uvolni ve formé dvou fotont v,

které tvoii zaklad zobrazovani (Welsh, 2006).

A A +
ZM_)Z—lD—l—B +v

ip— on + BtV

Ke druh¢ preméné¢ dochazi pti nadbytku neutronti nad protony, pti které jadro ziska vétsi
stabilitu vyzafenim zaporné nabitého elektronu pomoci - pfemény a neutron se pfeméni na

proton (Welsh, 2006).

A A L =
M— 7 D+ +V

on— pte+V

Ve tfetim pifipadé muize dojit k elektronovému zachytu, pfi kterém jadro zachyti

obihajici elektron a dojde ke spojeni s protonem, neutralizaci a vzniku neutronu (Welsh, 2006).

M — , 4D + RTG

Ip+e — in+RTG

4

1.3.3 vy a rentgenové zareni

Zateni vy, které je uvoliiované pfi radioaktivnim rozpadu, ma pfi jadernych explozich
nejmensi vlnovou délku a nejvetsi energii ze vSech elektromagnetickych vin
(Donya et al, 2014). Toto vysokoenergetické fotonové zaifeni ma silnou pronikavost, vetsi
nez o nebo P castice. Jako stinici materidly lze uvést beton, keramika a sklo. Je velmi

nebezpecné pro lidsky organismus, protoze ma az stochastické u¢inky (Liu et al, 2022).
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Rentgenové zateni méa obdobné vlastnosti jako y zafeni, také se jedna o Cistou
elektromagnetickou energii. Vznikat miize pomoci pfistrojli, nebo se mtize objevit v disledku

poklesu elektronii do nizsich orbitalnich slupek (Christensen et al, 2014).

1.3.4 Interakce y zafeni s hmotou

Kdyz rentgenové nebo y zafeni prochazi prostiedim, nastava interakce mezi hmotou a
fotonem a zaroven k pienosu energie do prostiedi. Hlavni formy interakce zafeni s hmotou jsou
Comptoniiv rozptyl a fotoelektricky jev.

Pti Comptonové rozptylu dochazi k interakci fotonli s valen¢nimi elektrony a k predani
¢asti energie fotoniim. Je zde vzdjemna propojenost mezi thlem, pod kterym je foton rozptylen,
energii pfedana elektronem a energii, kterou foton ztrati. Zména vlnové délky zavisi na uhlu,
kterym je zafeni rozptyleno. Comptoniv rozptyl je vyuzivany v radioterapii pro tkan¢.

Fotoelektricky jev vznika, kdyz foton interaguje s vnitinim elektronem a zcela zanika,
v disledku absorpce elektromagnetického zafeni. Zaroven také dochdzi k vyzafeni
charakteristického  zafeni. Tyto emitované elektrony se nazyvaji  elektrofotony

(Mehta et al, 2010).

1.4 Deterministické a stochastické ucinky zareni
Deterministické G¢inky jsou charakterizovany prahovou davkou. Diivodem prahu je,
ze bunécna populace ve tkani musi indikovat poskozeni, které¢ je ndasledné¢ zobrazeno
v klinickém obrazu. Jakmile dojde k ptekroCeni prahu, zacne stoupat poskozeni. Kiivka
stoupani ma esovity tvar. Lze tyto ucinky popsat jako akutni a nejCastéji zpisobuji akutni
nemoc z ozafeni, akutni lokdlni zmény a poskozeni vyvoje plodu (Havrdankova, 2020).
Zavaznost Gginku se zvySuje se zvysujici se absorbovanou davkou. Casné reakce zahrnuji
gastrointestinalni pfiznaky napf. hemoragicky prijem, selhani kostni dfen¢ a koZni poruchy.
Pozdni reakce pak zahrnuji kardiovaskuldrni poruchy a nekrézu (Kamiya et al, 2015).
Stochastické Gi€inky maji za nasledek vznik mutact, tj. zména v genetické informaci bunék.
Tyto U¢inky jsou bezprahové a maji linedrni pribeh. Stochastické nasledky mohou byt
disledkem posSkozeni jedné nebo vice bunck, které nakonec vedou az ke vzniku malignich

nadort (Havrankova, 2020).
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2. KOSTNI DREN

Kostni dfen je polotuhy organ. Hlavni funkci kostni diené je hematopoéza. Sklada se z
krvetvorné tkan¢ a tukovych bungk, které obklopuji cévni dutiny. Tyto cévni dutiny se nachazi
v tramc¢ité kosti. Vnitini povrch kostnich dutin a vnéjsi povrch kostni difené pokryva endostéalni
vystelka, ve které se nachazeji osteoblasty a osteoklasty. V dutin¢ dien¢ je kruhové proudéni
krve, které prochézi od stiedu dfené¢ smérem k okraji a poté zpét do stfedu. Dlouhé a ploché
kosti maji krevni zasobeni a zasobeni kostni dfen& propojeno endostélni siti cév. Zilni dutiny
jsou pokryté vrstvou plochych endotelovych bun¢k (Travios, 2006).

Mezi bunééné slozky kostni diené fadime krvetvorné bunky a stromdlni bunky.
Krvetvorné bunky zahrnuji kmenové bunky dozravajici granulocytarni a myeloidni buiiky,
erytroidni bunky, megakaryocyty, lymfocyty a plazmatické bunky. Stromdalni bunky tvofi
adipocyty, fibroblasty, dendritické buiiky a makrofagy. Tyto buiiky jsou dulezité pro produkci
rustovych faktord, které maji roli v hematopoéze a vznikaji z mezenchymovych kmenovych
bunek (Sovani, 2021).

Kostni dfeni se s vékem méni a postupné dochézi k preméné ¢ervené diené na Zlutou. Po
narozeni je témét vSechna dien krvetvornd. V pribchu ristu plodu probiha hematopoéza
ve vSech castech kostni diené a také ve slezin€ a jatrech. Pfed narozenim zanika hematopoéza
ve slezin€ a jatrech. Pfemeéna Cervené kostni dfené na Zlutou zacina v distalnich ¢lancich a jeji
prubéh je dostiedivy. V dospélém veku je kostni dien rozSitena predevsim v axialnim skeletu,
hrudni kosti, zebrech a proximdlnich femurech a humerech. Objem kostni dfen¢ v dospélém
véku je zhruba 50 % zluté kostni dien& a 50 % &ervené kostni dfené. Zluta kostni dfefi obsahuje
95 % tukovych a 5 % netukovych bunék, na rozdil od cervené kostni diené¢, kterd obsahuje

60 % krvetvornych a 40 % tukovych bun¢k (Blebea et al, 2007).

