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Souhrn 
Práce pojednává o možnostech praktického použití současných metod biodozimetrie včetně informací o 

jejich omezeních. V další části obsahuje ucelené shrnutí nejdůležitějších poznatků účinků ionizujícího záření 
na molekulární úrovni, zejména pak postradiační aktivace p53, navození bloku v G2/M buněčného cyklu a sou-
visející aktivace MAP-kinázové cesty.  
 
Klíčová slova: Biodozimetrie; p53; G2/M blok; MAPK. 

 
 
 

Biodosimetry Part I: Practical Need of Biodosimetry and the Most Important Mechanisms Activated 
After Irradiation 

 
Summary 

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

 
 

 
Možnosti použití biodozimetrie 

 
V této práci pojednáváme především o účincích 

gama záření na lidský organismus, jakož i o ozáře-
ní rychlými elektrony a neutrony. Tyto účinky jsou 
závislé na druhu záření, velikosti absorbované dáv-
ky a také na časové a prostorové distribuci ozáření. 
Proto už od počátku existence radiobiologie je kla-
den důraz na co nejpřesnější určení velikosti absor-
bované či efektivní dávky u ozářených osob.  

Jedním z důležitých směrů, jak zjistit obdrženou 
dávku záření až v období po ozáření, je tzv. biolo-
gická dozimetrie či biodozimetrie. Biodozimetrii lze 
charakterizovat jako subdisciplínu oboru radiobio-
logie, která pomáhá určit velikost absorbované dáv-
ky podle intenzity a druhu postradiační odpovědi or-
ganismu. Dosud jsou detailně popsány postradiační 
děje a biodozimetrické ukazatele na úrovni organis-
mu a orgánů samotných. Avšak jejich použití v pra-
xi má řadu úskalí, počínaje jejich nízkou citlivostí a 
relativně dlouhou latencí, anebo vysokou finanční či 
edukační náročností.  

Praktické využívání biodozimetrie lze předpo-
kládat ve všech oblastech lidského konání, kde je za-
hrnut faktor ionizujícího záření. Jedná se tedy o pra-
covníky činné v riziku ionizujícího záření. První ob-
lastí je výroba, zpracování a likvidace zdrojů ioni-
zujícího záření. Zde jde zejména o pracovníky ura-
nových dolů (kteří jsou nejvíce ohroženi vysokým 
obsahem radonu především ve vzduchu, na což do-
sud nemá současná věda žádný biodozimetrický uka-
zatel), zpracovatelského průmyslu, jaderných elek-
tráren a úložišť radioaktivních látek. Pro široké uplat-
nění radionuklidů v medicíně je nutné do okruhu 
pracovníků v riziku zahrnout i pracovníky nemoc-
ničních oddělení nukleární medicíny, radioterapie, 
radiodiagnostiky, ale i balneologie, kdy jako příklad 
lze uvést jáchymovské lázeňské kúry. Významným 
expozicím jsou dále vystaveni představitelé chirur-
gických oborů používající kontrastních vyšetření 
při operaci a peroperační RTG metody. Další sku-
pinou jsou pracovníci laboratorních zařízení vyu-
žívající ve výzkumných projektech zdroje ionizují-
cího záření. V neposlední řadě je také nutné zmínit 
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letový personál, vojáky a kosmonauty. Ve všech vý-
še uvedených oblastech lidského konání je možné 
se za nestandardních okolností setkat s významněj-
ším ozářením, kdy je nutné všemi dostupnými me-
todami odhadnout absorbovanou dávku. 

Použití biodozimetrických metod v polních pod-
mínkách AČR je limitováno časovými a technolo-
gickými možnostmi jejich použití. V první řadě lze 
použít pouze takové metody, které nejsou příliš fi-
nančně nákladné, jsou nenáročné na zaučení zod-
povědných laboratorních pracovníků, ale přitom se 
musí jednat o vysoce specifické metodické postupy 
s nízkým detekčním prahem. Takovým požadavkům 
vyhovují metody ELISA (enzyme linked immu-
nosorbent assay) detekující požadovaný protein a 
RT-PCR (real time − polymerase chain reaction) de-
tekující požadovaný gen mRNA nebo DNA samotné. 

Dalším limitem je časové období po ozáření 
vojáka. Biochemická laboratoř s adekvátním vyba-
vením umožňující použití výše uvedených metod se 
v léčebně odsunovém systému nachází až od stup-
ně Level 2. Na zdravotnickou etapu stupně Level 2 
jsou ozáření pacienti přiváženi mezi 2 a 6 hodina-
mi po ozáření (21). A jelikož je nezbytné efektivní 
léčbu započít již do konce prvního dne po ozáření, 
výsledné časové rozmezí je mezi 2 a 24 hodinami 
po ozáření vojáka.  

Z uvedeného vyplývá praktická potřeba takových 
biodozimetrických ukazatelů, které by byly validní 
v intervalu od 2 do 24 hodin po ozáření a zároveň 
detekovatelné ELISA nebo RT-PCR metodami. 

