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Anotace

Diplomova prace se zabyva jadernym histonem H2AX a jeho vyuzitim v oblasti zpétného
odhadu absorbované davky ionizujiciho zafeni (biodozimetrie). V ramci teoretické ¢asti jsou
vysvétleny biologické ucinky interakce ionizujiciho zafeni s zivou tkani a aktualné vyuzivané
biodozimetrické ptistupy. Experimentdlni ¢ast se zabyva testovanim vytipovanych faktort
(davkovy prikon, inkubacni podminky potiebné pro transport krevniho materialu, vliv
analyzatoru—prutokového cytometru), které mohou ovlivnit vysledné stanoveni yH2AX
metodou pritokové cytometrie. V ramci diskuze jsou ziskana data zhodnocena a jsou navrzena

feseni pro eliminaci vlivil jednotlivych faktort.
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Biodozimetrie, davkovy piikon, YH2AX, inkuba¢ni podminky, ionizujici zafeni, prutokova

cytometrie.

Annotation

The thesis deals with the nuclear histone H2AX and its application in the field of ionizing
radiation absorbed dose estimation (biodosimetry). The theoretical part explains the biological
effects of the interaction of ionizing radiation with living tissue and the currently used
biodosimetric approaches. The experimental part deals with the testing of selected factors (dose
rate, incubation conditions required for the transport of blood material, influence of the
analyzer-flow cytometer) that can influence the final determination of YH2AX by flow
cytometry. In the discussion, the data obtained are evaluated and solutions are proposed to

eliminate the influence of each factor.
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UVvoD

Ionizujici zafeni (1Z) je druh vysokoenergetického pienosu, ktery pii interakci
s biologickou tkani zptisobuje jeji poSkozeni prostiednictvim ionizace atomt a molekul. Mezi
DNA. Reparace tohoto typu poskozeni se Gcastni velké mnozstvi proteind, v¢etné jaderného
histonu H2AX. Jeho fosforylovana forma (yH2AX) se podili na aktivaci kaskady proteint

vedoucich k reparaci poskozeni a zastaveni buniky ve fazi G1/S.

Vzhledem ke skutecnosti, ze fosforylace histonu se méni v zavislosti na po¢tu dvojnych
zlom DNA, respektive mnozstvi absorbovaného 1Z, vyuziva se stanoveni yH2AX v rdmci
biodozimetrie. Cilem biodozimetrickych stanoveni je retrospektivni odhad absorbované davky
1Z, jejiz hodnota ma vliv na prognézu a zvoleny druh l1écby ozafené osoby. V soucastnosti
zavedené biodozimetrické postupy vyuzivaji jako zdroj informaci k 1Z citlivé lymfocyty
ziskdvané z periferni krve ozatenych osob. Mezi zavedené metody patii krevni obraz,
respektive stanoveni perifernich lymfocytt, test dicentrickych chromozomii (DCA) a test
mikrojader s blokaci kineze (CBMN). Metody jsou mezinarodné standardizované, ale jejich
hlavni nevyhodou jsou vysoké naroky na odborné zkuSenosti persondlu a dlouha kultiva¢ni
doba, ktera oddaluje Cas zahajeni adekvatni 1écby. Pii velkém poctu ozatenych v disledku

radia¢ni mimotadné udalosti velkého rozsahu, jsou tyto pristupy vysoce neefektivni.

Tato diplomova prace se zabyva biodozimetrickou metodou stanoveni fosforylované
formy jaderného histonu H2AX ve spojeni s prutokovou cytometrii. Jedna se o techniku
relativné rychlou, kterd umoznuje stanovit velké mnozstvi vzorkl v kratkém tfasovém tuseku.
S ohledem na moZnost zavedeni této metodiky do realné praxe se prace zaméiuje na parametry,
které mohou vysledky stanoveni YH2AX ovlivnit. Vybrané parametry (davkovy piikon,
podminky transportu vzorku a typ pfistroje pfi samotné analyze) testuje a diskutuje eliminaci

jejich ptipadného vlivu.

14



1. TEORETICKA CAST

1.1. Ionizujici zareni

Tonizujici zafeni je druh vysokoenergetického zateni, které pii prichodu prostfedim
ionizuje atomy (Australian radiation protection and nuclear safety agency), coz znamena, ze
dochazi k odtrzeni elektroni z elektronového obalu atomu, ktery obklopuje jadro (SUJB,
2024). Toto vysokoenergetické zaieni dovede poskozovat DNA a zpusobovat chemické zmény
Vv buiikach, pokud dochazi k dlouhodobému vystaveni zafeni. IZ pochazi z ptirodnich zdrojd,
ptiemz jeden z nejznaméjSich radioaktivnich prvki v piirodé¢ je radon (NZIP, 2024), ktery se
vyskytuje bézné v plidach a horninach. Dalsim zdrojem 1Z je kosmické zafeni, které se lisi
v disledku geologickych rozdila. V nékterych ¢astech planety miize byt expozice 1Z az 200krat
vy$$§i, nez je celosvétovy primér (WHO, 2023). Poslednim zdrojem jsou pfistroje vytvorené
lidmi, které slouzi pfedevSim k vyrob¢ jaderné energie a 1éCebnym uceltim, jako je pocitacova

tomografie (CT) a rentgen (CDC, 2021).

1.1.1. Typy ionizujiciho zareni

RozliSujeme rtizné typy 1Z, jejichz vlastnosti a i¢inek na biologické latky se mezi sebou
1isi na zakladé odlisnosti jejich fyzikalnich vlastnosti. Alfa zafeni je 1Z, které je tvofeno
¢asticemi odpovidajicimi svym sloZzenim jadrim atomu hélia (L’ Annunziata, 2007). Dosah
tohoto zafeni ve vzduchu je fadové v milimetrech. Jako G¢inna ochrana proti Casticim alfa
slouzi i obyc¢ejny papir (Rosina a kol., 2021). Zdroje zafeni alfa jsou radionuklidy, jako uran
238, radium 226 a dalsi ¢leny ptirozené rozpadové fady uranu, thoria a aktinia, jez se pfirozené
vyskytuji v horninach, ptid€ a vodé. Kromé piirodnich zdrojt alfa zéfeni jsou i uméle vytvorené
zdroje. Jedna se o radioizotopy prvku, jako je plutonium, americium, curium a kalifornium,
které zpravidla vznikaji v jaderném reaktoru absorpci neutronti riznymi radioizotopy uranu.
Alfa ¢astice maji mnohé vyuziti, jednim z nich je vyuziti americia 241 v detektorech koute ¢i
vyuziti plutonia 238 k vyrobé tepla, které se preméiiuje na elektiinu (vyuziti ve vesmirnych
sondach) (Australian Radiation Protection and Nuclear Safety Agency). Beta ¢astice se lisi od
alfa Castic vyS$$i pronikavosti a jsou schopny vzduchem urazit az nékolik metrd. Mohou
pronikat do lidské ktze (Collum, 2017), kde mohou zpisobit popaleniny (USNRC, 2021).
V porovnani s alfa ¢asticemi je pro ucel zastinéni zapotiebi materidlu o vyssi hustoté, napf.
hliniku nebo plexiskla. Mezi typické beta zafi¢e patii stroncium 90, technecium 99, cesium 137,

uhlik 14, sira 35 a tritium (Collum, 2017). Beta zafi¢e jsou vyuzivany v lékafrstvi, fluor 18 se
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pouzivé jako stopovaci latka pro pozitronovou emisni tomografii (PET), tritium se vyuziva ve
fosforeskujicich svitidlech, ktera se vyuzivaji pro nouzova osvétleni (Australian Radiation
Protection and Nuclear Safety Agency, 2024). Gama zafeni je typem elektromagnetického
vinéni, které ma v ramci spektra nejmensi vinovou délku (0,01 nm — 0,0001 nm), pfi¢emz
prenasi nejvetsi energii (Australian Radiation Protection and Nuclear Safety Agency, 2024).
Velmi Casto je vyzatovano spole¢né s alfa ¢asticemi ¢i beta ¢asticemi. K zastaveni zafeni gama
je zapotiebi velmi husty material, jako je olovo ¢i nékolik metrti betonu. Ma schopnost
prostupovat celym organizmem a zplsobovat tak na urovni DNA poskozeni veskerych tkani
(EPA, 2023). Ptikladem gama zdroje je kobalt 60, ktery nasel své vyuziti ve sterilizaci
Iékaiského vybaveni v nemocnicich, v pasterizaci vybranych potravin ozafovanim (Australian
Radiation Protection and Nuclear Safety Agency) a pramyslové radiografii (IAEA, 2024).
Dalsim ptikladem IZ elektromagnetického charakteru je Roentgenovo zareni (RTG), jehoz
vinova délka se nachazi v rozmezi 0,03 nm — 3 nm (NASA, 2023). RTG je vyuZivané
v mediciné jako diagnosticka metoda (rentgen, vypocetni tomografic) (IAEA, 2024). Obrazek

¢. 1 ukazuje pronikavost raznych druhti 1Z riznym materialem (UNEP, 2016).

Pronikavost riznych typu zareni

@ elektron . castice
neutron

+ proton Papir Télo Ocel

@ neutron

Obrazek ¢. 1.: Druhy 1Z a jejich pronikavost (UNEP, 2016)
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1.1.2. Bunééna odpovéd’ na ionizujici zareni

Organismus jako celek je velmi citlivy viaci 1Z. Vlivem ozafeni dochazi k ionizaci
atomud a molekul, z nichZ nejvétsi vyznam, z hlediska preziti a spravné funkce jednotlivych
bunék, ma ionizace a poSkozeni DNA. Plsobeni [Z na DNA lze rozd¢lit na ptimé a nepiimé.
Piimymi G¢inky |1Z se rozumi, Ze dochazi k pfimému zasazeni dané biomolekuly kvantem 1Z,

coz vede k ionizaci a zmén¢ struktury (obrazek ¢. 2) (USNRC, 2024).

POSKOZENI

DNA VLIVEM

IONIZUJiCIH
O ZARENI

Obrézek ¢. 2: Primé poskozeni DNA vlivem 1Z (Upraveno podle: USNRC, 2024).

Pfi nepfimém ucinku 1Z v organismu hraje nejvétsi vyznam radiolyza vody (obrazek ¢.
3), kterd je v lidském organismu zastoupena z vice jak 60 % (USNRC, 2019). Pusobenim IZ na
molekuly vody dochazi ke vzniku radikala (zejména vodikovych a hydroxylovych), které jsou
chemicky velmi aktivni a interaguji a poSkozuji biomolekuly (véetné DNA) ve svém okoli

(Rodriguez-Ruiz a kol., 2018; Havrankova a kol., 2020).
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Obrazek ¢. 3: Radiolyza vody zpiisobend viivem 1Z (Upraveno podle: Kawamura a kol., 2018).
Radiolyzou vzniknou vysoce reaktivni produkty, jako hydroxylovy radikal (OH-), vodikovy radikal (H),
hydratovany elektron (eaq) a v pritomnosti kysliku peroxid vodiku (H>05), které reaguji v sekundarni

reakci s biomolekulami.

Biologicka odpovéd” bun€k na IZ je rGzna. Zalezi na typu tkané, fazi bunécného cyklu
buriky, a i absorbované davce IZ (USNRC, 2024). Absorpce davky o velikosti stovek Gy, vede
k okamzitému rozpadu biomolekul ¢i k denaturaci bilkovin. Buiika nekontrolovatelné zanika
procesem zvanym nekréza, ¢imz dochazi k vyplaveni organel do mezibunétného prostoru
a k poskozeni okolni tkan¢ (Khalid a Azimpouran, 2023). Zanika-li burika v dtsledku niz$ich
davek (jednotky az desetiny Gy), jedna se vét§inou o fizenou (programovanou) bunéénou smrt,
tzv. apoptozu, ktera nevede k posSkozeni okolni tkan¢ (EImore, 2007). Po poskozeni DNA jsou
buiikou inicializovany reparacni mechanizmy, které mohou byt bud’ 100 % tspésné (burika je
opravena do piivodniho stavu, nezanikd), nebo je v bufice vlivem chybné opravy pozménéna
genetickd informace (mutace), které nasledné mize piejit i na dcefinou buniku. Mutace DNA

muze vést k indukci nadorového onemocnéni (USNRC, 2024).
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FYZIOLOGICKA REPARACE POSKOZENE TKANE BUNKA UMIRA VLIVEM POSKOZENI
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ROZMNOZENI

C

DCERINNE BUNKY UMIRAJI

Obrézek ¢. 4: Osud bunék po ozdareni (Upraveno podle: USNRC, 2024). 4 A) zobrazuje uispésnou
reparaci buiiky po vystaveni IZ, kde nedochdzi k preneseni poskozeni na dcerinou buitku. 4 B)
zndzoriuje buitku podléhajici v diisledku ozareni smrti (apoptoza, pripadné nekréza). 4 C) vyobrazuje
poskozenou buitku viivem IZ, ktera se dale replikuje a poskozeni prenasi na dceriné buiiky, které
nasledné zanikaji. 4 D vyobrazuje neuspésnou reparaci (mutaci) buiiky, ktera prechazi na dceriné

(USNRC).

vvvvvv

poskozenim vlivem zéfeni je poSkozeni nukleové kyseliny (genotoxicita). 1Z poskozuje DNA,
tak, ze dochazi ke zlomiim mezi cukernou slozkou a fosfatovou slozku nukleotidu a ke zmeén¢é
bazi (neni zachovana komplementarita bazi) (Mavragani a kol., 2019).

