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Tato prace se zabyva molekularnimi mechanismy aktivovanymi tonizujicim zafenim,
které¢ vedou k reparaci vzniklého podkozeni DNA nebo k indukci apoptozy. Vyuzity byly
lidské leukemické bun&éné linie liici se expresi nadorového supresoru, proteinu p33
(pozitivni u T-lymfocytarni linie MOLT-4 a negativni u promyelocytarni linie HL-60).

U bun&k MOLT-4 byla prokézéna funkéni signalni draha zavisla na ATM kinase,
klicovém enzymu, ktery aktivuje celou fadu substrati tastnicich se zastavy bundéného cyklu
a opravy DNA. Vyznamnym zji§ténim je, Ze u téchto bunék nedochdzi k efektivni reparaci,
jelikoZ zde neni fosforylovan diifezity komponent reparaéniho komplexu MRN, protein Nbsl,
coz pokladame za jeden z dlivodil jejich zvydené radiosensitivity.

Zatenim indukovana aktivace ATM kinasy vede k rychlé fosforylaci checkpoint kinasy-
2 a k upregulact a fosforylaci p53 a jeho negativniho regulatoru, onkoproteinu Mdm2.

Kromé reparace DNA, kterd je nutng pro daldi proliferaci bun&k, jsme se vénovali
studiu bunétné smrti. U obou studovanych linif jsme potvrdili aktivaci jak receptorové, tak
mitochondridlni cesty indukce apoptézy. V obou liniich po subletalni (nikoli letdlni) davce
mnoZstvi antiapoptotického proteinu Mcl-1 vzristalo a s nastupem apoptézy pokleslo. Zafeni
také indukovalo aktivaci proapoptotického proteinu Bid a uvolnéni cyt-c z mitochondrii.
Zajimavym zjiSténim v8ak bylo, Ze v p53 pozitivnich podminkach (MOLT-4) dochéazi
k simultanni aktivaci iniciatnich kaspas-8 a -9, kdeZto v podminkich p53 negativnich (HL-
60) je kaspasa-9 aktivovana s vyraznym ¢asovym zpoZzdénim. To naznaluje, Ze pokud chybi
protein p53, hraje daleZitgjsi ulohu v indukcei zafenim navozené apoptozy kaspasé~8. Obé linie
se ez li¥i typem apoptdzy. Builky MOLT-4 vykazuji znaénou nesourodost v ase indukce
apoptdzy po ozafeni a umiraji vét§inou tzv. mitotickou apoptdzou. Na druhou stranu buiiky
HL-60 podléhaji po nizkych davkach tzv. oddalené apoptoze, které ptedchazi akumulace
bunék v G2 bloku nutna pro opravu pokozené DNA, nebo umiraji rychiou apoptdzou, ktera
je navozena supra/letdlnimi davkami n&kolik hodin po ozafeni

Prokézali jsme fosforylaci p33 na Ser", kierd jevi vyraznou davkovou zavislost
v oblasti do 3 Gy (krom& Western blottingu ovéfeno metodou ELISA) a proto jsme tento
protein navrhli jako molekularni indikdtor vyuZitelny v biodozimetrii pro zpétné urdeni
obdrzené davky IZ. Na signalni draze ATM/Chk-2/p53 jsme téZ prokazali inhibi¢ni efekt
kofeinu (kombinace nizkych davek a koncentrace 2 mmol/l), ktery zvySuje cytotoxicksé

udinky IZ a je tatkou potencidlng vyuZzitelnou v kombinované terapii nadorovych onemocnéni.