 
 
Mechanismus účinku ionizujícího záření  

 
Abychom dobře porozuměli významu biodozi-

metrických ukazatelů, je vhodné si nastínit nejdů-
ležitější cesty aktivované v ozářených buňkách a  
jejich význam pro regulaci buněčného prostředí. 

V odpovědi na ozáření buňky má důležitou úlo-
hu aktivace tumor supresorového proteinu P53, kte-
rý dále reguluje blok buněčného cyklu, reparaci po-
škozené DNA nebo aktivuje apoptózu cestou akti-
vace dalších proteinů a genů. 

Ionizující záření vytváří v jádře ozářených buněk 
dvojité zlomy dvoušroubovice DNA. Forma repa-
race dvojitých zlomů DNA je dvojí: nehomologní 
rekombinantní reparace (non-homologous end-join-
ing; NHES) probíhající v G1-fázi buněčného cyklu 
a homologní rekombinantní reparace (homologous 
recombination; HR) DNA. Homologní reparace je 

významná především v G2-fázi buněčného cyklu 
(32, 37), kdy jsou v jádře dvě sady chromozomů a 
dvoušroubovice DNA nepoškozená dvojitým zlo-
mem slouží jako vzor k opravě poškozeného úseku 
DNA druhé dvoušroubovice. Proto blok buněčného 
cyklu v G1 a v G2/M-fázi slouží k opravě DNA a 
jsou důležitými faktory pro další existenci a funkci 
ozářených buněk (37). 

Jako odpověď na přítomnost dvojitých zlomů 
DNA se mimo jiné aktivuje i ATM-protein kináza. 
ATM je produktem tumor supresorového genu, kte-
rý je mutovaný u nemoci označované jako ataxie- 
-teleangiektázie. Tato autozomálně recesivně dědič-
ná choroba se projevuje tvorbou teleangiektázií (pa-
tologickým rozšířením cév na periférii) a ataxií jako 
formy poruchy mozečkových funkcí. Dalšími příz-
naky důležitými pro radiobiologii jsou vyšší radio-
senzitivita a vyšší incidence nádorových onemoc-
nění u takto defektních pacientů (22).  

Tato ATM-protein kináza je v odpovědi již na 
malé dávky záření autofosforylována (3) a dále fos-
foryluje řadu cílů, mezi nimi i p53. Dále bylo zjiš-
těno (2, 34), že bez ATM-protein kinázy není fos-
forylace p53 v ozářených buňkách dostatečně rychlá. 
Fosforylace p53 zejména na serinových aminoky-
selinách pak dále určuje roli tohoto proteinu v re-
gulaci buněčných mechanismů. Je zřejmé, že účinky 
aktivované p53 se mohou lišit lokalizací fosforylo-
vaného serinu. 

 
Jak vyplynulo z in vitro studií Banina a spol. (5) 

a Canmana a spol. (8), ATM-protein kináza dokáže 
in vivo přímo fosforylovat serin 15 p53 (p53 ser15). 
Dále ATM-protein kináza dokáže aktivovat serin 
20 p53 nepřímo prostřednictvím Chk1 nebo Chk2-
-protein kinázy, ačkoli tato skutečnost byla proká-
zána pouze in vitro pokusem (15, 17, 18, 29, 30). 
Saito a spol. (23) prokázali in vitro také fosforylaci 
p53 na serinu 9 a serinu 46. Higashimoto a spol.  (14) 
prokázali ATM-dependentní fosforylaci p53 ser6. 

Lidský serin 15, korespondující s myším serinem 
18, je přímo aktivován rodinou fosfatidylinositol- 
-3-kináz, což zahrnuje DNA-protein kinázu (20), 
ATR (31) a vlastní ATM kinázu (5, 8). Fosforylace 
p53 na serinu 15 bez přítomnosti aktivní ATM-pro-
tein kinázy je inhibována ve smyslu opožděné nebo 
nižší aktivace (16, 23) a velmi časná aktivace tohoto 
serinového rezidua je nezbytná pro plnou p53-de-
pendentní odpověď v buňkách vystaveným vlivu 
škodlivých látek a činitelů poškozujících DNA, včet-
ně ionizujícího a UV záření (16).  
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Jak bylo zmíněno výše, serin 20 je fosforylován 
ATM-protein kinázou cestou Chk1 a Chk2-protein 
kinázy. Význam aktivace tohoto serinového rezidua 
spočívá patrně ve stabilizaci samotné p53 v jádru 
ozářené buňky a plné aktivaci ATM-dependentního 
p53 fosforylací na serinu 15 (5, 8). 

Fosforylace p53 na serinu 46 byla prokázána po 
ozáření buněčné epiteliální linie ultrafialovým (UV) 
zářením (7, 20) prostřednictvím p38 MAP-kinázy 
(7) HIP-kinázy a kinázy HIPK2 (10). Jelikož aktiva-
ce p38 MAP-kinázy se projevuje po UV ozáření, a 
nikoli po ozáření buněk ionizujícím zářením, do-
mnívají se Saito a spol. (23), že fosforylace p53 na 
ser46 je způsobena jinou protein kinázou, například 
p53DINP1.  

