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Souhrn

Prdce strucné pojedndva o nejdilezitéjsich molekuldrnich mechanismech, které je mozné pozorovat v bio-
logickych systémech po ozdreni. Predklada molekuldrni mechanismy odpovédné za pFenos signdlu vyvolané-
ho ionizujicim zdafenim do buriky. Je zde také vysvétlen problém reakce DNA po expozicich ionizujicimu zdreni

apoptozy.
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Radiation Induced Cell Signal Mechanisms

Summary

This study introduces briefly basic molecular mechanisms which are seen in biological systems after
irradiation. It presents molecular mechanisms responsible for the transmission of a signal into a cell which
is caused by ionizing irradiation. The problem of DNA reaction after exposures to ionizing radiation and the
role of p53 in this process are also explained. Further, the study provides an overview of the most important

molecules acting during apoptosis activation.
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Soucasny pohled na buné¢nou odpovéd’ viigi io-
nizujicimu zafeni je spojenim tradi¢nich radiobio-
logickych pojmt a zaroveri zcela novych informaci
o molekuldrnich mechanismech regulujicich pri-
bé&h bunééného cyklu, aktivaci reparaénich mecha-
nismi poSkozenych vladken DNA a také indukci
apoptozy. Vzajemna koordinace téchto kli¢ovych
déjt zabratiuje vzniku genové nestability v buiice,
genovym mutacim a piipadné nadorové transfor-
maci. Obecné miZzeme hovofit o indukci bunééné
stresové reakce, jejiZ nastup je zavisly na piitom-
nosti signalu, ktery informuje jednak o moZném
poskozeni molekul DNA a jednak obecné o puiso-
beni Skodlivé noxy (ionizujiciho zafeni) na bunég-
nou populaci. Vysledkem je pak indukce exprese
celé fady gent, které kontroluji pribéh bunééné
stresové reakce na pisobici agens (2). Sifeni infor-
mace v buiice je zprostfedkovano pomoci signél-
nich fetézci, které jsou vétSinou sloZzeny ze Etyf
zakladnich komponent - enzymi regulujicich fos-
forylaci proteinti, adaptérti, tj. propojovacich pro-
teind, bunéénych protoonkogenii a transkripénich
faktori. Fosforylace proteini je dé&j, pfi kterém
dochazi k vazbé kyseliny fosfore¢né na pfisludny
protein, a to ptisobenim enzymd, jeZ se oznaduji ja-
ko kinazy. Zdrojem kyseliny fosfore¢né je vétdinou

ATP a uvolnéna fosforeéna skupina se vaze este-
rovou vazbou bud’ na aminokyseliny serin nebo
threonin, pak hovofime o serinovych nebo threoni-
novych proteinkinazich, nebo se vaZe na amino-
kyselinu tyrosin, potom se jedna o tyrosinové pro-
teinkinazy. Fosforylace proteinu vede ke zméné
konformace molekuly a vysledné zpisobuje jeji
aktivaci. Naopak odstranéni kyseliny fosfore¢né,
které je katalyzovano skupinou enzymi oznatova-
nych jako fosfatazy, vétSinou vede k inhibici funk-
ce (obr. 1). Obé skupiny enzymi (proteinkinazy a
fosfatdzy) mohou byt lokalizovany bud’ pfimo v
membrané jako sou¢ast membranovych receptord,
dale v blizkosti membrany, v cytoplazmé a také v
bunééném jadru (6).
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Obr. 1: Fosforylace a defosforylace v burice
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Dosud nejlépe prozkoumanou signélni cestou,
ktera pfenasi signal z bunééné membrany do jadra,
je cesta vyuzivajici proteinkinizu aktivovanou mi-
togeny (MAPK - Mitogen Activated Protein Kinase).
Zjednodusena verze této signalni cesty je na obr. 2.
Na zacatku této cesty stoji aktivace membranového
receptoru, ke které dochazi po navazani specifické
ligandy. V tomto konkrétnim ptipadé se jedna o
receptor, ktery se vyznacuje vlastni kinazovou akti-
vitou. Tato kindzova aktivita je lokalizovana v cy-
toplazmatické €asti proteinové molekuly a po navé-
zani ptisluiné ligandy dochazi k jeji aktivaci s na-
slednou autofosforylaci vlastniho receptoru. Fosfo-
rylaci tyrosinu se vytvati vazebné misto pro dalsi
molekuly, jako je Ras-protoonkogen, ktery potom
aktivuje Raf-proteinkinazu. Nasleduje postupna ak-
tivace dalSich kinaz, ktera je zakonéena pfesunem
fosforylované MAP-kinazy do jadra s naslednou
fosforylaci a aktivaci transkripénich faktort, které
iniciuji po vazbé& na DNA transkripci cilovych gent.
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Obr 2: Prenos signadlu pfes bunécnoy membrdnu do jddra pro-
strednictvim MAP-kinaz