Mezi zékladni typy poSkozeni vlivem IZ patii jednoduché (single strand break, SSB)
a dvojité zlomy (double strand break, DSB) této molekuly. U SSB dochéazi ke zlomu pouze na

jednom vldkn€ DNA, pfi¢emz je vysoka pravdépodobnost, ze zlom bude opraven pomoci DNA

wevr

wevr

pravdépodobnost, ze burika zanikne apoptézou (Borrego-Soto a kol., 2015; Mavragani a kol.,
2019). Chybna reparace DSB muize vést kK mutacim a posléze ke karcinogenezi. Na opravé DSB
se podili histon yH2AX, ktery atakuje zlom na DNA a pozastavuje buiiku ve fazi pied replikaci,
aby mohlo dojit k opravé zlomu (Li a kol., 2022).
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1.1.3. Stochastické a deterministické uc¢inky ionizujiciho zareni

Riizné tkan¢ v organismus disponuji rozdilnou vnimavosti vaci 1Z, tedy ridznou
radiosenzitivitou. Mezi tkdné s nejvyssi radiosenzitivitou patii lymfatickd tkan, kostni dien,
Utinky 1Z poté miizeme rozdélit na deterministické a stochastické u¢inky (Rosina a kol., 2021).
Deterministické Gc¢inky jsou takové G¢€inky vznikajici v disledku zaniku nadmérného mnozstvi
bunék, které se projevi, pokud je prekroc¢ena hranice prahové davky. Mezi deterministické ucinky
je fazena napf. akutni nemoc z ozafeni ¢i radia¢ni dermatitida. Expozice pod prahovou davku
nezpusobuje zadné uéinky, jak vyobrazuje obrazek ¢. 5 (Ministry of the Environment, Goverment
of Japan, 2021).

Bez efektu ¢

Davka

Obrazek ¢ 5: Graf zndzoriujici intenzitu projevu deterministickych ucinkic na absorbované davce

zareni (Upraveno podle: Ministry of the Environment, Goverment of Japan, 2021).

Stochastické ucinky jsou uc€inky, jez nelze se 100 % jistotou pfedpovédet. Tyto Gcinky
jsou na rozdil od deterministickych, bezprahové, coz znamend, Ze zde nemusi dochézet
k prekroceni uréité prahové davky, aby doslo k rozvoji stochastického ucinku (obrazek ¢&. 6).
Ptikladem stochastickych nasledk je napt. rozvoj leukémie nebo jiné riizné typy zhoubnych

nadort (Ministry of the Environment, Goverment of Japan, 2021).
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Obréazek ¢. 6: Graf zndzoriujici zavislost projevu stochastického ucinku na absorbované davce IZ

(Upraveno podle: Ministry of the Environment, Goverment of Japan, 2021).

1.2. Biodozimetrie

Je-1i jedinec vystaven pusobeni 1Z, 1ze k odhadu absorbované davky obecné vyuzit tii

pfistupii:

Fyzikalni rekonstrukce, coZ znamena, Ze dochdzi k méfeni radiani expozice pomoci
detek¢nich zatizeni, véetné osobnich dozimetrti (REMM, 2024).

klinické hodnoceni, zalozené na vypoltu absorbované davky v cilové nadorové tkani
S vyuZitim zobrazovacich nastroji k méfeni relativni distribuce radioaktivity, coZ lze provadét
pted nebo po radioterapii (Gulec a kol., 2022; Sproull a kol., 2017)

biologickou dozimetrii (biodozimetrii), ktera vyuziva biologickych ukazateld, jejich stanoveni

by mélo vést ke zpétnému odhadu obdrzené davky 1Z (Sproull a kol., 2017).

Svétova zdravotnicka orgnaizace (WHO) definuje pojem biodozimetrie jako ,, laboratorni
nebo klinické metody pouzivané k méreni nebo odhadu davky energie ionizujictho zdreni
absorbované jednotlivcem. Biodozimetrické ndstroje méri davku na vnitrni organy a tkané

Vv diisledku vnéjsiho ozareni a vnitini kontaminace (WHO, 2024).
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Jako zékladni biologicky material pro ucely biodozimetrie je vyuzivana periferni krev.
Z obecného pohledu je krev tekuta tkan, ktera je soucasti vnitiniho prostiedi organismu
(Mourek, 2012). Sklada se z krevni plazmy tvotici zhruba 60 % celkového objemu a krevnich
elementtl, jako jsou erytrocyty, leukocyty a trombocyty (Dean, 2005). Pro biodozimetrické
ucely je vyuzivana nejen diky své snadné dostupnosti, ale také skutecnosti, Ze cirkuluje naptic
vSemi tkanémi a ma tak nejvétsi vypovidajici hodnotu i v ptipadé parcialniho (¢astecného)
ozatfeni. Navic periferni lymfocyty jsou vysoce citlivé k IZ a kostni dien, kterd je zdrojem
k indukci deterministickych a¢inka 1Z (Langmeier, 2009 Han a kol., 2019; Sun a kol., 2020).
Ke statisticky signifikantnimu poklesu leukocytli, zejména lymfocytii, dochazi jiz pti davce
homogenniho celotélového zareni 0,5 Gy. Vyznamnou lymfopenii 1ze detekovat jiz po 624
hodinach po ozafeni (Han a kol., 2019), pticemz lymfocyty v periferni krvi reaguji na 1Z
indukci programované bunééné smrti (apoptdzy) (Giovanetti a kol., 2021). Studie Heylmann a
kolektiv z roku 2021 potvrdila, ze lymfoidni linie je daleko citlivéjsi k IZ nez myeloidni fada
(Heylmann a kol., 2021).

1.2.1. Biodozimetrické pristupy vyuzivajici periferni lymfocyty

V ramci biodozimetrie existuje n¢kolik standardné zavedenych metod vychazejicich
ze stanoveni zmén na urovni izolovanych perifernich lymfocyt. Jedn4 se o dicentrickou
chromozomovou analyzu (DCA), detekci mikrojader s blokaci cytokineze (CBMN) a stanoveni

miry deplece lymfocyt (LDR) (Swartz a kol., 2014).

Mira deplece lymfocyti je biodozimetricky test, ktery vyuziva absolutni pocet
lymfocytl ziskany v dobé od ozafeni, pfi¢emz absolutni pocet lymfocyti se ziskd ze souctu
vSech typa cirkulujicich lymfocyti. Deplece lymfocytli (lymfopenie) piimo souvisi
s absorbovanou davkou 1Z, pokud dochdzi k ozateni 2-4 Gy, Ubytek se projevuje v rozmezi
4-6 dnu. Po vystaveni davky 4-6 Gy, se lymfopenie projevuje za 2-4 dny (REMM, 2024).
Absorbovana davka se diive vypocitavala z primérného méteni krevniho obrazu kazdé 2 az 3
hodiny, aby doslo k vytvofeni kiivky, ale nyni staci pouze dvé stanoveni poctu lymfocyti
k odhadnuti davky. Pokud je mozné provést pouze jedno stanoveni poctu lymfocyt v periferni
krvi, tak se mira deplece porovnava se stanovenou hodnotou z fyziologického rozmezi poctu
lymfocytl vypoctené pro danou populaci, jelikoZ se fyziologické hodnoty lymfocyti lisi
v zavislosti na mnoha faktorech (pohlavi, vék, rasa apod.) (Sullivan a kol., 2013).
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Dicentricka chromozomové analyza je povazovana za zlaty standard v biodozimetrii,
jelikoz dicentrické chromozomy jsou specifické po expozici IZ. Dicentrické chromozomy jsou
velmi nestabilni téliska (Lee, Jin a kol., 2019). Vlivem DSB dochazi k aktivaci mechanismi
oprav buné¢ného poskozeni, avSak chybna reparace mize vést k vzniku dicentrickych
chromozomt (Jeong a kol., 2022). Test je zaloZzen na principu mikroskopické detekce
dicentrickych chromozomii barvenymi fluorescenéni barvivem. Samostatna inkubace je dlouha
48 hodin. Test DCA byl vyuzit béhem jadernych havarii v Cernobylu (1986) a Tokaimufe
(1999) (Vijavalakshmia kol., 2023). Tato metoda vyzaduje odborné hodnotitele pro identifikaci
chromozomalnich abnormalit, k ziskani spolehlivych vysledki je zapotiebi alespoit dvou
hodnotitelti. Mezinarodni organizace pro normalizaci (ISO) stanovuje hodnoceni alespoil

500 bunék nebo 100 dicentrickych chromozomu (Jeong a kol., 2022).

Test stanoveni mikrojader prostfednictvim blokace cytokineze vyuziva izolované
periferni mononuklearni burky (smés bunék lymfocytarni a monocyto-makrofagové fady). Test
je zaloZen na principu detekce mikrojader vznikajici v disledku chromozomovych zlomu
vzniklych vlivem IZ, pficemzZ dochazi k vyuziti blokatoru (cytochalasin B) zastavujici prvni
bunécné déleni, ¢imZz dochdzi k tvorbé dvoujadernych lymfocyti. B&hem testu dochézi
K poc¢itani mikrojader ve dvoujadernych bunikach (lymfocytech), které vznikly ptidanim
cytochalasinu B, blokator cytokineze prvniho déleni bunétné cyklu, pii¢emz kultivace je
dlouh& 72 hodin (Sioen a kol., 2020). Zdravé lymfocyty vytvaii dvoujaderné burky a poskozené
lymfocyty vytvareji mikrojadra obsahujici chromozomalni fragmenty (Bertucci a kol., 2023).
Mikrojadra jsou mimojadernd téliska vznikajici v disledku chromozomovych zlomi
(Vijayalakshmi a kol., 2023). Krom¢ zateni, muze ovlivnit pfitomnost mikrojader také expozice

mutagentim, zivotni prostfedi, vék, pohlavi (Lee a kol., 2023).

Dalsi moznosti v biodozimetrii je stanoveni miry fosforylace jaderného histonu H2AX
(yH2AX) (Horn a kol., 2011), které muze byt realizovano nékolika riznymi metodami.
Parametry, které mohou ovlivnit vysledky tohoto metodologického pfistupu jsou piedmétem

experimentalni ¢asti této diplomové prace.

1.2.2. Jaderny histon H2AX

Molekula H2AX je jadernym histonem z rodiny H2A, jehoZz procentualni zastoupeni
z celkového H2A v buiice ¢inni 2-25 % (Varvara a kol., 2019). H2A se fadi do podrodin,
H2A1-H2A2, H2AZ a H2AX, ptiCemz prave posledni zminény histon H2AX je exprimovany
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Vv celém genomu (délka 142 AMK). Na rozdil od ostatnich histont z rodiny H2A je tento histon
H2AX delsi o C-konec (Ohnishi a kol., 2017). Gen pro H2AX se nachézi na 11 chromozomu
(11923.3) (Uniprot, 2024).

