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Souhrn

Prace pojednava o moznostech praktického pouziti soucasnych metod biodozimetrie véetné informaci o

vvvvvv

na molekularni urovni, zejména pak postradiacni aktivace p53, navozeni bloku v G2/M bunécného cyklu a sou-

visejici aktivace MAP-kindzové cesty.
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Biodosimetry Part I: Practical Need of Biodosimetry and the Most Important Mechanisms Activated
After Irradiation

Summary

This study analyzes possibilities of the use of biodosimetric methods in military practice. It also mentions in-
formation concerning limited use of these methods. Subsequently it contains a summary of the most important
facts concerning radiation-induced mechanisms at the molecular level, in paticular those concerning p53
activation, induction of G2/M cell cycle arrest and related activation of the MAP kinase pathway at the mo-

lecular level.

Kli¢ova slova: Biodosimetry; p53; G2/M block; MAPK.

Moznosti pouziti biodozimetrie

V této praci pojednavame predevsim o ucincich
gama zafeni na lidsky organismus, jakoZz i o ozare-
ni rychlymi elektrony a neutrony. Tyto ucinky jsou
zavislé na druhu zafeni, velikosti absorbované dav-
ky a také na Casové a prostorové distribuci ozafeni.
Proto uz od pocatku existence radiobiologie je kla-
den diraz na co nejptresnéjsi urceni velikosti absor-
bované ¢i efektivni davky u ozarenych osob.

Jednim z dilezitych smérd, jak zjistit obdrzenou
davku zareni azZ v obdobi po ozafeni, je tzv. biolo-
gicka dozimetrie ¢i biodozimetrie. Biodozimetrii 1ze
charakterizovat jako subdisciplinu oboru radiobio-
logie, kterd pomaha urcit velikost absorbované dav-
ky podle intenzity a druhu postradia¢ni odpovédi or-
ganismu. Dosud jsou detailn€ popsany postradiacni
d¢je a biodozimetrické ukazatele na irovni organis-
mu a organd samotnych. Avsak jejich pouziti v pra-
xi ma fadu tskali, pocinaje jejich nizkou citlivosti a
relativné dlouhou latenci, anebo vysokou finan¢ni ¢i
edukacni narocnosti.

Praktické vyuzivani biodozimetrie lze piedpo-
kladat ve vSech oblastech lidského konani, kde je za-
hrnut faktor ionizujiciho zafeni. Jedna se tedy o pra-
covniky ¢inné v riziku ionizujiciho zafeni. Prvni ob-
lasti je vyroba, zpracovani a likvidace zdrojt ioni-
zujiciho zafeni. Zde jde zejména o pracovniky ura-
novych dold (ktefi jsou nejvice ohroZeni vysokym
obsahem radonu pfedevsim ve vzduchu, na coz do-
sud nema soucasna veéda zadny biodozimetricky uka-
zatel), zpracovatelského primyslu, jadernych elek-
traren a lozist radioaktivnich latek. Pro Siroké uplat-
néni radionuklidd v mediciné je nutné do okruhu
pracovnikil v riziku zahrnout i pracovniky nemoc-
ni¢nich oddéleni nuklearni mediciny, radioterapie,
radiodiagnostiky, ale i balneologie, kdy jako ptiklad
lze uvést jachymovské lazenské kury. Vyznamnym
expozicim jsou dale vystaveni predstavitelé chirur-
gickych oborl pouzivajici kontrastnich vysetfeni
pii operaci a peroperaéni RTG metody. Dalsi sku-
pinou jsou pracovnici laboratornich zafizeni vyu-
zivajici ve vyzkumnych projektech zdroje ionizuji-
ciho zateni. V neposledni fadé je také nutné zminit
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letovy personal, vojaky a kosmonauty. Ve vsech vy-
Se uvedenych oblastech lidského konani je mozné
se za nestandardnich okolnosti setkat s vyznamneé;j-
$im ozafenim, kdy je nutné vSemi dostupnymi me-
todami odhadnout absorbovanou davku.