Jak miiZe ionizujici zafeni ovlivilovat pfenos
signalu v burice? Predpoklada se, Ze zafeni zasahu-
je klasickou signalni cestu probihajici od membra-
nového receptoru smérem do buné¢ného jadra a
navic vlastni po$kozeni molekuly DNA aktivuje
dal$i signalni drahu, pomoci které buiika vnima
alteraci DNA a reaguje na tuto situaci pfisludnymi
repara¢nimi pochody.

Nejprve se zminime o modulaci klasické signal-
ni cesty, ktera miiZe nastavat na nékolika urovnich.
V prvnim pfipadé se jedna o aktivaci membranové-
ho receptoru s kinazovou aktivitou, a to zcela neza-
visle na piitomnosti specifické ligandy. Jak jiz bylo
zminéno, vazba ligandy na receptor s kinazovou
aktivitou vede k jeho autofosforylaci, ktera je ne-
zbytna pro dal3i Sifeni signalu do buriky. Aktivace
receptoru je pozdéji zablokovana pomoci membra-
nové vazané fosfatazy, kterd odstépi fosfat z recep-
toroveé bilkoviny a tim se spojeni se signalni cestou
pferusi. V pripad¢ ionizujiciho zafeni dochazi prav-
dépodobné k reverzibilni oxidaci SH-skupiny lezi-
ci v aktivnim centru fosfatizy, ¢imz je funkce to-
hoto enzymu inhibovana a tim se indukuje spontan-
ni, na pritomnosti ligandy nezavisla aktivita recep-
torové kinazy (7).

Dalsi slozkou signalni cesty, ktera je ovlivnéna
ionizujicim zafenim, je Ras-protoonkogen. lonizu-
Jici zéfeni stimuluje zvySenou produkci tohoto pro-
toonkogenu, coZ je spojeno s nariistem radiorezis-
tence bunék.

Tteti Grovni, kde se uplatiiuje vliv ionizujiciho
zéfeni, je aktivace transkripCnich faktori. V tomto
sméru je pro indukci bunééné odpovédi vici ioni-
zujicimu zafeni vyznamna zejména aktivace nukle-
amiho transkripéniho faktoru kB (NF-kB). Tento
faktor se za normalnich okolnosti nachazi v cyto-
plazmé bunék, a to ve vazbé& na inhibiéni protein
IxB-a, ktery zabrafiuje jaderné translokaci NF-xB.
Pro aktivaci NF-xB je tedy nezbytna jeho disocia-
ce od tohoto inhibi¢niho proteinu, coZ fyziologicky
nastavd po pfedchozi fosforylaci IxB-a proteinu.
Ionizujici zafeni pfimo aktivuje NF-kB, protoze u
ozafenych bun&k byla opakované prokdzéna vazba
NF-kB na DNA-molekulu. Tato aktivace je v tom-
to pfipadé¢ pravdépodobné zprostfedkovana reak-
tivnimi kyslikovymi medidtory a s tim souvisejici
zménou redox potencialu buiiky.

