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Souhrn

Vychodiska: Poskozeni DNA ionizujicim zarenim je hlavnim mechanizmem ucinku radioterapie
(RT) a vysledek lé¢by a poradiacni toxicitu zdravych tkani ovliviiuje fada faktor( zevnich a vniti-
nich, mezi které patii i mutace v genech pro reparaci DNA vedouci k riznym poruchdm rozpo-
znavani poskozené DNA a jejich oprav. Poruchy reparace DNA se mohou projevovat zvysenou
citlivosti k onkologické lécbé. Cil: Mechanizmus opravy DNA a prehled genetickych syndrom(i
s mutacemi gend Ucastnicich se reparace DNA objasnuje urychlenou kancerogenezi a zvyse-
nou radiosenzitivitu pfi RT nadorovych onemocnéni. Vétsina radiosenzitivnich syndrom je
autozomalné recesivné dédi¢nd, pfikladem jsou ataxia teleangiectasia, Nijmegensky syndrom
lomivosti, xeroderma pigmentosum, Cockayndv syndrom, Bloom0v syndrom a Wernerdv syn-
drom. Zdvér: Radioterapie je u vétsiny homozygotnich pacientd s recesivnimi radiosenzitivnimi
syndromy kontraindikovana. Asymptomaticti heterozygoti mohou mit zvysené riziko vzniku
nadord a mald ¢ast pacientll i mirné zvysené riziko intolerance RT, nicméné indikaci k RT to
nelimituje. Vysoké riziko sekundarnich malignit po radioterapii je kontraindikaci adjuvantni RT
u Li-Fraumeniho syndromu.
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Summary

Background: lonizing radiation DNA damage is the main mechanism of radiotherapy (RT)
action and the outcome of treatment and healthy tissue toxicity is influenced by a number
of external and internal factors, including mutations in DNA damage recognition and repair.
Disorders of DNA repair may result in increased sensitivity to cancer treatment. Purpose: The
mechanism of DNA repair and an overview of genetic syndromes with mutations in genes
involved in DNA repair clarify the accelerated carcinogenesis and increased radiosensitivity
in RT cancers. Most radiosensitivity syndromes are autosomal recessively inherited; examples
are ataxia teleangiectasia, Nijmegen breakage syndrome, xeroderma pigmentosum, Cockayne
syndrome, Bloom syndrome and Werner syndrome. Conclusion: Radiotherapy is contraindica-
ted in most homozygous patients with recessive radiosensitivity syndromes. Asymptomatic
heterozygotes may have an increased risk of tumor incidence and a small part of them slightly
increased risk of RT intolerance; however, this does not limit RT treatment. The high risk of
secondary malignancies after radiotherapy is a contraindication to adjuvant RT in Li-Fraumeni
syndrome.

Key words
DNA repair - radiosensitivity — radiotherapy

a N

Podporeno MZ CR - RVO (Fakultni
Thomayerova nemocnice - FTN, 00064190).

Supported by Ministry of Health, Czech Repub-
lic = conceptual development of research or-
ganization (Thomayer University Hospital, TUH
00064190).

Autofi deklaruji, Ze v souvislosti s predmétem
studie nemaji zadné komercni zajmy.
The authors declare they have no potential

conflicts of interest concerning drugs, products,
or services used in the study.

Redak¢ni rada potvrzuje, ze rukopis prace
splnil ICMJE kritéria pro publikace zasilané do
biomedicinskych ¢asopist.

The Editorial Board declares that the manuscript
met the ICMJE recommendation for biomedical
papers.

=]

MUDr. Radka Lohynska, Ph.D.
Onkologické klinika 1. LF UK a FTN
Videriska 800

140 59 Praha 4

e-mail: radka.lohynska@ftn.cz

Obdrzeno/Submitted: 1. 7. 2021
Pfijato/Accepted: 11.8.2021

. %
doi: 10.48095/ccko2022119

Klin Onkol 2022; 35(2): 119-127

119




RADIOTERAPIE A RADIOSENZITIVNI SYNDROMY U MUTACI GENU REPARACE DNA

Uvod

V radioterapii se k 1é¢bé pouziva nejcas-
téji ionizujici fotonové zareni linear-
niho urychlovace, které nepfimo io-
nizuje pomoci sekundarnich elektrond,
jimz preddva svou energii. Bézna denni
dévka napt. pfi RT pro karcinom prsu je
2 Gy.