2.1 Hierarchie hematopoetického systému

Hematopoeticky systém je uspofddan hierarchicky. Na uplném vrcholu se nachézeji
hematopoetické kmenové bunky (HKB), které vykazuji schopnost sebeobnovy, proliferace
a diferenciace do bunéfnych linii periferni krve. Konkrétné do multipotentnich a
hematopoetickych progenitorovych bunék. HKB jsou za normélnich podminek v klidovém
stavu a chrani hematopoeticky systém pfed rlznymi stresovymi podnéty. Multipotentni
a hematopoetické progenitory jsou proliferujici bunky, které nemaji schopnost sebeobnovy.
Jakmile jsou vyCerpany dochazi k akutni myelosupresi. V tomto stavu miize dojit

k sebeobnoveni, diferenciaci a proliferaci HKB, aby obnovily homeostazu. Je—li vSak narusena
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sebeobnova HKB, vede tento stav k dlouhodobému a trvalému poskozeni hematopoetického
systému, nakonec muze dojit k selhani kostni difen¢ a smrti organismu (Shao et al, 2011).
Nasledn¢ dochazi k déleni do lymfoidnich a myeloidnich progenitori, kdy poté podle
jednotlivych prekurzorii dochazi ke tvorbé zralych krevnich bunék. Celou tuto cestu zrani

bun¢k doprovazi kontrolovana proliferace a diferenciace (Obr. 2) (Sovani, 2021).
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Obrazek 2: Fyziologicka hematopoéza (Sovani, 2021)
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2.2 Akutni nemoc z ozareni — hematopoeticky syndrom

Nejvice jsou na IZ citlivé kmenové bunky, naopak diferencované burnky jsou nejméné
citlivé. Doba projevu deficitu souvisi s zivotnosti krevnich bunék (Cosset, 2010). Lymfopenie
se vyskytuje nejdiive béhem prvnich 6-24 hodin po expozici. Zaieni také naruSuje recirkulacni
vlastnosti lymfocytii, proto nelze pokles povazovat za ukazatel poSkozeni kmenovych bun¢k
(Macia i Garau et al, 2011). Neutropenie a trombocytopenie se projevi velmi rychle, zatimco
anémie se objevi az po né€kolika tydnech, protoze Zivostnost erytrocytd je 120 dni. Smrtelna
davka celkového ozatfeni kostni dien¢ se pohybuje okolo 4-5 Gy (Cosset, 2010).

Pti davkach nizsich nez 1 Gy piezivaji hlavné proliferujici buriky a jsou schopny doplnit
zraly funkéni kompartment, a proto nastava i velmi maly pokles krvinek. Jakmile dojde ke
zvySovani absorbované davky, bude zabijeno vice HKB a prekurzorti. Néstup piiznakti zavisi
na rychlosti ubytku cirkulujicich bunék a na vyCerpani proliferatnich kompartmentt

(Macia i Garau et al, 2011). Erytroidni prekurzory jsou vazn¢ poskozeny po celkovém ozareni
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téla davkou okolo 4 Gy. Tato davka zpiisobi vycerpani erytroidnich prekurzorti béhem 2 dni,

coz je smrtelné témét pro vSechny erytroidni bunky v kostni dieni (Obr. 3) (Peslak et al, 2011).
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Obrazek 3: Odpovéd’ erytroidnich progenitori po celkovém ozareni mySi davkou 4 Gy
(Peslak et al, 2011) Mysi byly vystaveny y paprskiim davky 1,6 Gy/min.

(ProE-Proerytroblast, BasoE-Basofilni erytroblast, PolyE-Polychromatofilni erytroblast,
OrthoE-Ortochromni erytroblast)

Vyznamnou roli indikatoru poskozeni ma Ligand Flt-3. Jedna se o cytokin, ktery mtze
pusobit samostatné nebo s jinymi cytokiny. Existuje hypotéza, Ze zvySend plazmaticka
koncentrace tohoto cytokinu souvisi s aplazii po radiacni expozici. Nasledné dochazi ke snizeni
koncentrace, coz souvisi s obnovenim populace krevnich bun¢k. Monitorovani hladin Flt-3

se da pouzit jako ukazatel poskozeni a funkce kostni diené (Macia i Garau et al, 2011).

2.3 Faze akutni nemoci z ozareni

Lze charakterizovat Ctyfi klinické faze akutni nemoci z ozatreni: prodromalni, latentni,
manifestniho onemocnéni a kone¢nou. Prodromalni fiaze je pocCateni faze a piiznaky se
objevuji v zavislosti na velikosti absorbované davky, v fadech minut az dni. Néstup zvraceni se
pii vysokeé expozici vyskytuje béhem nékolika minut. Latentni faze je faze, ve které dochazi ke
zlepSeni symptomu a jedinci se citi 1épe. V laboratornich testech je vSak zjevna lymfopenie a
trombocytopenie. Tato faze mlze trvat hodiny 1 mésice. Fadze manifestniho onemocnéni je
charakterizovana ptiznaky specifick¢ho syndromu. Hematopoeticky syndrom se nejvice rozviji
pii davkach mezi 1-8 Gy. Konecna faze zahrnuje zotaveni, nebo smrt v zavislosti na

absorbované davce (Macia i Garau et al, 2011).
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3. UCINKY ZARENI — VZNIK MALIGNICH ZMEN

3.1 Ucinek zareni na hematopoetické kmenové burky
Utinek zafeni na organismus se rozdSluje na piimy a nepiimy (Obr.4).

V obou ptipadech dochdzi k poSkozeni deoxyribonukleové kyseliny (DNA).
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Obrazek 4: Mechanismus ucinku ionizujiciho zareni (Wang et al, 2018)

Ptimy u¢inek znamena, Ze zafeni plisobi pfimym zasahem na biomolekuly nebo atomy
v bunikach. Hlavnim cilem je DNA, u které IZ zptsobuje 1 vicecetné poskozeni. Citlivé jsou
také enzymy a strukturni proteiny. PoSkozené buiiky mohou pozdéji vyvolat karcinogenezi
(Desouky et al, 2015).

Pfi nepfimém pulisobeni 1Z zasahuje molekuly vody a dochazi ke vzniku volnych
radikald, jako je hydroxylovy a alkoxylovy. Volné radikaly obsahuji ve struktufe volny
neparovy elektron, ktery je vysoce reaktivni. Reaguje s molekulami DNA a zpusobuje
molekularni a strukturni poSkozeni. Reaktivni formy dusiku maji také podil na poSkozeni
bunék. (Desouky et al, 2015). Pisobenim reaktivnich forem kysliku HKB ztraceji schopnost

sebeobnovy. Dlouhodoby stres miize vést az k selhani hematopoézy (Weiss et al, 2014).
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3.2 PoSkozeni DNA hematopoetickych kmenovych bunék

1Z zpusobuje ne€kolik typli poskozeni DNA. Dochazi ke zménam bazi, jednofetézcovym
a dvoufetézcovym zlomtim (DZ). Mezi nejSkodlivejsi poskozeni DNA fadime DZ. Mohou vést
ke zlomim a translokacim chromozomit. Tyto poruchy DNA vyvolaji fadu reakci, jako jsou
aktivace mechanismti na opravu DNA, odstranéni poSkozené buiiky indukci apoptdzy, nebo
starnuti bun¢k (Shao et al, 2014).