Dal3i signalni cesta, jak jiZ bylo zminéno, je ak-
tivovana neopravenymi nebo nereplikovanymi tise-
ky DNA. Vysledkem aktivace této signalni drahy
je stresova reakce vedouci k charakteristické inhi-
bici pribéhu bunééného cyklu v G,/S a Gy/M-fazi.
Inhibice buné¢ného cyklu by méla poskytnout ¢as
nezbytny pro reparaci poSkozenych usekii DNA.
Piedpoklada se, Ze kli€ovou molekulou, ktera je od-
povédna za zastaveni bunééného cyklu v G;-fazi,
Je protein p53. Tento protein pisobi vlastné jako
transkripéni faktor, ktery po vazbé na specifické
sekvence DNA aktivuje transkripci dalSich gend,
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jez zprostredkuji u¢inky p53 na inhibici bunééného
déleni ¢i aktivaci procesu apoptozy. Za potencialni
efektorovou molekulu inhibice buné&ného cyklu se
povazuje protein p21<?', znamy také jako WAF 1.
WAF 1 je inhibitor cyklin-dependentnich kinaz,
které fosforyluji a tim inaktivuji retinoblastoma
protein RB. Funkce RB-proteinu potom spoéiva v
negativni regulaci exprese transkripéniho faktoru
E2F, jenz je nezbytny pro aktivaci transkripce genil
specifickych pro S-fazi. Nefosforylovany RB-pro-
tein vaze E2F-faktor a tim brani jeho vazbé na
DNA. Jakmile ale dojde k fosforylaci RB-proteinu
pomoci cyklin-dependentni kinazy, E2F-transkrip-
¢ni faktor se uvolni z vazby na RB-protein a spousti
se proces genové transkripce (3).

Dalsi geny, jejichZ transkripce je aktivovana pro-
teinem p53, zahrnuji GADDA45, ktery se pravdépo-
dobné uplatiiuje pfi reparacnich pochodech DNA a
také pti blokaci G;-S pfechodu, MDM2, coZ je
negativni regulator p53, a cyklin G, jehoZ funkce je
zatim neznama. Samostatnou skupinu pak tvoti mo-
lekuly, které se UCastni procesu apopt6zy, to zname-
na proteazy ICE/Ced-3 tfidy a ¢lenové rodiny Bcl-2
vyznacujici se proapoptotickymi vlastnostmi jako,
je napt. BAX-protein (obr. 3).

Po3kozeni DNA

Inhibice

IE] Transkripce
Cyklin e e
| specifickych
dependentni ——— ! pro S-fazi
kiniza R =3
RB

.
P

Obr. 3: Reakce DNA na ozdreni a uloha p53

Zatimco je docela dobfe popsana signdlni cesta
smérem od p53 dolt k regulaci genové transkripce,
malo je zndmo o signdlnich molekulach, které se
ucastni procesu aktivace p53. Zde se zda byt opét
rozhodujicim faktorem fosforylace p53. Mezi ki-
nazy, které prokazatelné in vitro fosforyluji p53, se
fadi kaseinkinaza 1, MAP-kinaza, DNA-PK kina-
za, c-JUN (JNK) kinaza a zejména ATM-kinaza.
Pravé ATM-kinaza, ktera fosforyluje p53 na serinu
¢islo 15, je podle poslednich vyzkumii rozhodujici
1 pro in vivo fosforylaci p53 v odpovédi na ionizu-

jici zafeni. ATM-gen, ktery je mutovan u pacienti
s onemocnénim ataxia teleangiectasia (A-T), koduje
350 kDa velky protein, ktery patii do rodiny protei-
ni piibuznych fosfatidylinositol-3-kindze. Pacienti
s A-T syndromem, v¢etné bunéénych linii odvoze-
nych od pacientli s A-T, se vyznacuji hypersenziti-
vitou vii¢i ionizujicimu zafeni, nedostate¢nou inhi-
bici bunééného cyklu a malym naristem hladiny
p53. Naopak buiriky s divokou formou ATM aku-
muluji v reakci na ionizujici zafeni protein p53 a
zvy3uji jeho aktivitu (1).