Vzhledem ke skute¢nosti, Ze se podili na opravé DSB DNA (Redon a kol., 2012), jedné se o
dulezity biomarker pti monitorovani hladiny davky 1Z. S cilem opravit DSB acetyluji
histoacetyltransferaza (Tip 60) a histondeacetylaza (HDAC4) chromatin, ¢imz dochazi
k rozvolnéni struktury DNA (Rezagova a kol., 2011). Dvojné zlomy na DNA jsou rozpoznany
komplexem MRN (slozeny z molekul MRE11, Rad50 a NBS1), ktery zptisobuje aktivaci tii
dalezitych kinaz, a to ataxia telangiectasia proteinkinazy (ATM), AT a Rad related
proteinkinazy (ATR) a DNA-dependentni proteinkindzy (DNA-PK), které Kkatalyzuji
fosforylaci histonu H2AX na serinu 139 (vznika tzv. yYH2AX) na C konci v misté vzniku DSB
a v jeho okoli (Varvara a kol., 2019). Molekula ATM aktivuje a nasledné fosforyluje proteiny
v misté vzniku DSB (Beaton a kol., 2015; Ohnishi a kol., 2017). Komplex MRN funguje jako
senzor pro vyhledavani DSB a stabilizuje volné konce DNA. Vzniklé yYH2AX spole¢né s ATM
a mediatorem poskozeni DNA proteinem 1 (MDC1) zesiluji signal DSB podél cel€ho jadra.

Va8 ¥a'laz

DNA Damage Sensing

Early DDR
Yok Teres

Autophasphorylation NHEJ DNA Repair
Late DDR

7 \?ff[/

Obrazek ¢. T: Fosforylace H2AX béhem opravy DSB na DNA zpuisobené 1Z (Wang a kol., 2015)

Neékolik minut po vzniku DSB dochazi k pfiléhani tisice molekul histonu H2AX na
dvojné zlomy a dochazi k jejich fosforylaci za vzniku yH2AX (Zastko a kol., 2021).
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Ubikvitované lighzy RNF8 a RNF168 vytvati polyubikvitovany fetézce na MRN a yH2AX,
coz umoziuje vazbu proteint MDC1 a 53BP1, ¢imz se aktivuje checkpoint kindza (CHEK?2),
ktera zpusobuje, ze dochazi k aktivaci proteinu p53 a nasledné k zastaveni bunééného cyklu ve
fazi G1/S. Tim je umoznéna oprava DSB na DNA pied replikaci, a to bud’ homologni
rekombinanci nebo nehomolognim spojovanim konct (Li a kol., 2022). Molekuly histonu
H2AX nachazejici se proximaln¢ od 1éze jsou fosforylovany. MDCL1 je protein, ktery podporuje
vazbu dalSich molekul z komplexu MRN, tato interakce zptisobuje, Ze dochazi k aktivaci DNA-
dependentni kinazy, coz vede k fosforylaci dalSich histoni H2AX za vzniku YH2AX. MDC1
pomoci domény BCRT zabranuje defosforylaci a zaroven podporuje komplex MRN, aktivni
ATM a dalsi proteiny, které se podileji na fosforylaci histonu, coz zpiisobuje, ze se
fosforylovany histon §ifi od prvotniho DSB, ¢imz dochazi k vytvofeni vétstho mnozstvi
yH2AX (Ohnishi a kol., 2017).

Vrchol fosforylace H2AX nastava hodinu po ozareni (Wilkins a Beaton-Green, 2023).
Po uspésné reparaci nasledné dochdzi ke zpétnému procesu, tedy, defosforylaci yYH2AX.
Pfiblizné po 3 hodinach od ozafeni dochazi k poklesu YH2AX az o 50 % jeho maximalnich
hodnot, avSak zna¢na ¢ast yH2AX muze byt detekovatelnd i 6 hodin od indukce DSB (Nazarov
a kol., 2003). Jsou zndmy dva mechanismy, jak k defosforylaci yYH2AX po reparaci dochazi, a
to bud’ ptima defosforylace YH2AX pomoci fosfatdz nebo nahrazeni (vyména) yH2AX
molekulou H2AX (Firsanov a kol., 2011). Piedpoklada se, ze v savéich bunkach je za obnovu
histonu zodpovédny enzym fosfatdza 2 A (PP2A), ktery se fadi do rodiny PPP (fosfoproteiny),
jehoz enzymy jsou zodpovédné za defosforylaci serinu a threoninu (Mariano a kol., 2023;
Zastko a kol., 2021). Doposud se vsak nevi jisté, zda k tomu dochazi in situ, nebo nejprve musi
dojit k odstranéni yYH2AX z chromatinu. Na rozdil od sav¢ich bunék kvasinky maji komplex
histon H2A fosfatazy (HTP-C), ktery ma aktivni podjednotku Pph3, které je az z 60 % podobna
PP2A. U kvasinek defosforylace probiha tak, ze z chromatinu je nejprve odstranén YH2AX
(Kinner a kol., 2008). Na samotni defosforylaci YH2AX se podileji proteinové fosfatazy 2 A
(PP2A), proteinove fosfatazy 4 (PP4), proteinové fosfatazy 6 (PP6) a p53 indukované fosfatazy
1 divokého typu (WIP1) (obrazek ¢. 8) (Stope, 2021), p38 MAPK jsou mitogenem aktivované
proteinkinazy reagujici na stresové podnéty, ucastni se apoptdzy a dal$ich bunéénych pochodi
(Martinez-Limon a kol., 2020). Calyculin A se jevi jako vhodny inhibitor, ktery poskytne ¢as
pro transport vzorku do piislusné laboratofe, jelikoz defosforylace yH2AX probiha 1-2 hodiny
po ozafeni (Scarpato a kol., 2013). Studie Sharma a kolektiv z roku 2015 ukazuje, Ze
S prodluzujicim se ¢asem po ozafeni dochazi k postupnému klesani fokii yYH2AX. Studie se

zabyvala kinetikou yYH2AX 30 minut, 2 hodiny, 4 hodiny, 7 hodin a 24 hodiny po ozéfeni,
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pfi¢emZ nejmensi mnozstvi fokli mély vzorky, které byly inkubovany 24 hodin, av§ak jejich

prace nevyuzila zddného inhibitoru defosforylace (Sharma a kol., 2015).
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Obrazek ¢. 8: Defosforylace yH2AX, které se ucastni PP2A, PP4, PP6 a WIP1 (Upraveno podle: Stope,
2021).

1.2.3. Metody stanoveni yH2AX

K detekci YH2AX se obecné vyuzivaji imunofluorescencni metody zalozené na reakci
protilatky konjugované s fluorochromem a fosforylované formy histonu H2AX, tj. YH2AX
(Zhao a kol., 2022). K jeho stanoveni je vyuzivano nékolika metodologickych pfistupti.

Mikroskopické stanoveni yH2AX je standardné zavedenou metodou, ktera je velmi
oblibend a Siroce vyuZivand ke studiu poskozeni DNA nizkymi davkami IZ, naptiklad
u pacientl po celotélovém CT (Sakane a kol., 2020). Minimalni detekovatelna davka je 0,02
Gy (Raavi a kol., 2021). Metoda je zalozena na fixaci bunék na podlozni sklicko pomoci
paraformaldehydu ¢i methanolu, permeabiliziaci cytoplazmatické membréany Tritonem X-100
a blokaci nespecifickych vazebnych mist prostfednictvim BSA. Dal§im krokem je pouZiti
primarni specifické monoklondlni protilatky proti yH2AX a sekundarni protilatky znacené
fluorescencni latkou. Takto znacené YH2AX Ize detekovat pod konfokdlnim ¢i
epifluorescenénim mikroskopem pii 60 az 100nasobném zvétSeni. Jsou pozorovany foky, které
odpovidaji yYH2AX na DSB. Tato metoda je vhodné pro davky do 4 Gy, vzhledem k mozZnosti
piekryvu lozisek YH2AX v burikach pti vyssSich davkach nad 4 Gy. V ramci jednoho DSB se
muze objevit vice foki a je znamo, ze mnozstvi foka roste s davkou zateni linearné. Metoda je
¢asov¢ naro¢na na vyhodnoceni (Raavi a kol., 2021).

Mikroskopické hodnoceni YH2AX je mozné stanovit i na buiikach rtiznych tkani, nikoliv
vyhradné na perifernich lymfocytech. Diky této skutecnosti miize tato metoda na zéklade
detekce tvorby lozisek v riznych tkani pomoci k rozliseni celotélového ozafeni od parcialniho
ozareni (Lee a kol., 2022; Raavi a kol., 2021).
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Obrazek ¢. 9: Snimky z fluorescencniho mikroskopu lozisek yH2AX v lymfocytech (Raavi a kol., 2021).
Snimek A vyobrazuje kontrolni lymfocyty, vedlejsi snimek B zobrazuje davku 0,1 Gy. Zabér C zachycuje
davku 0,5 Gy, zatimco D 2 Gy a posledni snimek E zobrazuje lymfocyty vystavené 2 Gy. Vsechny jadra

lymfocytii vystavené zareni a vyobrazené na snimkach nize byly barveny DAPI (modra barva).

Stanoveni YH2AX metodou pritokové cytometrie je alternativou k mikroskopickému
stanoveni. K analyze je vyuzivand bunéfnd suspenze perifernich lymfocyti. Vystupni
informaci na pritokovém cytometru je median intenzity fluorescence (MFI) buné¢né populace
pozitivnich na yH2AX. Velkou vyhodou priutokové cytometrie je moznost analyzy vét§iho
mnozstvi bunék v kratkém ¢asovém intervale (znaceni a analyza trva cca 3 hodiny). Citlivost
je nizsi nez u mikroskopického hodnoceni, a to diky tomu, Zze vystupni data udavaji pouze
relativni informaci v porovnani s mikroskopii, kde ziskavame absolutni data o pfesném poctu
lozisek YH2AX v buiikach. Minimalni detekovatelnd davka v priitokové cytometrii je 0,25 Gy
(Wanotayan a kol., 2022; Khan a kol., 2018; Raavi a kol., 2021). Minimalni rozsah davek vSak
neni vtomto piipadé omezen splyvanim fokd, a proto lze detekovat i davky nad 4 Gy
(Wanotayan a kol., 2022). Priklad analyzy yH2AX na pratokovém cytometru znazoriuje
obrazek ¢. 5 (Raavi a kol., 2021).
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Obrazek ¢. 10: Zaznam z analyzy na pritokovém cytometru, kde byly analyzovany izolované lymfocyty
ozdreny 5 Gy ®°Co. Takto pripravené lymfocyty byly inkubovany 30 minut pii 37 °C, vzaty k analyze.
Snimky A vyobrazuje dot plot intenzity fluorescence yH2A4X u kontrolniho vzorku, snimek B vyobrazuje
histogram yH2AX u stejného vzorku. Snimek C zobrazuje dot plot ozdreného vzorku 5 Gy. Snimek D
vyobrazuje histogram yH2AX ozdreného vzorku 5 Gy, na némz je vidét vyrazné zvysSeni intenzity
fluorescence (Upraveno podle: Raavi a kol., 2021).

Technika zobrazovaci pritokové cytometrie stanoveni yH2AX je kombinaci
vyhod mikroskopie a priatokového cytometru, ktera umoziiuje velmi rychlé a presné méfeni
yH2AX. Tato metodika je velice vhodnd, vzhledem K rychlosti a piesnosti metody (Durdik
akol., 2015; Wanotayan a kol., 2022). Zobrazovaci prutokova cytometrie umoziuje analyzovat
nékolik tisic bunék na jeden vzorek v kratkém ¢asovém intervalu a poskytnout velmi kvalitni

snimky pfi vysoké prutokové rychlosti (Lee, Wang a kol., 2019).

ELISA stanoveni YH2AX je citlivou a rychlou metodou (vysledky jsou ziskany do 24
hodin), kterou lze také vyuzit k detekci YH2AX (Ramadhani a kol., 2023). Krom¢ méfeni
YH2AX doch&zi k sou¢asnému méfeni celkového H2AX, coz slouzi jako vnitini kontrola
potvrzujici, ze jakakoliv detekce signalu je doopravdy dana zvysenim hladiny yH2AX a nejedna
se o chybu pfi ptipraveé vzorku. Pokud byl vzorek vystaven 1Z, dochdzi ke zvySovani poméru
yH2AX a H2AX (Ji a kol., 2017).
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Obrazek ¢. 11: Stanoveni yH2AX metodou ELISA. Jamky jedné desticky jsou potazené dvéma riiznymi
zachycenymi protilatkami, pricemZ jedna je specificka pouze pro yH2AX a druhd je schopnd vazat
veskeré H2A. Po inkubaci s proteinovym lyzatem dochdzi pomoci detekcni protilatky k vazbe, tato
protilatka je ndsledné rozpozndna kienovou peroxiddzou, kterda poskytuje signdl (Upraveno podle: Ji a
kol., 2017).