Ozéreni davkou 1 Gy nepfimo ionizuji-
ciho fotonového zéreni zplsobi v jedné
bunce cca 10° ionizaci, coz vyvold v DNA
poskozeni 1 000 bazi, vznik pfiblizné
1 000 jednovlaknovych zlomu a zhruba
20-40 dvouvldknovych zlom(, coz ve
vysledku vede ke smrti zhruba jedné
tretiny bunék a svédci o velmi efektiv-
nim systému reparace DNA. Za den pak
vznikne v ddsledku endogenniho oxi-
dacniho stresu v bunice 10 000 posko-
zeni DNA [1]. Dvouvldknové zlomy jsou
nejzavaznéjsi poskozeni DNA a mohou
vzniknout primarné po ozéafeni nebo
sekundarné v ramci reparace (napf. pfi
replika¢nim bloku pfi mezivldknovych
vazbach v DNA) [1].

Klinicky ucinek radioterapie na
nador a zdravou tkan je ovlivnén celou
fadou faktord, které byvaji oznac¢ovany
jako vnitini a zevni [1,2]. Z vnitfnich
faktori se jedna o genomické (mutace
genl), epigenetické (modifikace his-
tond, metylace DNA), transkriptomické
(mRNA, nekédujici RNA) a proteomické
(posttransla¢ni modifikace protein()
vrozené predispozice.

Zéroven vsak toxicitu |é¢by a jeji uci-
nek na nador ovliviuji i zevni faktory,
které jsou zavislé: na lécebné moda-
lité (technika radioterapie, druh zareni,
energie zarfeni, frakcionace, celkova
doba RT, objemova zavislost, konkomi-
tantni i pfedchozi l1é¢ba), na charakte-
ristikach pacienta (socialni status, ab-
usus — napf. nikotinizmus, stav vyzivy,
vék, komorbidity jako diabetes mellitus,
anemie, hypertenze, chronickd zanét-
livda onemocnéni, non-revmatoidni artri-
tida, kolagendzy, infekce/imunosuprese,
preexistujici funkéni deficit v ozafenych
organech) nebo na druhu ozafované
tkané a bunék (napt. hypoxie v nadoru).

Cilem predklddaného sdéleni je po-
skytnout prehled zakladnich mechani-
zmU opravy poskozeni DNA ionizujicim
zafenim v souvislosti se syndromy zpU-
sobenymi mutacemi gent pro proteiny

asociované s reparaci DNA, s moznostmi
vyssi radiosenzitivity u téchto onemoc-
néni a predispozicemi ke vzniku sekun-
darnich malignit po radioterapii.

Prehled nejcastéjsich hereditarnich
syndrom(l zpUsobenych mutacemi gent
reparace DNA a ovlivnéni radiosenziti-
vity poskytuje tab. 1.

Poskozeni DNA ionizujicim
zafrenim

Interakce zafeni s hmotou zacina fyzi-
kalni fazi trvajici piko- az nanosekundy,
kdy ionizujici zafeni pfi prichodu tka-
némi pfeddvd svou energii ionizaci a ex-
citaci a interakci s elektronovymi obaly
atom0 a molekul vznikaji nabité ionty,
poté nasleduje chemicka faze trvajici
mikrosekundy a zahrnujici vznik reak-
tivnich volnych radikald a atomd a ko-
nec¢né biologicka faze, kterd mlze trvat
milisekundy az roky a predstavuje odpo-
véd buriky na poskozeni a jeho reparaci
¢i fixaci zmén, které mohou vést ke smrti
burky [1].