Wang et al ve sv¢é studii prokazali, ze poskozeni DNA v HKB po expozici IZ vyCerpava
HKB tim, Ze podporuje jejich diferenciaci do lymfoidni linie. Pfedpokladaji,
ze k zvySené lymfoidni diferenciaci pfispiva aktivace kontrolniho bodu diferenciace HKB,
ktery je zavisly na faktoru stimulujici kolonie granulocytli drahou G-CSF/Stat3/BATF. Také
bylo zjisténo, ze lymfoidné orientované HKB byly citlivéjsi na indukei diferenciace po aktivaci
kontrolniho bodu oproti myeloidné¢ orientovanym HKB. Cileni na tuto drahu vede k akumulaci

poskozeni DNA v HKB, coz zvySuje riziko maligni transformace HKB a rozvoj leukémie

(Wang et al, 2012).

/4

3.2.1 Citlivost faze bunééného déleni na ionizacni zareni

Jsou charakterizovany ctyfi faze bunééného cyklu. V kazdé fazi bunky vykazuji riznou
citlivost vii€i zafeni, tj. radiosenzitivitu. V G1 fazi se bunky pfipravuji na replikaci DNA. V této
fazi bunky vykazuji relativni radiosenzitivitu. S faze je proces, kdy bunky vstupuji do faze
replikace DNA, ve které musi bunika replikovat svou DNA, aby doSlo k vytvoteni sady
chromozémill. Vstup do této faze je fizen vysoce regulovanymi cyklin—dependentnimi
kindzami. Buiiky v této fazi jsou odolné vici zafeni, diky plisobeni enzymi, které¢ zodpovidaji
za zajisténi replikace a rozpoznavaji zménu baze DNA pii poskozeni. V G2 fazi se bunky
pfipravuji na mitozu. Tato faze bunécného cyklu je radiosenzitivni. V M fézi dochazi k dé€leni
bunék a vznik dvou dcetinych. Builky jsou velmi citlivé na zafeni v této fazi. DNA je zabalena

do chromozém a IZ plsobi ptimo na DNA (Brown et al, 2011).

3.2.2 Niche kostni dfené a jeji uloha pFi ochrané pred ionizujicim zareni

Niche je lokalni tkdnové mikroprostiedi, v kterém se bunky nachdzeji. Jak uz bylo
feceno, HKB jsou velmi citlivé na IZ, a proto je potieba je chrénit. Tuto ochranu jim poskytuje
niche kostni dfené. Kostni dfent obsahuje alespoil dva rizné druhy niche. Jeden druh nalézdme
periostedlné¢ a poskytuje hypoxické prostfedi. Druhd niche je lokalizovéna perivaskuldrné

(Pajonk et al, 2013).
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Hlavni tulohou niche je ochrana HKB pfed oxida¢ni stresem. Udrzuje zasobu
kmenovych bun¢k v GO fazi bunécného cyklu. GO faze je klidovy a nedélici stav
(Weiss et al, 2014).

3.2.3 Funkce proteinkinazy ataxie telangiektazie

Proteinkinaza ataxie telangiektazie (ATM) hraje dulezitou roli pfi rozpoznani DZ
v DNA. Tato vysoce molekuldrni proteinkindza ma mnoho jinych roli. Podili se na fosforylaci
nékolik stovek proteinovych substratli, genové transkripci a reakci na apoptézu. Pokud neni
DNA poskozena, ATM nejcastéji existuje jako nekovalentné asociovany dimer. Do mista DZ
je lokalizovan a v misté aktivovan proteiny Mrel1-Rad50-NBS1 (MRN komplex). Tento
komplex zadrzuje ATM a zéaroven dochazi k navazadni na DZ. Nasledn¢ podstupuje
autofosforylaci na zbytku Ser1981 a vytvofi se aktivni monomery ¢i dimery, které maji
dialezitou ulohu v homologni rekombinantni opravé. ATM muze byt také aktivovan piimo
peroxidem vodiku nezavisle na komplexu MRN. Tato aktivace mize probihat i v neptfitomnosti
fyzického poskozeni DNA. Také miize aktivace probihat membranovymi receptory pfi reakci
na oxidacéni stres. V podminkach oxida¢niho stresu musi byt pfitomny membranové vazané
tyrosinkinazy a rastovy faktor B odvozeny od krevnich desticek. Klinické méteni ATM se
nejcastéji provadéji z jadernych preparati lymfocytlh nebo lymfoblastoidnich bunéénych linii
(Ambrose et al, 2013).

Aktivovany ATM koordinuje signalizaci nékolika kontrolnich bodt bunééného cyklu.
Prvni je kontrolni bod G1/S fosforylace nadorového supresoru proteinu p53 na Serl5. Druhy je
bod G2/M fosforylace proteinkindzy CHK2 na Thr68. Posledni je kontrolni bod uvnitf
cyklu S fosforylaci proteinu SMC1 na Ser957 a Ser966 (Ambrose et al, 2013).

Fosforylace p53 zvySuje expresi proteinu p21 a proapoptickych proteinti jako napiiklad
Puma a p16, coz ma za nasledek zastaveni bunécného cyklu, senescenci a apoptdézu. Mimo jiné
mohou reaktivni formy kysliku aktivovat protein p38, ktery indukuje expresi proteinu pl6

a dochazi k bunécné senescenci (Obr. 5) (Shao et al, 2014).
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Obrazek 5: Odpovéd’ na poskozeni DNA navozena ionizujicim zarenim (Shao et al, 2014)
(DSB-dvouietézcové zlomy DNA, ATM-mutovany protein ataxie telangiektazie,
CHK2-proteinkindza, Puma-proapopticky protein, p38, p53, p21 a pl6-aktivované proteiny)

3.3 Senescence hematopoetickych kmenovych bunék

Bunéénd senescence je nevratny stav. HKB zistavaji zZivé, ale nejsou schopné
proliferace a diferenciace. Jak bylo popsdno vySe, tento stav miiZze vznikat po expresi
aktivovanych proteind. Pro radiaci indukovanou senescenci jsou hlavnim stimulem DZ v DNA.
Lze rozlisit dva druhy senescence, a to replikacni a predcasnou. Ob& tyto senescence maji
spolecné induk¢ni cesty, ale vykazuyji jisté odliSnosti.

Replikacni senescence souvisi s délkou telomer. Bez exprese se totiz telomerdzy
a telometrické sekvence v HKB pfti kazdé replikaci DNA zkracuji. Kriticky kratké délky maji
za disledek nevratnou zastavu v G1 fazi bunééného cyklu. Osobam s nedostatkem telomerazy
hrozi naptiklad aplastickd anémie a selhani kostni dfené.

Mnohem castéji je predCasnd senescence vyvolana IZ. Od replikacni senescence se lisi
tim, Ze buniky, které prochdzeji stresem, maji zkracenou vnitini replikativni Zivotnost, vedouci

k senescenci, bez vyznamného zkracovani telomer (Shao et al, 2011).

3.4 Opravné mechanismy DNA
Oprava DNA je velmi dualezitd pro fyziologickou funkci HKB. Jakmile dojde

k nahromadéni poskozeni DNA, dochazi ke zhorSeni funkce HKB, kterd brani

jejich sebeobnové a proliferaci. Poskozeni DNA se ¢asem hromadi v jadrech myeloidnich
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1 lymfoidnich progenitori, které nakonec mohou vést ke vzniku rakoviny (Niedernhofer, 2008).