Stanoveni yYH2AX pomoci metody western blot je zalozeno na detekci ubikvitovanych
forem yH2AX, vzhledem k tomu, Ze béhem fosforylace dochazi k ubikvitinaci proteini pomoci
MDC1. Dochazi k pteneseni proteinu na membranu, kde nasledné dochazi ke znaceni proteinu
protilatkou (Luczak a Zhitkovich, 2019). Tato technika ma niZ$i citlivost nez mikroskopie. Cas
analyzy je vyrazn¢ delSi nez u vSech vyse zminénych metod. Jako kontrolu lze vyuZit beta aktin

(Raavi a kol., 2021).
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Obrézek ¢. 12: Stanoveni yH2A4X metodou western blot. Na obrazku jsou extrakty z bunék osetienych
a neoSetienych UV zdrenim a chromanem sodnym a ndasledné znacenych anti-yH2AX (snimek A) a
anti-H2AX (snimek B) (Cell Signaling Technology).
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Obrazek ¢. 13: Moznosti detekce yH2AX. Souhrn z&kladnich metod, kterymi Ize detekovat a stanovit

yH2AX ukazuje obrazek ¢. 12 (Upraveno podle: Raavi a kol., 2021).

Mezi inovativni techniky stanoveni yH2AX patii kapalinovd chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS). Tato metoda je zaloZena na separaci
YH2AX na kolon¢ a nasledné detekci pomoci hmotnostniho spektrometru. LC-MS/MS
umoznuje detekci YH2AX po vystaveni nizkym davkam (Zhao a kol., 2022). Vystupem

z analyze jsou piky s pfesnym retenénim ¢asem vztazené ke kontrole (Matsuda a kol., 2015).
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2. CILE DIPLOMOVE PRACE

1) Vytipovat a otestovat parametry, které mohou ovlivnit vysledky stanoveni yH2AX.

2) Experimentalné stanovit nejvhodnéjsi zptisob uchovavani lidského krevniho vzorku pro
analyzu yH2AX.
3) Na zakladé literarni reSerSe a ziskanych experimentalni dat zhodnotit vyuZiti stanoveni

fosforylované formy jaderného histonu H2AX v biodozimetrii.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pouzity material
3.1.1. Pristroje a pomicky

Ledovac (GB1540; Brema Ice Makers; Itélie)

Centrifuga (Hettich Universal 32 R; Schoeller Instrument; Némecko)

Chladni¢ka (311-320L Innova Concept; Fagor; Ceska Republika)

Vodni lazen (TWS8; Julabo; Némecko)

Priitokovy cytometr (BD FACS Avria II; BD Biosciences; Ceska Republika)
Pritokovy cytometr (BD FACSymphony™ A1; BD Biosciences; Ceska Republika)
Vortex (Bio Vortex V1; Biosan; Ceska Republika)

Klec typu IIL pro mysi, konven¢ni (UNO; Holandsko)

Podestylka do klece pro mysi (Tapvei; USA)

Udrzovaci krmna smés pro zvitata (Altromin, Némecko)

Software DIVA

Mikropipety (Transferpette S; BDL Ceska Republika), sterilni $pic¢ky (Eppendorf; Némecko),
sérologické jednorazové pipety sterilni (TPP; Svycarsko), pipetovaci nastavec ACCU-JET S
(BRAND; Némecko), sterilni jehly (Chirana T Injecta; Ceska Republika), sterilni injekéni
stifkacky (Chirana T Injecta; Ceska Republika), sterilni sklenéné zkumavky s lithium
heparinem (BD Vacutainer; Ceska Republika), zkumavky se $tihlym dnem (Sarstedt;
Némecko) faxové zkumavky (BD Vacutainer; Ceska Republika), Pasteurovy pipety (P-LAB;
Ceska Republika), hlinikova folie (P-LAB; Ceska Republika), ntizky (MEDIN, Ceska
Republika), pinzeta (P-LAB; Ceska Republika), 50 ml zkumavky (TPP, Svycarsko), 24 a 96
jamkové mikrotitraéni desti¢ky (TPP, Svycarsko).
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3.1.2. Chemikalie

Ethanol (Penta; Ceska Republika)

Formaldehyd 4 % (CARL ROTH; Némecko)

0,1 % Triton X-100 (Sigma-Aldrich; Ceska Republika)

Promyvaci roztok (ptipravené smichanim fosfatového pufru a 4 % fetalnim bovinnim sérem)
Fosfatovy pufr (PBS; Carl Roth; Némecko)

Fetalni bovinni sérum FBS (GIBCO; USA)

Roswell Park Memorial Institute medium 1640 (RPMI) s piidavkem 10 % FBS a 0,05 %
ATB-penicilin 50 Ul/ml a streptomycin 50 ug/ml (GIBCO; USA)

50 % ledovy ethanol v PBS

yH2AX-PE (BD Biosciences; Ceska Republika)

yH2AX-FITC (Sigma-Aldrich; Ceska Republika)

Calyculin A (Sigma Aldrich; Ceska Republika)

3.1.3. Biologicky material

1) Laboratorni mysi C57BI16 (samice, vaha 18-20 g, stafi 6—8 tydni). Ptivod pokusnych
zvitat: Velaz, s.r.o., Dédinska 893/29, 161 00 Praha 6- Ruzyng, RCH CZ 21760118. Chov zvifat
probihal ve zvlast’ vycélenéné mistnosti, kde byla zvifata umisténa v chovnych nadobéach
v doporuc¢eném poctu s vzdy Cerstvou podestylkou. Prubézné byl kontrolovéan jejich stav a po
celou dobu byla krmena a napajena Cerstvou vodou neomezené. Pfed experimentem byla zvifata
aklimatizovana, aby doslo ke snizeni rizika vlivu stresu na vysledky experimentu. Experiment
byl schvalen etickou komisi pod jednacim ¢islem ¢.j. 4284/2021-MZE-18134.

2) Periferni krev byla odebrand do zkumavky s lithium heparinem od darct dle etické

komise (&islo 202403 P14). Cislo etické komise: 202403 P14
3.1.4. Zdroj zareni

CHISOCOBALT %Co (Chisocobalt, Chirana Technik, Roznov pod Radhostém, Ceské
Republika)
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3.2. Test vlivu davkového prikonu na biodozimetricky ukazatel

YH2AX u mysSi in vivo

Experiment se zabyva vlivem davkového piikonu na biodozimetricky ukazatel YH2AX
u mysi in vivo. Tti skupiny zvitat (mySi C57BI6) byly vystavena uc¢inku vnéjSimu celotélovému
gama ozafeni (°Co) o stejné ddvcee, ale jiném davkovém piikonu (2,7414787 Gy/min, 0,667614
Gy/min, 0,294075 Gy/min). Razné hodnoty davkového piikonu byly =zajiStény riznou
vzdalenosti ozafovanych zvitat od zdroje zafeni. Mira fosforylace jaderného histonu H2AX

byla stanovena v ¢ase 1 hodinu po ozafeni metodou pratokové cytometrie.
3.2.1. Pracovni postup

1) Laboratorni zvitata (mysi C57BI6) v celkovém poctu 30 ks byla rozdélena do ¢&tyt
skupiny, z nich tfi skupiny obsahovaly osm mysi a ¢tvrta skupina obsahovala Sest mysi. Za
ucelem homogenniho celotélového ozareni byla vystavena vnéjSimu celotélovému gama zafeni
o davkovych piikonech: 2,7414787 Gy/min, 0,667614 Gy/min, 0,294075 Gy/min dle tabulky

&. 1. Ctvrta skupina mysi byla ponechana bez ozéfeni, jako negativni kontrola.

Davka Pocet Davkovy . Vzdalenost
Cas ozarovani )

zareni mySi prikon od zdroje

4 Gy 8 ks 2,7415 Gy / min | 1 min 28 vtetin |50 cm

4 Gy 8 ks 0,6676 Gy / min | 5 min 59 vtetin | 100 cm

113 min 36

4 Gy 8 ks 0,2941 Gy / min ' 150 cm
vtefin

0 Gy 6 ks -- -- --

Tabulka ¢. 1: Rozpis laboratornich zvifat-podminky ozarovani.
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2) Laboratorni zvifata (my$i C57BI6) byla uvedena do narkdézy v parach Isoflurinu
(Vetpharma), euthanazie byla provedena kréni dislokaci. Krev byla odebrana intrakardialné do
zkumavky s lithium heparinem do hodiny po ozafeni.

3) 100 pl intrakardialné odebrané krve bylo pteneseno do zkumavky se §tihlym dnem, bylo
ptidano 65 pl 4 % formaldehydu a inkubovano 10 minut pfi laboratorni teploté. Posléze byl
ptidan 1 ml 0,1 % Tritonu X-100 a inkubovano pii laboratorni teploté po dobu 30 minut. Po
inkubaci byly ptidany 3 ml vychlazeného promyvaciho roztoku, ktery byl pfipraven smichanim
fosfatového pufru se4 % fetalnim bovinnim sérem, zkumavky byly centrifugovany
(1600 ot., 5 minut, 8 °C). Roztok nad sedimentem byl odsaty a nasledné byl ptidan 1 ml
ledového 50 % ethanolu. Inkubace probihala 10 minut na ledu. Po inkubaci byly vzorky jesté
dvakrét promyty, nejprve 3 ml promyvaciho roztoku a posléze 1 ml promyvaciho roztoku,
pti¢emz po kazdém promyti nasledovala centrifugace (1600 ot., 5 minut, 8 °C) a odsati roztoku
nad sedimentem.

4) Po posledni centrifugaci byl roztok nad sedimentem odsaty na 100 ul. Takto pfipravené
vzorky se mohly znadit protilatkou konjugovanou s fykoerytrinem (anti-yH2AX-PE).
Protilatka konjugovand s PE byla fedéna 1:1 (k 5 pl bylo ptidano 5 pl promyvaciho roztoku).
Ke kazdému vzorku bylo ptidano 10 ul anti-yH2AX-PE. Nasledn¢ doslo k inkubaci na ledu po
dobu 60 minut v temnu. Po inkubaci byly vzorky dvakrat promyty 1 ml promyvaciho roztoku
a centrifugovany (1600 ot., 5 minut, 8 °C). Kapalina nad sedimentem byla odsata na objem
alespon 300 pl.

5) Pied méfenim na prutokovém cytometru doSlo k protfepani suspenzi na vortexu.
Ptipravené vzorky byly méfeny na pritokovém cytometru BD FACS Aria Il a vyhodnoceny
pomoci software DIVA.
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3.3. Test vlivu rozdilnych inkubaénich podminek krve na

biodozimetricky ukazatel yH2AX in vitro

Experiment se zabyva studiem vlivu riznych inkubacnich podminek na biodozimetricky
ukazatel yH2AX v lidské periferni krvi in vitro. Celkem 14 krevnich vzorka od kazdého darce
bylo vystaveno in vitro aginkiim gama zéafeni (%°Co) o davce 4 Gy, ptipadné 0 Gy (negativni
kontrola). Vzorky byly nésledné kultivovany za riznych inkubac¢nich podminek (teplota, Cas,
stabilizacni ¢inidlo). Po ukonceni experimentu byla vkazdém vzorku stanovena mira
fosforylace jaderného histonu H2AX metodou prutokové cytometrie a ziskana data byla
vzédjemné porovndna se vzorkem inkubovanym 30 minut pii laboratorni teploté bez
stabiliza¢niho ¢inidla, u kterého se ptedpoklada nejvyssi exprese YH2AX (pozitivni kontrola).
Veskera méfeni byla realizovdna simultanné na dvou cytometrickych analyzatorech za ucelem

posouzeni vlivu analyzatoru na dosazené vysledky.

3.3.1. Pracovni postup

1) Krev od ¢tyt darct byla odebrana intravendzné do zkumavky s lithium heparinem.

2) Krev byla fedéna RPMI médiem v poméru 1:2 a napipetovand do mikrotitraénich
desticek.

3) Mikrotitraéni desticky s nafedénou krvi byly vystaveny vnéjsimu ozateni (°Co) 4 Gy.

Po ozéfeni byla krev dand do pfisluSnych inkubaénich podminek (teplota, Cas, stabilizacni
¢inidlo), véetné krve neozatrené (negativni kontrola).

4) K ¢asti vzork bylo pfidano 10 pl 1nM calyculinu A. Takto piipravené vzorky se
umistily do ptislusnych inkubaénich podminek, jez byly teplota (20°-25 °C; 0 °C; 4 °C) a Cas
(30 minut; 24 hodin), jak ukazuje tabulka ¢. 2.

