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1. Uvod

Radiolyza vody je rozklad molekul vody zpusobeny ionizujicim zafenim. Obvykle toto
ionizujici zafeni pochazi z rozkladu radioaktivnich jader, nosnika zrychlenych nabitych ¢astic

(elektronu, protond atd.) a rentgenového zateni (s fotonovou energii vétsi nez 50-100 eV).

Radiolyza vody se vyskytuje zejména v radioterapii (SCHMID, 2010), v radiosterilizaci
(MAQUILLE, 2008), pfi cisténi odpadnich vod (GUO, 2008), pii ozafovani potravin
(KATAYAMA, 2006) atd. V mnoha piipadech je tato radiolyza vody ovlivnéna rozhranim
pevné a kapalné faze. Naptiklad v jadernych reaktorech chlazenych vodou vyvoldva ionizujici
zateni reakce ve vodé a na rozhrani pevného palivového plasté a kapaliny. V souvislosti se
skladovanim a likvidaci jaderného odpadu mohou pouzité heterogenni materialy (betony, malty
atd.) zachytit znacné mnoZzstvi vody. Radiolyza téchto zachycenych molekul vody nastava v
dusledku ptitomnosti jaderného odpadu ulozené¢ho v téchto materialech (BOUNIOL, 2008).
Tvorba radiolytickych produktd, jako je Hz nebo Hz0z musi byt z bezpecnostnich duvodi

sledovana, aby se zabranilo lamani nebo koroze uzaviraci matrice.

V této praci se budu zabyvat ucinkem radiolyzy vody na biologické objekty, coz je

vyuzivano v radioterapii, ochrané proti ionizujicimu zatreni, v biotechnologii apod.

Dopadaji-li ionizujici ¢astice do latkového prostredi, predavaji mu postupné svoji energii.
Jedna-li se o prostiedi biologické, miize pfitom dojit k vyraznym biologickym reakcim.
Omezime-li se na mechanismus V jednotlivych bunkach, lze cely proces rozdélit do tii

postupnych fazi:

a) vlastni pfenos energie z ¢astice na latkové prostiedi (faze fyzikalni);
b) vznik primarnich poskozeni (faze fyzikalné chemicka);

c) reparace vzniklych poskozeni a inaktiva¢ni mechanismus v buiice (faze biologicka).

Procesy prvni faze jsou jednoznacné urCeny vlastnostmi dopadajicich ¢astic a fyzikalnim
a chemickym slozenim daného prostiedi. Dochazi pfitom k ionizaci a excitaci molekul, z nichz
je bunika sloZena a ke vzniku riznych ionti a radikall, jez pak mohou vyvolat dalsi chemické
reakce a naruseni Zivotné dilezitych center. Ukolem studia prvni faze je stanovit pokud mozno
detailni strukturu jednotlivych aktli pteddvani energie, nebot’ jejich charakter i hustota ovliviiuji

nepochybné podstatnym zplsobem vychozi podminky druhé faze.



Do druh¢ faze fadime procesy, v nichZ se uplatiiuje difuze a chemické reakce radikali a
iontll, které vznikly pfedanim energie ionizujici castici vodnimu prostiedi za vzniku
radikdlového clusteru. Tyto agresivni radikdly pak mohou zpulsobit poskozeni dilezitych

biomolekul.

Do tfeti faze patii procesy, které jsou uvedeny v ¢innost témito poskozenimi a jejichz cilem
je vznikla poskozeni napravit. Je nepochybné, ze v druhé a tieti fazi se vyraznym zptisobem
muze uplatnit téz vliv dalSich pfidavnych latek. Studium téchto fazi by mélo sméfovat ke
stanoveni podili jednotlivych reakci a mechanismi na vysledném letdlnim ucinku s cilem
vyuzit ziskanych poznatki k piipadné modifikaci u¢inku zafeni pomoci radiosenzitivnich nebo

radioprotektivnich latek v klinickych aplikacich.

Utinek riiznych ¢&inidel na buiku, jez maji za nasledek jeji zniGeni, se zpravidla
charakterizuje tzv. kiivkami preZiti (viz LOKAJICEK a kol., 2000); na vodorovnou osu se
vynasi mnozstvi pfislusného c¢inidla a na svislou osu podil pfezivajicich bunck. Podil
ptezivajicich bunék klesd ptiblizn¢ exponencialné se vzristajici davkou, tzn., Ze urcitd Cast
bunééné populace mize ozafovani ionizujicimi ¢asticemi piezit.

Pti dopadu zéfeni se predava zivé tkani energie, coz ma za nasledek zniceni urcitého poctu
bun¢k. Podle velikosti G¢inku a druhu takto rozrusené tkan¢ mutize dojit ke smrti celého
organismu, a¢ celkové mnozstvi pfedané energie mize byt zcela zanedbatelné ve srovnani napf.
S energii, kterou organismus potfebuje k udrzovani svého Zivota. Tato skutecnost je nékdy
nazyvana radiobiologickym paradoxem. Hlavni divod radiobiologického paradoxu spociva
ziejmé v tom, Ze staci rozrusit jedno dilezité centrum v buiice (anebo né¢kolik malo), aby doslo
k jeji inaktivaci. V souvislosti s tim vyvstava otazka, které objekty v buiice maji takovy dilezity
vyznam. I kdyZ funkce buitky mliZze byt narusena i po zasahu jinych objekti, napt. bunécnych
membran, pokladd se dnes za rozhodujici faktor dvojny zlom (DZ) fetézce molekuly
deoxyribonukleové kyseliny (DNA), tj. souasné naruseni obou jejich fetézci v nepfilis
vzdalenych mistech.

Velice dilezitym ¢inidlem, které ovliviiuje u¢inek zafeni na bunku je kyslik. Kyslik pfitom
ovliviiuje u¢inek zafeni dvojim zptsobem (viz BARILLA a LOKAJICEK, 2000; BARILLA
a kol., 2013):

1. Molekularni kyslik O, piisobi obecné jako radioprotektivni ¢inidlo, protoZe reaguje
s agresivnimi radikaly H® a hydratovanym elektronem eg, a tim zplsobuje jejich

ubytek.



2. 'V usecich husté ionizace (vzniku radikalovych clustertt) mtize vznikat radikal HO3,

ktery je také znacné agresivni. Kyslik pak ptisobi jako radiosenzitivni latka.

Cely tento proces lze popsat pomoci matematického modelu, ktery umoziiuje analyzovat
mikroskopické mechanismy na zakladé makroskopickych méteni. Pro modelovani fyzikalné-
chemické faze je Casto pouzivana metoda Monte Carlo, ktera poskytuje pomérné dobré
chemickych reakci za soucCasné difuze radikali do okoli clusteru. Pro modelovani téchto
slozit&jSich procesii je vyhodné&jsi analyticky model, ktery popisuje dynamiku chemickych
reakei a difuzi soustavou diferencialnich rovnic. Reseni analytického modelu je ¢asové méné
naroné a lze proto vyuzit optimaliza¢ni postupy pro stanoveni parametrii matematického

modelu.

Dynamické systémy, které zahrnuji vice riznych procesti soucasné (napt. chemické reakce
a difuzi radikald po vzniku radikalovych clusterl) lze vyhodné simulovat pomoci Spojitych
Petriho siti. Petriho sit¢ umoziuji jednoduchym grafickym nastrojem rychle vytvofit dany
matematicky model bez pracného programovéni. V modelu lze snadno provadét zmény
parametrl a tak ho analyzovat za ucelem ziskani potfebnych informaci. Stejné€ tak lze Petriho

sit¢ pouzit pro detailni representaci ¢asovych zavislosti v difundujicim radikalovém clusteru.

Cilem této prace je pomoci matematickych simula¢nich modelti analyzovat chemickou fazi
radiolyzy vody tak, abychom byli schopni vysvétlit vliv jednotlivych radikali, hydratovaného
elektronu a dalSich pfidavnych latek na poskozeni molekuly DNA pfi jejim ozatfovani
ionizujicim zafenim, coZ mé vyznam zejména pii radioterapii, biotechnologii a ochrané proti
ionizujicimu zafeni.

V kapitole 2 je stru¢ny uvod do Petriho siti, ktery poskytuje zakladni informace pro
pochopeni simulacniho modelu chemické faze radiolyzy vody vytvofeného pomoci Spojitych

Petriho siti.

Tteti kapitola popisuje fyzikalni a chemickou fazi radiolyzy vody od mechanismu piedani
energie az po radiacné chemické reakce.

V kapitole 4 je popsan mechanismus biologického ué¢inku radiolyzy vody, ve kterém se
uplatiiuje piimy a neptimy ucinek ionizujiciho zareni.

Pata kapitola popisuje obecny matematicky model dynamického procesu chemické faze

radiolyzy vody a vznik jednoduchych a dvojnych zloml na molekule DNA.



V Sesté kapitole jsou vyuzity Spojité Petriho sit€¢ pro simulaci chemické faze radiolyzy
vody. Simula¢ni model byl aplikovan na experimentalni data za anoxickych podminek pribéhu
radiolyzy vody a byla dosazena velmi dobra shoda vysledkii simulaéniho modelu
s experimentalnimi hodnotami. Dale byl pomoci simula¢niho modelu analyzovan vliv kysliku

a Nz0na chemickou fazi radiolyzy vody.

Sedma kapitola pak shrnuje dosazené vysledky, hodnoti je a ukazuje moznosti jejich

praktického vyuziti.



2. Petriho sité

Petriho sitémi je oznaCovana rozsahla tiida matematickych model, které umoziuji
specifickymi prosttedky popisovat fidici toky a informacni zavislosti uvnitt modelovanych
systémi (KOCHANICKOVA, 2008; PETERSON, 1981; RESIG a ROZENBERG, 1998).
V roce 1962 zavedl némecky matematik C. A. Petri ve své disertacni praci (PETRI, 1962) nové
koncepty popisu vzijemné zavislosti mezi udalostmi a podminkami modelovaného systému.
Tyto koncepty vysly z dekompozice systému na podsystémy popisované konecnymi automaty,

jez pracuji autonomné, avsak jejich ¢innost muze byt v potfebné mite vzajemné koordinovana.

2.1. Uvod do Petriho siti

Pojem Petriho sit’ (PN) byl postupné obohacovan a zobeciiovan tak, aby jeho modelovaci
schopnost vyhovéla praktickym potiebam. Aby bylo mozné pomoci Petriho siti vytvaret
rozsahlé modely, bylo nutné do nich zavést hierarchicky zpisob navrhu systému, ktery
umoznuje rozdéleni systému do dobie definovanych komponent. Petriho sité se tak dostaly do
poptedi zajmu v souvislosti s aplikacemi pro modelovani a teoretické zkoumani
distribuovanych a paralelnich systému, jako jsou komunikacni protokoly (BILLINGTON
akol., 1999), pocitatové sité ¢i databazové systémy. V soucasné dobé& jsou Petriho sité
predmétem zajmu Siroké védecké komunity (viz napt. EHRING, 2001; GIRAULT a VALK,
2003; HAAS, 2002; YAKOVLEYV a kol., 2000; SILVA and RECALDE 2004; SILVA et al.
2011; GU and DONG 2005; DAVID and ALLA 2010; LIU, 2014; JENSEN, 2009; MASHKOV
a BARILLA, 2013).

Petriho sit¢ wvznikly rozSifenim modelovacich schopnosti kone¢nych automati
(HOPOCROFT, 2007). Zakladnimi elementy Petriho sit¢ (CESKA, 2009; CASSANDRAS,
2008) jsou mista, ktera predstavuji podminku, a pirechody, které reprezentuji néjakou udalost.
Mista (places) jsou graficky zobrazovana kruZznicemi a pfechody (transitions) iseCkami nebo
obdélniky. PocCty mist i pfechodd jsou konecné a s vyjimkou degenerovanych ptipadi také
nenulové. Mista a pfechody jsou vzajemné propojeny orientovanymi hranami (arcs). Hrana
spojuje bud’ misto s pfechodem nebo pifechod s mistem, nikdy vSak misto s mistem nebo
pfechod s pfechodem. Jinymi slovy je Petriho sit’ bipartitnim orientovanym grafem se dvéma

typy uzli: misty a pfechody.



Okamzity stav systému je definovan umisténim znacek - tokenti (tokens) v mistech, coz je
v grafu Petriho sité¢ vyjadieno pfislusnym poctem tecek (u vétsiho poctu je pak pocet tokeni
vyjadien celym ¢islem) v mistech. Pfitomnost tokenu v misté modeluje skutecnost, ze dany stav

systému je momentaln¢ aktualni.

Kazdy prechod mé definovanu mnoZzinu vstupnich a vystupnich mist. Vstupni a vystupni
podminky pfechodu ur¢uji pocty odebiranych a umistovanych tokend, coz je v grafu Petriho
sit¢ specifikovano ohodnocenim orientovanych hran. Hrana, kterd neni v grafu sit¢ explicitné
ohodnocena, méa implicitné vahu 1. Pfechod mtze byt proveden v pfipad¢, Zze ma splnény
vSechny vstupni podminky, tj. vSechna jeho vstupni mista obsahuji pfislusné pocty tokend.
Na obrazku 2.1 je vidét provedeni piechodu pro jednoduchou P/T Petriho sit’ (Place/Transition
Petri Net), kdy se v zavislosti na ohodnoceni orientovanych hran odstrani tokeny ze vstupnich

mist a umisti se nové tokeny do vystupnich mist.

Obrazek 2.1 Zména stavu po provedeni prechodu

Matematicky muzeme P/T Petriho sit’ definovat jako Sestici
N = (P,T,F,W,K, M,) (viz Ceska, 2009), jestlize:

e trojice (P,T,F) jekonec¢nasit, kde P je mnozina mist, T je mnozina piechodt a F tokovou
relaci (Flow relation). MnoZiny P a T jsou disjunktni.

e FC(PxT)u(TxP)

e zobrazeni W: F — N U {0} je ohodnoceni hran grafu sité uréujici vahu kazdé hrany,

e zobrazeni K: P - N U {w} specifikuje kapacitu (i neomezenou) kazdého mista,

e zobrazeni My: P - N U {w} je pocateéni znaeni mist sité respektujici kapacity mist, tj.

Vp € P:M,(p) < K(p).



P/T Petriho sit¢ umoznuji feSit pouze diskrétni systémy, ve kterych mista jsou znacena

celociselnou hodnotou udévajici pocet tokentl.

2.2. Typy Petriho siti

Petriho sité byly postupné rozsSifovany a zobecniovany tak, aby jejich modelovaci schopnosti
vyhovély praktickym potfebam. Zde si uvedeme stru¢ny piehled nékterych zakladnich typt
Petriho siti (viz KOCHANICKOVA, 2008):

e C/E Petriho sit’ (Condition/Event Petri Net) je z hlediska vyjadiovaci sily nejslabsi, protoze
kazdé misto mtize obsahovat nejvyse jeden token. Odpovida vyjadiovaci sile konecnych
automatul.

e P/T Petriho sit’ (Place/Transition Petri Net) umoziuje do kazdého mista umistit vice tokent
(viz obrazek 2.1) a tak tesit i slozitéjs$i ulohy nez C/E Petriho sit.

e Petriho site s inhibicnimi hranami (Petri Nets with Inhibitors). Inhibi¢ni hrany blokuji
prechody v Petriho sitich na zakladé pritomnosti tokenu v odpovidajicim misté. Zavedeni
inhibic¢nich hran zvysilo vyjadfovaci schopnost Petriho siti na iroveil Turingova stroje.

e Petriho sité s prioritami (Petri Nets with Priorities) umoziuji na zéklad¢ pfifazenych priorit
k pfechodtim tyto piechody preferovat.

e Casované Petriho sit¢ (Timed Petri Nets) umoziuji vytvafet simulaéni modely, které
popisuji ¢asovou zménu diskrétnich systémill. Pomoci téchto siti lze fteSit praktické
problémy probihajici v redlném case.

e Barevné Petriho sité (Coloured Petri Nets) vyuZzivaji rizné typy tokend. V radmci daného
typu mohou tokeny nabyvat riznych hodnot (barev). Pro zpracovani tokent riznych barev
jsou Petriho sité rozsiteny o dalsi prvky jako proménné, deklarace typti, inskripéni vyrazy
hran ¢i straze a akce piechodil. V mistech se mohou nachézet multimnoziny tokent riiznych
barev, ale vZdy jen jediného typu, ktery je danému mistu pfifazen. Pfechody mohou byt
ohodnoceny podminkami, které musi byt splnény pro jeho provedeni. Hrany jsou
ohodnoceny multimnozinami tokend, jejichZ barvy patii do mnoziny barev piifazené mistu
S danou hranou incidentni.

o Hierarchické Petriho sité (Hierarchical Petri Nets) zavedly do Petriho sit¢ moznost
hierarchického strukturovéni, coz umoziuje Clenit vytvarenou sit’ na jednotlivé podsite,
které jsou navzajem propojeny. PouZiti téchto siti je vyhodné, kdyZ potfebujeme napf.
substituovat pfechody nebo mista, kdy je pfechod nebo misto nahrazeno substituujici siti,

nebo sluovat mista ¢i ptechody.



o Objektovée orientované Petriho sit¢ (Object-oriented Petri Nets) rozsifuji Petriho sité o
moznost Objektové orientace. Kazdé misto miize obsahovat tokeny, které reprezentuji
naptiklad ¢isla, symboly, jména objektl, jména tfidy ¢i n-tici z nich sloZzenou. Hrany jsou
ohodnoceny hranovymi vyrazy, které po navazani proménnych reprezentuji multimnoziny
prvkill univerza.

e Spojité Petriho site (Continuous Petri Nets) mohou pracovat s realnymi ¢isly, coz umoziuje
vytvaret simula¢ni model kontinualnich procesu, které se v praxi ¢asto vyskytuji. Jelikoz
V této praci jsou Spojité Petriho sité€ vyuzity, je jim vénovana samostatna podkapitola 2.3.

e Stochastické Petriho site (Stochastic Petri Nets) umoznuji simulovat nahodné procesy, které
probihaji s urCitou pravdépodobnosti. V praxi je lze vyuzit pro zjistovani spolehlivosti
raznych systémt, pravdépodobnosti vzniku riznych udalosti apod.

e Hybridni Petriho sité (Hybrid Petri Nets) v sob¢ zahrnuji diskrétni a spojité Petriho sité, coz
umoznuje simulovat soucasné¢ diskrétni i spojité procesy. Pouzivaji se napiiklad pro
simulaci vyrobnich procesii, kde samotny vyrobni proces je reprezentovan spojitou ¢asti a

ovladaci prvky casti diskrétni.