V bunce jsou viceCetné kopie vét-
Siny molekul (mRNA, proteiny), které
maji pomérné kratky polocas existence
a jejichz poskozeni neni pro burku li-
mitujici. Oproti tomu DNA je v soma-
tické bunce pfitomna pouze ve dvou
kopiich, ma dlouhy polocas existence
a patii k nejvétsim molekuldm v bunce.
Od DNA se odvijeji viechny procesy
v bunce a z hlediska rizika jejiho posko-
zeni se stava zasadnim cilem udrzeni jeji
pIné funk¢nosti. Experimenty s cilenym
ozafovanim bunééné membrany ¢i cy-
toplazmy alfa ¢asticemi nevedly ke smrti
bunky a naopak kratce po ozafeni jadra
doslo k bunééné smrti; hlavnim davo-
dem smrti bunky po ozéreni je posko-
zeni DNA v jadre [3].

Buriky maji k dispozici rtizné zplsoby
oprav DNA, aby se vyporadaly s posko-
zenim DNA noxami ze zevniho i vniti-
niho prostredi a aby byla udrzena sta-
bilita genomu. Prostorova struktura
dvousroubovice DNA s histony vytvaFi
nukleozom a spolu s dalSimi proteiny
kontrolujicimi metabolizmus DNA tvofi
chromatin, ktery je dale organizovan
do jednotlivych chromozomd. Proteiny
Ucastnici se reparace DNA tak musi byt
pfitomny v jadfe v dostate¢ném mnoz-
stvi a zaroven byt mobilni, aby deteko-

valy poskozeni béhem sekund a minut.
Slozita struktura DNA a proteind musi
byt schopna rychlé remodelace a zpfi-
stupnéni dvousroubovice DNA mo-
difikaci histond v nukleozomu v okoli
poskozeni DNA. Doc¢asné je béhem repa-
race poskozeni zpomalen bunécny cyk-
lus a jsou zastaveny béZzné procesy jako
napft. transkripce. BEhem reparace po-
$kozeni DNA je cely proces monitorovan
a po dokonceni oprav je znovu ustano-
vena prostorova struktura chromatinu
a zahajena transkripce v rdmci béznych
proces( burky [1].

Specializované reparacni systémy
slouzi k opravé poskozeni bazi (base
excision repair — BER), jednovldkno-
vych zlom (single strand break repair -
SSBR), zamény pard bazi (mismatch
repair - MMR), excizni reparace nukleo-
tidG (nucleotid excision repair — NER),
dvouvldknovych zlom (double strand
breaks — DSBR) a mezivlaknovych vazeb
(interstrand cross link repair — ICR). Mu-
tace nebo delece v genech pro BER, SSBR
a DSBR mohou zvy3ovat radiosenzitivitu
bunék. Oproti tomu MMR a NER jsou pro
reparaci poskozeni bunék po ozareni
méné vyznamné a mutace v téchto ge-
nech nezpulsobuji vys$si radiosenzitivitu
buriky [1].

Mechanizmy opravy DNA

a geneticky podklad syndromu

se zvySenou radiosenzitivitou
Odpovéd na poskozeni DNA zahrnuje
tfi hlavni faze [1], na nichz se podili cela
fada protein(, jejichz mutace mohou
prispét k poruse reparace DNA: 1) sen-
zorickou ¢ast; 2) fazi prenosu signalt
a 3) efektorovou cast, kterd se uskutec-
nuje tfemi hlavnimi mechanizmy: apo-
ptézou (programovana smrt burky), re-
gulaci kontrolnich bodlG buné¢ného
cyklu a reparaci poskozené DNA.