5) Do zkumavky se §tihlym dnem bylo pieneseno 100 pl krve. Nasledné se ke krvi ptidalo
65 pl 4 % formaldehydu a nechalo se inkubovat 10 minut pfi laboratorni teploté. Nasledné byl
pfidan 1 ml 0,1 % Tritonu X-100 a nechalo se inkubovat 30 minut pfi laboratorni teploté. Po
inkubaci doSlo k ptfidani 3 ml vychlazeného promyvaciho roztoku a zkumavky byly
centrifugovany (1600 ot., 5 minut, 8 °C). Roztok nad sedimentem byl odsaty a byl pfidan 1 ml
ledového 50 % ethanolu a inkubovalo se 10 minut na ledu. Nasledovaly dva kroky promyvani,
nejprve s 3 ml promyvaciho roztoku a posléze s 1 ml promyvaciho roztoku, p¥icemz po kazdém
promyti nasledovala centrifugace (1600 ot., 5 minut, 8 °C) a odsati roztoku nad sedimentem.
Po posledni centrifugaci doslo k odsati objemu na 100 pl. Vzorky 1 a 2 byly znaceny 30 minut

po vystaveni vn&jsimu ozateni (8°Co), ostatni az 24 hodin. Vzorky byly znaceny protilatkou
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konjugovanou sFITC (anti-yH2AX-FITC). Ke kazdému vzorku bylo pfidano 10 pl
anti-yH2AX-FITC. Nasledné doslo k inkubaci na ledu po dobu 60 minut v temnu. Po inkubaci
byly vzorky dvakrat promyty 1 ml promyvaciho roztoku a centrifugovany (1600 ot., 5 minut, 8
°C). Roztok nad sedimentem byl odsaty na objem alespon 300 pl.

6) Pted métenim na FC doslo k protfepéani na vortexu.

A. Piipravené vzorky byly méfeny na prutokovém cytometru BD FACS Aria Il a
vyhodnoceny pomoci software DIVA.

B. Pfipravené vzorky byly méfeny na pratokovém cytometru BD FACSymphony™ Al a

vyhodnoceny pomoci software DIVA.
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Tabulka ¢. 2: Rozdéleni inkubacnich podminek pro jednotlivé vzorky ¢.1 —¢. 14.
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4. Vysledky

4.1. Analyza vlivu davkového prikonu na biodozimetricky

ukazatel YH2AX u mysi in vivo

Cilem experimentu byla analyza vlivu davkového ptikonu na biodozimetricky ukazatel
yH2AX u mysi in vivo. Laboratorni mysi byly vystaveny vné&j$imu celotélovému ozateni (°Co)
0 tfech riznych davkovych piikonech a mira exprese yYH2AX-PE byla analyzovana 1 hodinu
po ozéafeni metodou pratokové cytometrie. Vysledky z pritokového cytometru byly
vyhodnoceny pomoci software DIVA. Na zaklad¢ analyzy velikosti (foward scatter, FSC)
a vnitini struktury bunék (side scatter, SSC) byla vymezena populace lymfocyta (lymfogate),
obrazek ¢. 14, u které byla nasledné stanovena stiedni hodnota intenzity fluorescnece
(MFI — Mean Fluorescence Intensity) YH2AX u lymfocytd na jednoparametrovém histogramul.

Piiklady z analyzy zobrazuje obrazek ¢. 15.
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Obrazek ¢. 14: Vymezeni lymfocytarni populace v periferni krvi mysi na pritokovém cytometru BD
FACS Aria Il u ozdrené mysi ¢. 4 (davkovy prikon Pl).
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Obrazek ¢. 15. Histogramy MFI yH2AX-PE perifernich lymfocytii u mysi:134) mys ¢. 2; invivo 1 hodinu po ozareni 4 Gy, davkovy prikon: 2,7414787 Gy/min.
13B) mys ¢. 3, invivo [ hodinu po ozareni 4 Gy, davkovy prikon: 0,667614 Gy/min. 13C) mys ¢. 6, in Vivo 1 hodinu po ozdreni 4 Gy, davkovy prikon: 0,294075
Gy/min. 13D) mys ¢. 1 (negativni kontrola).
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davkovy ptikon (Gy/min) | P1 (2,7415) | P2 (0,6676) | P3 (0,2941) | NK (0,0)
¢. vzorku MFI (YH2AX-PE)
1 (P1, P2, P3, NK) 6888 20066 15879 883
2 (P1, P2, P3, NK) 6612 14567 11740 765
3 (P1, P2, P3, NK) 8350 15524 14991 1070
4 (P1, P2, P3, NK) 12914 12691 9948 995
5 (P1, P2, P3, NK) 12034 15749 13104 774
6 (P1, P2, P3, NK) 9866 12428 16919 1200
7 (P1, P2, P3, NK) 10125 10297 16350 -
8 (P1, P2, P3, NK) 11251 11119 18279 --
AVG 9755 14055 14651 948
SDV 2319 3132 2823 172

Tabulka ¢. 3.: Hodnoty MFIyH2AX-PE ctyr skupin mysi po ozareni 4 Gy in vivo riznymi davkovymi
prikony P1, P2, P3 a negativni kontroly (NK, 0 Gy) ziskand z prutokového cytometru BD FACS Aria Il.

Rizny davkovy piikon zvySoval hodnotu MFI yYH2AX-PE. Davkovy piikon P1, ktery byl
oproti tomu, davkové piikony P2 a P3, jez byly téméf totozné (tabulka ¢. 3) vykazovaly velmi
podobnou miru fosforylace yYH2AX (AVG MFI yH2AX P2 = 14055; AVG MFI yH2AX P3 =
14651). Tudiz lze fict, ze davkovy piikon ma vyznamny vliv na miru fosforylace YH2AX, jak
ukazuje obrazek ¢. 16, na kterém je vyobrazen sloupcovy graf znézoriiujici primérnou hodnotu

MFI yYH2AX-PE u rozdilnych davkovych ptikont (P1, P2, P3) a negativni kontroly.
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Primérné hodnoty MFI yH2AX u ozafenych a neozarenych vzorkt s riznymi davkovymi
ptikony naméfenych na BD FACS Aria Il
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Obrazek ¢. 16: Sloupcovy graf primérnych hodnot MFI yH2AX-PE perifernich lymfocytii in vivo
ozarenych mysi C57BI6 (8 ks mysi/skupina) 4 Gy davkovymi prikony P1= 2,7415 Gy/min (modry
sloupec), P2 = 0,6676 Gy/min (zluty sloupec), P3 = 0,2941 Gy/min (tmavé zeleny sloupec) a lymfocytii

neozarenych vzorkii mysi (svétle zeleny sloupec, negativni kontrola, 6 ks mysi/skupina)
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4.2. Analyza vlivu rozdilnych inkuba¢nich podminek krve na

biodozimetricky ukazatel yH2AX

Na lidské periferni krvi 4 darci byl testovano vliv rozdilnych inkubaénich podminek na
biodozimetricky ukazatel yYH2AX po ozafeni in vitro. Celkem 14 vzorkl (ziskanych fedénim
krve) od kazdého darce bylo vystaveno in vitro vné&j$imu gama zafeni (®°Co). Davka gama
zareni Cinila 4 Gy, poptipadé¢ 0 Gy u negativnich kontrol. Po ozafeni byly vzorky vystaveny
ruznym inkuba¢nim podminkam, jimiz byl cas, teplota a stabiliza¢ni ¢inidlo. Jako stabiliza¢ni
¢inidlo byl vyuzit calyculin A v koncentraci 1 nM. Veskeré vzorky byly inkubovany
s protilatkou konjugovanou s FITC (anti-yH2AX-FITC) v temnu po dobu 60 minut a poté vzaty
k analyze na FC. Vysledky z FC byly vyhodnoceny pomoci software DIVA, kde byl vysledkem
median intenzity fluorescence (MFI yYH2AX-FITC) na lymfocytarni populaci. Ziskané hodnoty
MFTI byly porovnavéany se vzorkem, ktery byl inkubovan 30 minut pfi laboratorni teploté bez
stabiliza¢niho ¢inidla (calyculin A), jez by mé&l mit nejvétsi hodnotu MFI yH2AX (pozitivni

kontrola).

(4.2.1.) Prvnim cilem bylo vyhodnotit a ur¢it nejlepsi inkuba¢ni podminky
(4.2.2.) Vsechny vzorky byly méteny na dvou analyzatorech, a to na BD FACS Aria Il a BD
FACSymphony™ A1l za ucelem statistického zhodnoceni odlisnosti analyzy na riznych

pratokovych cytometrech.
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4.2.1. Vysledky testu inkubaénich podminek krve na biodozimetricky
ukazatel YH2AX

Cilem experimentu bylo porovnat vliv rozdilnych inkubac¢nich podminek na
biodozimetricky ukazatel yH2AX. V tomto experimentu byly porovnavany rozdilné inkubaéni
podminky krve (&as inkubace: 30 minut, 24 hodin), teplota (0 °C, laboratorni teplota RT, 5 °C)
a ne/ptitomnost stabilizaéniho ¢inidla (10 pl 1nM calyculin A). Dosazené vysledky shrnuje
tabulka €. 4. V tabulce jsou vidét primérné hodnoty jednotlivych inkuba¢nich podminek, které
nasledné byly vloZeny do grafu spolecné se smérodatnou odchylkou. Inkubacni podminky,
které byly testovany, byly statisticky vyhodnoceny vzhledem k pozitivni kontrole (vzorek €. 1).
Obrazek ¢. 17 vyobrazuje sloupcovy graf s primérnymi hodnotami YH2AX MFI-FITC
u lymfocytl izolovanych z periferni lidské krve se stejnou absorbovanou dévkou, ktera Cinila
4 Gy, zaroven lze v grafu vidét MFI yH2AX u neozafenych lymfocytd. Z uvedenych dat
vyplyva, ze vzorky €. 2 — €. 5 nejsou vzhledem k vzorku €. 1 signifikantné odlisné, zatimco

u vzorki €. 6 a €. 7 byl zjiStén statisticky signifikantni rozdil.
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A'TI'A MFI yH2AX-FITC
é.
vzorku
. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
C.
darce
1 2472 364 1318 2205 432 364 2216 1937 415 | 415 960 934 356 565
2 1342 273 1863 2125 396 | 445 1438 1476 387 368 1126 1092 565 566
3 2585 317 1999 2096 362 312 1862 1858 412 376 1012 1060 403 | 450
4 2931 368 2178 2317 453 344 1766 1993 451 392 1057 949 507 | 464
AVG 2333 331 1840 2186 411 366 1821 1816 416 388 1039 1009 458 511
SDV 689 45 371 99 40 57 320 233 26 21 70 79 95 63

Tabulka ¢. 4: Mira fosforylace H2AX lidskych perifernich krevnich lymfocytii po in vitro ozareni 4 Gy vyjadrend hodnotou MFI-FITC u jednotlivych

vzorkil ¢. 1 — ¢. 14 vystavenych riznym inkubacnim podminkdam (méreno na pritokovém cytometru BD FACS Aria II).
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Primérné hodnoty MFI yYH2AX-FITC u ozafenych vzorkl a neozafenych vzorkl ziskané z priatokového
cytometru BD FACS Aria ll
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Obrazek ¢. 17: Sloupcovy graf priumérnych hodnot miry fosforylace yH2AX vyjadienych jako MFI-FITC u ozdrenych vzorkii a neozarenych vzorkii

porovnavajici rizné inkubacni podminky (serazené ¢. 1 az ¢. 14) mérené na priitokovém cytometru BD FACS Aria Il.
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4.2.2. Porovnani vysledku testi stanoveni biodozimetrického ukazatele
YH2AX mezi dvéma analyzatory BD FACS Aria Il a BD
FACSymphony™ A1

Cilem experimentu bylo porovnani vysledki stanoveni biodozimetrického ukazatele
YH2AX mezi dvéma analyzétory, a to BD FACS Aria Il a BD FACSymphony™ A1, Viechny
vzorky (14 vzorka/darce) byly zpracovano a nasledné rozdéleny na dvé poloviny, z nichz kazda
byla analyzovana na jiném cytometru.

Tabulka ¢. 5 ukazuje absolutni hodnoty MFI ziskané z analyzatoru BD FACSymphony™
Al pro vzorky ¢. 1 — €. 14 od 4 darcid. Tabulka ¢. 6 zobrazuje pramérné hodnoty MFI yYH2AX
relativné vztazené k hodnotam negativni kontroly (vzorek €. 2) u obou analyzatora (BD FACS
Aria Il a BD FACSymphony™ A1),

Graficke zobrazeni srovnani absolutnich hodnot a relativnich hodnot MFI-FITC u obou
analyzatort zobrazuje obrazek ¢. 18.