2.3. Spojité Petriho sité

Pro feSeni naseho matematického modelu, ktery zahrnuje soucasné dynamiku chemickych
reakci a difuzi clusteru, potfebujeme Spojité Petriho sité, ve kterych budou mista oznacena
realnym &islem, které udava mnozstvi piislusné latky. Casovou zménu této latky uréuje
ptechod, do kterého (nebo ze kterého) sméfuje orientovana hrana a je ddna feSenim piislusné

diferencialni rovnice.

Spojité Petriho sité (Continuous Petri nets) pak mizeme definovat matematicky jako

¢tvefici N = (P, T, Pre, Post) kde:

e P je mnozina mist (places) reprezentovana kruznicemi (viz obrazek 2.2), |P| = m je
pocet vSech mist;

e T je mnoZina pfechodi (transitions) reprezentovana useckami nebo obdélniky, |T| =n
je pocet vSech ptechodu;

e Pre:PXxT — R{ je pre-inciden¢ni funkce, kterd specifikuje hrany vedouci z mist
k pfechodiim,;

e Post:T XxP — R{ je post-inciden¢ni funkce, kterd specifikuje hrany vedouci od

pfechodl k mistim.
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Na obrazku 2.2 je jednoduchd Spojitd Petriho sit, kterd simuluje casovou zménu

koncentrace radikala H*, OH* a molekuly, H, O pfi reakci

H* + OH* > H,0. (2.1)

WHHOH)

@

Obrazek 2.2 Simulace reakce radikald H a OH za vzniku molekuly vody

Za ptedpokladu, ze H, OH a H20 oznacuji koncentrace radikalt H*, OH*® a molekuly H,0

muizeme ubytek radikali a pfirtstek molekuly vody popsat nasledujicimi diferencidlnimi

rovnicemi:

dH

M H.oH, (2.2)
dt

dOH

——=—-k-H"-0OH, (2:3)
dt

dH,0
2 —k-H-OH, (2.4)
dt

kde k je rychlostni konstanta reakce mezi radikaly H* a OH". Diferencialni rovnice (2.2) a (2.3)
predstavuji ubytek koncentrace radikaltt H* a OH*, kdezto diferencialni rovnice (2.4) popisuje

ptirtistek koncentrace molekul vody.

Ve Spojitych Petriho sitich je zména koncentrace radikalt H*, OH* a molekuly H,O teSena
pomoci piechodu T(H+OH) (viz obrazek 2.2) tak, ze:

dH (2.5)
yTi T(H + OH),

dOH

7 = —T(H + OH), (26)
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dH,0 (2.7)

—— =T(H + OH),
kde T(H+OH) je vyjadieno vztahem
T(H+ OH) = k- H - OH. (2.8)

To, jestli tento piechod vyjadfuje ubytek nebo pfirtistek latky uruje smér orientované
hrany, kterd tento ptechod spojuje s prislusSnym mistem. Jestlize orientovana hrana sméiuje do
piechodu, pak zpiisobuje tento piechod ubytek koncentrace, kdezto v opacném piipad¢ jeji
ptirtistek. Pouzitim vice pfechodi a mist pak mizeme simulovat vice soucasn¢ probihajicich

chemickych reakei.
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3. Radiolyza vody

Studium radiolyzy vody neni jednoduchou zalezitosti. Pomérn¢ podrobny rozbor lze nalézt
v praci (SAUER, 1978; NAVRATIL, 1985; PIKAJEV, 1986; BUXTON, 2001; BUXTON,
2004; UEHARA, 2006; WATANABE, 2001; LE CAER, 2011). Zde uvedeme pouze kratky
prehled.

3.1. Mechanismus predani energie

Vysokoenergetické Castice ztraceji svou energii v disledku srazek s ¢asticemi prostiedi, kterym
prochazeji. Obecné mohou byt srazky pruzné (kineticka energie se zachovava, vnitini stav
srazejicich se Castic se neméni) nebo nepruzné (Cast kinetické energie se spotfebuje na zménu
vnitiniho prostfedi srazejicich se ¢astic).

Nabité cCastice interaguji s atomy prostfedi v disledku elektromagnetickych interakeci.
Primérné ztrata energie na jednotku drahy castice —Z—i se nazyva linearni pienos energie
(LPE, angl. LET - linear energy transfer). Zavisi pfedev$im na naboji ¢astice Z a na jeji rychlosti

v. Obecné je LPE umérny elektronové hustoté prostiedi n,:

dE  Z2.m, (3.1)
_E - 172 f(vl W);

kde f (v, W) je funkce rychlosti ¢astice a primérné ioniza¢ni energie W molekul prostiedi. LPE

roste v potadi:
rychlé elektrony < pomalé elektrony < castice alfa < stépné trosky (viz tabulka 3.1).

Interakce rychlych elektront s atomy prostfedi probihd vétSinou (z 95%) jako nepruzna
srazka: Cast kinetické energie se odevzda na excitaci a ionizaci atomu (viz podkapitola 3.2) a
¢ast se prendsi na kinetickou energii atomu a na uvolilovany elektron. Pivodni elektron
pokracuje v pohybu se zmensenou rychlosti a zménénou hybnosti (smérem pohybu). Pti jedné
srazce se pramémé odevzdava asi 40 eV energie (vizNAVRATIL, 1985). I kdyz mohou vznikat
vys$$i excitované a ionizované stavy, excitacni energie atomu jsou fadové 2-7 eV a ionizaéni
energie 5-15 eV, z ¢ehoz plyne, Ze vétsi Cast energie se pienasi na sekundarni elektrony,
uvoliiované pii ionizaci. Sekundarni elektrony proto disponuji dostatecné velkou energii, aby
pokracovaly v procesu za vzniku tercidlnich a dalSich elektroni. Jejich energetické spektrum se
nazyva degradacni spektrum elektrond. Pruzné srazky (s atomovymi jadry) tvoii pouze asi 5%

srazek rychlych elektrond.
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Tabulka 3.1 Hodnoty LPE ve vodé (pievzato z NAVRATIL, 1985)

Druh zafeni LPE (eV.nm™)

Teoreticka minimalni hodnota pro rychlou nabitou 0,18
Castici z (2)

rychlé elektrony (1-2 MeV) 0,2
stiedné rychlé elektrony (10 keV) 2,3
pomalé elektrony (100 eV) 20,0
protony (1 MeV) 25,0
protony (10 MeV) 4,7
deuterony (10 MeV) 8,2
Castice alfa (10 MeV) 55,0
Stépné trosky (100 MeV) 1800

Pfi interakci zafeni X nebo gama dochazi k Gplnému nebo alespont zna¢nému odevzdani
energie sekundarnimu elektronu, ktery dale rozptyluje svou energii srazkami popsanymi vyse.
Ptedpoklddame, ze pfeddvani energie se nedéje v daném prostoru spojité, nybrz v urcitych
malych od sebe oddélenych oblastech (clusterech). Lze fici, Ze jiz zminéné radikdlové clustery
vznikaji v podstaté pfi pfenosu energie husté ionizujicimi konci drah sekundarnich elektronii.
Elektron o energii 6 keV ztrati energii pfiblizné na draze 1 um. Elektron 1,5 keV ztrati energii
asi na draze 20 nm a elektron 1 keV na draze asi 10 nm, coz jsou ovSem z véEtsi ¢asti jiz tak malé
energie, kdy Kionizaci bude dochazet jen s velmi malou pravdépodobnosti. Za oblast
efektivniho radikalového clusteru, ktery mize mit biologicky dopad, miizeme proto
povazovat rozmér piiblizn¢ 20 - 30 nm. Oblast 20 - 30 nm budeme proto povazovat za
ptibliznou velikost efektivniho radikalového clusteru. Prostorové rozloZeni téchto clustert a

jejich hustota zavisi pro dané prostfedi na velikosti davky zatfeni.

V dalsich naSich analyzach budeme proto vychazet z velikosti efektivniho clusteru
20 - 30 nm, jenz byl vytvoien kone¢nou casti jednotlivych primarnich nebo sekundarnich
elektrond. Radikalové slozeni téchto cluster bude pak zaviset na konkrétnim vodnim prostredi.
Jejich hustota a cetnost bude pak déna druhem ionizujici Castice a predanim davky v jejim

konci.

Pii interakci zafeni X (nebo gama) v misté s nejvyssi elektronovou hustotou atomu,
(zejména na 1s a 2s orbitalech) dochdzi k odevzdani energie kvanta gama pfisluSnému

vnitinimu elektronu; vznika

fotoelektricky jev.
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Jeho pravdépodobnost silné zavisi na protonovém &isle atomt a je umérna piiblizné Z°.
Zatreni X pii fotoelektrickém jevu (fotoefektu) zanikd, jeho energii zmensenou o vazebnou

energii v atomu prebira sekundarni elektron.

Zateni gama s energii 0,6 — 2 MeV interaguje pak se slabé vazanymi (valenc¢nimi) elektrony
jako s ,,volnymi”; vznika
Comptonuyv rozptyl.
Pti Comptonové rozptylu (viz obrazek 3.1) ztraci kvantum zafeni gama znacnou ¢ast své
puvodni energie, zbyvajici energii piebira uvolnény, tzv. Comptonuv elektron. Energie (E)
rozptylenych kvant gama lezi v intervalu

Eoe (3.2)

E )
2+ =2£
EY

E,>E >

kde E,, je plivodni energie kvanta gama, E, . je klidova energie elektronu (0,51 MeV). Je-li
E, » E, . , pak energie rozptylené¢ho zafeni gama lezi nad hodnotou 0,25 MeV a naopak, energie

Comptonovych elektronil je pfiblizn¢€ pod hodnotou E,, = 0,25 MeV.

Pfi vysokych energiich zafeni gama se stdva charakteristickym typem interakce zareni

v oblasti jader s vysokym nabojem
Tvorba elektronovych pari
(elektron - pozitron).

Ze zakona zachovani energie vyplyva, Ze minimalni zafeni gama musi byt 1,02 MeV.

Prakticky pfevlada tvorba parii az pfi mnohem vysSich energiich zafeni X nebo gama.

/

Odrazeny
Dopadajici ) elektron
A Odrazeny

foton

As

Obrazek 3.1 Comptonav rozptyl
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3.2. Excitace a ionizace molekul, vznik radikalt

Dusledkem pfenosu energie zafeni na Castice latky, kterou zareni prochazi, je vznik elektronové

vzbuzenych (excitovanych) molekul, coz 1ze symbolicky zaznamenat nasledujici rovnici
M - M* (3.3)
a vznik ionizovanych molekul

M- M*"+e. (3.4)

A4

2-3 eV. Na rozdil od fotochemické excitace, pti které se budi hladina odpovidajici frekvenci
absorbovaného svételného kvanta, proces (3.3) radiacni excitace vede k vybuzeni Sirokého
spektra energetickych stavil, a to zejména v oblasti vyssich energii, odpovidajicich ultrafialové
oblasti a ioniza¢nimu kontinuu. Pfi excitaci pomalymi (degradovanymi) elektrony s energii asi
3-300 eV roste pravdépodobnost toho, ze elektrony budou excitovat molekuly se soucasnym

,rozparovanim” elektronovych spint, tj. do stavii se zvySenou multiplicitou.

PtevySuje-li absorbovana energie ionizacni energii (viz tabulka 3.2), dochazi k uvolnéni
vngjsiho elektronu, ionizaci. Vznikajici ionty jsou pfevazné nestabilni, protoze jde o iontové
radikdly, a za pfitomnosti volného elektronu se rychle zpétn€ neutralizuji na excitovanou
molekulu (tzv. geminalni rekombinace). Ukazalo se, Ze pravdépodobnost ionizace je zhruba
1/3, tj. pomér M*: M™* je priblizné 2:1. Dé&je (3.3) a (3.4) probihaji za dobu asi 10-® a7 10-%%s

a oznacujeme je za fyzikalni stadium radia¢né-chemickych reakci.

Obecné plati, Ze ptechod od elektronového vzbuzeni k vibraénimu miize znamenat disociaci
molekuly, vétSinou homolytickou, jde tedy o symetrické rozdéleni vazebného elektronového
paru

(R1 — Ry)" = RiR;. (3.5)

Homolytickou disociaci vznikaji volné radikdly R; a R;. Proces vibra¢niho vzbuzeni
a disociace probéhne za dobu trvani jedné vibrace (1071 - 107'%s), ve viceatomovych
molekulach az za 107%. Je to obvykle kratdi ¢as, neZ je doba srazek mezi sousednimi
molekulami (10!! - 107!%s v kapalinach a az 10~'%s v plynech), avak ¢ast vzbuzenych molekul
ptece jen rozptyluje svou excitacni energii béhem srazek s jinymi molekulami. Pfenos excita¢ni

energie mize probihat mezi stejnymi molekulami
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M*+M- M+ M* (3.6)
nebo riznymi molekulami
M+ M, - M, + M. (3.7)

Iontové radikdly, vznikajici podle schématu (3.4), disociuji podobné jako elektronové
excitované molekuly. Jejich disociaci vznikd obvykle stabilni molekuldrni ion a neutralni

radikal
(Ri —Ry))'* > R{ +R;. (3.8)
Vznik radikalového iontu a neutralni molekuly je daleko fidsi.

Tabulka 3.2 Prvni ioniza¢ni energie nékterych atomi a molekul v plynné nebo tuhé fazi

(ozn. (s)) (NAVRATIL, 1985)

Energie Energie
Molekula | (8V) | (kJmol™) | Molekula | (V) | (kJ.mol™)

He 24,58 | 2368 02 12,08 | 1164

SF6 19,30 | 1859 Br2 10,55 | 1016

Ar 15,76 | 1518 C2H50H 10,50 | 1011
N2 15,60 | 1503 C6H6 9,24 890
H2 15,43 | 1486 Au 9,22 888
Kr 14,00 | 1348 Li 5,40 520
Co2 13,79 | 1328 Cs 3,89 375
CH4 13,04 | 1256 Si(s) 1,09 105
H20 12,59 | 1213 Li+vSi 0,033 |32
Li+v Ge 0,0093 | 0,9

3.3. Radiacné-chemické reakce

Ptihlédneme-li k mechanismiim pfenosu energie, projevuje se priachod jaderného zateni latkou
jako odevzdéavani energie této latce - absorpce energie latkou. Specifickym projevem absorpce

energie vysokoenergetického zafeni je ionizace latky.

Celkova energie zafeni absorbovana v jednotkovém mnozstvi latky se nazyva absorbovana
davka nebo jen davka (D) a definuje se jako pomér stfedni energie AE;, ionizujiciho zafeni,
ktera se absorbovala v objemovém elementu latky o hmotnosti Am:

_AE, (3.9)

D = )
Am
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Jednotkou davky je gray (Gy), 1 Gy = 1 J.kg !. Davkova rychlost D* je stfedni prirGistek
davky AD v ¢asovém intervalu At
AD (3.10)
D* =—.
At
Jeji jednotkou je gray za sekundu (Gy.s '= W.kg™).