Mezi hlavni opravy DNA patii nehomologicka oprava a homologni rekombinace (Obr. 6).
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Obrazek 6: Opravné mechanismy DNA (Upraveno dle Mohrin et al, 2010)
(HSC-hematopoetické kmenoveé buiiky, NHEJ-nehomologicka opravna cesta, HR-homologni
rekombinace)

3.4.1 Nehomologicka opravna cesta

Zékladnim kamenem nehomologické opravné cesty (HNEJ) je heterodimer proteinu
Ku70/80. V prvnim kroku opravy se heterodimerni protein Ku70/80 vaze na konce DZ a
povolava proteinkinazy. Proteinkinazy se vdZou na konce DNA, coZ podporuje spojeni obou
koncii. Druhym krokem je zpracovani nevazanych koncti, aby se odstranila poSkozena DNA,
je NHEJ specificka nukleaza Artemis, ktera je aktivovana prostfednictvim proteinkinaz a ATM
kindzou. Dal$imi diilezitymi enzymy jsou fosfataza, polynukleotidkinaza a exonukledzy. Tyto
enzymy pomahaji spravné umistit konce pro ligaci. Mezery mezi nukleotidy a delece jsou
vyplnény DNA polymerazami p a A. Tento druhy proces je velice nachylny k chybam, protoze
se predpoklada, Ze zpracovani koncii DZ vede k modifikaci, nebo ztrat¢ nukleotidi na obou
stranach zlomu. Poslednim krokem je ligace koncti DNA, kterd je provadéna ligazou IV
navazanou na X-ray cross-complementing protein. Tento protein stabilizuje ligazu a stimuluje
jeji aktivitu (Wang et al, 2013). Nasledkem chyb v tomto mechanismu opravy mohou tedy byt
chromozomalni delece, inzerce nebo translokace, které zpiisobuji genomovou nestabilitu,

a tedy vétsi pravdépodobnost vzniku malignich zmén (Naka et al, 2011).
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3.4.2 Opravna cesta homologni rekombinace

Homologni rekombinace (HR) je vysoce regulovany molekuldrni mechanismus, ktery
ktery vyuzivd sesterské chromatidy jako templaty. Prvnim krokem HR je rozpoznani
poskozenych mist MRN komplexem. Nasledné je kazda strana DNA lyzovand od 5" do 3’
konce pomoci proteinu MRE11, ktery ma exonukleazové a endonukleazové aktivity. Poté je
povolana rekombindza RADS1, ktera syntetizuje DNA pomoci sesterské chromatidy. RADS1
vytvoii mikrofilamentum a vede kinvazi vldkna. Oba konce DNA jsou zachyceny
Hollidayovymi spoji a vysledkem jsou kiizené nebo nekiizené formy (Yamamoto, 2022). Pravé
tyto Hollidayovy spoje jsou klicovym meziproduktem HR. Typickou vlastnosti HR je, ze
informace ztracend z ptreruSené¢ho duplexu se obnovi z homologniho duplexu. Piechodnou
cestou mezi HR a NHEJ je mechanismus opravy jednoho fetézce. Duplex je Stépen
exonukleazou, aby se odhalily mikrohomologické oblasti, které podporuji ofezavani, parovani

a ligaci (Sancar et al, 2004).

3.5 Radiaci indukované mutace a tvorba fauznich geni

Pro rozvoj spontannich malignit jsou nezbytné onkogenni mutace, které vznikaji
v disledku epigenetickych a genetickych zmén v onkogenech a supresorovych genech. Tyto
genetické nestability se prenaSeji na dal$i generaci bunck. Vznik mutaci vede k
maligni transformaci a rakoviné. K vyvoji rakoviny je nezbytnd akumulace onkogennich
mutaci diive, nez dojde k neoplastické transformaci a opravé DNA. Mutace mohou vznikat bud’
bodové nebo jako delece, které mohou zahrnovat 1 cely gen. Pfi¢inou karcinogenniho U€¢inku
IZ nemusi byt nutné mutace v genech, ale mize dojit k nékolika onkogennim piihodam, které
pfispivaji k rozvoji malignich onemocnéni (Marusyk et al, 2010).

Fuzni geny vznikaji somatickymi chromozomalnimi pfestavbami. Mezi zékladni formy
chromozomalnich  pfestaveb  patfi  translokace, delece, 1inzerce a  inverze
(Weckselblatt et al, 2015). Translokace je vyména genomového materialu mezi dvéma riiznymi
chromozomy a obecné¢ vyzaduji vznik DZ. Tento jev vyzaduje, aby dva lokusy byly v tésné
prostorové blizkosti béhem interfaze, a tim doslo ke vzdjemnému kontaktu dvou chromozomii
produkujicich translokace (Kosik et al, 2023). Delece a inverze zahrnuji pouze jeden
chromozom a jsou vysledkem jednoho nebo vice DZ (Weckselblatt et al, 2015).
Pii inverzi dochazi k vloZeni chromozomového segmentu do druhého chromozomu, a tim

vzniké spojeni usektl (Gu et al, 2016).
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3.6 Bystander efekt

Bystander efekt, jinak tfeceno efekt piihlizejiciho, je stav, kdy dochazi k poskozeni
v disledku pouziti IZ i u neozarenych bunék. Jedna se o tzv. sekundarni poskozeni. Tento efekt
se projevuje mezibunécnou komunikaci od ozarenych bunék k neozarenym bunkam.

Hu et al ve své studii zkoumali Bystander efekt u pacientl, kteii podstoupili celkové
ozareni t¢la. Celkové ozareni téla se vyuziva pro transplantaci lidskych HKB v kondiciona¢nich
rezimech. Vysledky ukazaly, Ze byly dlouhodobé poskozeny HKB a také byla snizena
klonogenni schopnost progenitorovych bun¢k. Tento efekt Vyvolal u HKB zvyéené p0§kozeni
poékozeni DNA byl oxidacni stres. Dillezitou roli zde také hraly antioxidanty, kterych
se zapojovalo vice. Pro své studium pouzili 3 antioxidanty, konkrétné¢ N-acetylcystein,
sulforafan a resveratrol. Zkoumali, jak se tyto antioxidanty podili na odstranéni nadmérného
oxidac¢niho stresu v okolnich lidskych HKB a progenitorovych buiikach. Buniky kostni diené
byly oSetfeny 30 minut pfed ozafenim jednotlivymi antioxidanty. Antioxidanty ptisobily
v kultivaénim systému po dobu 40 hodin. Nasledn€ navrhli experimentalni schéma (Obr. 7).
OSetfeni témito antioxidanty zabranilo poskozeni DNA a sniZilo apoptozu in vitro v okolnich

lidskych HKB a progenitorovych bunkach (Hu et al, 2021).
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Obrazek 7: Model Bystander efektu antioxidac¢niho oSetieni in vitro (Hu et al, 2021)
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3.7 Klonalni hematopoéza