Ačkoli fosforylace p53 na serinu 9 neprobíhá 
přímo, autoři (23) se domnívají, že ATM-protein ki-
náza je k této aktivaci nezbytná a že dokáže tento 
tumor supresorový protein aktivovat nepřímo cestou 
aktivace dosud neznámé protein kinázy. 

Higashimoto a spol. (14) prokázali fosforylaci 
p53 na serinu 6 i 9 po ozáření UV i ionizujícím zá-
řením. Dále zjistili vztah mezi fosforylací p53 na 
ser6 a ser9, kdy fosforylace na ser6 cestou Chk1 
může způsobit fosforylaci ser9. Následky aktivo-
vané p53 ser6 a p53 ser9 nejsou zcela známy, ale 
Saito a spol. (23) se domnívají, že aktivace těchto 
serinových reziduí po ozáření slouží k amplifikaci 
primárního účinku ATM-protein kinázy, tj. fosfo-
rylaci p53ser15. 

Další významnou oblastí funkce a regulace p53 
je degradace tohoto proteinu. U neozářených buněk 
dochází v buněčném jádru prostřednictvím vazby 
mdm2 na p53 k degradaci tohoto proteinu (6, 36). 
Takto je zachována adekvátnost odpovědi vůči in-
dukovanému signálu. U ozářených buněk dochází 
k vzestupu p53 především v důsledku zabránění de-
gradace p53. Tento mechanismus lze vysvětlit fos-
forylací jak mdm2 ATM-kinázou, tak fosforylací p53 
na serinu 15 nebo 20. Aktivovaný mdm2 se poté ne-
váže na aktivovaný p53, který se v jádře stabilizuje 
a jeho obsah v buňce se zvyšuje. Není však zcela 
jasné, která z modifikací je zásadní pro zrušení vaz-
by mdm2 na p53. Na inhibici degradace p53 se dále 
mohou podílet také některé další buněčné proteiny, 
jako jsou E2F1, Ras, Myc, beta-catenin, pRb a c-Abl 
(28), které cestou indukce tumor supresorového pro-
teinu ARF blokují aktivitu Mdm2 proteinu (26). 
Tímto mechanismem je dosaženo výraznější, tj. ne-
adekvátní, odpovědi na indukující signál. 

Dalšími důležitými buněčnými molekulami, kte-

ré jsou aktivovány ionizujícím zářením, jsou JNK 
(19), p38 MAPK (25), SEK (25) a NF-kappaB (35). 
Tyto molekuly vyvolávají kaskádovou reakci ve-
doucí k aktivaci časných genů, jako jsou c-jun, c-fos 
a egr-1 (9, 11, 12, 13, 27). 

Po aktivaci ATM-kinázy jsou jedním z dalších 
cílů fosforylace proteiny p53, Chk1, Chk2. Zásad-
ními proteiny jsou Chk1 a Chk2-proteinkinázy, je-
jichž fosforylace ATM-kinázou vede k inhibici fun-
kce fosfatáz cdc25a a cdc25c odpovědných za prů-
chod přes G1/S a G2/M klíčové body a za pokračo-
vání buněčného dělení (33). 

Významnou prací je studie Abotta a spolupracov-
níků (1), kteří sledovali úlohu mitogenem aktivo-
vané protein (MAP) kinázy kinázy 1 (MEK 1) a 
MAP-kinázy kinázy 2 (MEK 2) v ozářených buň-
kách s blokovaným buněčným cyklem ve fázi G2/M. 
Tyto dvě kinázy jsou členy MAP-kinázové signál-
ní cesty a jsou aktivovány RAF (4). Oba tyto protei-
ny mohou dále fosforylovat další členy MAPK- 
-kaskády, ERK1 a ERK2 (24). 

Autoři zjistili, že po expozicích buněk ionizují-
címu záření je velmi významně exprimována sig-
nální cesta MAPK/RAF/MEK1-MEK2, která zajiš-
ťuje včasnou indukci G2/M-bloku buněčného cyklu. 
Abott a spol. (1) dále pozorovali, že u buněk s do-
minantně negativní MEK1 a MEK2 nastává postra-
diační G2/M-blok opožděně a buňky posléze hůře 
tento blok buněčného cyklu překonávají. Nicméně, 
inhibice exprese MEK1 a MEK2 neovlivňuje repara-
ci dvojitých zlomů DNA vzniklých po ozáření. Z je-
jich výsledků vyplývá, že radiačně indukovaná akti-
vace MAP-kinázové cesty je nezbytná k navození 
bloku v G2/M-fázi buněčného cyklu a jeho rych-
lejší překonání a vstupu ozářených buněk do mitózy. 

Vzhledem k výše uvedeným skutečnostem jsme 
se v naší experimentální práci zaměřili na studium 
fosforylace ATM-kinázy a p53 v ozářených lymfo-
cytech izolovaných z periferní krve, které by mohly 
být použity pro stanovení biodozimetrických uka-
zatelů u ozářených při radiačních nehodách, příp. 
za válečného konfliktu.  
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