Radia¢né-chemické reakce jsou chemické reakce vyvolané ionizujicim zafenim. PtiCinou
vzniku novych latek pfi ozafovani jsou procesy, které probihaji po absorpci energie zafeni.
V piipadé, ze se vznikajici produkty navzajem neovliviluji, je latkové mnozstvi urcité vznikajici

latky An imérné absorbované energii AE)
An = f.AEp . (3.11)

Ze vztahti (3.9) a (3.11) plyne, e pfiriistek koncentrace produktu (Ac = An/V mol.dm™)
je umérny davce zareni
Ac=f.p.D, (3.12)

kde f je koeficient imérnosti a p je mérna hmotnost (p = Am/V). Rychlost priristku

koncentrace produktu je umérna davkové rychlosti

Ac (3.13)

— =f.p.D".
A7 fp

Velic¢ina f ze vztahu (3.11) je rtuzna pro ruzné latky a charakterizuje pomér mnozstvi
vytvorené latky k absorbované energii, tj. vytézek reakce vzhledem k dodané energii (mol.J ™).
Historicky se stiedni vytéZek radia¢né-chemické reakce definuje jako stiedni pocet N Castic
(molekul, iontt, radikali apod.), ktery vznikne po absorpci 100 eV energie ionizujiciho zafeni

v latce a oznacuje se symbolem G

AN (3.14)
— . -1
G =100 AED(eV ).

To znamena, Ze po absorpci AE,, (eV) energie vznikne AN = G.AE, /100 molekul a pro
energii AE, v joulech to bude

G.AEj (3.15)

AN = .
100.1,6.10°1°

Protoze AN = N,.An = 6,023.10%3An, bude

An = 1,04.1077G.AE, , (3.16)
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tj. pfi uvedené definici G ma konstanta f ve vztazich (3.11)-(3.13) hodnotu 1,04.107'G
a muzeme psat
Ac =1,04.1077G.p.D (3.17)
a dale

Ac (3.18)
— =1,04.10"7G.p.D".
At o

Naptiklad, je-li stfedni radiacné chemicky vytézek produktu pfi ozatfovani latky s hustotou
p = 1kg dm™3 davkovou rychlosti D*= 1Gy.s™! roven 1 molekula/100eV, vznika tento produkt

s rychlosti prirtistku koncentrace 1,04.107" mol.s™!.

3.4. Radiolyza vody a primarni reakce radia¢nich produktu
Absorpce zéateni vede primarné k ionizaci molekul vody (ionizaéni potencidl ¢ini 12,56 eV):
H,0 - H,0% +e™. (3.19)
lont H,0* se mize rozpadnout a produkovat radikaly OH*:
H,0* - H* + OH". (3.20)

Pti dopadu fotonu o energii asi 7 eV se molekula vody excituje a jeji nasledné disociace

vede opét k tvorbé radikalt OH® a H":
H,0 - H,0" - H* + OH". (3.21)
Elektron uvolnény podle reakce (3.19) se vaze na molekuly vody
e” + (H,0), — egq (3.22)
a elektrony e, se pak podileji také na tvorbé radikalii vodiku H*:
eaq + H,0 > OH™ + H" . (3.23)

Elektrony e;, mohou v této formé existovat pomémé dlouho. VZilo se pro né oznaceni -
hydratované elektrony. Ve stavu po zachyceni molekulou vody mohou difundovat na znacné
vzdalenosti a reagovat s kritickymi biomolekulami. Spolu s hydratovanymi elektrony eg,
vykazuji znacnou toxicitu téz radikdly OH* a H*. Hydratované elektrony a radikdly OH* a H®

se souhrnné oznacuji - vodni radikaly.

Z experimentalnich dat (viz napf. obr. 6.17) vyplyva, ze pritomnost kysliku v roztoku musi
pfi ozéfeni nutn€ zvysovat toxicky uc¢inek; kyslik je nepochybné zdrojem agresivnich radikald,
které mohou vznikat nasledujicimi reakcemi:

19



e +0,-0"+0" (3.24)
minimalni energie - 4 eV, maximum vytéznosti - 8 eV.
Cast tdchto radikalti okamzité reaguje ve vodnim prostiedi za vzniku novych radikali:
0° - H,0 > H' +HO;, (3.25)
0~ - H,0->H" +HO, . (3.26)

Dale vznikaji kyslikové radikaly reakcemi:

€aq + 0, —» 07, (3.27)
07 + H;0* - HO;, (3.28)
H*+ 0, > HO;, (3.29)
HO3 - H;0% + 05 . (3.30)

Pti nizké koncentraci O, pti pH7 je podporovana disociace (3.30). Pti vyssi koncentraci O,
je naopak podporovan vznik radikaltt HO; podle reakce (3.29) (viz napi. PIKAJEV, 1986).

Po probéhnuti téchto reakci dochazi k rekombinac¢nim reakcim za vzniku molekularnich
produkti H,, H,0 a H,0,. Ptislusné reakce spolu s rychlostnimi konstantami jsou uvedeny

v tabulce 3.3. Vzniklé radikaly jsou velmi reaktivni a reakci s funkéni skupinou DNA zptisobuji

jednoduchy zlom na Sroubovici této molekuly (viz podkapitola 4.5).
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Tabulka 3.3 Rekombinacni reakce (BUXTON, 2004 a CHATTERJEE a kol., 1983)

Reaction Rate constants
(dm3.molts?)
1. H*+H > H, 1 x 101
2. eqq+H —» H,+OH™ 2.5 x 101
3. eqq +eaq = H+20H™ 6 x 10°
4. eqq +OH' > OH™ + H,0 3 x 101
5. H*+OH* - H,0 2.4 x10%
6. OH®*+ OH* - H,0, 4x10°
7. H30" + ez, » H'+H0 2.3 x10%
8. H;0t+0H™ - H,0 3 x 10
9. H'+ H,0, > H,0+ OH® 1 %108
10. eqq + H,0, > OH'+ OH™ 1.2 x 1010
11. OH* + H,0, » H,0+ HO; 5% 107
12. OH*'+H, > H,0+H" 6 x 107
13. HO; + H* > H,0, 1 x 10%°
14. €aq +0; > 03 + H,0 1.9 x 101
15. HO; + 0OH' > H,0 + 0, 1 x 10%°
16. HO; + HOS »  H,0, + 0, 2 x 108
17. H +0,-> HO; 1 x 10%
18. 0; + H;0* - HO; 3 x 101
19. H,0 » H;0" +OH~ 5.5% 10
20. HO; —» H;0% +0; 1 x 108

21



4. Biologicky ucinek radiolyzy vody

Pti studiu biologického ucinku ionizujiciho zaieni bylo zjisténo, ze lze rozlisit dva zakladni
typy radia¢niho pasobeni. Jedna se o primé a neprimé pusobeni. Takova klasifikace je
zdivodnéna na molekularni urovni, kde je nejvétsi pravdépodobnost rozliSeni obou efekta.
Protoze se ukazuje, Ze jisté molekuly jsou dulezité pro zivot buiiky, budeme o nich mluvit jako

o kritickych biomolekulach.

Jak jiz bylo dfive naznaceno, za tyto molekuly je nutno povazovat molekuly DNA
chromozomalniho systému. Ve shod¢ s obecnym nazorem budeme dvojné zlomy fetézce DNA

povazovat za rozhodujici faktory letalniho ucinku.

Piimym ucdinkem (viz napt. MICHAELS, 1978) se rozumi absorpce zaieni v molekule
DNA, ktera se timto zafenim poskodi. Daleko castéjsi je vSak poskozeni molekuly DNA
,,z vngjsku”, tj. poskozeni nepiimym tcinkem, kdy se absorpce zafeni tyka jinych molekul a
k poskozeni biomolekuly dojde v disledku naslednych reakci. Dosavadni prace, které takovéto
mechanismy studuji, vychazeji vSak pievdzné z ptedstavy rovnomérné distribuce piedané
energie a pouzivaji klasické metody feSeni Casového vyvoje takovych soustav, které jsou
zaloZzeny na homogenni koncentraci produkti radiolyzy (viz napi. CHATTERJEE, 1983).
Energie pfedavana jednotlivymi ionizujicimi ¢asticemi neni vSak rozdélena homogenné a
biologicky ucinné jsou predev§im shluky radikala (clustery), které se vytvafi v oblasti s

vétsimi lokalnimi ptenosy energie (BEUVE, 2009).
4.1. Faktory ovliviujici radiobiologicky u€inek

I kdyz absorbovana davka je zatim vSeobecné brana za jeden z dulezitych faktora, ktery uréuje
miru biologického Uc€inku zatfeni na zivou buiiku, zejména pii jednorazovém ozateni, miize byt
tento U€inek velmi vyrazné ovlivnén téz celou fadou dalSich faktorti; né€které z nich se vztahuji
na vlastnosti ozafovaciho svazku (faktory fyzikalni), jiné na chemické sloZeni ozafované tkané

(chemické faktory) a dalsi na vlastni typ bunky (faktory biologické).

Z fyzikalnich faktoru lze za hlavni povaZovat davkovou rychlost a linearni prenos
energie. Studium zavislosti vysledného u¢inku na obou téchto faktorech piedstavuje dtlezitou
cestu k pochopeni pfislusnych radiobiologickych mechanismi. U davkové rychlosti jsme
ovSem Vv praktickych ptfipadech omezeni na pomérné tizky interval hodnot, takze pti 1é¢ebnych
aplikacich neni tento faktor zatim pfili§ podstatny. Mnohem dileZitéj$i je v tomto ohledu
linearni ptenos energie (LPE), jenZ je definovan jako mnoZstvi energie, kterou pfeda tkani
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Castice dopadajiciho zafeni na jednotkové délce drahy. Pfitom je nutno si uvédomit, Ze u svazku
nenabitych ¢astic (napf. u fotoni a neutronit) je faktor LPE dan vlastnostmi sekundéarnich ¢astic,
jimZ je pfedana energie pfi primarnich (resp. dalSich) interakcich. K vyjadfeni vlivu tohoto
faktoru se zavadi tzv. relativni biologicka ucinnost (RBU), jez je definovana jako pomér
davky standardniho zafeni X nebo gama k davce zareni s jinym LPE, jiz se dosahuje stejného
biologického tcinku.

u nekterych druhti zéfeni je biologicky t¢inek mnohem vétsi, obsahuji-li buiky kyslik, nezli
u bunék anoxickych. Zavadi se tzv. kyslikovy pomér (KP), ktery je definovan jako pomeér
davek, jimiz se dosahuje stejného ucinku u bunék anoxickych a u bunék, jez jsou v rovnovaze
se vzdusnym kyslikem. Velikost KP zavisi na druhu pouzitého zafeni, charakterizovaném
faktorem LPE; je vétsi u zéfeni s niz§Sim LPE. Vzhledem k tomu, Ze solidni nadory obsahuji
zpravidla anoxické buiiky, miize byt u zafeni s nizkym LPE jeho ni¢ivy Gc¢inek na zdravou tkan

Casto véEtsi, nezli na bunky nadorové.

K chemickym faktorim se ov§em kromé¢ kysliku fadi vliv dalSich latek, jez lze vpravit do
ozafovanych tkéani. Podle svého slozeni mohou tyto latky biologicky ucinek na buniky daného
typu jak zvySovat, tak i snizovat; mluvime o radiosenzitivnich nebo radioprotektivnich

latkach.

Utinnou cestou k efektivnimu vyuziti viech zminénych faktorti v klinickych aplikacich je
nepochybné usili o nalezeni odpovidajicich matematicko-fyzikalné-chemickych modeld, jez by
pokud moZno detailné reprezentovaly cely mechanismus biologického uc¢inku zéafeni v buiice

I tkani a tak umoznily studovat jeho ovliviiovani v riznych jeho fazich.

4.2. Trifaze radiobiologického mechanismu

Dopadaji-li ionizujici ¢astice do latkového prostiedi, preddvaji mu postupné svoji energii.
K ptfedani energie dochazi pfi dob¢hu ionizujicich ¢éastic za vzniku radikalového clusteru.
Jedna-li se o prostiedi biologické, mize ptitom dojit k vyraznym biologickym reakcim. Jelikoz
je buiika sloZena z vétsi €asti z vody, dochazi ke vzniku agresivnich radikall prostfednictvim
radiolyzy vody. Omezime-li se na mechanismus v jednotlivych bunikach, lze cely proces

rozdélit do tfi postupnych fazi:
a) vlastni pfenos energie z ¢astice na latkové prostiedi (faze fyzikalni);
b) vznik primarnich poskozeni (faze fyzikalné-chemicka);
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c) reparace vzniklych poskozeni a inaktiva¢ni mechanismus v buiice (faze biologicka).

Procesy prvni faze jsou jednoznacné urCeny vlastnostmi dopadajicich ¢astic a fyzikalnim
a chemickym slozenim daného prosttedi. Dochazi ptitom k ionizaci a excitaci molekul, z nichz
je bunka slozena a ke vzniku riiznych ionta a radikall, jez pak mohou vyvolat dalsi chemické
reakce a naruseni Zivotné dilezitych center. Ukolem studia prvni faze je stanovit pokud mozno
detailni strukturu jednotlivych aktii pfedavani energie, nebot’ jejich charakter i hustota ovliviiuji

nepochybné podstatnym zpisobem vychozi podminky druhé faze.

Do druhé faze fadime procesy, v nichZ se uplatiiuje difuze a chemické reakce radikall a
iont, které vznikly v radikalovém clusteru pii pfedani energie z ¢astice do vodniho prostiedi.
Ihned po vzniku radikalového clusteru dochazi k difuzi radikali do okoli a soucasné i k jejich
chemickym reakcim. Tyto agresivni radikaly pak mohou zputsobit poskozeni dilezitych

biomolekul.

Do treti faze patii procesy, které jsou uvedeny v ¢innost t€émito poSkozenimi a jejichZ cilem
je vznikla poskozeni napravit. Je nepochybné, ze v druhé a treti fazi se vyraznym zpisobem
muze uplatnit téz vliv dalsich pridavnych latek, které mohou biologicky ti¢inek radikalt snizit
(radioprotektivni latky) anebo zvysit (radiosenzitivni latky). Studium téchto fazi by mélo
smétovat ke stanoveni podilu jednotlivych reakei a mechanismil na vysledném letalnim uc¢inku
s cilem vyuzit ziskanych poznatkt k ptipadné modifikaci biologického ti¢inku zateni pomoci

radiosenzitivnich nebo radioprotektivnich latek v klinickych aplikacich.

Potfebné zakonitosti uplatiiujici se v jednotlivych fazich nelze ovSem stanovit bez pomoci
vhodnych matematicko-fyzikalnich model, nebot' je to dulezita cesta, jak analyzovat
mikroskopické mechanismy na zakladé makroskopickych méfeni. V tomto ohledu se mize
v radiobiologii uplatnit cela fada technik a postupti obvyklych v riznych fyzikalnich oblastech,

zejména v useku nuklearni a subnukleédrni fyziky.

v

4.3. Vliv kysliku na vysledny radiaéni ucinek

Pojem Kyslikovy efekt oznacuje fakt, Ze radiacni senzitivita makromolekul a biologickych
systémi ozafenych za pfitomnosti kysliku nebo vzduchu je obecné vyssi nez pii ozatovani
V inertni atmosfétre. Uvedené tvrzeni se tyka ionizujiciho zafeni. Tento jev ma znaény vyznam
pro vysvétleni molekuldrni podstaty radiacniho poSkozeni a tedy pochopitelné v dal§im kroku

1 pro praktické aplikace v mediciné.
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Kyslikovy pomér (KP) je pomér citlivosti v anaerobnich a aerobnich podminkéach. Podle
Alperové (viz ALPER, 1956) mize byt zavislost kyslikového poméru na koncentraci kysliku

0, popsana vztahem

mo[0,] + K (4.1)

KP[0,] = 0, +K

kde mo je maximum KP pii vysoké koncentraci kysliku a K je konstanta, kterou lze uréit

experimentalne.

