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Vychodisko: Bakalarska prace s nazvem ,Vliv davky zareni na zménu zastoupeni znaku H2AX“ je
zpracovana metodou kvantitativniho vyzkumu a zabyva se stanovenim specifického znaku, ktery
poukazuje na poskozeni DNA zpUsobené ionizujicim zafenim. Biologicka dozimetrie hraje dlleZitou roli
pfi odhadovani davek radiace na vystavené jedince po radiacnich nehodach, kde nejsou dostupné
fyzikalni dozimetry. DNA eukaryotickych bunék je neustale vystavena plsobeni fadé exogennich i
endogennich latek. lonizujici zareni, ale i jiné Skodlivé vlivy, indukuji Sirokou skalu Iézi DNA, z nichz
nejzavaznéjsi jsou dvouretézcové zlomy DNA (DSB). V reakci na zlomy je indukovana exprese molekuly
y-H2AX, ktera je hlavnim pfedmétem této prace. Celd problematika je stdle aktualni, jelikoZz odhad
davek radiace na zakladé exprese znaku y-H2AX stale neni stoprocentni.

Cil: Cilem prace bylo zhodnotit vliv davky zafeni gama na lidské télo na zakladé sledovani exprese
molekuly y-H2AX v DNA. Dil¢imi cili pak bylo nalézt vhodny postup pro stanoveni této molekuly a
vhodné interpretace vysledkd.

Metodika: Sledovany soubor zahrnoval 14 zdravych darct plné heparizované krve. Z pIné krve byla
ziskana potfebnd mononukledrni frakce separaci na hustotnim gradientu. Oddélend mononuklearni
frakce kazdého ddrce byla doplnéna o mitogen L-PHA a kultiva¢ni médium RPMI 1640. Tato smés byla
ponechana pres noc v termostatu pfi 37 °C ke kultivaci. Vzorek kazdého darce byl rozdélen na 4
zkumavky — negativni kontrola + 3 Urovné ozareni (0,5 Gy, 1 Gy, 2 Gy). Ozareni probéhlo na cesiovém
zari¢i Gammacell® 1000 Elite. Ozarené vzorky byly opét ponechany 24 hodin v termostatu ke kultivaci.
Dalsi postup vychdzel zmetody pro stanoveni y-H2AX po stimulaci DNA chemickymi latkami —
extrakorporalni fotoforézy. Po vyjmuti z termostatu byly bunky oznaceny monoklonalnimi protilatkami
CD45 KO, CD3 PB a AF 488 anti-H2AX. Méreni bylo provedeno na pratokovém cytometru. Surova data
byla analyzovana v programu Kaluza Analysis 2.1.

Vysledky: Diky povaze histonu y-H2AX byla hledana zavislost mezi jeho procentualnim zastoupenim
(expresi) y-H2AX a davkou pfijatého zafeni statisticky potvrzena. Vyznamny statisticky rozdil se jevil jen
mezi negativni kontrolou a 3 Urovnémi, ale mezi samotnymi ozarenymi vzorky uz ne. Metodika prace,
ktera vychazela z velké Casti z extrakorporalni fotoforézy, se jevi jako velmi vhodna. DlleZitou casti je
konecna interpretace vysledkl. Program Kaluza Analysis 2.1 a jeho moznosti vybrani jen potfebnych
dat je spolehlivy a jednoduchy zpUsob interpretace.

Zavér: Histon y-H2AX je moZné povaZovat za spolehlivy specificky marker DSB. V dalSich studiich by se
mohl vyzkum sousttedit na méreni exprese y-H2AX pouze v rozmezi davek 0,5 Gy a mensi. Nicméné
k tomu je potieba vhodnéjsi zaric, ktery bude schopen aplikovat takto malé davky, nez byl k dispozici
pro tuto praci. V budoucnu by mohla tato metoda najit uplatnéni v praktickych scénafich, a to napriklad
u zpétného urcovani pfijaté davky osob po radiacnich nehodach. Ma velky potencial, nicméné bude
tfeba provést spoustu dalSich stanoveni a testQ.
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