Klonalni hematopoéza miize vznikat vlivem starnuti HKB. Tyto buiiky ziskavaji béhem
zivota somatické mutace, které jim poskytuji konkuren¢ni vyhodu oproti jinym kmenovym
bunikam. Tento stav vede ke klonalnimu Sifeni bunék této linie. Pokud dojde k nahromadéni
takovych mutaci, maze vzniknout novy myeloproliferativni novotvar nebo leukémie. Rizikové
faktory vzniku klonalni hematopoézy jsou koufeni, obezita, nezdrava strava a vystaveni se 1Z.
S 1Z také souvisi neschopnost opravit chybu DNA ve starnoucich HKB, nebo zkracovani
telomer, které také vede ke klondlni hematopoéze. VétSina osob s timto onemocnénim ma
somatické mutace v regulac¢nich genech nebo opravnych genech DNA, jako jsou DNMT34,
TET2, JAK2 a ASXLI. Tyto geny jsou Casto u hematologickych malignit mutovany. Velkym
rizikem klondlni hematopoézy indukované IZ jsou kardiovaskuldrnich ptihody, konkrétné
vznik aterosklerdzy, srdecniho selhani nebo mrtvice. Krom¢ srdecnich piihod mizeme také
pozorovat vznik trombdzy (Bhattacharya et al, 2021). Z tohoto tedy vyplyva, ze osoby
s klonalni hematopoézou maji vétsi pravdépodobnost budouci diagnézy hematologické
rakoviny neZ osoby bez detekovatelnych somatickych mutaci. Také se ¢astéji vyskytuji u osob
nad 65 let. Prikaz klondlni hematopoézy se provadi pomoci sekvenovani DNA

(Genovese et al, 2014).
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4. HEMATOLOGICKE MALIGNITY

4.1 Historicky pohled — HiroSima a Nagasaki

Rozvoj malignich zmén je problém pozdnich nésledk, které se vyskytuji az po n¢kolika
letech po expozici. Prvni maligni onemocnéni, které bylo detekovano u osob, které piezily
atomovou bombu, byla leukémie. Konkrétné tii roky po bombardovani 1ékati v HiroSimé¢ a
Nagasaki zaznamenali zvySeny pocet pacientii s leukémii u piezivSich. Pozdé&ji byly u
zasazenych osob klasifikovany jednotlivé druhy leukémii, a to akutni lymfoblastické leukémie
(ALL), akutni myeloidni leukémie (AML), chronicka myeloidni leukémie (CML), chronicka
lymfocytarni leukémie (CLL) a T-bun&tné leukémie/lymfom. Nejcastéji se u osob vyskytovala
AML, u které byly uréeny vSechny podtypy, a to M1 myeloblasticky typ bez zrani bun¢k, M2
se zranim leukemickych bunék, M3 promyelocytarni, M4 a M5 s postizenim monocytarni linie,
M6 erytroleukémie a M7 megakaryoblasticky typ. Pozdéji byly prokdzany dikazy o zvySeném
vyskytu myelodysplastického syndromu (MDS). Hematologické malignity, které souvisi
s leukémii, byly detekovany u prezivSich z Nagasaki 1 po 40 letech od expozice
(Tsushima et al, 2012).

Studie, ktera se zabyvala vyskytem hematologickych malignit u piezivSich mezi roky
1950-2001, v kohorté registrovala 113 011 ¢lenti. Kohorta je soubor osob, které byly soucasti
demograficky vyznamné udélosti v uréitém roce. Konkrétné bylo mezi témito Ccleny
identifikovano 1215 hematologickych malignit. Z toho 40 % ptipadi byly leukémie, 40 %
trpélo non-Hodgkinovym lymfomem (NHL) a zbylych 20 % mélo mnohocetny myelom. Druha
nejCastej$i leukémie byla CML, a to u 20 % osob. Tieti casta leukémie byla ALL
(Hsu et al, 2013).

4.2 Akutni myeloidni leukémie

Jak uz bylo popsano vyse, AML je nejcastéj$i druh leukémie vyskytujici se u osob
po bombardovani v Hiro§im¢ a Nagasaki. Proto jsem se rozhodla zaméfit na toto onemocnéni
z bliz§tho pohledu. Jednd se o heterogenni onemocnéni, jehoz vysledkem je klonalni
transformace hematopoetickych prekurzori. Tyto transformace vznikaji v dusledku
chromozomalnich piestaveb a mnohocetnych genovych mutaci (Rubnitz et al, 2010).
Dusledkem je ndhrada normalni kostni dfené leukemickymi buiikami za soucasného poklesu
poctu Cervenych krvinek v periferni krvi. Toto onemocnéni ma rychlou progresi, a proto je

povazovano za akutni. Pokud by nedoslo k ¢asnému néalezu, mohou byt nasledky az fatélni.
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Ptiznaky spojené s AML jsou dusSnost, unava, krvaceni a vysoké riziko infekce
(Acheampong et al, 2018). U AML se také mohou vyskytovat genetick¢ abnormality
v transkripcnich kontrolnich prvcich. Tyto poruchy vedou k nekontrolovatelné zastave
proliferace nebo diferenciace (Preudhomme et al, 2002). AML miize zahrnovat spoustu mutaci,
jako jsou mutace genit NPM1, FLT3, CEBPA, c-KIT, IDHI. Celkové¢ se mutace genu NPM1
velmi Casto vyskytuje az u 27 % ptipadi AML (Lindsley et al, 2015).

4.2.1 Akutni myeloidni leukémie s translokaci t (8;21) (q22; q22), RUNX1-

RUNXIT1

Protein RUNXI1 je transkripcni faktor, ktery je exprimovan v HKB a mé dulezitou roli
v regulaci hematopoézy v embryonalnim vyvoji a je tedy nepostradatelny pro tento proces
(Yokota et al, 2020). Gen RUNX1I se nachazi na chromozomu 21 (21q22.1) a mé délku 260 kb.
Podili se na mnoha formach chromozomalnich translokaci u leukémie (Lam et al, 2012). Pravé
tento gen byl popsan jako cil genové alterace IZ. Pti expozici IZ vznikaji somatické bodové
mutace genu RUNXI. Zarode¢né mutace zpusobuji familiarni poruchu trombocytl, kterd
ma predispozici k AML. Somatické mutace tohoto genu muizeme také pozorovat u jinych
hematologickych malignit, jako jsou ALL, MDS a myeloproliferativni neoplazie. Nejvice v§ak
jsou tyto mutace zptsobené IZ v souvislosti s AML (Yokota et al, 2020).

Harada et al zkoumali mutaci tohoto genu u piezivsich atomovou bombu v HiroSimé
a Nagasaki. Analyzovali exony 3 a 5 genu RUNX pomoci testu PCR. Pro tuto analyzu pouzili
genomovou DNA extrahovanou z mononuklearnich bunék kostni diené pacientl. Nalezené
mutace dale byly potvrzeny metodou PCR s reverzni transkriptazou (RT-PCR). Vysledek
pfinesl, ze RUNXI mutace byly potvrzeny témét u poloviny zasaZzenych osob s AML
(Harada et al, 2003).