Ze ziskanych dat vyplyva, ze absolutni hodnota MFI u shodnych vzorki se u jednotlivych
analyzatort li$i v souvislosti s nastavenim optického systému pfistroje (obrazek ¢. 18 A). Vliv
analyzatoru Ize eliminovat relativnim vyhodnocenim dat vzhledem k negativni kontrole, viz
obrazek ¢. 18 B.
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b MFI yH2AX-FITC
Symphony
¢. vzorku
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
¢. darce
1 6010 | 829 | 3557 5178 1089 911 4974 | 4807 1025 1148 | 2326 1736 697 672
2 2746 | 617 | 4864 | 5378 1138 1356 | 3752 | 3897 1058 1081 | 3468 | 3086 1724 1707
3 6782 | 950 | 5786 | 6295 1143 1061 5190 | 5280 1273 1139 | 2596 2576 735 800
4 7286 | 883 | 6465 | 6943 1439 1134 | 5335 | 5997 1196 1194 | 2614 | 2455 902 878
AVG 5706 | 820 | 5168 | 5949 1202 1116 | 4813 | 4995 1138 1141 | 2751 2463 1015 1014
SDV 2042 | 144 | 1259 822 160 185 723 881 117 46 496 557 481 470

Tabulka ¢. 5: Mira fosforylace H2AX lidskych perifernich krevnich lymfocytii po in vitro ozareni 4 Gy vyjadiend hodnotou MFI-FITC u jednotlivych

vzorki ¢. 1. 14.
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analyzator I e Al Symphony
¢. vzorku MFI (yYH2AX-FITC) / darce ¢. 1 - 4
AVG SDV AVG SDV

1 6,96 1,49 6,77 1,63
2 1 0 1 0
3 5,67 1,41 6,4 1,59
4 6,69 0,77 7,36 1,14
5 1,25 0,14 15 0,29
6 1,14 0,33 1,42 0,52
7 5,51 0,59 5,9 0,29
8 55 0,24 6,12 0,55
9 1,27 0,12 1,41 0,21
10 1,18 0,12 1,42 0,23
11 3,21 0,65 3,53 1,4
12 3,12 0,69 3,15 1,27
13 1,42 0,46 1,36 0,96
14 1,58 0,35 1,35 0,95

Tabulka ¢. 6: Relativni hodnoty MFI yH2AX-FITC — absolutni hodnoty MFI perifernich lidskych
lymfocytit in vivo ozarenych 4 Gy a vystaveny riznym. inkubacnim podminkam (vzorky ¢. 1 — ¢. 14)
relativne vyhodnocené vzhledem k hodnoté MFI negativni kontroly (vzorek ¢. 3) pro cytometr BD ARIA
Il a BD FACSymphony.
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A POROVNANI DVOU ANALYZATORU - relativni hodnoty MFI yH2AX-FITC
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Obrazek ¢. 18: Sloupcové grafy porovnavajici primérné hodnoty MFI yH2AX — FITC u lymfocytii ziskanych z lidské periferni krve. (18 A) graf
zndazornuje relativni hodnoty MFI yH2AX — FITC na dvou analyzadtorech, pricemsz je jasné patrnd odlisnost jejich mérent, (18 B) zndzornuje graf
absolutnich hodnot MFI yH2AX-FITC ziskané z dvou analyzatorii (BD FACS Il ARIA a BD FACSymphony), které se ziskaly vztazenim relativnich
hodnot k vzorku ¢. 2 (negativni kontrola), pricemz je patrné, ze doslo k eliminaci optického nastaveni pritokovych cytometrii a analyzdtory

poskytuji velmi podobné signaly.
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5. Diskuze

Jaderny histon H2AX je soucasti rodiny histont, ktery se podili na stavbé oktameru
nukleozomu (Redon a kol., 2012). Hlavni iloha H2AX spociva ve vlastni fosforylaci, které se
ucastni dualezité kinazy za vzniku fosforylované formy histonu H2AX, tj. yYH2AX (Varvara
a kol., 2019). Vlivem 1Z dochazi k poskozeni vlakna DNA (Borrego-Soto a kol. 2015;
Mavragani a kol., 2019), které jsou v rtizné mife reparovatelné. Ve snaze opravit DSB dochazi
k fosforylaci H2AX. yYH2AX nasledné aktivuje kaskadu reakci vedouci k opravé DSB (jez se
ucastni mnoho dalSich proteinil) vzniklych na vlakné DNA vlivem vnéjSich Cinitelt (Zastko
akol., 2021; Redon akol., 2012). Buné&¢ny cyklus se za pomoci yH2AX zastavuje ve fazi G1/S,
aby burika ziskala ¢as k opravé DSB prted replikaci (Li a kol., 2022). Z tohoto divodu naslo
stanoveni fosforylované formy jaderného histonu H2AX své vyuziti v biodozimetrii, ktera

vyuziva biologickych ukazatelti pro zpétnou rekonstrukci vystavené davky 1Z (REMM, 2024).

Stanoveni YH2AX se fadi mezi biodozimetrické metody, obdobné jako stanoveni pocétu
lymfocytt v periferni krvi tfi dny po ozateni, test DCA nebo test CBMN s blokaci cytokineze
(Herate a Sabatier, 2020). V dusledku ozafeni indukuji apoptézu a jejich pokles koreluje
s obdrzenou davkou zafeni (Swartz a kol., 2014). Je v8ak znamo, ze lymfocytarni subpopulace
maji rozdilnou citlivost k 1Z. Nejvice radiosenzitivnimi buitkami jsou B-lymfoycyty, nasledné
T-lymfoyty a ptirozeni zabije¢i (NK buiiky). Naopak makrofagy a dendritické bunky se jevi
jako méné radiosenzitivni (Heylmann a kol., 2021). Stanoveni absolutniho, poptipadé
relativniho mnozstvi lymfocytu v periferni krvi lze povazovat za metodu, kterou lze realizovat
Vv jakékoliv laboratofi s hemoanalyzatorem a bez specialniho zaskoleni pracovniki. Nicméné
za zlaty standard biodozimetrie je dodnes povazovan test DCA. Test dicentrickych
chromozomu byl zpoc¢atku jedinym dostupnym biodozimetrickym ukazatelem, Ktery se velmi
casto vyuziva k rekonstrukci davky u profesn¢ ozarenych osob (Lee a kol., 2023). Vyuzit byl
naptiklad i u patnacti respondentd, ktefi se nachazeli v Cernobylu v obdobi jeji havarie. V dobg,
kdy dochazelo k odbérim krve byli pacienti jiz lé¢eni na akutni nemoc z ozateni (Salassidis a
kol., 1994). Dle sou¢asného moderniho nahledu na biodozimetrii je nejvhodné&j$im postupem
spole¢né vyuzit dvou a vice metod pro zjisténi vystavené davky IZ. Kazda z metod ma sve
omezeni v oblasti citlivosti nebo ¢asové naro¢nosti, a proto se jejich vzajemna kombinace jevi

jako idealni feseni (IAEA, 2024).

Testovani téchto metod a jejich mezilaboratorni porovnani se aktualné zabyva mezinarodni

asociace Realizing the European Network in Biodosimetry (RENEB, 2024). Asociace byla
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zalozena v roce 2017 a jejim hlavnim ukolem je pfiprava na jaderné havarie, radia¢ni ochrana
a vyzkum v této oblasti (RENEB, 2020). Do soucasné doby probéhlo stanoveni neznamych
vzorkd a porovnani vysledki zanalyz mezi partnerskymi institucemi Francie, Némecka,
Norska, Portugalska, Italie, Spanélska, Bulharska, Recka, Belgie, Spojeného Kralovstvi
a Ceské Republiky (Univerzita obrany, Vojenska lékatska fakulta, katedra radiobiologie) pravé
v oblasti metodik DCA, CBMN a yH2AX metodou mikroskopie (Port a kol., 2023).

Chceme-li porovnat uplatitelnost metodik v praxi (pouziti v piipadé hromadné radia¢ni
mimoiadné udalosti s ozafenim velkého poétu osob) je tfeba fici, ze vyznamnou vyhodou
metodik DCA a CBMN je skute¢nost, ze detekované zmény pietrvavaji v organizmu po
dlouhou dobu. Vystavenou déavku lze odhadnout i s odstupem nékolika let od expozice
(Petrovova a Svoboda, 2019). Vysledky stanoveni tedy nejsou tolik zavislé na ¢ase odbéru
krevniho vzorku po ozafeni. Oproti tomu nevyhodou je dlouha kultivaéni doba v porovnani
s YH2AX (Wilkins a Beaton-Green, 2023). Béhem DCA se provadi 48 hodinova kultivace
a vyhodnoceni vyzaduje dlouhodobou praxi. U CBMN je nutnd 72 hodinova kultiva¢ni doba,
ale vyhodnoceni je vyrazné jednodusi v porovnani s DCA (Lee a kol., 2023). U metodik CBMN
a YH2AX je tfeba brat v tivahu, Ze indukce métfenych parametri mize byt ovlivnéna také
vékem, oxida¢nim stresem, zivotnim prostiedi a expozici mutagenim kazdého jedince. Tyto
faktory mohou zvySovat mnozstvi vySe uvedenych ukazatell (Bertucci a kol., 2023; Lee a kol.,
2023). Metoda detekce YH2AX je pak nevyhodna zejména vzhledem k nutnosti odebrat krevni
vzorek do 2 hodin po ozéfeni a transportovat jej co nejrychleji do laboratofe. V dusledku opravy
DSB na DNA a defosforylace histonu, totiz hladina YH2AX v fadu hodin klesa (Stope, 2021;
Petrovova a Svoboda, 2019). Kultivaéni podminky spojené s transportem vzorku, proto hraji
pfi samotném stanoveni vyznamnou roli. Samotné mikroskopické zpracovani je pak narocné
na Cas a je limitované horni hranici davky 4 Gy (Raavi a kol., 2021). Vyuziti yH2AX jako
biodozimetrického ukazatele a jeho stanoveni metodou pritokové cytometrie se jevi, vzhledem
k ostatnim metodikam, jako nejrychlejsi alternativa ke stanoveni absorbované davky 1Z.
Nicméng existuje fada faktort, které mohou miru fosforylace histonu H2AX ovlivnit. Nékteré

z nich byly vybrany a testovany v ramci této diplomové préce.

V ramci diplomové préace byly vytipovany parametry, u kterych byl testovan vliv na kone¢né
stanoveni jaderného histonu H2AX. Testovanymi parametry byly: davkovy piikon 1Z,

inkubacni podminky a typ (model) analyzatoru (priitokového cytometru).
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Vliv davkového piikonu byl testovan in vivo na mysim modelu detekci biodozimetrického
ukazatele histonu yYH2AX. Tti skupiny zvifat byly vystaveny homogennimu celotélovému
gama ozafeni o davce 4 Gy. Této davky bylo u kazdé skupiny dosaZeno prostfednictvim jiného
davkového piikonu a rtizné doby ozafovani. Z dosazenych dat vyplyva, ze ackoliv byla
absorbovana davka u vSech zvifat shodn4, pfi nejvys$im testovaném davkovém piikonu (2,74
Gy/min) byla mira fosforylace jaderného histonu H2AX signifikantné nizsi (p <0,0001) nez
u druhych dvou skupin s davkovymi piikony 0,67 Gy/min a 0,29 Gy/min, mezi kterymi
signifikantni rozdil zjistén nebyl (p> 0,05). Lidské lymfocyty, jakozto jedni z nejvice
radiosenzitivnich krevnich bunék, byli vystaveny davkam 0,400 Gy/min a davkam 0,015
Gy/min, pti¢emz vysledky naznacovali, ze doslo az k vyssi produkci YH2AX lozisek o 40 %
u davkového piikonu 0,400 Gy/min, oproti 0,015 Gy/min (Nair a kol., 2019). Je prokazano, ze
ruzné davkové prikony mohou mit pfi ozafovani zivé tkané zcela rozdilné biologické dopady.
V ramci Ceské republiky jsme vSichni vystavovani ptirozenym zdrojam IZ (pfirozené pozadi),
jejichZ hodnota se pohybuje v rozmezi 0,02 — 0,22 uGy/h (SURO). Pro ptedstavu, legislativné
dany limit pro ozafeni bézného obyvatele v CR (do limitu se nezapo¢itava piirodni pozadi
a Iékarské ozareni) dle vyhlasky ¢. 422/2016 Sb. je 1 mSv/rok, respektive 1 mGy/rok pro gama
zafeni. Pojem ,,velmi nizké davky“ oznacuje hodnoty kumulativni davky do 10 uGy (odpovida
davce obdrzené pii bézném RTG vySetieni). Jako ,,nizké davky zafeni* jsou oznacovany
hodnoty v rozmezi 10-100 mGy (celotélového CT vySetieni je 14-21 mGy), ptipadné davkovy
ptikon mensi nez 6 mGy/h (OSN, 2024).