Pouziti biodozimetrickych metod v polnich pod-
minkach ACR je limitovano ¢asovymi a technolo-
gickymi moznostmi jejich pouziti. V prvni fad¢ Ize
pouzit pouze takové metody, které nejsou prilis fi-
nan¢né nakladné, jsou nenaro¢né na zauceni zod-
povédnych laboratornich pracovniki, ale pfitom se
musi jednat o vysoce specifické metodické postupy
s nizkym detekénim prahem. Takovym pozadavkiim
vyhovuji metody ELISA (enzyme linked immu-
nosorbent assay) detekujici pozadovany protein a
RT-PCR (real time — polymerase chain reaction) de-
tekujici pozadovany gen mRNA nebo DNA samotné.

Dal§im limitem je casové obdobi po ozafeni
vojaka. Biochemicka laboratof s adekvatnim vyba-
venim umoziujici pouziti vyse uvedenych metod se
v 1éCebné odsunovém systému nachazi az od stup-
n¢ Level 2. Na zdravotnickou etapu stupné Level 2
jsou ozareni pacienti pfivazeni mezi 2 a 6 hodina-
mi po ozareni (21). A jelikoz je nezbytné efektivni
vysledné Casové rozmezi je mezi 2 a 24 hodinami
po ozareni vojaka.

Z uvedeného vyplyva prakticka potieba takovych
biodozimetrickych ukazateld, které by byly validni
v intervalu od 2 do 24 hodin po ozafeni a zaroven
detekovatelné ELISA nebo RT-PCR metodami.

Mechanismus tcinku ionizujiciho zafeni

Abychom dobie porozuméli vyznamu biodozi-
metrickych ukazatelii, je vhodné si nastinit nejda-
jejich vyznam pro regulaci bunééného prostiedi.

V odpovédi na ozareni buiiky mé dtlezitou tlo-
hu aktivace tumor supresorového proteinu P53, kte-
ry dale reguluje blok bunééného cyklu, reparaci po-
Skozené DNA nebo aktivuje apoptozu cestou akti-
vace dalSich proteinti a gend.

Ionizujici zareni vytvaii v jadie ozatenych bunék
dvojité zlomy dvousroubovice DNA. Forma repa-
race dvojitych zlomt DNA je dvoji: nehomologni
rekombinantni reparace (non-homologous end-join-
ing; NHES) probihajici v G1-fazi buné¢ného cyklu
a homologni rekombinantni reparace (homologous
recombination;, HR) DNA. Homologni reparace je

vyznamna predevs§im v G2-fazi bunécného cyklu
(32, 37), kdy jsou v jadie dvé sady chromozomu a
dvousroubovice DNA neposkozena dvojitym zlo-
mem slouzi jako vzor k opraveé poskozeného useku
DNA druhé dvousroubovice. Proto blok bunééného
cyklu v G1 a v G2/M-fazi slouzi k opravé DNA a
jsou dulezitymi faktory pro dalsi existenci a funkci
ozatfenych bunck (37).

Jako odpoveéd na pritomnost dvojitych zlomut
DNA se mimo jiné aktivuje i ATM-protein kinaza.
ATM je produktem tumor supresorového genu, kte-
ry je mutovany u nemoci ozna¢ované jako ataxie-
-teleangiektazie. Tato autozomalné recesivné dédic-
na choroba se projevuje tvorbou teleangiektazii (pa-
tologickym rozsifenim cév na periférii) a ataxii jako
formy poruchy mozeckovych funkei. DalSimi piiz-
naky dilezitymi pro radiobiologii jsou vyssi radio-
senzitivita a vyssi incidence nadorovych onemoc-
néni u takto defektnich pacientt (22).

Tato ATM-protein kindza je v odpovédi jiz na
malé davky zareni autofosforylovana (3) a dale fos-
foryluje fadu cili, mezi nimi i p53. Daéle bylo zjis-
téno (2, 34), ze bez ATM-protein kindzy neni fos-
forylace p53 v ozaienych buiikach dostatecné rychla.
Fosforylace p53 zejména na serinovych aminoky-
selinach pak dale urcuje roli tohoto proteinu v re-
gulaci bunéénych mechanismil. Je ziejmé, ze ucinky
aktivované p53 se mohou lisit lokalizaci fosforylo-
vaného serinu.