Kromé defektu v navozeni G;-bloku vykazuji
buriky ziskané od pacienti s A-T i defekt v indukci
inhibice G,-faze bunééného cyklu. Je tedy ziejmé,
Ze pfitomnost divoké, nemutované formy ATM-ki-
nazy je vyznamna i pro navozeni bloku G,-faze.
Indukce tohoto bloku je nezavisla na aktivaci p53,
ale vyZzaduje pfitomnost dalSich dvou kinaz ozna-
¢ovanych jako Chk1 a Chk2, jez reguluji pfechod z
G,/M-faze. Tyto kinazy fosforyluji fosfatazu Cdc25c,
tim ji inhibuji a indukuji ustaveni bloku G,-faze.
Aktivni fosfatdza Cdc25c totiz odstrafiuje fosfat
vazany na tyrosin ¢. 14 komplexu cdc2/cyklin B.
Tento kindzovy komplex, ktery je také zniam pod
nazvem mitézu podporujici faktor, je po uvolnéni
inhibi¢niho fosfatu aktivovan, coZ je nezbytné pro
zahdjeni mit6zy (obr. 4).
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Obr. 4: Mechanismus viivu ionizujiciho zdfeni na bunécény
cyklus
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Dosud jsme popisovali pouze indukci gend,
jejichz exprese bezprostiedné souvisi s regulaci bu-
nééného cyklu, pfip. s indukci apoptézy. Nicméné
bunécna odpovéd’ na radiacni pisobeni se ukazuje
byt mnohem komplikovanéjsi. Posledni védecké
vyzkumy prokazuji, Ze kromé indukce inhibice bu-
néfného déleni a reparace DNA dochézi také k ak-
tivaci transkripce tzv. rychle reagujicich geni, jez
vétS§inou koduji rizné transkripéni faktory patfici
do genovych seskupeni typu c-jun, c-fos, a Egr-1.
Tyto transkripéni faktory, které za normalnich okol-
nosti zprostfedkovavaji obecné bunécné pochody,
jako je proliferace nebo diferenciace, pienaseji v
ptipadé radiace ¢asné signaly, na jejichZ zikladé se
spousti dlouhodobé trvajici zmény genové exprese,
které umoziiuji sav¢im buiikkdm adaptovat se na
radia¢ni stres. Identifikace produkti téchto tzv. genti
sekundami odpovédi je velmi dilezita, protoZe tyto
proteiny pravdépodobné vystupuji jako efektorové
molekuly v biologickych nasledcich ionizujiciho za-
feni. Jako pfiklady nékterych efektorovych gent
pusobicich v pozdé&jsi fazi bunééné reakce na ioni-
zujici zafeni lze uvést napf. tumor nekrotizujici
faktor alfa (TNF-a), bazicky fibroblastovy ristovy
faktor (bFGF) a transformujici riistovy faktor beta
(TGF-B). Tento posledni cytokin je pravdépodobné
odpovédny za vznik radia¢ni fibrézy plic (5).

Membrina

Obr 5: Mechanismus postradiacni indukce apoptozy

Jednou z poslednich moznosti jak zabranit vzni-
ku bunééného klonu s poskozenymi uiseky DNA je
indukce apoptotického procesu s naslednou bunéc-
nou smrti. Jiz jsme naznacili, Ze pro indukeci apo-
ptézy je vyznamna ucast p53 proteinu. Piitomnost
nemutované formy tohoto proteinu je totiz nezbyt-
na pro indukci Fas (CD95) receptoru v membrané

ozafenych bunék. Fas-receptor patfi do rodiny
receptort vazajicich TNF-a a jeho hlavni funkei je
po vazbé Fas-ligandy indukce apoptézy v senzitiv-
nich burikach. Pravé ionizujici zafeni se ukazuje
byt vyraznym induktorem Fas-ligandy, a to pfes
uvolnéni ceramidu v bunééné membrané (obr. 5).
Lze tedy shmout, Ze aktivace p53 a produkce
ceramidu spojuji stresovou reakci vyvolanou zafe-
nim s CD95 signalni cestou indukce apoptozy (4).

Zavér

Ackoli tato studie nevysvétluje jednotlivé post-
radia¢né indukované signalni cesty stran vzijem-
nych regulaénich mechanismii detailné, je vhodnym
vychodiskem pro dalsi studium v oblasti moleku-
larni radiobiologie.
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