Z literatury vyplyva, Ze nizké davkové piikony 0,1-1 Gy/h (1,7-17 mGy/min) mohou
prokazovat pozitivni G¢inek na velké mnozstvi biologickych procesu, jako jen
napt. dlouhovékost, coz bylo prokazano na mysich, veverkach a morc¢atech. Dal§im pozitivnim
u¢inkem je ucinek na mitochondrie (Kostyuk a kol., 2022). Vlivem nizkych davek dochazi
k zvysSeni oxidacniho stresu, coz vede ke zvySené produkci ROS. Bylo prokazano, Ze tato
zvysena produkce ma pozitivni G¢inek na imunitni systém a metabolismu, jelikoZz nadmérna
produkce ROS vede ke zvySeni produkce antioxidacni aktivity, coz mlze byt pouzito jako
vhodna terapie nemoci, jez jsou zpusobeny oxida¢nim poskozenim biomolekul (Ristow
a Schmeisser, 2014). Souc¢asné tento nizky rozsah davkového piikonu muize u ur€itych typa
nadoru zvysit jejich radiosenzitivitu pifinasledném ozafeni vy$§imi davkami 1Z v rdmci
radioterapie (Sgouros a kol., 2007). Mezi negativni G¢inky nizkych davek patii karcinogeneze,
Sedy zéakal, srde¢ni onemocnéni a mohou mit nezadouci dopad na psychickou rovnovahu
jedince (Tang a kol., 2017). UNSCEAR dale definuje ,,stfedni davky®, jako davky, které se
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pohybuji v rozmezi 100 mGy az 1 Gy, pticemz pii davce 1 Gy a vyse jiz dochazi k rozvoji
akutni nemoci z ozatreni (CDC, 2024). Tyto davky napiiklad obdrzeli pracovnici provadéjici
sanaéni prace v Cernobylu. Davky nad 1 Gy jsou oznatovany jako ,.davky vysoké* (OSN,
2024). Vysoké davky a vysoké davkové piikony jsou standardné vyuzivany v piipadé

konvenéni radioterapie nadora (10-100 Sv/h).

V roce 2014 ovsem popsali Favaudon a kolektiv protektivni vliv vysokého davkového
ptikonu (nad 40 Sv/s) na nenadorové tkané. Tento UHDR (ultra high dose rate) nespousti TGFf
dependentni fibrogenni mechanismus, atedy nevede k radiaci indukované apoptdze
hladkosvalovych buné€k, pficemz Kinetika ubytku nadorovych bun¢k zistava stejna. Tento
objev se stal zakladem pro rozvoj nové metody, tzv. FLASH terapie, vyuZzivajici UHDR v ramci
radioterapie (Vitek, 2023; Romano a kol., 2022). Nami testovana kumulativni davka 4 Gy patii
mezi davky vysoké. V piipadé mysiho modelu se vSak jedna o davku vyrazné niz$i, nez je
hodnota jejich 50 % letalni davky (LDsos0 mysi C57BI6 je rovna 5,4 Gy, nepublikovana data
katedry radiobiologie), zatimco u ¢loveéka jde o hodnotu 4,5 Gy (U.S. Department, 2016).
Z hlediska davkového piikonu patii vSechny tfi testované ptikony také do davek vysokych.
Nizsich davkovych ptfikont nebylo mozné na pracovisti z technickych divodi dosdhnout. I
piesto byly zaznamendny signifikantni rozdily. Paradoxné u zvifat ozafenych nejvysSim
davkovym piikonem byla prokazana mensi mira exprese YH2AX, a tedy pravdépodobné mensi
poskozeni DNA. Vysledky studie Turner a kolektiv z roku 2015 potvrzuje opacny trend u mysi
vystavenych celotélovému zateni RTG paprsky o riznych davkach a davkovych piikonech,
pfi¢emZ jeden davkovy ptikon se fadil mezi HDR (1,03 Gy/min) a druhy mezi LDR (0,31
cGy/min). Vy$8i mira exprese yYH2AX byla prokdzana u HDR bez ohledu na celkovou
absorbovanou davku 1,1 Gy; 2,2 Gy; 4,4 Gy).

Metoda detekce YH2AX, bez ohledu na to, zda se jedna o mikroskopii nebo priatokovou
cytometrii, je vyznamné limitovana ¢asem odbéru krevniho vzorku po ozafeni, protoze v ramci
repara¢nich mechanizmtt DSB DNA exprese YH2AX dosahuje svého vrcholu v rozmezi 30-60
minut po ozafeni. Soudobé kalibra¢ni kiivky jsou proto sestaveny pro dobu 2 hodiny po ozafeni,
kdy lze jest¢ v dostatecné mife H2AX detekovat a soucasné je to doba redln¢ dosaZzitelnd pro
odbér vzorkl u ozatenych osob (Moquet a kol. 2023). Vhodné inkubacni podminky, které by
zajistily moznost efektivné analyzovat vzorek naptiklad v ¢ase 24 hodin po ozéafeni (doba nutna
pro sbér vzorkl v ptfipadé radiacni mimotadné udalosti a transport do laboratofe), jsou proto

nezbytné pro efektivni pouziti stanoveni YH2AX jako biodozimetrického ukazatele pfi radiacni
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mimofadné udalosti. V ramci naseho experimentu byly testovany inkubac¢ni podminky: teplota
(0 °C, RT; 4 °C), ptitomnost/neptitomnost inhibitoru fosfatazy-calyculinu A. Periferni krev
4 darcu byla in vitro vystavena gama zateni (4 Gy) a vzorky byly inkubovéany za danych
podminek po dobu 24 hodin. Vysledky exprese YH2AX byly porovnany s negativni kontrolou
(neozétend krev) a s krvi ozafenou a analyzovanou v ¢ase 30 minut po ozafeni (RT). Z vysledkli
je patrné, ze jak teplota 0 °C, tak samotny calyculin A, vedly k omezeni defosforylace yH2AX
po dobu 24 hodin. Jako nejvhodnéjsi se vSak jevi spojeni téchto dvou faktorti, tedy inkubace
pii 0 °C s1 nM calyculinem A. Teplota blizkd 0 °C, ktera vyznamné redukuje bunéc¢né
enzymatické procesy, spole¢né s calyculinem A, ktery funguje jako inhibitor fosfatazy (Zastko
a kol., 2021), inhibovaly tspésné defosforylaci yH2AX.

Jiz dtive bylo prokazano, ze calyculin A funguje u¢inné jiz pti 1-10 nM koncentracich, kdy
stabilizuje hladinu yH2AX v lidskych lymfocytech po dobu 2 hodinou, a to pii nizkych
davkach, které se bézn¢ vyuzivaji v diagnostice. V naSem experimentu jsme prokazali
efektivity tohoto inhibitoru i1 pti davkach vysokych, a to po dobu 24 hodin. Zdrojem vysoce
toxické latky calyculinu A je japonska motska houba Discodermia calyx. Sama moiska houba
calyculin A ve svém organismu detoxikuje fosforylaci za vzniku fosfocalyculinu A za
ptritomnosti symbionta Candidatus Entotheonela sp. (Jomori a kol., 2021). Toxicita calyculinu
A produkovanym moiskou houbou obecné je déna inhibi¢ni aktivitou vic¢i fosfoproteiniim,

¢imz zabranuje defosforylaci serinu/threoninu (Mariano a kol., 2023; Jomori a kol., 2021).

Vzhledem ke skutecnosti, Zze vystupem cytometrického stanoveni je relativni informace
o sttedni fluorescenci (MFI) analyzované populace bunék, je tfeba si uvédomit, ze hodnota MFI
muze byt ovlivnéna nejen mirou exprese YH2AX, ale také nastavenim pfistroje (zména napéti
na laserech v Case), a ze se miize vyznamné liSit i mezi jednotlivymi analyzatory. Porovnavame-
li data vramci jednoho experimentu uskuteénéného v jedno Casové obdobi je tento vliv
zanedbatelny. V piipadé pripravy kalibraéni kiivky (davkova zavislost exprese YH2AX) pro
biodozimetrické ucely a nasledné stanovovani ,,slepych vzorki“ za ucelem zpétného odhadu
absorbované davky, je tieba vné&jsi vlivy na MFI eliminovat ¢i kompenzovat. V rdmci této
diplomové prace jsme porovnavali dva analyzatory, BD FACSymphony™A1l a BD
FACSARIA II. Bylo pozorovano, Ze analyzatory méii rozdilné hodnoty MFI yYH2AX-FITC,
proto bylo provedeno relativni vyhodnoceni ku negativni kontrole, ¢imz doSlo uspésné

k eliminaci vlivu rozdilného nastaveni optiky kazdého analyzatoru. Statisticky byl nasledné
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vyhodnocen rozdil mezi dvéma soubory (vSech 14 vzorkt s riznymi inkubacnimi podminkami)

hodnot MFI yH2AX-FITC a bylo prok&zéano, ze nebyl signifikantni rozdil mezi analyzatory.

Ke stanoveni miry fosforylace je zapotiebi fluorochromu. V rdmci diplomové prace byly
vyuzity dva fluorochromy PE a FITC. PE neboli fykoerytrin je barvivo ze skupiny
fykobilinproteint, ktery se nachézi u sinic, skrytének (kryptomonady) a ruduch (Cervené fasy).
Je vice druhii PE, nejprozkoumanéjsi je R-PE, pficemz nachazi vzhledem ke svym vybornym
fluorescenénim vlastnostem uziti v imunoanalyze, pritokové cytometrii, buné¢né biologii
a fluorescenéni mikroskopii (Tan a kol., 2023). R-PE tvoii velky komplex a je charakteristicky
vysokou fluorescenci, je velmi Casto vyuzivan ke konjugaci se specifickymi monoklonalnimi
a polyklonalnimi protilatkami ve FC (Bohacova a kol., 2021). Konjugace protilatky
s fluorochromem probih& v poméru 1:1 (Zhou a kol., 2009). Emisni maximum se pohybuje
Vv 576 nm a fluorescence je Cerveno-oranzova (Merck Millipore; BD Biosciences). FITC neboli
fluorescein-5-isothiokyanat je barvivo, které ma své uziti v mikroskopii Vv diagnostice
v I€katstvi (Merc Millipore). FITC se vaze na protein tak, Ze hledd volnou primdarni
aminoskupinu, se kterou vytvoii kovalentni amidovou vazbu, primdrni amin aminoskupiny
interaguje s elektrofilnim uhlikem isothiokyanatové skupiny a dochézi k tvorb¢ vazby FITC
na protein (AAT Bioquest, 2024). FITC je charakteristické malou nespecifickou vazbou
k biologickym tkanim. Je prokazano, ze vice fluoresceinti se miize vazat na jednu IgG protilatku
tiikrat az pétkrat, nez dojde ke zméné vazebné afinity (Brelje a kol., 2002). Emisni maximum
FITC je 520 nm a fluorescence je zluto-zelena (Merck Millipore; BD Biosciences). Dalsim
moznym fluorochromem vhodnym k vyuziti béhem priitokové cytometrie je allophycocyanin
(APC) (ThermoFisherScientific), ale vétsina studii je provadéna za pomoci fluorochrom, jako

je PEaFITC.