Gen RUNXITI je clen rodiny myeloidnich translokacnich genll. Je umistén
na chromozomu 8§ (8q22) a ma délku kolem 136 kb. Obsahuje zinkové struktury a transkripné
aktivované domény, které jsou bohaté na prolin. Obvykle je zkouman jako souc¢ast flizniho
proteinu  RUNXI-RUNXITI. Negativné¢ ovliviiuje transkripci prostfednictvim rekrutaci
histonovych deacetyldz, coz mu umoznuje regulovat proliferaci a diferenciaci
hematopoetickych progenitorti. Jeho tc€inky na krvetvorbu jsou spojené se snizenou funkci
proteinu  RUNXI1. Neinteraguje piimo s DNA, ale je povolan transkripnimi faktory
(Hu et al, 2022).
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Vysledkem translokace t (8;21) je juxtapozice genu RUNX! z chromozomu 21 do RUNXITI
genu na chromozomu 8. Takto vznikd novy chiméricky gen RUNXI-RUNXITI. Tento gen
produkuje transkript, ktery je nahodné spojovan s leukemogenezi tim, Ze blokuje trans-aktivaci
cilovych hematopoetickych genti reagujicich na RUNXI1 (4l Bahar et al, 2009).

Gen RUNXI-RUNXITI mé 5 konzervovanych domén. Jednu z RUNXI a4 z RUNXITI.
Doména z RUNXI je runt homologickda doména RHD. Domény z RUNXITI jsou NHRI,
NHR2, NHR3 a NHR4 (Obr. 8). Doména NHRI interaguje s korepresorem jadernych
hormonalnich receptorit N-CoR a také s aktivacni doménou proteini E2A a HEB. Doména
NHR2 tvoii a helikalni tetramer, ktery zprostiedkovava oligomerizaci RUNXI-RUNXITI a
interaguje s kompresorem Sin3, GFil a histonovymi deacetylazami. Doména NHR3 interaguje
s regulacni podjednotkou cyklické AMP-dependentni proteinkindzy typu II. Doména NHR4
zprostfedkovava interakce s N-Cor, tlumivym medidtorem retinoidniho a tyroidniho

hormonalniho receptoru SMRT a DNA vazebnym proteinem SON (Roudaia et al, 2009).

RUNX1

RHD TA ﬂ
RUNX1T1

Obrazek 8: Model domén RUNX1, RUNX1T1 a RUNXI-RUNXITI (Al-Harbi et al, 2020)

(8;21) (922;922)

Dtlezitou roli zde také maji transkripéni faktory z rodiny CCAAT/enhancer binding
protein. Celkov€ zahrnuji 6 transkripénich faktord, jejichz exprese je omezena na myeloidni
linii. Je zde také spojitost s genem RUNXI, protoze reguluje expresi C/EPBa, ktery je
exprimovan v myelomonocytarnich bunikach a je nezbytny pro zapojeni do granulocytarni linie
a diferenciace zralych neutrofili. ZvySenou regulaci tohoto faktoru miiZeme pozorovat béhem
granulocytarni diferenciace. Jeho podminéna exprese je dostacujici ke spuSténi neutrofilni
diferenciace prekurzora. Také se podili na aktivaci myeloidné specifickych receptort pro faktor
stimulujici kolonie makrofagt a faktor stimulujici kolonie granulocyti v myeloidnich buiikach
(Preudhomme et al, 2002). Jakmile dojde k translokaci, dojde k potlaeni genové exprese

C/EPBa.
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4.2.2 Myelodysplasticky syndrom

MDS jsou heterogenni skupinou onemocnéni, které jsou charakteristické klonalni
a neefektivni krvetvorbou, morfologickou dysplazii se zvysenym rizikem vzniku AML. Toto
onemocnéni byva také Casto oznaCovano jako pre—leukémie. Model patogeneze zahrnuje
pocateni poSkozeni HKB v kostni dieni. Toto ma za nasledek rozsiteni MDS klonu a
naslednou leukemickou transformaci. Klinickd podobnost AML a MDS je vysoka, protoze
muzeme u tohoto onemocnéni pozorovat mutace v genu RUNXI (Iwanaga et al, 2011). Rozvoj
myelodysplastickych novotvard muize byt otdzka az nékolika desitek let. Naptiklad vznik
mutace genu RUNXI vjedné HKB vlivem ozafeni trvalo vice nez deset let, nez se
transformovala nahromadénim dal§ich genovych zmén, které pot¢ vedly krozvoji

myelodysplastickych novotvarti (Obr. 9) (Harada et al, 2011).
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Obrazek 9: Tvorba myelodysplastickych novotvara (Upraveno dle Harada et al, 2011)



4.3 Mmnohocetny myelom

Mnohocetny myelom je dalsi hojn€ vyskytujici se onemocnéni po expozici IZ. Jedna se
o klonélni proliferaci malignich plazmatickych bunék v kostni dieni. Pro toto onemocnéni
je charakteristickd nadmérna exprese cyklint D1 (CCND1) nebo D2 (CCND2), které jsou
zodpoveédné za kontrolu progrese bunécného cyklu v G1 fazi. Kdyz dojde k poskozeni DNA,
je v bunikach zaznamenéana degradace CCND1. Tyto cykliny také vazou cyklin—dependentni
kinazy a podili se na jejich aktivaci. Toto vede k zastavé bunéfného cyklu v Gl fazi
v nemyelomovych bunkach, coz ovliviiuje opravu DNA a preziti. Na vzniku myelomu ma podil
mnoho udalosti, jako jsou translokace IgH, coz je tézky fetézec imunoglobulinu, pro néjz jsou
typické translokace u lymfoproliferativnich onemocnéni. Dalsi uddlosti, které se podili
na vzniku tohoto onemocnéni, jsou numerické chromozomové aberace napftiklad
hyperdiploidie s trizomiemi lichych chromozomii. Nadory mnohocetného myelomu rostou
pomalu. Jakmile ale dojde k nekontrolované proliferaci, znaci tento stav konecné stadium. Pfi
vzniku dvoufetézcovych zlomi, indukovanych ionizujicim zéfeni, zistdvaji hladiny CCND2
nezménéné, ¢imz se vyrazné lisi od CCNDI, jehoz hladiny jsou v buiikach zvySené, coz
podporuje opravu DNA a pteziti bunék (Smith et al, 2016).

Smith et al zkoumali vliv IZ na aspiratech kostni dfen¢ od pacientii s mnohocetnym
myelomem. Buiky byly vystaveny IZ o davce 5 nebo 10 Gy a analyza buné¢ného cyklu byla
provedena 6 a 24 hodin po ozéfeni. Poté byly butiky inkubovany, obarveny propidiumjodidem
a autofi nasledné provedli analyzu bunééného cyklu pomoci pritokové cytometrie. Nejprve
zkoumali vliv 1Z na CCND1 a CCND2 v myelomovych buiikach. Vysledky pfinesly to, Ze
doslo ke sniZeni regulace CCNDI, zatimco hladina CCND2 zlstala nezménéna. Vysledky
naznacuji, ze zastaveni ve fazi buné¢ného cyklu S, G2 nebo M misto ve fazi G1 by teoreticky
umoznilo pokracovat v opravé DNA prosttednictvim HR. Ukazalo se tedy, ze diferencidlni
exprese cyklinu D zasadné¢ neovliviiuje odpovéd bunécného cyklu na [Z. Je tedy
nepravdépodobné, Ze by byla zdkladem rozdilné citlivosti na poSkozeni DNA (Smith et al,

2016).