Zakladni  rysy kyslikového efektu mohou byt shrnuty takto (viz KIEFER,
1975):

1. Kyslik musi byt pfitomen béhem ozafovani. Jestlize je dodan nékolik milisekund
po expozici, nevykazuje zadny ucinek.

2. Kyslik modifikuje biologicky ti¢inek dané davky.

3. Kyslikovy efekt je omezen na ionizujici zafeni.

4. Velikost kyslikového efektu zavisi na povaze zafeni; snizuje se s rostoucim linearnim
pfenosem energie LPE.

5. Ochranné latky a senzitizéry snizuji maximum ziskatelného KP.

Lze ptedpokladat, ze existuje jeden nebo vice typi biomolekul, jejichz neporusenost je
podstatna pro reprodukéni schopnost buniky. Zateni mtize molekuly poskodit jednak pfimym
pusobenim, jednak neptimo prostfednictvim volnych radikali vytvofenych po absorpci energie.
Poskozené molekuly se mohou ztcastnit dalSich fyzikalné-chemickych reakci nebo mohou byt
opraveny. Podle (KIEFER, 1975) je nutno pro objasnéni role kysliku zvazovat tyto Ctyfi

moznosti:

1. Kyslik méni vlastni citlivost riznych typt molekul, tj. existuji biomolekuly, které jsou
velmi citlivé v kysliku a relativné odolné, pokud kyslik neni pfitomen. To znamena, ze
za bezprostiedni biologicky t¢inek jsou zodpovédné rizné biomolekuly podle toho, jestli
se ozafovani déje v kysliku nebo dusiku. Lze rozliSovat proto poSkozeni typu O nebo N.

2. Kyslik reaguje s primarnimi radikaly pfedtim, nez dosdhnou biomolekul, a tak méni
rozsah nepfimého ucinku.

3. Kyslik se muze zucastnit bunécnych oprav napi. prostfednictvim energetického

metabolismu.
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4. Kyslik mtze reagovat s biomolekulou bezprostiedné po tom, kdy je primarné poskozena,

a tak ménit kvalitativné a kvantitativné fyzikalnéchemické reakce.

K témto mlze ovsem piistoupit paty bod - kyslik sam je zdrojem agresivnich radikala (viz
EWING, 1998), coz je vlastné jina interpretace mechanismu uvazovaného jako prvni moznost.
Pokud se zjist'uji uCinky zareni na molekuly DNA v nebiologickych materidlech, ziistavaji

pouze prvni dvé moznosti.

4.4. Primy u€inek a neprimy u€inek ionizujiciho zareni

Absorpce ionizujiciho zafeni ve hmoté se déje prostiednictvim riznych primarnich procest,
jako jsou napf. excitace, ionizace nebo elastické srazky. Primy ucinek je pak vysledkem
takovych primarnich procest v biomolekulach. V disledku toho je tieba zvazit biologickou
ucinnost jednotlivych absorpénich procest. Provedené experimenty ukazuji, ze ionizace nebo
jaderné srazky pusobi s vysokou pravdépodobnosti inaktivaci molekuly. Excitace naproti tomu
ma mnohem mensi biologickou G¢innost. Pro elastické jaderné srazky je navic charakteristickeé,
ze jejich ucinek neni ovliviiovan ochrannymi latkami. Pfimym ucinkem vznikaji s nejvétsi
pravdépodobnosti pouze jednoduché zlomy (JZ) tetézce molekuly DNA, pokud se nejedna

0 ionizujici ¢astice s velice vysokym LPE.

Neprimy ucinek piedstavuje absorpci zatfeni ,,vn€” biomolekuly. Dé&j neptimého plisobeni

lze rozdélit do tii fazi:

a) vznik volnych radikald, resp. radikalovych clustert,
b) difuze radikalovych clusterd,

c) interakce radikalovych clusterti s biomolekulou.

Nepiimy Ucinek je vyrazny zejména ve vodnich roztocich biomolekul, a jelikoZ voda je
pritomna prakticky ve vSech biologickych systémech, hraje v biologickych reakcich dilezitou

ulohu radiolyza vody a reakce primarnich radikalti vzniklych radiolyzou.

4.5. Vznik dvojnych zlomua

Ionizujici zafeni indukuje zlomy polynukleotidového (internukleotidového) fetézce jak ptimym
zpusobem, tak nepfimym plisobenim radiolytickych produktii. Pouzitim souasnych metodik je
nyni mozné po separaci obou vldken dvousroubovité DNA rozliSovat jednoduché zlomy (zlomy

vyskytujici se v jednom fetézci) od zlomli dvojnych. Dvojné zlomy vzniknou, kdyZ jsou obé
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vlakna zlomena na protilehlych mistech komplementarniho fet¢zce DNA; protilehlé zlomy

mohou byt o né¢jaky pocet nukleotidii posunuty.

Vznik dvojného zlomu je dan jako disledek dvou zlomi jednoduchych, vytvofenych bud’
soucasn¢ pii pruchodu jediné dopadajici Castice anebo dvéma Casticemi nezavislymi. Tyto
jednoduché zlomy vznikaji v urcitych kritickych mistech fetézce DNA, za néz se obvykle
poklada fosfatovd vazba; pocet kritickych mist na jednom fetézci je tedy mozno ztotoznit
s celkovym poctem nukleotidi N;. K vytvofeni dvojného zlomu mize ovSem dojit 1 kdyz
jednoduché zlomy jsou od sebe vzdaleny o urcity pocet bazi (resp. kritickych mist). Jak dlouhy
je tento usek je mozno odhadnout z korelaci mezi poctem dvojnych a jednoduchych zlomt pfi

ozéafeni roztoku DNA (viz LOKAJICEK, 1981,).

Pfi nepfimém ucinku vznikaji zlomy ucinkem agresivnich radikalt, které interaguji
s molekulou DNA (viz obrazek 4.1). K interakci molekuly DNA s radikaly dochazi tak, ze
Vv dostatecné blizkosti DNA vznikne dostatecné veliky energeticky cluster (tzv. efektivni
cluster). Vlivem ionizaci a excitaci vzniknou v clusteru radikdly H*, OH® a hydratovany
elektron eg,. Koncentrace radikalii se rychle snizuje difuzi, rekombina¢nimi reakcemi
a reakcemi radikald s okolnimi molekulami. Molekula DNA se pohybuje v prostiedi uréitou
rychlosti (tepelny pohyb molekul). Pokud DNA je anebo se dostane do oblasti s dostate¢nou
koncentraci radikalii, mize dojit k interakci DNA s radikaly a tim ke vzniku 1 vétSiho poctu

jednoduchych zlomi (JZ) fetézce DNA a v dasledku toho i ke vzniku dvojného zlomu (DZ).

HO2 ' H’
€% OH’

Cluster

Obrazek 4.1 Interakce radikalového clusteru s molekulou DNA

Necht stfedni pocet jednoduchych zlomu piipadajici pro danou davku na jedno kritické

misto je rg. Predpokladame-li, ze skuteény pocet zlomi je rozd€len poissonovsky, pak
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pravdépodobnost, Ze se v kritickém misté vytvoii alesponn jeden zlom, bude rovna (viz

LOKAIJICEK, 1981):

ps =1 —exp(-715). (4.2)

Necht déle stfedni délka kritické oblasti v druhém fetézci, v niz vznik jednoduchych zlomi
povede k vytvofeni zlomu dvojného, je rovna n (méfeno poctem kritickych mist).

Pravdépodobnost vzniku alespon jednoho zlomu v této oblasti bude pak rovna:
pn =1—exp(—r.n). (4.3)
Pravdépodobnost, ze v daném kritickém mist¢ vznikne DZ, bude pak rovna:
Pa = Ps-Pn - (4.4)
Je zcela opravnéné predpokladat, ze pro dany typ zafeni bude r, umérné davce a lze tedy
psat:
rs=psD+f, (4.5)

kde S vyjadiuje existenci spontannich jednoduchych zlomu, jez pii vétsich davkach D bude

zcela zanedbatelna; mize vSak ¢astecné ovlivnit ddvkovou zavislost pii malych D.

Rovnice (4.4) byla odvozena za ptedpokladu, Ze vSechny DZ vznikaji jako kombinace dvou
jednoduchych zlomd, vzniklych nezavisle (tj. pti prichodu dvou riznych ¢astic). Pro srovnani
s experimentalnimi daty je vSak nutno ptedpokladat, Ze alespon ¢ast DZ je vytvafena pfi
pruchodu jedné Castice; tato ¢ast bude rist linearné s aplikovanou davkou. Misto rovnice (4.4)

je tedy nutno pouzit obecnéjsi relace (opét za predpokladu poissonovského rozdéleni):
pa =1—exp(=rq), (4.6)
kde stfedni pocet dvojnych zlomu 1y pfipadajici na jedno kritické misto bude roven:
ra = —lg(1 = ps.pn) + pad. (4.7)

V ptipadé dostate¢né malych hodnot ps, p4 (resp. malych davek d) je mozno exponencialy
Vv (4.2), (4.3) a (4.6) rozvinout v mocninné fady a omezit se na linearni ¢leny, v takovém ptipadé

dostaneme:

Tq = pg = (psd + B)?n + Byd . (4.8)

Hodnoty parametri ps, f , n a p; miZzeme pak stanovit z méfeni zavislosti veli¢iny r; na

davce.
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4.6. Reparabilni a irreparabilni dvojné zlomy

Reparaci rozumime obnovu genetické aktivity poSkozené DNA, tzv. reparaCnimi mechanismy.
Reparace je zajiStovana enzymatickymi procesy, jimiZ jsou rozliSovany, ale také napravovany
razné typy poskozeni struktury DNA. Repara¢nimi mechanismy je poskozeny tisek DNA
uveden do ptivodniho stavu nebo opravena poskozena struktura tak, Ze je schopna replikace,
transkripce a translace. Nékteré z enzymi se jevi jako specifické pro reparacni procesy a jejich
evoluce je zdivodnitelnd ziejmé jako ochrana bun€k proti fyzikalnim a chemickym faktorim

vngjsiho prostiedi (zafeni, chemické latky mutagenni a karcinogenni povahy).

Podle Resnickova modelu (RESNICK, 1976) je reparace dvojnych zlomt v diploidnich
bunkach zaloZena na rekombina¢nim procesu mezi dvéma homologickymi chromozomy,

pokud alespoii jeden z téchto chromozomtl je v ptislusné oblasti neporuseny.

Budeme proto predpokladat, ze pokud se na dvojici chromozomil vyskytnou parova
poskozeni nejméné ve dvou odpovidajicich si homologickych segmentech, je nutno takova
poskozeni pokladat za irreparabilni. Pokud nejsou parové poskozeny homologické segmenty,

muze dojit k jejich reparaci.
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5. Matematicky model chemické faze radiolyzy vody

Prvni pokus vyfesit tento problém byl uc¢inén v praci (BARILLA, 1987). Pokusili jsme se
analyzovat jednotlivé procesy, které pti radiolyze vody probihaji. Vychazeli jsme piitom
z predpokladu, ze v blizkosti DNA vznikne cluster s N radikaly, které postupné ubyvaji

vzajemnymi rekombinacemi anebo interakcemi s molekulami prostfedi.

Takovy proces mize byt ovlivnén pfitomnosti dalSich latek a zejména pak molekularniho
kysliku. OvSem touto pfitomnosti mize byt téZ rozhodujicim zptisobem ovlivnéno i slozeni
radikalti v pivodnim clusteru. Byl navrzen jednoduchy matematicky model, s jehoz pomoci
bylo mozno stanovit ubytek jednotlivych radikali po urcitém kratkém casovém intervalu.
O zbyvajicich radikalech se pak predpokladalo, ze jsou zodpovédné za vznik ptislusnych JZ,

Z nichZ se parovym ucinkem vytvately DZ.

Tento zjednoduseny model byl pak aplikovan na data obsazena v praci (BLOK a LOMAN,
1973), kde byl stanoven pocet zlomt ve vodnim roztoku v zavislosti na rizném obsahu kysliku.
Byl pak uc¢inén pokus odvodit jednak velikost efektivnich clusterti a jednak podil jednotlivych
radikali na vzniku dvojnych zlomt pii rizné koncentraci kysliku. Hodnoty vSech volnych
parametri se ukazaly jako realistické (viz BARILLA, 1987), a proto bylo rozhodnuto
zdokonalit matematicky model tak, aby byl schopen vzit v Givahu i skutecnost, Ze v prubéhu
rekombinace dochazi k difuzi clusterovych radikalt, coz se v daném modelu neuvazovalo.
Zdokonaleni a rozsifeni modelu mélo téZ umoznit zahrnout vliv dalSich latek, které mohou

ovlivnit fyzikaln&-chemické procesy, na vznik DZ a tim i na cely radiobiologicky efekt.

Detailnéj$i model, ktery zahrnoval vliv rekombinace radikall a jejich difuzi byl vytvoren
v praci (BARILLA, 1994). Tento model bral v uvahu t¢inek radikala H*, OH* a HO; na vznik
poSkozeni DNA.

V préaci (BARILLA a LOKAJICEK, 2000) byl navrzen model, ktery bral v tivahu i u¢inek
hydratovaneho elektronu eg,. Difuze jednotlivych radikalt byla aproximovana difuzi stiedniho
clusteru.

V praci (BARILLA a kol., 2013) byl vytvofen matematicky model, ktery pomoci soustavy

diferencialnich rovnic fesil dynamiku chemickych rekci za soucasné difuze jednotlivych

radikalt. Byly pouZity tabulkové hodnoty difusnich koeficientii a rychlostnich konstant reakci.
Prace (BARILLA akol., 2014, BARILLA akol., 2015, BARILLA akol., 2016 a BARILLA
a kol., 2017) tesi dynamiku chemickych reakci a difuze pomoci Spojitych Petriho siti.
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5.1. Difuze a rekombinace radikalu

Po wvzniku radikdli v clusteru dochazi okamzit¢ k jejich postupnému ubytku vlivem
rekombinacnich reakci (viz tabulka 3.3) a soucCasn¢ i ke snizovani koncentrace radikala
vlivem difuze. Difuze je zptusobena koncentraénim spadem mezi clusterem a jeho okolim a

muzeme ji popsat rovnici

dc; 5.1
a_tl = DiVZCi , ( )
kde c; je koncentrace radikali i, t je ¢as a D; je odpovidajici difuzni koeficient. Plati, ze
ci=c(xyzt) (5.2)
a
2 2 2
VZCL. _ d Ci d Ci n d Ci (53)

a2 T ayr Yoz

Pro zafeni z nizkym LPE muizeme pro difuzi clusteru do okoli uvazovat sféricky
symetricky pripad (viz MOZUMDER a MAGEE, 1966 a PIMBLOTT a MOZUMDER,
2004). Jestlize r je vzdalenost od stiedu clusteru, pak plati:

r2=x%+y%+ 22 (5.4)
a
0%c; 20c; 1 0 ac; (5.5)
2, —_ A e et
vee or? + ror r20r (r 61‘)
Po dosazeni do rovnice (5.1) dostaneme
ac; 10 dc; (5.6)
— =D —— .2_)
ot "r2or (Tl or)’
kde
ci =ci(r,t). (5.7)

Pro trojrozmérny ptipad ma rovnice (5.6) feseni ve tvaru

a r? (5.8)
ci(ri,t) = —exp (— > :
JE 4D;t

Konstanta @ mé vztah k mohutnosti zdroje, tj. k po¢atecnimu poctu radikalti (oznacime
tento pocet N;). Protoze celkovy pocet molekul v soustavé zustava konstantni, musi pro
jakykoliv okamzik t platit
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N; = fooci(r, t) 4nridr, (5.9)
0
odkud po dosazeni za c;(r, t) z rovnice (5.8) plyne
N; = 8a |(n3D;”) (5.10)
a
al (5.11)

8\/ (T[Di)3 .
Po dosazeni do rovnice (5.8) dostaneme pak vysledné feseni ve tvaru

r? > (5.12)

ci(r,t) = —iexp <——
l 8,/(nD,)3 4D;t

Difuze radikalti do okoli clusteru ma za nasledek snizeni jejich koncentrace, coz ovlivituje

dynamiku chemickych reakei.
Pro simulaci chemické faze radiolyzy vody budeme vychazet z téchto piedpokladi:

1. Pro ozafovani vodniho roztoku bude pouzito zatfeni s nizkym LPE.

2. K ptedani energie dochézi v clusteru o velikosti nékolika desitek nanometrii.

3. Difuzi radikala clusteru do okoli budeme popisovat jako sféricky symetricky pripad
pomoci rovnic (5.6) a (5.12).

4. Cely proces popisu dynamiky chemické faze zacind po skonceni fyzikalng
chemické faze, pti které dojde k predani energie clusteru za vzniku radikala, které
pak reaguji mezi sebou a s molekulami okoli.

5. Soucasné s chemickymi reakcemi dochazi k difuzi radikalti do okoli clusteru, coz

ma za nasledek snizeni jejich koncentrace.