Senzoricka faze odpovédi buriky

na poskozeni DNA

Na zacatku celého procesu stoji rozpo-
znani poskozeni DNA. Reparace DNA
je vysoce komplexni a koordinovany
systém tvofeny vice skupinami signal-
nich drah. Prvnim stupném obnovy
stability genomu je senzoricka faze -
rozpoznani poskozeni DNA. Hlavni sen-
zorickou Ulohu hraje nékolik skupin pro-
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RADIOTERAPIE A RADIOSENZITIVNI SYNDROMY U MUTACI GENU REPARACE DNA

Tab. 1. Pfehled nejcastéjsich hereditarnich syndromt zptisobenych mutacemi gent reparace DNA a ovlivnéni radiosenzitivity.
Zkratka genu Nazev genu Onemocnéni Typ Radio-
dédicnosti senzitivita
Rozpoznani poskozeni DNA a regulace priichodu bunéénym cyklem
ATM ataxia teleangiectasia mutated gene ataxia telangiectasia AR zvysena
NBN nibrin (sou¢ast komplexu MRN) Nijmegen breakage syndrom AR zvysena
MRE 11 MRE 11 (soucést komplexu MRN) ataxia teleangiectasia-like AR zvysena
X-ray repair cross complementing 5 oruchy VWvoie nervové soustav
XRCC5, XRCC6 (protein Ku80), X-ray repair cross P y Y .J , . y AR zvysena
- - aimunitniho systému
complementing 6 (protein Ku70)

p53 tumor protein p53 Li-Fraumeniho syndrom AD neni ovlivnéna
RBT retinoblastoma gene 1 retinoblastom AR neni ovlivnéna
APC adenomatous polyposis coli familidrni adenomatézni polypoza AD neni ovlivnéna
CHEK2 checkpoint kinaza 2 zvysené riziko nékterych nddorud AD neni ovlivnéna
PTEN homolog fosfatazy a tenzinu Cowdendv syndrom AD neni ovlivnéna
Reparace DNA
BRCA1,2 breast cancer gene 1/2 hereditarni karcinom prsu a ovarif AD neni ovlivnéna
PALB2 (FALC-N) partner a lokalizator BRCA2 zvysené riziko nékterych nadord AD neni ovlivnéna

DNA cross-link repair 1C radiosenzitivni tézky et
pe (endonuklaza Artemis) kombinovany imunodeficit AR zvysena
RNF168 ring finger protein 168 RIDDLE syndrom AR zvysena
RECQL4 recQ helicase-like 4 Rothmund-Thomsondv syndrom AR zvysena
DDX11 ATP-dependentni RNA helikdza Warsaw breakage syndrom neznama zvySena
WRN Werner syndrom, RecQ helicase-like Wernerdv syndrom AR neznama
BLM Bloom syndrome mutated gene BloomUv syndrom AR zvysena
XPA, XPB (ERCC3),
XPC, XPD (ERCC2) xeroderma pigmentosum xeroderma pigmentosum AR zvysena
XPE (DDB2), XPF Pig pig y
(ERCC4), ERCC6 (CSB)
FANC-A,B, G F, G, Fanconiho anemie, komplementacni
I, M, P(SLX4), R skupina M; (FAAP250); . cerevisiae, Fanconiho anemie AR stiedné zvysena
(RAD51) homolog SLX4 (FANCP)
%/SW:EAQLHB' proteiny spojené s mismatch repair Lynchliv syndrom AD neni ovlivnéna
ERCC1,2 (XPD), cerebro-oculo-facio-skeletal
ERCC5 (XPG), ERCC6 proteiny asociované s NER AR neni ovlivnéna

syndrome
(CSB)
fgsch)g (E52013119 proteiny asociované s NER Cockaynulv syndrom AR mirné zvysena
MUTYH mutY homolog (role v BER) MUTYH-asociovana polypdza AR neznama
LIG4 ligdza 4 syndrom ligazy 4 AR zvysena
PRKDC, XRCC7 DNA-proteinkinazy kombinované imunodeficity AR zvysena
XLF cernunnos (role v NHEJ) Gl ClEiEag AR zvysena
syndrome

AR - autozomalné recesivni, AD — autozomalné dominantni, BER — excizni reparace bazi, NER - excizni reparace nukleotidd,
NHEJ - nehomologni spojovani koncl, MRN - proteinovy komplex slozeny z MRE11, RAD50 a NBN1, RIDDLE - radiosenzitivita,
imunodeficit, dysmorfie, poruchy uceni (learning difficulties)
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Tab. 1 - pokracovani. Pfehled nejcastéjsich hereditarnich syndromt zptisobenych mutacemi gent reparace DNA a ovlivnéni
radiosenzitivity.