Jak vyplynulo z in vitro studii Banina a spol. (5)
a Canmana a spol. (8), ATM-protein kinaza dokaze
in vivo primo fosforylovat serin 15 p53 (p53 serl5).
Dale ATM-protein kindza dokaze aktivovat serin
20 p53 neptimo prostiednictvim Chk1 nebo Chk2-
-protein kinazy, ackoli tato skutecnost byla proka-
zéna pouze in vitro pokusem (15, 17, 18, 29, 30).
Saito a spol. (23) prokazali in vitro také fosforylaci
p53 na serinu 9 a serinu 46. Higashimoto a spol. (14)
prokazali ATM-dependentni fosforylaci p53 ser6.

Lidsky serin 15, korespondujici s mysSim serinem
18, je pfimo aktivovan rodinou fosfatidylinositol-
-3-kinaz, coz zahrnuje DNA-protein kinazu (20),
ATR (31) a vlastni ATM kinazu (5, 8). Fosforylace
p53 na serinu 15 bez piitomnosti aktivni ATM-pro-
tein kinazy je inhibovana ve smyslu opozdéné nebo
niz$i aktivace (16, 23) a velmi ¢asna aktivace tohoto
serinového rezidua je nezbytna pro plnou p53-de-
pendentni odpovéd’ v bunkach vystavenym vlivu
Skodlivych latek a Ciniteld poskozujicich DNA, vcet-
n¢ ionizujiciho a UV zateni (16).
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Jak bylo zminéno vyse, serin 20 je fosforylovan
ATM-protein kinazou cestou Chkl a Chk2-protein
kinazy. Vyznam aktivace tohoto serinového rezidua
spociva patrné ve stabilizaci samotné p53 v jadru
ozéafené bunky a plné aktivaci ATM-dependentniho
p53 fosforylaci na serinu 15 (5, 8).

Fosforylace p53 na serinu 46 byla prokazana po
ozareni bunécné epitelidlni linie ultrafialovym (UV)
zafenim (7, 20) prostiednictvim p38 MAP-kinazy
(7) HIP-kinazy a kinazy HIPK2 (10). Jelikoz aktiva-
ce p38 MAP-kinazy se projevuje po UV ozafeni, a
nikoli po ozafeni bunék ionizujicim zafenim, do-
mnivaji se Saito a spol. (23), ze fosforylace p53 na
ser46 je zpusobena jinou protein kinazou, napiiklad
pS3DINPI.

Ackoli fosforylace p53 na serinu 9 neprobiha
pfimo, autoii (23) se domnivaji, Ze ATM-protein ki-
naza je k této aktivaci nezbytna a Zze dokaze tento
tumor supresorovy protein aktivovat nepiimo cestou
aktivace dosud neznamé protein kinazy.

Higashimoto a spol. (14) prokazali fosforylaci
p53 na serinu 6 i 9 po ozafeni UV i ionizujicim za-
fenim. Dale zjistili vztah mezi fosforylaci p53 na
ser6 a ser9, kdy fosforylace na ser6 cestou Chkl
muze zpusobit fosforylaci ser9. Nasledky aktivo-
vané p53 ser6 a p53 ser9 nejsou zcela znamy, ale
Saito a spol. (23) se domnivaji, Ze aktivace téchto
serinovych rezidui po ozafeni slouzi k amplifikaci
primarniho u¢inku ATM-protein kinazy, tj. fosfo-
rylaci pS3serl5.