Difuzi radikalti do okoli clusteru lze také popsat tak, ze stanovime stiedni vzdalenost, do
niz radikaly prodifunduji za dobu t. Pravdépodobnost, ze radikal i za dobu t prodifundoval do
oblasti r a r + dr ozna¢ime p;(r, t)dr. Tuto pravdépodobnost vypocitame jako podil poctu
radikald i1 v oblasti mezi r a r + dr k celkovému poctu radikalt N;

c;(r, t)4mr?dr (5.13)

p;(r,t)dr = N,
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Sti‘edni vzdalenost, do niZ radikaly i prodifunduji za dobu t vypocitame podle rovnice

< (5.14)
() = f rpy(r, ) dr

0

a po dosazeni za p;(r, t) a c;(r, t) z rovnic (5.13) a 5.12) dostaneme:
< 2 (5.15)
7 (t) = LJ‘ r3exp (— _t> dr.

ResSenim této rovnice ziskame zavislost stfedniho poloméru 7; na Case t

Dt (5.16)
() = 4 (—)
I
Dosazenim rovnice (5.16) do rovnice
_ 4 5.17
Vi = §T[T'i3 ( )

dostaneme vztah pro vypocet stfedniho objemu V;, ktery zaujima cluster v dobé t, ve tvaru

Vi(®) 3

256 |(De? (5.18)
- ).

Vztahy (5.16) a (5.18) popisuji zménu stfedniho poloméru a stiedniho objemu clusteru

Vv zavislosti na Case a jejich derivace pak udavaji rychlost této zmény (viz (5.19) a (5.20))

ar, 2 (Di) (5.19)
dt Tt
a
dv, <th> (5.20)
— =128
dt T

Vidime, Ze vztahy (5.18) a (5.20) pro vypocet zavislosti objemu a jeho derivace na Case
nezavisi na poctu ¢astic v clusteru, nybrz pouze na difuznich koeficientech. To plati v ptipadé
malého poctu ¢astic v clusteru, kdy pocet ¢astic prubeh difuze prakticky neovliviiuje. U zafeni

s nizkym LPE je tento predpoklad splnén.
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Vzhledem Kk tomu, ze velikost clusteru je mala (nékolik desitek nm), lze uvazovat
koncentracni profil radikalii v clusteru jako Gaussovsky a miizeme zavést priamérnou
koncentraci ¢;(t) latky i:

N;(¢) (5.21)
[AGN

¢i(t) =

kde N;(t) je pocet Castic latky i v Case t a V;(t) je objem clusteru, ktery se méni v zavislosti na
case podle rovnice (5.18), coz muzeme pokladat za postacujici aproximaci pro simulaci

dynamiky chemického procesu v difundujicim clusteru.

Casovou zménu priamérné koncentrace jednotlivych latek ichemickymi reakcemi

muzeme vyjadfit jako soucet dvou Clentii

dcl(t) (5.22)

Z ICHOEWIHACEIOY

J.k#i

kde, k;; jsou rychlostni konstanty chemickych reakci. Prvni ¢len na pravé strané soustavy

obyc¢ejnych diferencialnich rovnic (5.22) piedstavuje ubytek radikall i jeho reakci s ostatnimi
radikdly a molekulami zatimco druhy c¢len ptedstavuje jejich pfirtstek vlivem chemickych

reakci latek j a k (viz tabulka 3.3).

Casovou zménu koncentrace €;(t) nahradime ¢asovou zménou poétu &astic N; (t), kterd je
pro analyzu chemické faze radiolyzy vody vyhodngjsi, protoze muizeme jednoduse do

dynamiky chemickych procesti zahrnout i difuzi jednotlivych radikald.
a4 (N©)_ ¥ o MON® ¥ O MO N (5.23)
de\Vi(6) - V@O V) L V(0 V(@)
Jj Jk#i

Po zderivovani a Gpravé dostaneme konecnou soustavu obycejnych diferencialnich rovnic

ve tvaru:

dN;(t) _ Ny(t) dV;(t) N; (H)N;(t) @ Ni (N, () (5.24)
dt V() dt : 70N V()zk VOV, (t)

Prvni ¢len na pravé strané soustavy obycejnych diferencidlnich rovnic (5.24) reprezentuje
zménu koncentrace radikalt i vlivem difuze ¢astic do okoli, zatimco druhy a tfeti Clen
ptredstavuje jejich ubytek (radikal i reaguje s ostatnimi radikaly a molekulami) a pfirdstek

(reakeci latek j a k vznika radikal i) vlivem chemickych reakci.
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Soustava obycejnych diferencialnich rovnic (5.24) a (5.20) popisuje dynamiku chemickych
reakci, kterd je zavisla na difuzi clusteru. Difuze clusteru ma za néasledek snizovani koncentrace

radikall, coz vede ke zpomaleni rychlosti chemickych reakeci.

Pro feSeni soustavy obycejnych diferencialnich (5.24) a (5.20) je zapotiebi stanovit
pocatecni podminky, které ziskdme na zdklad¢ experimentalnich dat. Jelikoz v nasem
matematickém modelu popisujeme chemickou fazi radiolyzy vody, budeme ptedpokladat, ze
zacatek celého procesu bude po skonceni fyzikalné-chemické faze (zacatek chemické faze),
kdy je dokonceno predani energie v clusteru za vzniku radikald H®, OH®, hydratovaného
elektronu ez, iontu H;0* a molekuly H,. Pocty téchto &astic jsou dany poate¢ni vytéZnosti
G°, ktera udava, kolik radikala vznikne pii pfedani energie 100 eV. Z toho lze pak vypocitat

pocatecni pocty pro konkrétni energii clusteru.

Pocatecni objemy Vi zavisi na mnozstvi pfedané energie. Difuzni koeficienty Dj a rychlostni

konstanty kij 1ze ziskat z literatury jako tabulkové hodnoty.

Pomoci Spojitych Petriho siti miizeme tyto soustavy vyjadiit ve formé

dN;(t) : 5.25
o =Ti- ZT(HJ') + Z T 529)

)i jk#i
avi(t) (5.26)

au v
kde

T, = 128 VO Dit 27

Lo Vi(t) T )
N;(t)N;(t) (5.28)

T =k —222
@i+ tj Vl(t)

—VOk® N; ()N, (8) (5.29)

7® ( ,
K V(OVe(t)

OR29)
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D3t (5.30)
Ty = 128 <#>
t T

N; je pocet radikalt, iont nebo molekul latky i a V; je objem, ktery tato latka zaujima.

V Petriho siti jsou N; a V; znazornény kruznicemi a piechody T; obdélniky (viz obrazek 5.1).

e Piechod (5.27) reprezentuje zménu koncentrace radikala i vlivem difuze ¢astic do okoli
podle prvniho ¢lenu na pravé strané rovnice (5.25).

e Piechod (5.28) vyjadiuje rychlost ubytku latky i pii reakci s latkou j podle druhého ¢lenu
na pravé strané rovnice (5.25).

e Piechod (5.29) vyjadiuje rychlost ptirtstku latky i pfi reakci latky j s latkou k podle tfetiho
¢lenu na pravé strané rovnice (5.25).

e Ptechod (5.30) vyjadiuje pfirtstek objemu latky i vlivem jeji difuze do okoli podle rovnice
(5.26).

© = O

T

©)
1

Tk

ONO)

-
O
©

Obrazek 5.1 Jednoducha Petriho sit pro simulaci obecného modelu

Na obrazku 5.1 je uveden pro nazornost jednoduchy piiklad Spojité Petriho sité, ktera
popisuje dynamicky proces ubytku latky i reakci s latkou j a naopak jeji piirtstek reakci latky

k s latkou | podle diferencialni rovnice

dN;(t) (5.31)
dlt = T+ + Tesn) »

kde ptechod T(;, j) je vyjadfen vztahem (5.28) a ptechod T, ) je urcen rovnici
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N ()N, (t) (5.32)

Tesry = Vil©Dkp ACIACK

Soucasn¢ s probihajicimi chemickymi reakcemi dochazi i1 ke zvétSovani objemi

Vi, Vi, Vi a V; jednotlivych latek vlivem jejich difuze do okoli podle rovnic

avi(t) (5.33)

BT T;,

av,e _ (5.34)
dt ”

v () _ I (5.35)
dt

dvi(t) (5.36)
i v

kde prechody T;, Tj, T, a T; jsou dany rovnicemi

D31 (5.37)
T, = 128 < ;T >

D3t (5.38)
T; = 128 <’7>

D3t (5.39)
T, = 128 (%)

D3t (5.40)
T, = 128 <#)

Pro Petriho sité plati, Ze pfechod T zptsobuje tbytek latky, jestlize:

a) Hodnota funkce tohoto piechodu je kladna.

b) Orientovana hrana spojujici misto s pfechodem smétuje od mista k piechodu.

Jestlize plati bod a) a orientovana hrana spojujici misto s pfechodem smétuje od prechodu

k mistu, pak tento prechod ma za nasledek prirtstek latky.



5.2. Vznik dvojnych zlomt na DNA

Z experimentalnich dat plyne, Ze alespoii v oblasti mensich davek roste pocet dvojnych zlomii
linearné s davkou. To znamend, ze dvojné zlomy musi vznikat jiz pii prichodu jednotlivych
Castic ozafovaciho svazku. Pouze v piipadé velmi vysokych davek mohou DZ vznikat jako
kombinace dvou zcela nezavislych JZ. Vznika tak otazka, jaky je skute¢ny mechanismus vzniku
DZ pfi prichodu jedné ionizujici ¢astice.

V piipad¢ vytvafeni DZ v zivych bunkach nelze v principu vyloucit, ze DZ vznika
v diasledku chybné opravy JZ. Takovy mechanismus vSak neptichéazi v uvahu v ptipad¢, ze jsou
ozafovany molekuly DNA ve vodnim roztoku. Pravdépodobnost vzniku DZ pfimym G¢inkem
ionizujici Castice je ovSem pfili§ mala. Je proto nutno predpokladat, ze ke vzniku DZ dochazi
kombinaci dvou zlomt jednoduchych vyvolanych agresivnimi radikaly. Aby vsak existovala
dostate¢né velkd pravdépodobnost vzniku takového paru JZ, musi se v blizkosti molekuly DNA
vytvoftit dostatecné veliky radikalovy cluster a je nutno se potom ptat, jaky miize byt vlastni
mechanismus vzniku DZ v takovém ptipad¢. Jak veliké radikalové clustery se v takovém
pripad¢ mohou efektivné uplatnit a jak se na tvorbé jednotlivych JZ podili ptislusné radikaly,
ptipadné jaky je podil pfimého ucinku dopadajicich ionizujicich ¢astic.

Ionizujici zafeni indukuje zlomy polynukleotidového (internukleotidového) fetézce jak
pfimym zplisobem, tak i nepiimym piisobenim radiolytickych produktii. Pouzitim souc¢asnych
metodik je nyni mozné po separaci obou vldken dvousroubovité DNA rozliSovat jednoduché
zlomy (zlomy vyskytujici se v jednom fetézci) od zloml dvojnych. Dvojné zlomy vzniknou,
kdyz jsou ob& vlakna zlomena na protilehlych mistech komplementarniho retézce DNA;

protilehlé zlomy mohou byt o néjaky pocet nukleotidli posunuty.

Vznik dvojného zlomu je dan jako disledek dvou zlomt jednoduchych, vytvofenych bud’
soucasn¢ pii pruchodu jediné dopadajici Castice anebo dvéma Casticemi nezavislymi. Tyto
jednoduché zlomy vnikaji v ur€itych kritickych mistech fetézce DNA, za néz se obvykle
poklada fosfatova vazba; pocet kritickych mist na jednom fetézci je tedy mozno ztotoznit
s celkovym poctem nukleotidl Ns. K vytvotfeni dvojného zlomu miiZe dojit, 1 kdyZ jednoduché

zlomy jsou od sebe vzdaleny o urcity pocet bazi (resp. kritickych mist).

Pfi nepfimém ucCinku vznikaji zlomy ucinkem agresivnich radikal, které interaguji
s molekulou DNA. K interakci molekuly DNA s radikaly dochazi tak, ze v jeji tésné blizkosti
vznikne dostate¢né veliky radikalovy cluster (tzv. efektivni cluster). Vlivem ionizaci a excitaci

vzniknou v clusteru radikaly H*, OH*, HO; a hydratovany elektron eg,. Koncentrace radikalt
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se rychle snizuje difuzi, rekombinacnimi reakcemi a reakcemi radikalt s okolnimi molekulami.

Molekula DNA se pohybuje v prostiedi ur¢itou rychlosti (tepelny pohyb molekul). Pokud se

DNA setka s difundujicim radikalovym clusterem brzy po jeho vzniku, mize dojit K interakci

DNA sradikaly a tim ke vzniku i vétstho poctu jednoduchych zlomt (JZ) fetézce DNA

a v dusledku toho i1 ke vzniku dvojného zlomu (DZ).

Pravdépodobnost vzniku jednoduchych zlomiit DNA zptsobenymi jednotlivymi radikaly

I vypocitame podle vztahi

kde a; jsou koeficienty ucinnosti radikalt i.

Celkova pravdépodobnost vzniku JZ je pak dana vztahem

p5=2pi+p1i
i

kde p; zahrnuje vliv pfimého ucinku ionizujiciho zafeni.
Pravdépodobnost vzniku dvojnych zlomli DNA je déana:

1
pp = Epé,

(5.41)

(5.42)

(5.43)

nebot’ pouze dva jednoduché zlomy vzniklé na riznych vlaknech komplementarniho fetézce

DNA mohou vytvoftit dvojny zlom.
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6. Simulace chemické faze radiolyzy vody

V praci (BARILLA a kol., 2013) jsme aplikovali optimaliza¢ni matematicky model na
experimentalni data, abychom ziskali pomoci optimalizacni procedury zakladni charakteristiky
pro detailnéjsi a presnéjs$i simulacni model s vyuzitim Petriho siti. Petriho sit¢ ndm umoznily
mnohem detailngjsi a presnéjsi analyzu chemické faze radiobiologického mechanismu. Jejich
vyhodou je rychlé vytvotfeni simulacniho modelu pomoci grafického nastroje, ktery umoznuje
snadnou zménu parametrti modelu a jejich verifikaci. Cely proces simulace se tim znacné
zrychli, coZ nam umoznuje analyzu vétSitho mnozstvi dynamickych modelt chemické faze
radiolyzy vody.

Vysledky této kapitoly pro anoxicky piipad byly publikovany v pracich (BARILLA a kol.,
2014 a BARILLA a kol., 2015). Simulace vlivu kysliku na chemickou fazi radiolyzy vody
pomoci Petriho siti byla publikovana v praci (BARILLA akol., 2016 a BARILLA akol., 2017).

Simulace N20 jesté publikovana nebyla.

6.1. Simulaéni model s vyuzitim Spojitych Petriho siti

V kapitole 5 byl popsan obecny matematicky model chemické faze radiolyzy vody pomoci
soustav obycejnych diferencialnich rovnic (5.24) a (5.20), ktery umoznuje fesit soucasné
dynamiku chemickych reakci a difuzi radikalového clusteru. Pro simulaci pomoci Spojitych

Petriho siti byl tento matematicky pak vyjadien vztahy (5.25-5.30)

Pro simulaéni model byly vybrany radikaly, ionty a ostatni latky uvedeny v tabulce 6.1,

ve které jsou soucasné i difuzni koeficienty jednotlivych latek.

Tabulka 6.1 Difuzni koeficienty (HERVE DU PENHOAT a kol., 2000)

Latka Difuzni kzoeitllc fenty Pocet éastic Oznaceni ('iifu%m’ch
(nm4.ns™) koeficienti
1. H* 7.0 Ny Dy
2. OH* 2.2 Noy Doy
3. €aq 4.9 N, D,
4. Hy0* 9.5 N0 Di,0
5. OH™ 5.3 Noy- Doy-
6. H, 5 Ny, Dy,
7. H,0, 2.2 Ni,o, Di,0,
8. 05 1.8 No; Do;
9. HO; 2.3 Nyo, Dyo,
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Chemické reakce, kter¢ jsou uvazovany pro simula¢ni model, jsou pak spolu s rychlostnimi

konstantami uvedeny v tabulce 6.2.

Tabulka 6.2 Vybrané chemické reakce z tabulky 3.3

Reakce Ryc(hdl:)r?f‘t_lrlrl] ;(I(')ll.lss-t;mty

1. H +H > H, 0% 10°

2. eaq +H' > H, +O0H™ 2.5 x 101

3. ec;q + ec;q - Hz + 20H~ 6 x 10°

4. egq + OH* > OH™ +H,0 |3 1010

5. H*+OH' > H,0 2.4 x 101

6. OH®+0OH' - H,0, 4 % 10°

7. H;0% + eqq = H'+H,0 2.3 x 100

8. HO3+H > Hy0, 1 10

9.