4.4 Lymfomy

Lymfomy jsou maligni nadory, které postihuji lymfocyty. Tato onemocnéni jsou
prekurzorové lymfoidni malignity, které zahrnuji proliferaci nezralych lymfoblastii a zralé
lymfoidni malignity, do kterych patii diferencované B a T buniky. Lymfomy se klasifikuji do

dvou skupin, a to Hodgkinovy a non-Hodgkinovy. RozliSuji se podle ptitomnosti
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Reed-Sternbergovych bunék, které jsou typické pro Hodgkinovy lymfomy. Tato onemocnéni
se mohou projevovat jako leukémie, kdy proliferace probihd hlavné v kostni dfeni. Mohou se
také projevovat jako lymfom, u kterého proliferujici buiiky tvoii mimokostni 1éze. Nadory se
typicky vyskytuji v lymfatickych uzlinach, ale mohou se i vyskytovat kdekoliv v téle, kde se
nachdzi lymfaticka tkan. Pti klasifikaci musime brat v tivahu stadium lymfopoézy, a ze se kazdy
typ bunék miize nachazet na riznych mistech, v€etné kostni diené, krve, sleziny, brzliku nebo
v zarodecnych centrech lymfatickych uzlin. Genetické mutace vyvolané IZ se mohou objevit
v kterémkoli z ptedeslych zminénych mist (Harbron et al, 2020).

Zejména NHL se hojné vyskytovaly u jadernych pracovnikd a likvidatord odpadii
po jaderné katastrofé. Hlavné v ptipadech chronické expozice nizkymi davkami IZ. Také ale
pfipady tohoto onemocnéni byly zaznamenany v Némecku u pracovnikil, ktefi obsluhovali
dekontaminované jaderna zatizeni (Schmitz Feuerhake et al, 2022). Pro NHL jsou
charakteristické chromozomalni translokace. Tyto translokace pravdépodobné vznikaji

nepiesnou opravou a zpracovanim DZ DNA (Cerosaletti et al, 2002).

4.5 Chronicka myeloidni leukémie

CML je dalsi a casto se vyskytujici leukémii po expozici IZ. Jedna se o klondlni
myeloproliferativni onemocnéni, kterd byla jako prvni malignitou se specifickou
chromozomalni malignitou. Laboratorni nalezy tohoto onemocnéni zahrnuje leukocytézu
a Castou mirnou anémii. Kostni dfeft u postizenych osob je hypercelularni a bez tuku.
Mtuzeme také pozorovat zpozdéni ve vyzravani bunék v myeloidnim kompartmentu (Quintas -
Cardama et al, 20006).

CML je hojné spojovana s cytogenetickou abnormalitou, kterd je zndma jako
Filadelfsky chromozom. Toto je jeden zhlavnich markerd pro diagnostiku CML
(Amin et al, 2021). Tento chromozom vznika translokaci gentt ABL a BCR. Tato translokace
vzniké mezi genem ABL na 9. chromozomu a genem BCR na 22. chromozomu (Obr. 10). Tato
translokace  byla nejCastéji  zjiSténa mezi  lidmi, kteti byli vystaveni 1Z
(Radivoyevitch et al, 2001). Pro detekci se vyuziva jedna z nejcitlivéjSich technik metoda

RT-PCR (Amin et al, 2021).
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Obrazek 10: Vznik Filadelfského chromozomu (Upraveno dle Amin et al, 2021)

Ernst et al zkoumali prevalenci mutaci u ukrajinskych pacientti s CML. Celkem pouzili
25 krevnich preparatl pacientl, kterym bylo toto onemocnéni diagnostikovano mezi roky
2005-2017. Deset pacientll pracovalo po havarii vletech 19861988 jako likvidatofi
v Cernobylské elektrarn€. Zbylych tfinact pacientii byli obyvatelé zemé, kterd byla zamofena
radiaci. V dobé& diagnozy byli pacienti ve stadiu chronické faze CML a jejich vék byl 31-73 let.
Analyza vzorki krve odhalila mutace u 65 % pacientll. Sest pacienti méli mutace
v sestithovych oblastech genti. Kromé vySe zminéné translokace méli tito pacienti mutace
v genech BCOR, DNMT3A, STAG 2, ASXL1 a CUXI. U nékterych pacientll byly pozorovany

mnohocetné mutace (Ernst et al, 2020).
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5. VYZKUM A LECBA AKUTNIHO RADIACNIHO
SYNDROMU

5.1 Vyzkum ucinki ionizujiciho zareni

Pro vyzkum 0¢inkt zéfeni se vyuzivaji hlodavci nebo primati. Pro zjistovani casovych
zmén v hladindch metabolitd lze pouzit sérum z uvedenych zvifat. U mysi vystavenych
ionizujicimu zafeni byla prokazana dysregulace sérovych metabolitl, vcetné lipida a
aminokyselin s rozvétvenym fetézcem 24 hodin po expozici zatfeni. Pfi nizké dlouhodobé davce

doslo ke snizeni metabolismu lipidt u mysi (Crook et al, 2021).

5.1.1 Vyzkum karcinogeneze na mysich

Vyzkum karcinogeneze zahrnuje rozsahlé testovani, pro které se vyuzivaji zvitfeci
modely. Postupem ¢asu prosla laboratorni my$ vyraznym vyvojem. Vyzkumné laboratofe se
zabyvaji genomem tohoto hlodavce a vyvijeji pfesné techniky. Moderni vyzkum obsahuje
xenograftové modely, které jsou kompatibilni s lidskymi neoplastickymi buitkami. Takto
geneticky upravené mysi maji schopnost plné reprezentovat patofyziologické rysy mnoha typt
lidské rakoviny a umoznuji sledovat ptesnou cestu progrese karcinogeneze.

Nejvice se vSak pro vyzkum karcinogeneze vyuZzivaji inbredni kmeny, které vznikaji
ptibuzenskym kiizenim a jsou geneticky shodné. Tyto kmeny jsou nejvice vyuzivany pro
vyzkum in vivo. Inbredni kmeny umoznuji zkoumat nejriznéj$i mechanismy, véetné sledovani
vzniku mutaci. Také jsou nepostradatelné pii objevech onkogenti a nadorovych supresor.

Vyzkum radia¢né indukované myeloidni leukémie zahrnuje nékolik mySich modela,
ptikladem mize byt RF mys. U tohoto modelu je myeloidni leukémie indukovana jednou
davkou ionizujiciho zafeni. Také u tohoto modelu lze pozorovat deleci chromozomu a jiné
genomové nestability. Dal$im typickym modelem je CBA mys, ktera se hojné vyuziva pro

vyzkum radiacné indukované AML u lidi (Rivina et al, 2014).