Zkratka genu Nazev genu Onemocnéni Typ Radio-
dédicnosti senzitivita
Dalsi geny
Shvyachmap-!i&od|an-°D|ar°no[1'd’(roIe Shwachman-Bodian-Diamonduv _
SBDS v biogenezi ribozomd, dulezity pro AR neznama
. syndrom
erytropoézu)
patched Drosophila homolog 1 (trans- mse byt zviiena
PTCH1 membranovy protein, tumor supreso- Gorlin(iv syndrom AD ytzvysena,
. efekt nejasny
rovy gen)
WT1 WilmsGyv tumor, typ 1 (transkripcni Wilmsév tumor AD muze byt zvysena,
faktor) efekt nejasny
cdLs skupina genu kohezinového komplexu Cornelia de Lange syndrom neznama zvysSena
ESCO2 geny kohezinového komplexu Robertlv syndrom AR zvysena
AR - autozomalné recesivni, AD — autozomdlné dominantni, BER — excizni reparace bazi, NER - excizni reparace nukleotidd, NHEJ -
nehomologni spojovani konctl, MRN - proteinovy komplex slozeny z MRE11, RAD50 a NBN1, RIDDLE - radiosenzitivita, imunodefi-
cit, dysmorfie, poruchy uceni (learning difficulties)

N

teinovych komplext MRN (zkratka nazv(
komponent: MRE11, RAD50 a NBN1) /
ATM (ataxia teleangiectasia mutated),
Ku DNA proteinkinazy a ATR (ATM
and RAD3related) / ATRIP (ATR inter-
acting protein) komplex a PARP (po-
lyadenosindifosfat-rib6zo-polymeraza)
enzymy. Tyto komplexy nasledné akti-
vuji dalsi proteiny, které vedou ke tiem
hlavnim efektorovym cestam: k regu-
laci checkpointl bunééného cyklu,
DNA reparaci nebo buné¢né smrti. Nej-
zavaznéjsi dlsledky po ozafreni maji
dvouvldknové zlomy, které rozpoznava
hlavné MRN komplex, tvofreny proteiny
MRE11, RAD50 a NBN1 (nibrin). Protei-
novy komplex MRN je pfi replikaci spo-
jen s chromatinem a rozpozndva zménu
struktury DNA pfi DSB a vede k aktivaci
ATM kindzy, ktera nasledné aktivuje fadu
proteinl (zejména CHEK2, p53 a H2AX
proteiny). ATM je klicovym reguldtorem
bunécné odpovédi na poskozeni DNA,
Ucastnicim se regulace checkpointd bu-
né¢ného cyklu, DNA reparace a regu-
lace apoptdzy. Homozygotni mutace
v genu ATM se klinicky projevuje jako
onemocnéni ataxia teleangiectasia,
které se manifestuje jako okuloku-
tanni teleangiektazie a cerebelarni pro-
gresivni ataxie a je spojeno s vysokou
radiosenzitivitou [4,5].

Homozygotni mutace v genu pro
nibrin (NBN) se projevuje jako Nijme-
gensky syndrom lomivosti chromo-
zomu (NBS) s primarnim imunodefi-
citem, vrozenou mikrocefalii, rlistovou
retardaci a c¢astéjsim vyskytem hema-
tologickych i solidnich malignit (auto-
zomalné recesivni dédi¢nost). Homozy-
gotni pacienti s NBS maji zvySenou
radiosenzitivitu [4,5].

Mutace komponenty MRET1 se proje-
vuje jako onemocnéni zvané ataxia te-
leangiectasia-like, projevujici se poma-
lou mozeckovou degeneraci, rozvojem
okulomotorické apraxie i dalSimi mo-
ze¢kovymi syndromy; neni pfitomna te-
leangiektazie. U tohoto onemocnéni je
zvysena radiosenzitivita.