HO5 + OH' » H,0 + 0, 1 x 10%°
10.  HO;+HO3 - H,0,+0, |2x10°

11.  0; +H;0" > HO; 3 x 101
12.  Hi;0"+0H - H,0 1 x 101
13. H®+ Hy,0, > H,0+ OH® | 1x10°

14. ez, +Hy0,~> OH'+OH™ | 12x10%
15.  OH*®+H,0, > H,0+ HO |5x 107

16. OH'+H, > H,0+H*® 6 x 107
17. HO; » H;0*+0; |1x10°
18. eqq + 0, > 07 + H,0 1.9 x 101°
19. H* +0,-> HO; 1 x 10%°

Dynamiku chemickych reakci z tabulky 6.2 za soucasné difuze radikalového clusteru (viz
difuzni koeficienty v tabulce 6.1) miZzeme popsat tak, ze do obecné soustavy obycejnych
diferencialnich rovnic (5.25) a (5.26) dosadime konkrétni chemické reakce z tabulky 6.2 a

dostaneme vyslednou soustavu ve tvaru:

dNy (6.1)
ek Ty = Tw+my — Twvorm) — Tt+e) = T+,0,) — T(+n0,) — T(H+0,)

(H) (H)
+T e+H30%) + T(0H+H2)

dNO”—T _T —T —T —T —T —T (6.2)
dt — 10H (OH+H) (OH+0H) (OH+e) (OH+H,) (OH+H,0,) (OH+HO0,)

(0H) (0H)
+ T(H+H202) + T(e+H202)

dN, (6.3)
P Te = Te+m) — Terom) — Tere) = T(esnz0t) — T(e+H,0,) — T(e+0,)
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(Hs0%)
ar Thyo+ — T(H30++e) ~ Ttzot+on™) ~ Tazot+o7) + T(H(;z)

dNoy- (OH™) | m(0H™) (OH™) | m(OH")
dt =Ton- — T(OH-+H30+) + T(H+e) + T(OH+e) T T(e+e) + T(e+H202)
dNy, (Hy) (Hy) (Hz)
ar = Tm = Tanvom + Twim T Thtrey T Tiewe)
dNHZo2 (H207) (H20)
T = THZOZ - T(H202+H) - T(H202+OH) - T(H202+e) + T(H-IZ—HZOZ) + T(01-21+20H)
(H203)
+ Tiho,+H0,)
dNo; (07) (02)
7t = Loz ~ T(oz+mo0) T Teesoy t Twuoy
dNyo (HOy) (HOy)
It % = Tho, = Tthoy+m — Trog+om — To,+h0,) — Twon T Tvoy T Tonsn,o,)
(HOy)
+ T(H30++02‘)
dNo, (02) (02)
7t = T+ ~ T +eF Tonrnon Two,+ho,)

dVy
dt Ve’
dVoy
at . Wou
av,
=T, ,
dt ~ "
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(6.4)

(6.5)

(6.6)

(6.7)

(6.8)

(6.9)

(6.10)

(6.11)

(6.12)

(6.13)



dVH30+

dt - TVHsO+ ’
dc  vor
dVy,
dVu,o, _7
dt — VHe02’
it  vor
dVho, _r
dt VHo "

(6.14)

(6.15)

(6.16)

(6.17)

(6.18)

(6.19)

Soustava oby¢ejnych diferencialnich rovnic (6.1) — (6.19) popisuje dynamiku chemickeé faze

radiolyzy vody, kde koncentrace reagujicich latek se zmensSuje v disledku chemickych reakci

a difuzi radikalového clusteru, jehoz objem se pro jednotlivé latky zvétSuje podle soustavy

oby¢ejnych diferencialnich rovnic (6.11) — (6.19). VSechny vyse uvedené procesy probihaji

soucasne.

Pomoci Spojitych Petriho siti (viz obrazek 6.1) budeme soustavy obycejnych

diferencialnich rovnic (6.1) — (6.10) fesit tak, Ze nahradime ¢leny na pravé strané téchto rovnic

nasledujicimi ptechody:

T, = 128

Ny (t) <D,§t>

v, [\ ©

Ny (t D3t
Ty = 128 on(®) <0H )

Vou (t) T

A0 D3t
() < n )
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T 128 H30+(t) H0+t (6.23)
+:
fs0 Vio+ ()

Noy-(t) (DgH‘t) (6.24)
Vou-(t) '

T, = 128 N0 f o)
H;
’ Vi, (1)
! z(t) ’ o,t (6.26)
TH202 =128 V:Z (t) H .
_ 02 ( ) D3 t (627)
To; =128 Voz( ) ’

(6.28)

Tou- = 128

T Npyo,(t) Ho2
HOz = VH02 (1)

Ptrechody (6.20) — (6.28) piedstavuji difuzi radikalového clusteru okoli v zavislosti na difuznim
koeficientu D; (viz tabulka 6.1).

Ny (t)Ny(t )
= 0 OO =
Ny (t)Nou (1) (6.30)

T =ks———FF—,
(H+0H) 5 VOH (t)
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. Ny(©N,(t)
Ttvey = ko ACEE

T _ . Nu(®)Np,0,(®)
(H+H202) - 13 ‘/1-1202 (t) )

T _ . Nu(t)Nyo,(t)
+HOp) = Koy

T — Ny (t)No, (t)
(H+03) = K19 —Voz(t) )

N ()N y,o+(t)
(H) _ 3
T(e+H3O+) = k7 Vu(0) VOV (O
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Piechody (6.29) — (6.83) zptisobuji zménu poctu jednotlivych ¢astic v dusledku chemickych

reakci. Zménu objemu clusteru odpovidajici jednotlivym ¢asticim v ptipadé sférické symetrie

podle diferencialnich rovnic (6.11) — (6.19) lze vyjadiit v Petriho sitich pomoci pfechodu:
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(6.84)

(6.85)

(6.86)

(6.87)

(6.88)

(6.89)

(6.90)

(6.91)

(6.92)

Pro vyfeseni soustavy obycejnych diferencialnich rovnic (6.1) - (6.19) pomoci Spojitych

Petriho siti (viz obrazek 6.1) musime zadat pocate¢ni podminky feSeni. Tyto pocatecni

podminky jsou:



o Pocatecni pocty jednotlivych latek Ny, Noy, N, Ny,0, Non=, Nuys Nuyo0,) Noy @ Nyo, -

e PocateCni objemy, ve kterych se nachazeji jednotlive latky Vi, Vou, Ve, V0, Vou-, Va,,
Vi,0,1 Voy @ Vio,- Na zacatku vypoctu jsou vSechny objemy stejné a rovnaji se pocatecnimu
objemu clusteru.

e Difuzni koeficienty Dy, Doy, De, Dy,0, Don=+ Du,s Duyo,, Do; @ Do, jsou prevzaty
z literatury.

e Rychlostni konstanty ki — K19 jsou rovnéz ptevzaty z literatury.

Pro sestaveni matematického modelu pomoci Spojitych Petriho siti byl pouzit systém
Visual object net ++ (viz RAINER, 2008). Mista, ktera jsou v horni ¢asti obrazku 6.1
reprezentovana kruznicemi, predstavuji rychlostni konstanty a difuzni koeficienty. Tato mista
nejsou spojena s zadnym prechodem, protoze se v pribéhu vypoctu neméni. Visual object net
++ dovoluje v pfechodovych funkcich pouzivat i mista, ktera nejsou s nimi pfimo spojena
orientovanou hranou (viz obrazek 6.1), coz umoziuje jednoduse a piehledné vytvaret Petriho
sit’ bez nepiehledné smésice Car, které se rtizné kiizi. Mista (pocet castic nebo velikost objemu),
ktera jsou s prechody spojena orientovanou hranou, se s ¢asem méni na zaklad¢ prechodové

funkce.

Mista, kterd jsou umisténa na levé strané obrazku 6.1, ptfedstavuji objemy, ve kterych se
nachazeji jednotlivé latky. Tyto objemy se s ¢asem zvétSuji podle prechodtl s nimi spojenych

(viz rovnice (6.84) — (6.92)).
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Obrazek 6.1 Re$eni dynamiky chemickych reakci a difuze v clusteru pomoci Spojitych

Petriho siti za anoxickych podminek

Mista uprostied obrazku 6.1 reprezentuji pocty cCastic jednotlivych radikald, iontl
a molekul, které se zacCastnuji chemickych reakci za soucasné difuze clusteru. Jednotlivé latky
spolu reaguji prostfednictvim ptfechodovych funkci, které jsou reprezentovany piechody

(obdélniky), se kterymi jsou mista spojena.

Petriho sit€¢ umoznuji sledovat stav jednotlivych mist (pocet Céstic a velikost objemil)

V kazdém Casovém okamziku a ziskat tak ¢asovou zavislost koncentrace jednotlivych latek.
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V piipad¢ interakce radikalového clusteru s molekulou DNA mé pak koncentrace radikali

rozhodujici vliv na poskozeni DNA (vznik dvojnych zlomi).

6.2. Aplikace simulaéniho modelu na experimentalni data za

anoxickych podminek
Navrzeny matematicky simula¢ni model s pouzitim Spojitych Petriho siti (viz obrazek 6.1) nam
umoznuje studovat ¢asovy vyvoj procesii probihajicich v radikalovém clusteru béhem
chemické faze radiolyzy vody. V praci (BARILLA a kol., 2013) byly na zakladé
experimentalnich dat Bloka a Lomana (viz BLOK a LOMAN, 1973) pomoci optimaliza¢niho
modelu zjistény zakladni charakteristiky chemické faze radiobiologického mechanismu jako

jsou:

e Primér efektivniho radikalového clusteru byl stanoven na cca 20 - 27 nm.
V této praci budeme uvazovat radikalovy cluster o priméru 20 nm.

e Pro energii efektivniho clusteru byla optimaliza¢ni procedurou zjisténa hodnota 300 eV.

Tyto hodnoty pak spolu s dalsimi parametry modelu budou pouzity jako pocatecni
podminky pro simulaci chemické faze radiolyzy vody. Nejdiive vSak provedeme verifikaci
modelu na zéklad¢ dalSich experimentalnich dat tak, ze ukédzeme, Ze z pocatecnich vytéznosti
radikald G° pii energii clusteru 100 eV vyplyvaji konecné vytéznosti G v dobré shodé
s experimentalnimi hodnotami.

Pocateéni velikost clusteru je uréena poctem radikalii, iontd a molekul H*, OH*, eg,, H30*
a H, tak, aby tento pocet odpovidal experimentalné zjisténym hodnotdm pocatecni vytéznosti
GY pii energii clusteru 100 eV a priméru clusteru 20 nm (viz BUXTON, 2004; LAVERNE
a PIMBLOTT, 1991):

Ny = 0.42, Noy = 5.5, N, = 4.78, Nyy_o+ = 4.78, Ny, = 0.15.

Pomoci spojitych Petriho siti (viz obrazek 6.1) byla zjisténa casova zavislost poctu radikald,
iontt a molekul H*, OH", eq,, H;0", H, a H,0,. Porovnani hodnot ziskanych na konci
chemické faze s experimentalnimi hodnotami vytéznosti G mizeme vidét v tabulce 6.3 a na
obrazku 6.2, kde je patrna velmi dobra shoda mezi experimentalnimi hodnotami a hodnotami

ziskanych pomoci Petriho siti.

Podobny ucinek ionizujiciho zafeni, kde byly vzaty v uvahu chemické reakce a difuze
clusteru, byl fesen v praci Swiatla-Wojcik a Buxton (viz SWIATLA-WOJCIK a BUXTON,
1995).
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Tabulka 6.3 Porovnani vypocitanych hodnot s experimentalnimi daty

Substance Initial yield Experimental Petri nets
(G yield (G) (G)
1. H* 0.42 0.62 0.620
2. OH® 5.5 2.8 2.804
3. €aq 4.78 2.8 2.808
4. H;0% 4.78 2.8 2.802
5. H, 0.15 0.47 0.473
6. H,0, 0 0.73 0.733
......... H
----- OH
6 - e
— . =H30
—_H2
" — —H202
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Obrazek 6.2 Zavislost poctu radikalli na ¢ase pro cluster o primeéru 20 nm a energii 100 eV

za anoxickych podminek

Pro studium neptimého uc¢inku ionizujiciho zétfeni na poskozeni DNA (jednoduché a dvojné
rychlost chemickych reakci je ddna rychlostni konstantou a koncentraci vstupnich latek.
Budeme piedpokladat, Ze jednoduché a dvojné zlomy molekuly DNA zptsobuji radikaly H*,
OH*, HO; a hydratovany elektron eg,. Na obrazku 6.3 vidime, Ze koncentrace v Case 100 ns se
bliZi k nule, a tudiz uz radikaly nemohou zpisobit poskozeni molekuly DNA. Z koncentra¢ni
zévislosti radikal na Case (viz obrazek 6.3, 6.4 a 6.5) mizeme usoudit, ve shod¢ s vSeobecné
uznavanym nazorem, Ze nejveétsi u€inek na poskozeni DNA maji radikadly OH*. Tyto radikaly
maji na zacatku nejvyssi koncentraci, a tato koncentrace se snizuje pomaleji neZ koncentrace

ostatnich radikalu.
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Obrazek 6.3 Zavislost koncentrace radikalli na ¢ase pro cluster o priiméru 20 nm a energii

100 eV za anoxickych podminek

Radikdly H* maji v disledku své malé pocatecni vytéznosti nizkou koncentraci, kterad
zpocatku lehce stoupa a pak rychle klesa na nulovou hodnotu. Tyto radikaly mohou mit jen

maly uc¢inek na tvorbu jednoduchych a dvojnych zloma molekuly DNA.

Koncentrace hydratovanych elektronti e, klesa rychleji nez koncentrace radikala OH®,

a tak i jejich u¢inek na poskozeni molekuly DNA bude mensi.

Utinek radikala HO; za anoxickych podminek je zanedbatelny, protoze tyto radikaly

vznikaji pouze v malém mnozstvi reakcemi 11 a 19 (viz tabulka 6.2).

Pro porovnani byla provedena analyza clustert 0 energiich v rozmezi 100 — 300 eV a Case
0 — 100 ns. Tyto energie odpovidaji zafeni s nizkym LET, kde lze pro matematicky model
clusteru pouzit sférickou symetrii. Za anoxickych podminek porovname ¢asové zavislosti
koncentraci radikali H*, OH"a hydratovaného elektronu ez, pro dvé hrani¢ni energie clusteru
100 a 300 eV. Pro energii clusteru 100 eV pouzijeme jako pocateéni vytéznosti radikala G°
hodnoty z tabulky 6.3. Pro energii clusteru 300 eV musime pouzit piepocitané hodnoty
pocateénich vytéznosti G

Ny = 1.26, Noy+ = 16.5, N,=14.34, Ny o+ = 14.34, Ny, = 0.45,

Na obrazku 6.4 muzeme vidét Casové zavislosti koncentrace radikala H®, OH°'a
hydratovaného elektronu e, u clusteru o priiméru 20 nm a energii 100 eV a na obrazku 6.5
stejné zavislosti pro cluster o energii 300 eV.
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Obrazek 6.4 Zavislost koncentrace radikalt na ¢ase pro cluster o priiméru 20 nm a energii

100 eV za anoxickych podminek

concentration [mmol/dm3]

Obrazek 6.5 Zavislost koncentrace radikalli na ¢ase pro cluster o priiméru 20 nm a energii

300 eV za anoxickych podminek

Porovnanim obrazkl 6.4 a 6.5 zjistime, Ze koncentrace radikali H*, OH"a hydratované¢ho

elektronu ez, je zavisla na energii clusteru tak, Ze ¢im vétsi je energie clusteru, tim vétsi je
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koncentrace radikali a hydratovaného elektronu. Clustery s vy$si koncentraci agresivnich
radikaltt H®, OH"a hydratovaného elektronu e, pak zptisobuji vétsi poskozeni molekuly DNA.
Pro vznik jednoduchych a zejména dvojnych zlomid na molekule DNA je nezbytné, aby
molekula DNA interagovala s radikalovym clusterem v co nejkrat$im Case po jeho vzniku,
protoze koncentrace radikalti a hydratovaného elektronu prudce kles4. Déle z nasi analyzy
vyplyva, Ze nejucinnéjsi slozkou pii poskozeni DNA je radikal OH®, coz je dano zejména jeho
vyrazn¢ vyssi koncentraci v prabehu difuze clusteru (viz obrazky 6.4 a 6.5).

Dalsi zajimavou analyzou budou Casové zavislosti koncentraci jednotlivych radikalt a
hydratovaného elektronu pii energiich clusteru 100, 150, 200, 250 a 300 e¢V. Hodnoty
pocateCnich vytéznosti G, které byly pouzity jako pocate¢ni podminky pro simulacni model,

jsou uvedeny v tabulce 6.4.