Veskeré biodozimetrické metody vychazi z predpokladu homogenniho celotélového ozareni
a kalibra¢ni kiivky jsou vypracovany pro gama nebo energeticky adekvatni RTG zdroj zafeni.
Nicméné v realné praxi je homogenni celotélové ozareni viditelné velmi ziidka a vétSina
radia¢nich udalosti vede spiSe k parcialnimu ozafeni, kdy je vyznamné ozaiena pouze urcita
¢ast organizmu (Horn a kol., 2011). OvSem i v pfipadé€, Ze obdrzené zafeni je distribuované
nehomogenné, je pravdépodobné, Ze se jeho tcinky budou projevovat i na neozafenych ¢astech
organismu (Pazzaglia a kol., 2022). Ackoliv oba pfipady vystaveni IZ mohou vést k rozvoji
akutniho radia¢niho syndromu (REMM, Lamkowski a kol., 2014), maji osoby s parcialnim

ozafenim vyrazné vys$i Sanci na pieziti, a proto je tento fakt nutnou soucasti anamnézy
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a z hlediska tridéni pacientl radiacnich mimotradnych udalosti je velmi vyznamny (Valente
akol., 2015). Na studii 34 pacientq, ktefi byli v ramci CT vySetfeni vystaveni nehomogennimu
ozéfeni organizmu, bylo u 16 z nich metodou DCA prokazano, ze dicentrické chromozomy
indukované timto parcidlnim ozéafenim, nevykazovaly typické Poissonovo rozdéleni
pravdépodobnosti, jako vzorky ozafené homogenné (Neronova a Aleksanin, 2022). Stanoveni
jaderného histonu YH2AX metodou prutokové je z hlediska posouzeni homogenity ozareni
relativné snadné. Je-li organizmu ozafen homogenné, je Vramci analyzy dat dobie
detekovatelna jedna populace lymfocyti a typického Gaussonova rozdéleni. Dojde-li
K parcialnimu ozafeni, nalezneme v krevnich vzorcich 2 hodiny po ozafeni snadno odliSitelné
minimalné 2 populace lymfocytli — ozarené (vysoké MFI) a neozdfené (MFI odpovidajici

negativni kontrole) (Havelek a kol., 2011).

DalSimi parametry, které nebyly testovany v ramci diplomové prace a ovliviiuji konecné
stanoveni histonu yH2AX jsou: metodika, typ zafeni, oxida¢ni stres, fluorochromy. Mnozstvi
YH2AX ale také ovliviji jiny ¢initelé, jako UV zateni, nizké pH, teplo (Schitz a kol., 2021),
hypoxie (Williamson a kol., 2020). Dalsim vlivem, ktery mize vyrazné zvySovat tvorbu
YH2AX v bunikach, je vystaveni chemickym latkdm (Raavi a kol.,, 2021). Vystaveni
se chemickym latkdm, jako jsou aromatické aminy, které se vyuzivaji k vyrobé barviv
a pigmentl, je dilezity faktor, ktery vede k rozvoji rakoviny mocového méchyte. Tyto
chemické latky s kombinaci oxida¢niho stresu, vedly ke zvySeni YH2AX v bufikach mocového
méchyfe (Suzuki a kol., 2024). Vyrazny vliv ma oxidacni stres, ktery podporuje starnuti
organismu a sniZzuje schopnost reparace DNA, coz se projevuje jako trvale pfitomné yYH2AX
(Rezatova a kol., 2011). Zvysené mnozstvi YH2AX bylo pozorovano u pacientii s vékem
vysSim 50 let, jednalo se o skupinu lidi, ktera byla vystavena opakovanym nizkym davkam IZ
(Khan a kol., 2018). Mnozstvi fosforylované formy histonu H2AX stoupa se zvySujicim
se mnozstvim senescentnich bunék, takze se da fict, ze YH2AX funguje do urcité miry jako
ukazatel stafi (Schiitz a kol., 2021). Vyuziti fosforylovaného histonu bylo prokézano
u transformace fyziologicka tkan¢ v maligni, jako je karcinom prsu (Palla a kol., 2017; VVarvara
akol., 2019), osteosarkom a melanom (Rezacova a kol., 2011). Také druh 1Z (alfa, beta, gama,
RTG) ma vliv na kone¢ném stanoveni YH2AX. Existuje vice druhl zafeni, jako jsou alfa
Castice, beta Castice, se kteryma nebylo provedeno velké mnozstvi studii, rentgenové zaieni a y
zatreni. V nékterych studiich bylo vyuZzito kontaminace radionuklidy a byla sledovana odpoveéd’
yH2AX. Studie Shuryak a kolektiv z roku 2021 vykazuje korelaci mezi vdechnutym 3'Cs

s mnozstvim YH2AX, pficemz mnozstvi lze pfepocitat na davku zafeni, avSak je nutno znat
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farmakokinetiku radionuklidu a dobu od pozieni/vdechnuti. Vnitini kontaminace radionuklidy
poskozuje DNA velmi podobné jako vné€jsi ozareni, 1 kdyz zde je vypocet absorbované davky
komplikovanéjsi (Schumann a kol., 2022). Indukci YH2AX u lymfocyt prostiednictvim alfa
Castic prokazala studie z roku 2022. Bylo prokazano, ze alfa ¢astice indukuji 1,5krat vétsi foky
nez gama paprsky 0 stejné energii (Lee a kol., 2022Pusobeni RTG paprski na indukci yH2AX
bylo prokdzdno na lidskych hematopoetickych CD34* kmenovych bunkach metodou
fluorescen¢ni mikroskopie (Sioen a kol., 2023). V souvislosti s rozvojem radioterapie pomoci
rychlenych nabitych castic (Tingenelli a Durante, 2020) byl zkoumén vliv IZ na mnozstvi
fosforylovaného histonu yH2AX sohledem na rtzny linearni pienos energie (LET):
13-100 keV/um. Buiiky vystaveny zafeni o niz§im LET vykazovaly malé homogenné rozlozené
foky YH2AX, oproti bunkam, které byly vystaveny LET 60keV/um a vice. Zde doslo k tvorbé
vétSich fokd YH2AX v buiice podél drahy castic (Oike a kol., 2023). Obecné nejvyssi LET
vykazuji alfa Castice, pohybuje se v rozmezi 50-200 keV/um (Murshed, 2019). V ramci
diplomové prace byly vyuZity paprsky gama a ozafova¢ ®°Co. LET gama paprski ¢°Co je 0,2
keV/um (Murshed, 2019).

V ramci diplomové prace byly stanoveny faktory, které mohou ovlivnit finalni stanoveni
YH2AX. Ve vysledku bylo zjisténo, ze jsou parametry (faktory), které lze a nékteré nelze
ovlivnit. Béhem diplomové prace doslo k testovani nami vytipovanych parametrt, jako je
davkovy piikon, inkuba¢ni podminky a volba analyzatort. Z hlediska biodozimetrického
vyuziti YH2AX je davkovy ptikon vyznamny faktor, a je mozné, Ze pro rizné rozsahy piikonu
by bylo vhodnéjsi mit rizné kalibra¢ni kiivky. Z hlediska transportu krevniho vzorku
navrhujeme jako nejvhodnéjsi inkubaéni podminky 0 °C; 4 °C po dobu 24 hodin za vyuZziti
stabilizatoru calyculinu A, tudiz lze fict, Zze vliv transportu krevniho vzorku je mozné také
eliminovat. Z hlediska analyzatoru je nutné méfeni na stejnych analyzatorech (pfiprava

kalibra¢ni kiivky) nebo vysledky relativné vyhodnotit k neozéaiené krvi, tudiz lze fict, ze vliv

analyzatoru Ize eliminovat.
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6. Zavér
Fosforlyovana forma jaderného histonu H2AX (yH2AX) patii mezi biodozimetrické

ukazatele absorbované davky ionizujiciho zafeni. V rdmci diplomové prace byla hodnocena

vyuzitelnost metody detekce YH2AX metodou prutokové cytometrie.

Byly vytipovany parametry, které mohou vysledky stanoveni yH2AX ovlivnit. Mezi faktory,
které nelze ptredvidat, fadime biologické nalezitosti kazdého jedince, jako je jeho vek, zivotni
styl ¢i ptedesla expozice mutagenim. Mezi veli€iny fyzikalni, které mohou ovlivnit vysledky
analyzy, patii naptiklad davkovy piikon ionizujiciho zéfeni, typ analyzatort (pritokového
cytometru) ¢i inkuba¢ni podminky vzorku pted analyzou. Tyto faktory jsme testovaly s cilem

navrhu nejvhodnéjsiho zptsobu eliminace jejich pfipadného vlivu.

Davkovy ptikon je vyznamny faktor. Bylo prokazano, ze pfi stejné absorbované davce
vykazuji vzorky vystavené riznym davkovym ptikontim signifikantni rozdil v miie exprese
yH2AX. V ramci biodozimetrie je tedy nezbytné mit k dispozici kalibraéni kiivky pro

jednotlivé davkové piikony.

Hlavni nevyhodou vyuziti YH2AX jako biodozimetrického ukazatele je vSak skutecnost, ze
vrcholu fosforylace dosahuje 30-60 minut po ozafeni a nasledné klesa. To je problematické
nejen z hlediska nutnosti vcasného odbéru, ale i transportu krevniho vzorku do pfislusné
laboratote k analyze. V ramci této diplomové prace bylo prokazano, Ze pro zachovani intenzity
signalu i 24 hodin po ozafeni je vhodné vzorek krve transportovat v teploté blizké 0 °C

V pfitomnosti stabiliza¢niho ¢inidla.

Vzhledem ke skute€nosti, Ze vystupni informaci stanoveni YH2AX pritokovou cytometrii je
relativni hodnota miry fluorescence fluorochromu konjugovaného s protilatkou, je ziejmé, ze
vybér fluorochromu, stejné jako individuélni technické nastaveni optického systému kazdého
jednotlivého analyzatoru, ovliviiuje hodnotu naméfenych dat. V rdmci eliminace tohoto vlivu
je vhodné pouzit fluorochrom PE, ktery je diky své velikosti s protilatkou konjugovan ve stalém
poméru 1:1. VIiv analyzatoru lze pak eliminovat tvorbou kalibraéni kiivky na stejném

analyzatoru, popiipadé vztazenim hodnoty ozafeného vzorku k hodnotdm negativni kontroly.

Zhodnoceni mozného vyuziti detekce YH2AX jako biodozimetrického ukazatele metodou
prutokové cytometrie vychazi z vyhod, respektive nevyhod, jaké tato metoda s sebou nese.

Jaderny histon yH2AX vznikajici ve struktufe DNA v disledku ptsobeni IZ je vhodnym
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biodozimetrickym ukazatelem pro rekonstrukci absorbované davky, obdobné jako
mezinarodné standardizované metody: DCA, CBMN a stanoveni lymfocyti v periferni krvi.
Oproti témto biodozimetrickym technikdam, které jsou ¢asové ndro¢né, je stanoveni YH2AX
metodou prutokové cytometrie metodou rychlou, a tedy vhodnou v ptipadé nutnosti stanoveni
velkého mnozstvi vzorkll v kratkém case. Diskutovany vliv ¢asného poklesu detekovaného
ukazatele fesi tato diplomova prace navrhem inkubacnich podminek pro zpracovani krve po
odbéru. I presto existuji faktory, které eliminovat nelze, a které je nutno zohlednit pfi

interpretaci ziskanych dat. Tyto faktory shrnuje tabulka ¢. 7.

Vliv na miru fosforylace

Faktor H2AX a vyuZiti v rdmci Reseni
biodozimetrie

ANO Sestaveni kalibra¢nich kiivek

Davkovy prikon Mira fosforylace se méni S ohledem na rtizné davkové

s davkovym piikonem piikony

1D (Elein) [ Mira fos fc')ar\;e?ce se méni Sestaveni kalibrac¢nich kiivek

(alfa, beta, gama, ...) S ohledem na rtizné druhy IZ

s typem 1Z
ANO

R Eliminace vlivu analyzou
Nastaveni pfistroje

Analyzator Cy . ) ., negativni kontroly (neozafené
ovliviiuje intenzitu méfeného krve)
signalu
ANO
* - Mira fosforylace Odbér nutno realizovat do 2
Cas odbéru L . v
kulminuje v ¢ase 30-60 hodin po ozateni
minut po ozafeni a poté klesa
ANO
Doba nutna pro Mira fosforylace Zajisténi inkubaénich podminek
transport krve kulminuje v ¢ase 30-60 (5 °C; 0 °C; stabilizator)
minut po ozaieni a poté klesa
Doba nutna pro Vysledky lze ziskat do 4 hodin
. : NE < ,
provedeni analyzy od odbéru krevniho vzorku
Erudice personélu NE Metoda je snadna na analyzu i
vyhodnoceni
Cena NE Finanéné nevyznamna
VEk, Zivotni styl, . . .
FE—— Vliv faktort nelze eliminovat,
. P cy . ANO pouze je tfeba zahrnout je v rdmci
mutagenum, oxidacni . , o
interpretace vysledki
stres
Homogenni/parcialni ANO Metoda je vyhodna pro urceni
ozareni (ne)homogenity ozareni
Fluorochromy ANO Vyuziti PE jako vhodného

fluorochromu
Tabulka ¢. 7: Zhodnoceni faktorii ovliviiujicich stanoveni fosforylované formy jaderného histonu H2AX

S ohledem na jeho vyuziti v biodozimetrii.
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