Dalsi vyznamnou oblasti funkce a regulace p53
je degradace tohoto proteinu. U neozafenych bunck
dochazi v bunééném jadru prostiednictvim vazby
mdm2 na p53 k degradaci tohoto proteinu (6, 36).
Takto je zachovana adekvatnost odpovédi vici in-
dukovanému signalu. U ozafenych bun¢k dochazi
k vzestupu p53 piedevsim v disledku zabranéni de-
gradace p53. Tento mechanismus Ize vysvétlit fos-
forylaci jak mdm2 ATM-kinazou, tak fosforylaci p53
na serinu 15 nebo 20. Aktivovany mdm?2 se poté ne-
vaze na aktivovany p53, ktery se v jadre stabilizuje
a jeho obsah v bunce se zvysSuje. Neni vSak zcela
jasné, ktera z modifikaci je zasadni pro zruseni vaz-
by mdm2 na p53. Na inhibici degradace p53 se dale
mohou podilet také nékteré dalsi bunécné proteiny,
jako jsou E2F1, Ras, Myc, beta-catenin, pRb a c-Abl
(28), které cestou indukce tumor supresorového pro-
teinu ARF blokuji aktivitu Mdm2 proteinu (26).
Timto mechanismem je dosazeno vyraznéjsi, tj. ne-
adekvatni, odpovédi na indukujici signal.

Dalsimi dilezitymi bunéénymi molekulami, kte-

ré jsou aktivovany ionizujicim zafenim, jsou JNK
(19), p38 MAPK (25), SEK (25) a NF-kappaB (35).
Tyto molekuly vyvolavaji kaskadovou reakci ve-
douci k aktivaci ¢asnych gent, jako jsou c-jun, c-fos
aegr-1(9,11, 12,13, 27).

Po aktivaci ATM-kinazy jsou jednim z dalsich
cilt fosforylace proteiny p53, Chkl, Chk2. Zasad-
nimi proteiny jsou Chkl a Chk2-proteinkindzy, je-
jichz fosforylace ATM-kinazou vede k inhibici fun-
kce fosfataz cdc25a a cdc25¢ odpoveédnych za pri-
chod ptes G1/S a G2/M kli¢ové body a za pokraco-
vani bunééného déleni (33).

Vyznamnou praci je studie Abotta a spolupracov-
nik (1), kteti sledovali tilohu mitogenem aktivo-
vané protein (MAP) kindzy kinazy 1 (MEK 1) a
MAP-kinazy kinazy 2 (MEK 2) v ozafenych bui-
kéch s blokovanym bunéénym cyklem ve fazi G2/M.
Tyto dvé kinazy jsou ¢leny MAP-kinazové signal-
ni cesty a jsou aktivovany RAF (4). Oba tyto protei-
ny mohou dale fosforylovat dalsi ¢leny MAPK-
-kaskady, ERK1 a ERK2 (24).

Autofi zjistili, ze po expozicich bun¢k ionizuji-
cimu zafeni je velmi vyznamné exprimovana sig-
nalni cesta MAPK/RAF/MEK1-MEK2, ktera zajis-
tuje v€asnou indukci G2/M-bloku bunécéného cyklu.
Abott a spol. (1) dale pozorovali, Ze u bunék s do-
minantné negativni MEK1 a MEK2 nastava postra-
diacni G2/M-blok opozdéné a bunky posléze hiife
tento blok bunécného cyklu prekonavaji. Nicméng,
inhibice exprese MEK1 a MEK2 neovliviiuje repara-
ci dvojitych zlomd DNA vzniklych po ozéfeni. Z je-
jich vysledkt vyplyva, ze radiacné indukovana akti-
vace MAP-kindzové cesty je nezbytnd k navozeni
bloku v G2/M-fazi bunééného cyklu a jeho rych-
lejsi prekonani a vstupu ozarenych bunék do mit6zy.

Vzhledem k vySe uvedenym skutecnostem jsme
se v nasi experimentalni praci zaméfili na studium
fosforylace ATM-kinazy a p53 v ozafenych lymfo-
cytech izolovanych z periferni krve, které by mohly
byt pouzity pro stanoveni biodozimetrickych uka-
zatelll u ozarenych pii radiacnich nehodach, pfip.
za vale¢ného konfliktu.
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