Tabulka 6.4 Pocatecni vytéznosti radikalt GO pro riizné energie clusteru

Energy (eV) Initial yield | Initial yield | Initial yield | Initial yield Initial yield
H* OH*® €aq H;0% H,
1. 100 0.42 5.5 4,78 478 0.15
2. 150 0.63 8.25 7.17 7.17 0.225
3. 200 0.84 11 9.56 9.56 0.3
4 250 1.05 13.75 11.95 11.95 0.375
5 300 1.26 16.5 14.34 14.34 0.45

Na obrazcich 6.6, 6.7 a 6.8 vidime, Ze Casové prubéhy koncentraci radikald H*, OH"a
hydratovaneho elektronu ez, jsou zavisle na energii clusteru tak, ze pfi ve€tsi energii clusteru je

1 vy$si koncentrace radikall a hydratovaného elektronu.

Na obrazku 6.9 je pak zndzornéna Casova zavislost zmény velikosti clusteru, kterd nam
umoziuje sledovat rychlost difuze radikali H®, OH"a hydratovaného elektronu e;, do okoli.
Pro interakci clusteru s molekulou DNA plati, ze ¢im je cluster vétsi, tim vétsi je
pravdépodobnost interakce s molekulou DNA, ale soucasné i nizsi koncentrace jednotlivych

latek.

Casové zavislosti prezentované pomoci grafii na obrazcich 6.3 — 6.9 ndm umoziuji sledovat
c¢asovou zmeénu koncentraci jednotlivych slozek 1 velikosti clusteru, coz jsou zakladni
informace pro odhad biologického G¢inku radikali H*, OH*a hydratovaneho elektronu eq, pfi

chemické fazi radiolyzy vody.
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Obrazek 6.6 Zavislost koncentrace radikalu H na case pro cluster o priiméru 20 nm a

riznych energiich za anoxickych podminek
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Obrazek 6.7 Zavislost koncentrace radikalu OH na case pro cluster o priméru 20 nm a

riznych energiich za anoxickych podminek
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Obrazek 6.8 Zavislost koncentrace hydratovaného elektronu na ¢ase pro cluster o primeéru

20 nm a raznych energiich za anoxickych podminek
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Obréazek 6.9 Zavislost priiméru clustert pro radikaly H, OH a hydratovaného elektronu e,

v zavislosti na ¢ase
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Vytvofeny matematicky model nam umoziuje simulovat chemickou fazi radiolyzy vody a
ziskat tak ¢asové zavislosti koncentrace radikall a ostatnich latek v odpovidajicich clusterech.
Spojité Petriho sité umoziuji 1épe simulovat soucasné procesy difuze clusteru a chemickych
reakci v ném probihajicich. Model mtze byt lehce rozsiten o vliv dalSich latek, které mohou
ovlivnit koncentraci radikalti béhem chemické faze a tak pusobit jako radioprotektivni nebo
radiosenzitivni latky. Z vodniho roztoku DNA Ize lehce piejit na studium radiobiologického
ucinku v zivych bunkach (viz ALIZADEH a kol., 2011; ALIZADEH a SANCHE, 2012;
VACCHELLI, 2013; YAN, 2016; ZHAO, 2015).

V této praci predpokladame pro feseni difuze radikdlového clusteru sférickou symetrii,
coz odpovida ionizujicimu zatreni s nizkym linedrnim pienosem energie. Model vSak muze byt
lehce prizpusoben i pro valcovou (cylindrickou) symetrii, ktera odpovida ionizujicimu zareni

0 Vys$i energii.

6.3. Simulace vlivu kysliku na chemickou fazi radiolyzy vody

V podkapitole 6.2 byla provedena podrobnd analyza chemické faze radiolyzy vody za
anoxickych podminek. Pro studium chemické faze radiolyzy vody mé velmi dulezity vliv kyslik
(kyslikovy efekt), protoze kyslik je v zivych buiikach stale pfitomny. Zvlasté dalezity je jeho
vliv pfi radioterapii, protoze V nadorovych burnkach je jeho koncentrace nizsi nez v bunikach
zdravych. Z tohoto divodu je zajimavé zjistit, jak koncentrace kysliku ovliviiuje dynamiku

chemickych reakei a tim 1 uc¢inek radikalového clusteru na poSkozeni DNA.

Tento problém uz byl studovan pomoci optimalizacniho modelu v praci (BARILLA a kol.,
2013), kde na zakladé experimentalnich dat byla zjisténa zavislost po¢tu dvojnych zlomi
molekuly DNA na koncentraci kysliku. Optimaliza¢ni procedurou byly zjiStény zakladni
parametry modelu, které byly pouzity v podkapitole 6.2 pro nastaveni pocatecnich podminek
Spojité Petriho sité. Na zaklad¢ simulace dynamiky chemickych reakci za soucasné difuze, pro
clustery rtiznych velikosti a energii, bylo zjisténo, Ze pro simulaci vlivu kysliku na biologicky
ucinek chemické faze radiolyzy vody (pro zafeni s nizkym linearnim pfenosem energie) je

nejvhodngéjsi radikalovy cluster o priméru 20 nm a energii 300 eV.

Je-li ve vodnim roztoku béhem ozafovani pfitomen kyslik, pak probihaji chemické reakce
18 a 19 (viz tabulka 6.2), které maji za nasledek ubytek radikalti H® a hydratovaného elektronu
eqq a naopak piirdstek radikalis HOj3, ktery je viici molekule DNA také agresivni. Pro velikost

clusteru 20 nm a energii 300 eV byly pouzity tyto pocate¢ni hodnoty vytéznosti radikalt G°:

59



Ny = 1.26, Noyy = 16.5, N, = 14.34, Ny, o+ = 14.34, Ny, = 0.45.
Ostatni pocate¢ni parametry jsou stejné jako v podkapitole 6.2.

Pro studium koncentra¢ni zavislosti na ¢ase byly vybrany radikdly H®, OH®, HO,
a hydratovany elektron eq,. Tyto radikaly a hydratovany elektron mohu zptsobit jednoduché
a dvojné zlomy na molekule DNA pfi interakci clusteru s touto biomolekulou. Na zakladé
analyz v podkapitole 6.2 byl pro lepsi nazornost zvolen mezni ¢as 50 ns, pii kterém uz se
koncentrace jednotlivych slozek blizi k nule, a tudiz uzZ nemohou zplsobit poskozeni DNA.

Analyzy byly provedeny za téchto podminek:

e Anoxické podminky, kdy koncentrace kysliku je nulova (viz obrazek 6.5).
e Nizké koncentrace kysliku 0.056 mmol.dm= (viz obrazek 6.11).
e Stfedni koncentrace kysliku 0.171 mmol.dm= (viz obrazek 6.12).

e Nasyceny roztok kyslikem pfi koncentraci 0.284 mmol.dm (viz obrazek 6.13).

V matematickém modelu vytvoreném v podkapitole 6.1 (viz rovnice 6.1-6.92) byl vliv
kysliku uvazovan. Nebyl pouze uvazovan v simulaénim modelu vytvofeném pomoci Spojitych
Petriho siti (viz obrazek 6.1), protoze tento simula¢ni model byl pouzit pro analyzy za
anoxickych podminek. Pro simulaci vlivu kysliku byl simula¢ni model doplnén o dalsi mista a
ptechody, které tento vliv zahrnuji (viz obrazek 6.10). Difuzi molekul kysliku muizeme

zanedbat, protoze kyslik je pfed ozafenim ve vodé jiz ptitomen.
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Obrazek 6.10 Reseni dynamiky chemickych reakci a difuze v clusteru pomoci Spojitych

Petriho siti za pfitomnosti kysliku
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Obrazek 6.11 Zavislost koncentrace radikald na case pro koncentraci kysliku 0.056

mmol.dm-3
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Obrazek 6.12 Zavislost koncentrace radikali na case pro koncentraci kysliku 0.171

mmol.dm-3
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Obrazek 6.13 Zavislost koncentrace radikali na case pro koncentraci kysliku 0.284

mmol.dm-3

Ze zavislosti koncentrace radikalli na case pro riizné koncentrace kysliku (viz obrazky 6.5,
6.11 — 6.13) mizeme usoudit, Ze jednoduché a dvojné zlomy molekuly DNA zpisobuje
hlavné radikal OH°, jehoz koncentrace je vyrazn¢ vysSi nez u ostatnich radikali a
hydratovanych elektronti. Na obrazku 6.15 vidime, Zze jeho koncentrace s narUstajici

koncentraci kysliku mirn€ stoupa.

Druhou nejvétsi koncentraci mé hydratovany elektron eg,, ale jeho koncentrace prudce
klesa, takze v dobé stietu radikalového clusteru s molekulou DNA uz neni ptili§ vysoka, a tudiz
hydratované elektrony uz nemaji tak velkou biologickou uc¢innost jako radikaly OH®.
Na obrazku 6.16 mizeme videét, Ze jeho koncentrace s nartstajici koncentraci kysliku klesa, coz

je zpusobeno zejména reakci 18 (viz tabulka 6.2), ve které kyslik reaguje s hydratovanymi

elektrony.
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Obrazek 6.14 Zavislost koncentrace radikalti H na case pro rtizné koncentrace Kysliku

[mmol.dm-3]

Radikaly H* maji pftili§ nizkou koncentraci, aby mohli zplsobit poskozeni molekuly DNA.
Jejich koncentrace s rostouci koncentraci kysliku klesa (viz obrazek 6.14), protoze kyslik

reaguje s radikaly H* podle reakce 19 (viz tabulka 6.2).

VEtsi vyznam, nez radikaly H* a hydratované elektrony eq, maji radikaly HO3, jejichz
koncentrace s vrustajici koncentraci kysliku stoupa (viz obrazek 6.17), zejména v disledku
reakce 19 (viz tabulka 6.2). Tyto radikaly maji v dob¢€ cca od 5 ns druhou nejvétsi koncentraci

(viz obrazek 6.13), a tudiz mohou zpisobit jednoduché a dvojné zlomy na molekule DNA.
Kyslik tedy hraje v chemické fazi radiobiologického mechanismu dvoji roli:

1. Pii nizké koncentraci puasobi jako radioprotektivni latka tim, Ze vychytava
hydratované elektrony eg, a agresivni radikaly H* podle rovnic 18 a 19 (viz tabulka
6.2) a tim jejich ucinek na poskozeni DNA sniZuje.

2. Pii vyssi koncentraci vznikaji agresivni radikaly HO; podle rovnic 11 a 19 (viz

tabulka 6.2), které zptisobuji jednoduché a dvojné zlomy na molekule DNA.
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Obrazek 6.15 Zavislost koncentrace radikali OH na case pro riizné koncentrace kysliku

[mmol.dm-3]
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Obrazek 6.16 Zavislost koncentrace hydratovaného elektronu na c¢ase pro riizné

koncentrace kysliku [mmol.dm-3]
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Obrazek 6.17 Zavislost koncentrace radikali #O-na case pro rtizné koncentrace Kkysliku

[mmol.dm-3]

6.4. Simulace vlivu N20O na chemickou fazi radiolyzy vody

Vedle kysliku ma také velky vliv na studium chemické faze radiobiologického mechanismu
kysli¢nik dusny N, O, ktery se pouziva v 1ékafstvi a je mnohem vice rozpustny ve vodé nez
kyslik. Jeho vliv na poskozeni molekuly DNA byl studovéan v praci (BARILLA a LOKAJICEK,
2000). Zde bude provedena podrobné;jsi analyza pomoci Spojitych Petriho siti.

Je-li ve vodnim roztoku béhem ozafovani ionizujicim zafenim ptitomen N,O, pak je

vyznamna jeho reakce s hydratovanymi elektrony e;, podle reakce
€aq + N0 > N, + OH™ + OH" . (6.93)

Pti této reakci vznikaji agresivni radikaly OH*, které maji vétsi u€inek na poSkozeni DNA,
nez hydratovany elektron (viz podkapitoly 6.2 a 6.3). Soucasné N,0 vychytava hydratované
elektrony eg,. Rychlostni konstanta této reakce je kyo = 9.1-10° dm3>mol™'s™! (viz

SONNTAG, 1987; TAKAHASHI a kol., 2004).

Dynamiku chemickych reakci spolu s difuzi clusteru muzeme popsat soustavou

obyc¢ejnych diferencialnich rovnic, ve které uz bude zahrnut vliv N, 0, Ve tvaru:
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dNy (6.94)

P Ty — Twemy — Twrom) — Tre) — T+ m,0,) — T(H+H0,) — Th+0,)

(H)

+ T €+H30

(H)
+ t Ton+ny)

dNoy (6.95)
i Tow — Ton+m) — Ton+ony — Ton+e) — Ton+uy) — Ton+H,0)— T(or+HO,)

(0H) (0H) (0H)
*+ Twsn,0) T Tern,0,) T Tetn,0)

(6.96)
dN,
— = Te = Te+n) = Terom) = Tiewe) = T(ernz0t) = Te+H,0,) = T(ew0y)
— T(e+N,0)
AN, o+ (Hs0%") (6.97)
2t = Tmot =~ Totee) = Tanot+on~) ~ Twot+o) * Tino,)
dNop- (0H™) (0H™) (0H™) (0H™) (6.98)
dt =Tou- — T(OH-+H30+) + T(H+e) + T(0H+e) + T(e+e) + T(e+H202)
ANy, () | o) () (6.99)
gt = T~ Tevom + Toueny + Taarey + Tierey
dNy,o (H,05) (H,05) (6.100)
# = TH202 - T(H202+H) - T(H202+0H) - T(H202+e) + T(I‘HZ‘HZOZ) + T(OI‘ZH‘ZH)
(H202)
+ T(Héz-Iz-HOZ)
dNp:- ©05) o) (6.101)
dtz = Toz‘ - T(02‘+H30+) + T(e+202) + T(ch)z)
AN, (6.102)
dt 2 = Tyoz - T(H02+H) - T(H02+0H) - T(H02+H02)
(HO,) (HOZ) (HOZ)
—Twont Tvoy + Toontmo,y T T(H302++02_)
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dNo,

0 0 (6.103)
gt = Lo ~Topret T((OI-ZI) Téos

+H0) T Lo, +n0,)

dNy,0 (6.104)
dt =~ T(e+N20)

Pro casovou zménu objemt Vy, Voy, Ve, Vo, Vou=+ Vi, Viyo,, Vo; @ Vio, pouZijeme
soustavu obyc¢ejnych diferencialnich rovnic (6.11) — (6.19).

Také zistavaji v platnosti pfechody Petriho siti (6.20) — (6.92). K témto pfechodi musime
piidat prechody, které zajisti ¢asovou zménu latek eq,, N,O, OH™ a OH" probihajici podle

chemické reakce (6.93). Tyto prechody vyjadiime ve tvaru:

Ne(t)Ny, 0 (t) (6.105)
Mo = kbon O 7 7 o0
Ne(£)Ny,0(8) (6.106)

T(e‘l'NzO) = 20 ‘/e(t)

Pro velikost clusteru 20 nm a energii 300 eV byly pouzity tyto po¢atecni hodnoty vytéznosti
radikala Go:

Ny = 1.26, Noy = 16.5, N, = 14.34, Ny o+ = 14.34, Ny, = 0.45.

Ostatni pocate¢ni parametry jsou stejné jako v podkapitole 6.3.

Stejné jako v odstavci 6.4 byly pro sledovani koncentra¢ni zavislosti na Case vybrany
radikdly H*, OH®, HO; ahydratovan¢ elektrony egq, které mohou zplsobit jednoduché
a dvojné zlomy na molekule DNA. Cas 50 ns je pro grafické zndzornéni dosta¢ujici, protoze se
v tomto Case koncentrace jednotlivych slozek blizi k nule, a tudiZ uz nemohou zpusobit
poskozeni molekuly DNA. Analyzy byly provedeny pifi nasyceném roztoku kyslikem (viz
podkapitola 6.3) od nulové koncentrace N2O az po nasyceny roztok 24.161 mmol.dm= (viz
YOUNG, 1981):

e Nulova koncentrace N2O (viz obrazek 6.13).

e Koncentrace N2O 1.660 mmol.dm (viz obrazek 6.18).
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e Koncentrace N,O 8.303 mmol.dm™ (viz obrazek 6.19).
e Koncentrace N2O 16.605 mmol.dm™ (viz obrazek 6.20).
e Koncentrace N2O 24.161 mmol.dm™ (viz obrazek 6.21).
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Obrazek 6.18 Zavislost koncentrace radikald na case pro koncentraci N201.660 mmol.dm-3
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Obrazek 6.19 Zavislost koncentrace radikald na ¢ase pro koncentraci N208.303 mmol.dm-3
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Obrazek 6.20 Zavislost koncentrace radikald na ¢ase pro koncentraci N-016.605 mmol.dm-3
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Obrazek 6.21 Zavislost koncentrace radikalt na ¢ase pro koncentraci N2024.161 mmol.dm-3

Ze zavislosti koncentrace radikalti na ¢ase pro rizné koncentrace N2O (viz obrazky 6.13,
6.18 — 6.21) mtizeme usoudit, Ze jednoduché a dvojné zlomy molekuly DNA zptsobuji hlavné
radikaly OH", jejichz koncentrace je vyrazné vys§i neZ u ostatnich radikalt a hydratovaného

elektronu. Jeho koncentrace roste se zvySujici se koncentraci N2O (viz obrazek 6.23). Z toho
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1ze usoudit, Ze ptitomnost N2O pii ozafovani bun€k ionizujicim zafenim ma za nasledek vétsi

poskozeni DNA.