5.2 Radia¢ni protiopatreni

Cinidla, ktera se pouzivaji v ramci radia¢nich protiopatieni, délime do ti tfid. Patii mezi
n¢ radioprotektory, radiomitigatory a terapeutika (Singh et al, 2019). Pro popis ucinka
radioprotektorti a radiomitigatori je dilezité¢ pochopeni udalosti, ke kterym dochézi pti ozatreni
tkani a bun€k (Obr. 11). Radioprotektory vychytavaji volné radikaly a vykazuji antioxidacni
aktivitu. Radiomitigatory jsou Ccinidla, kterd zmirfluji pozdni toxické uCinky zéfeni.
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Radiomitigatory stimuluji diferenciaci a proliferaci bun¢k a stimuluji opravu DNA
(Citrin et al, 2010). Americkym ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv byly schvaleny pouze
Ctyfi radiomitigatory. Avsak nebyla schvalena zadna radioprotektivni ¢inidla pro 1é¢bu pacienta
pied akutnim ozarenim (Crook et al, 2021).
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Obrizek 11: Uéinky radioprotektori a radiomitigatoria (Citrin et al, 2010)

5.3 Lécba amifostinem

Amifostin je Sirokospektralni cytoprotektivni latka, ktera snizuje ucinky akutni radia¢ni
expozice (Crook et al, 2021). Od organové specifickych radioprotektiv se 1i§i tim, Ze se pouziva
ve vysokych davkach. Nizké davky této latky lze pouzit k radioochrané lidi, u kterych je riziko
vystaveni ionizujicimu zafeni. Jeho hlavni dulezita role je ochrana DNA a vychytavani volnych
radikald. Nevyhodou této latky je toxicita, ktera zplsobuje poruchy horniho a dolniho
dychaciho traktu. V posledni dob¢ je vSak ve snaze odborniki omezit jeho toxické ucinky a
zachovat radioprotektivni vlastnosti (Singh et al, 2019). Po¢ate¢ni studie na zvifecich modelech
ukdzaly, Ze amifostin chrani zvifata pfed vysokymi davkami ionizujiciho zatfeni. Jako dalsi

latka s radioprotektivnimi G€¢inky je naptiklad fosfonol, ktery ma obdobné vedlejsi ti€inky jako
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amifostin. Od amifostinu se hlavné¢ 1i§i tim, Ze ma efektivnéjSi obranné ucinky
(Singh et al, 2019).

Studium prokazalo, Ze nizké davky chrani hematopoetické progenitory v krvetvornych
tkdnich u mysi. K ochrané hematopoetickych organti staci pouze 25 az 50 mg/kg amifostinu.
Tato davka staci zdivodu, ze zralé progenitory Iépe reaguji na nizké davky nez
multipotencialni progenitory. Amifostin se da pouZzit v kombinaci s prostaglandinem E2.
Prostaglandiny podporuji pieziti hematopoetickych kmenovych bunék (Singh et al, 2019).

Crook et al zkoumali G€¢inky amifostinu na mySich. Pro vyzkum byly pouzity metody
kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii a nuklearni rezonanéni
spektroskopie. Vysledky ukazaly, ze amifostin je ucinnym radioprotektivnim c¢inidlem.
Amifostin snizil poskozeni DNA a peroxidaci lipidi (Obr. 12). Studie ukézala, Ze 1écba
amifostinem v davce 50 mg/kg vedla ke 40% pieZiti 30 dnl po ozateni. Pro dalsi vyzkum bylo
podéano 200 mg/kg amifostinu 30 minut pied expozici. Vysledkem bylo 100% pteziti mysi 30
dnti po ozateni (Crook et al, 2021).

Radiation Exposure 4
ALipid
DNA damage/,

‘ ; ‘ "\@hb N peroxidation
Impaired | A 5
Protein ~ \\oro <), "Energly
sysnthesis : production
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Obrazek 12: Testovani amifostinu (Crook et al, 2021)
(NMR-nuklearni rezonanéni spektroskopie, LC-MS-kapalinovéa chromatografie ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii)
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ZAVER

Cilem této prace bylo popsat zadkladni principy pusobeni ionizujictho zéafeni na
hematopoeticky systém. Nejvice jsou na ionizujici zéafeni citlivé kmenové buniky, které jsou pii
akutni nemoci z ozareni vSechny zniCeny. Doba projevu deficitu souvisi s zivotnosti krevnich
bunck.

Ionizujici zéafeni poskozuje hematopoetické kmenové buiky dvéma zplsoby, a to
pfimym a nepiimym. Pfi pfimém ucinku ionizujici zafeni bezprostfedné poskozuje DNA. Pfi
nepiimém ucinku dochézi ke tvorbé volnych radikali, které jsou vysoce reaktivni a reaguji
s DNA. Ionizujici zafeni zplsobuje né€kolik druhli poskozeni DNA, znichZ jsou nejvice
zavazné dvoufetézcové zlomy. Poskozeni DNA se ¢asem hromadi v jadrech myeloidnich a
lymfoidnich progenitort, které nakonec vedou ke vzniku rakoviny. Dilezitou roli pti poskozeni
DNA hraje proteinkinaza ataxie telangiektdzie. Tato proteinkindza se zejména podili na
fosforylaci p53, coz mé za nasledek zastaveni bunécného cyklu, senescenci a apoptdzu. Zasadni
roli pfi poSkozeni DNA hraji opravné mechanismy, mezi které patii homologni rekombinace a
nehomologicka oprava.

Pro rozvoj malignit je nezbytnd akumulace onkogennich mutaci, nez dojde
k neoplastické transformaci. DiileZitym aspektem, pfispivajici ke vzniku malignich zmén, je
tvorba fuznich gent. Pisobenim ionizujiciho zatfeni dochdzi i k poskozeni neozafenych bunék.
Tento jev se nazyva Bystander efekt. Poslednim rizikem vzniku malignich zmén je klonalni
hematopoéza.

Ionizujici zafeni zplsobuje velkou Skalu hematologickych malignit. Nejcastéjsi
leukémii, ktera se vyskytovala po bombardovani v HiroSimé& a Nagasaki je akutni myeloidni
leukémie s translokaci t (8;21) (q22;922). Vysledkem této translokace je novy chiméricky gen
RUNX-RUNXITI. Akutni myeloidni leukemii se klinicky velmi podob4 myelodysplasticky
syndrom, ktery byva ¢asto oznacovany jako pre-leukemie. Mezi dals$i hematologické malignity
zpusobené ionizujicim zafeni patfi mnohocetny myelom a lymfomy. Posledni zminénou
leukemii je chronicka myeloidni leukemie, pro kterou je typickd cytogenetickd abnormalita
Filadelfsky chromozom.

Pro vyzkum u¢inkQ ionizujiciho zéfeni se pouZzivaji hlodavci nebo primati. Vyzkum
karcinogeneze pouziva inbredni kmeny, které jsou nejvice vyuzivany pro vyzkum in vivo.
Cinidla, ktera se vyuZivaji pro radiaéni protiopatieni jsou radioprotektory, radiomitigatory a
terapeutika. Pro 1écbu akutniho radiacniho syndromu lze zvolit amifostin, coz je

Sirokospektralni cytoprotektivni latka.
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