Druhou nejvétsi koncentraci mé hydratovany elektron eg,, ale jeho koncentrace prudce
klesa, takze v dobé stfetu radikadlového clusteru s molekulou DNA uz neni pfili§ vysoka,
a tudiz hydratované elektrony uz nemaji tak velkou biologickou ucinnost jako radikaly OH".
Na obrazku 6.24 vidime, Ze se stoupajici koncentraci N2O klesa koncentrace hydratovaného
elektronu. To je zptsobeno reakci (6.93), ze které vyplyva, ze N2O vychytava hydratované

elektrony eg,.
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Obrazek 6.22 Zavislost koncentrace radikali H na case pro rlizné koncentrace N0

[mmol.dm-3]

Radikaly H* maji pfili§ nizkou koncentraci, aby mohli zpiisobit poSkozeni molekuly

DNA. Jejich koncentrace s rostouci koncentraci N2O klesa (viz obrazek 6.22).

VEtsi vyznam, neZ radikaly H® a hydratovane elektrony e,, maji radikaly HO;, jejichz
koncentrace s vrustajici koncentraci N2O také klesa (viz obrazek 6.25). Tyto radikaly maji
v dobé¢ cca od 3 ns druhou nejvétsi koncentraci, a tudiz mohou zptsobit jednoduché a dvojné

zlomy na molekule DNA.

Na zéklad¢ provedenych analyz 1ze ucinit zavér, Ze N2O zplsobuje narlist koncentrace
radikalu OH*, ktery ma nejvetsi ucinek na poSkozeni molekuly DNA. Z toho vyplyva, ze za

ptitomnosti N2O Vv butikach bude jejich poskozeni ionizujicim zarenim vétsi.
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time [ns]

Obrazek 6.23 Zavislost koncentrace radikali OH na case pro razné koncentrace N0
[mmol.dm-3]
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Obrazek 6.24 Zavislost koncentrace hydratovaného elektronuna case pro razné

koncentrace N0 [mmol.dm-3]
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Obrazek 6.25 Zavislost koncentrace radikali HO,na case pro rtzné koncentrace N:0
[mmol.dm-3]

6.5. Zhodnoceni vysledkl dosazenych pomoci Petriho siti

Pro ovéfeni naseho simulacniho modelu bylo dualezité, abychom za stejnych pocate¢nich
vytéznosti G° dostali po skondeni chemické faze vytéznosti G, které jsou v dobré shodé
s experimentalnimi vysledky. V tabulce 6.3 a na obrazku 6.2 mizeme vidét dobrou shodu
vysledkli ziskanych simulaénim modelem s experimentalnimi daty. Ovéfeni modelu bylo

provedeno za anoxickych podminek.

Pro studium tucinku zafeni na biologické objekty je dulezitd koncentrace radikall
v radikdlovém clusteru, protoze pouze dostate¢na koncentrace radikalii muze zpusobit
Case neZ zavislost poctu radikall na Case, ktera je znazornéna na obrazku 6.2. Na obréazcich 6.3
az 6.9 jsou koncentracni zavislosti radikald na ¢ase pro rizné energie clusterti, coz umoznilo
provést analyzu Gc¢innosti téchto clusterti na poskozeni DNA. Ve shodé s vysledky nasi prace
(BARILLA a kol., 2013), jsme v dalsi analyze pfedpokladali, ze primérny rozmér clusteru je
20 nm a jeho energie odpovida 300 eV. Z obrazkl 6.5, 6.13 a 6.21 mizeme urcit, ze nejvetsi
vliv na tvorbu jednoduchych a dvojnych zlomii molekuly DNA ma radikal OH, coz je ve shodé

S experimentalné zjiSt€énymi skute¢nostmi.

V podkapitole 6.3 byl pomoci navrzeného simula¢niho modelu zkouman vliv kysliku na

chemickou fazi radiobiologického mechanismu, protoze kyslik je v zivych bunkach vzdy
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pritomen. Na obrazcich 6.11 az 6.13 jsou uvedeny koncentrace radikalli a hydratovaného
elektronu na Case pii tfech riznych koncentracich kysliku v roztoku a na obrazcich 6.14 az 6.17
jsou uvedeny vysledky pro jednotlivé radikaly a hydratovany elektron. Ze ziskanych informaci
lze usoudit, ze kyslik neovlivituje pfiliS koncentraci radikald OH, nepatrné ovliviluje
koncentraci radikalt H a hydratovaného elektronu a vyrazné ovliviiuje koncentraci kyslikového
radikalu HO, ktery také zptisobuje poskozeni molekuly DNA. Na zaklad¢ téchto analyz lze
vysvétlit tzv. kyslikovy efekt; kyslik ma dvoji ucinek: pii nizké koncentraci vychytava agresivni

radikaly a pfi vyssi koncentraci zptsobuje vznik radikalt HOo.

V podkapitole 6.4 byl pomoci simula¢niho modelu zkouman vliv N2O na chemickou fazi
radiobiologického mechanismu pfi nasyceném roztoku kyslikem. Zkoumani vlivu N2O je také
velice dilezité, protoze N2O se v Iékarstvi pouziva a jak jsme vid€li, mize ovlivnit u¢inek
ionizujiciho zafeni na zivé buniky. Na obrazcich 6.18 az 6.21 jsou uvedeny koncentrace radikala
a hydratovaného elektronu na Case pii Ctyfech riznych koncentracich N2O v roztoku a na
obrazcich 6.22 az 6.25 byl sledovan vliv jednotlivych radikalt a hydratovaného elektronu. Na
zaklad¢ téchto zavislosti 1ze usoudit, Ze poskozeni molekuly DNA zptasobuji hlavné radikaly
OH, jejichz koncentrace je vyrazné vyssi nez u ostatnich radikalti a hydratovaného elektronu a
se zvySujici se koncentraci N2O stoupa. Radikaly H a hydratovany elektron maji velice nizkou
koncentraci a tudiz na tvorbu jednoduchych a dvojnych zlomt takika nemaji vliv. Urcity vliv
muze mit pouze radikal HO>, jehoz koncentrace se zvySujici se koncentraci N2O klesa. Na

radikaly H a hydratovany elektron nema koncentraci N2O pfilis vliv.

74



7. Shrnuti a zaver

Hlavnim cilem habilita¢ni prace bylo vytvofit matematicky model chemické faze radiolyzy
vody, pomoci kterého by bylo mozné studovat interakci ionizujiciho zateni s molekulou DNA,
protoze pravé studium biologického ucinku produktid radiolyzy vody ma velky vyznam
Vv biotechnologii, radioterapii a ochrané proti ionizujicimu zéfeni. V praci jsem se zamé&fil na
chemickou fazi radiolyzy vody, protoze u zaieni s nizkym LPE dochazi k poSkozeni molekuly
DNA tzv. nepfimym uc¢inkem, kdy vznikaji jednoduché a dvojné zlomy reakei radikalt H®,
OH®, HO; a hydratovanych elektronti e;, stouto molekulou. Z tohoto divodu je diilezité
sledovat dynamiku celé¢ho chemického procesu za soucasné difuze, kdy po predani energie
ionizujici ¢astici dochéazi ke vniku vyse uvedenych radikall a hydratovanych elektront, které
reaguji mezi sebou a s molekulami v okoli za soucasné difuze. Chemickymi reakcemi a difuzi
dochazi ke snizovani jejich koncentrace. K tomu, aby vznikl jednoduchy nebo dvojny zlom na
molekule DNA, je zapotiebi, aby se radikalovy cluster setkal s molekulou DNA jesté v dobé,

kdy bude dostate¢na koncentrace radikala.

Hlavnim vysledkem této prace jsou proto zavislosti koncentrace radikalli na cCase, které
mohou byt dale ovlivnény pfitomnosti dalSich ptidavnych latek. Na zdklad¢ téchto zavislosti
lze zkoumat, jak veliky musi byt radikdlovy cluster (jak velikd musi byt energie predana
clusteru) a jak musi byt cluster vzdalen od molekuly DNA, aby mohl byt u¢inny (aby vznikly

jednoduché a dvojné zlomy na molekule DNA).

V kapitole 5 je navrzen obecny matematicky model difuze a rekombinace radikald, ktery
popisuje dynamiku chemickych reakci za souCasné difuze, pomoci soustavy obycejnych
diferencidlnich rovnic. Pro zafeni s nizkym LET je pfedpokladana sféricka symetrie. ReSeni
tohoto matematického modelu neni ¢asové ndrocné, coz umoznuje tesit slozité dynamické

systémy za soucasné optimalizace parametrti modelu.

Sesta kapitola se zabyva simulaci chemické faze radiolyzy vody pomoci Spojitych Petriho
siti. Pomoci Petriho siti byl vytvofen matematicky model, ktery umoznuje podrobné analyzovat
chemickou fazi radiolyzy vody. Nejprve byl model otestovan za anoxickych podminek na
experimentalnich datech, aby byla ovéfena jeho vérohodnost. Hodnoty uvedené v tabulce 6.3 a
na obrazku 6.2 ukazuji, ze vysledky ziskané pomoci naseho simula¢niho modelu jsou v dobré
shodé¢ s experimentalnimi daty, z ¢ehoz vyplyva, ze dany model je dostatecné presny pro dalsi
analyzy. Nejdiive byly za anoxickych podminek pomoci koncentra¢nich zavislosti radikali na
Case zkoumany clustery odpovidajici riznym hodnotam energie. Na zaklad¢ téchto analyz bylo
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zjisténo, Ze pro zaieni s nizkym linedrnim pfenosem energie je ucinny cluster o primeéru 20 nm
aenergii 300 eV, coz je shodé s vysledky nasi diivéjsi prace (viz BARILLA a kol., 2013). Tento
cluster byl pak pouzit pro analyzu vlivu kysliku a N2O na chemickou fazi radiolyzy vody. Na
rozdil od prace (BARILLA a kol., 2013), ktera se také zabyva vlivem kysliku na tvorbu
dvojnych zlomi DNA, byly v této kapitole provedeny podrobnéjsi analyzy na zaklad¢ Casové
zavislosti koncentrace jednotlivych radikali za riizné koncentrace kysliku a N2O. Tyto analyzy
potvrdily vysledky z prace (BARILLA a kol., 2013), i vysledky, které byly publikovany v praci
(BARILLA a LOKAIJICEK, 2000) a umoznily je$té detailngj§i analyzu chemické faze
radiobiologického mechanismu. Vysledky tykajici se N2O jsou zde uvedeny poprvé, jinde jesté

publikovany nebyly.

Vysledky ziskané v této praci mohou byt vyuzity v radioterapii, biotechnologii a v§ude tam,
kde dochazi k interakci ionizujiciho zafeni s molekulou DNA, nebot’ byl popsan podrobnéji
mechanismus, jak kyslik i N2O tvorbu jednoduchych a dvojnych zlomd na molekule DNA
ovliviuji.

Nas model bude dale rozSifovan a zptfesiiovan tak, aby v ném byla zahrnuta i interakce
radikalového clusteru s molekulou DNA (viz BARILLA a kol., 2017), coz umozni analyzu
tvorby jednoduchych a dvojnych zlomil na této molekule v zavislosti na koncentraci kysliku,
N-O a dalSich radioprotektivnich a radiosensitivnich latek. Model mize byt také aplikovan na
ionizujici zafeni s vy$Sim linedrnim pfenosem energie, kde se uz mize uplatiiovat valcova
symetrie. Petriho sité také umozni propojit chemickou a biologickou fazi biologického ucinku

radiolyzy vody, coZ umozni studovat reparacni mechanismy v buice.
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Dodatky

A. Zakladni udaje o bunce

A.1 SloZeni a struktura bunky

Z hlediska slozeni lze bunku definovat jako soubor chemickych sloucenin, jez jsou
organizovany v urcitych strukturnich elementech (organelach) a oddéleny od okoli membranou.
O modelové bunce se predpoklada, ze ma primér 10 pm; molarni koncentrace dulezitych

sloucenin je pak:

DNA .. 0,058
RNA ... 0,150
Bilkoviny ... 0,750
Aminokyseliny ... 0,050
Nukleotidy ... 0,032

U prokaryontnich bunék je DNA volnd, zatimco u eukaryontnich bun¢k je DNA uloZena

Vv jadie, jehoz rozmér se bere roven 1 um. Jadro pak obsahuje:

95 % bunééné DNA,
15 % bunéénych bilkovin,
10-15 % RNA.

Z hlediska tvorby letalnich poSkozeni pfi ozafeni nds zajimaji predev§im molekuly DNA;
tato bunécnd slozka je u eukaryontli organizovana v nukleoproteinovych komplexech
a ve vyssich strukturach (chromozomech). Chromozémy vznikaji cyklyzaci (tj. propojenim
koncll) a mnohonasobnou spiralizaci dvouretézové DNA, pficemz do spirdl jsou ukladany
I bilkovinné soucasti. Dvojietézec DNA je nejprve slozen do ,,spiralni spiraly” o pruméru asi
10 nm; dvé€ takové spirdly jsou sloZeny a vytvaii tzv. plektonickou spirdlu o priméru 20 az
25 nm. Plektonicka spirala je nakonec znovu stocena do ,,superspiraly” o priméru asi 200 az

300 nm. Tyto superspiraly jsou pak zakladni stavebni jednotkou chromozému.

Béhem bunécného cyklu je chromozém nepietrzité naruSovan pribéznou despiralizaci;
ve fazich kdy probiha replikace (opis genetické informace na DNA, jeZ je urcena pro dcefiné

buriky), je DNA v buiice prakticky volna.
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Zmény v organizaci DNA v pritbéhu bunécného cyklu jsou na ptikladu savci buiikky uvedeny

v tabulce A.1, ktera je pievzata z prace (LOKAJICEK, 1981).

A.2 Struktura DNA

Molekula DNA je nositelem genetické informace, jeZz je zapsana linearné po celé délce
molekuly jistou posloupnosti ¢lankt fetézce. Pfitom trojice ¢lankl tvoii vzdy jakési ,,slovo” -
kodon a fazenim téchto ,,slov” je definovana piislusna geneticka informace. Funkénim ¢lankem
fetézce je nukleotid. Je sloZen z cukru dezoxyribozy a z fosforecné kyseliny a dale z ¢asti (tzv.
dusikaté baze), ktera urcuje specificky charakter v genetickém kodu (viz obr. A.1). Je bézn¢
znamo 5 ruznych typu téchto dusikatych bazi: adenin, guanin, uracil, thymin a cytosin.
Chemické slozeni adeninu je patrno z obr. A.1; ostatni ¢tyfi baze jsou pak zndzornény na obr.
A.3. Vazbu mezi jednotlivymi nukleotidy zprostiedkuje kyselina fosfore¢n4; schéma vytvareni
polynukleotidového fetézce je pak zndzornéno na obr. A.2. Dva komplementarni
polynukleotidové fetézce se pak spojuji vodikovymi miustky do dvoufetézce, jenz vytvari

molekulu DNA a je schematicky zndzornén na obr. A.3 a A.4.

Primérnd molekulovd hmotnost jednoho nukleotidu je asi 330. Molekulova hmotnost

jednotkové délky molekuly DNA je pak piiblizng 10*2m-1.

Tabulka A. 1 Priklad buné¢ného cyklu savci buniky

Faze Intervize Mitoza
G S G2 Profaze | Metafize | Anafaze | Telefize
Organi- | Despira- | Plekto- | Superspi- Despirali-
zace | lizovana | nicka | ralizace Superspirala zovana
DNA DNA | spirdla DNA
Trvani 14 5 4 24
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Obrazek A. 1 Slozeni nukleotidu s dusikatou bazi - adeninem
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Obrazek A. 2 Schéma vytvareni polynukleotidového tetézce
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Obrazek A. 3 Chemické slozeni dusikatych bazi: cytosin, guanin, adenin, uracil, thymin
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3.4 nm

0.34 nm

Obrazek A. 4 Schéma dvousroubovice vytvarejici molekulu DNA
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