Druhou skupinou majici senzorickou
roli v detekci poSkozeni DNA jsou pro-
teiny Ku70 a Ku80, které se vézou ke
konclim dvouvldknovych zlom0 a ak-
tivuji Ku DNA proteinkinazy (maji po-
dobnou strukturu a funkci jako ATM). Ku
DNA proteinkinazy fosforyluji H2AX (va-
rianta histonu H2A, ktery tvofi jddro nuk-
leozomu, kolem néjz je obalena DNA).
Rozsah (vzdélenost) fosforylace H2AX na
obé strany kolem DSB je fizen proteinem
MDC1 (mediator of DNA damage chec-
kpoint protein 1), ktery se vaze pfimo na
ATM a fosforylovany H2AX a méni struk-

turu chromatinu, ¢imz zpfistupnuje mu-
taci v DNA dal$im repara¢nim enzymm.

Treti skupinou kinaz, které fosforyluji
H2AX, jsou ATR (ataxia teleangiectasia
related) proteiny. Na rozdil od ATM a Ku
DNA PK se nezda role ATR zasadni v sig-
nalizaci DSB po ozafeni. Jeho kli¢cova
Uloha je viak v dal$im stupni po aktivaci
ATM-MRN komplexu, kdy v disledku re-
parace DSB vznikaji v okoli ¢etné SSB
a ty se reparuji pomoci ATR cesty. ATR
kindza aktivuje jiné proteiny nez ATM
Ucastnici se regulace checkpointl bu-
nécného cyklu (napf. CHEK1), DNA repa-
race a regulace apoptdzy.

PARP (poly-adenosindifosfat-rib6zo-
-polymerdzy) jsou enzymy katalyzujici
vznik polymerd ADP-ribdzy, které vzni-
kaji na chromatinu po poskozeni DNA.
Jsou dvé velké rodiny PAR polymeraz
(PARP1 a PARP2), které se Ucastnirozpo-
zndani poskozeni DNA a pfenosu signalu.

Faze pfenosu signalu — druha faze
odpovédi buriky na poskozeni DNA
Druhym stupném obnovy stability ge-
nomu je transduktorova faze, kdy do-
chazi k pfenosu signélu o poskozeni
DNA do efektorové faze, ktera vyusti bud
k opravé DNA, nebo k apoptdze buriky.
Posttransla¢ni Upravy se typicky tykaji
chromatinu v okoli mutace v DNA.
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Aktivace ATM, ATR, DNA-PK (DNA pro-
teinkinazy) a PARP v dlsledku posko-
zeni DNA vede nésledné k modifikaci
nékolika tisic bunéénych proteind. ATM
spusti fosforylacni kaskadu — fosforyluje
se protein pBRCA1, dochazi k interakci
s proteinem pRAD51 (RAD51 rekom-
binaza), ktery se Ucastni oprav dvoure-
tézcovych zlom{ DNA procesem homo-
logni rekombinace. Protein pBRCA2 také
interaguje s RPA (replikacni protein A)
komplexem, jehoz ulohou je transporto-
vat pRAD51 do mista poskozeni. Regu-
lace homologni rekombinaci (HR) pro-
biha ovlivnénim vazby RAD51 na ssDNA
(jednovldknova DNA) v RPA komplexu.
Tyto regulacni mechanizmy fidici pozi-
tivné nebo negativné HR se podileji také
na posttranslacnich modifikacich [6,7].

Vrozené poruchy v genech pro re-
paraci DNA pomoci HR maji souvis-
lost s predispozici k nadorim prsu
a ovarii i k jingym nadoriim (BRCA 1,2,
ATM...) [8], pficemzZ pro nosice téchto
mutaci jsou stanovena doporuceni pro
prevenci, sledovani i profylaktické ope-
ra¢ni vykony [8,9].

Mutace genu RAD51 je spojena se vzni-
kem Fanconiho anemie - komplemen-
tacni skupiny R. Pfi dalSich mutacich
genl skupiny Fanconiho anemie také
vznikd zvysena citlivost k latkam ovliv-
nujicim mezivldknové vazby v DNA -
bunky s mutacemi ve skupiné FA jsou
stfedné radiosenzitivni [5].

Efektorova faze
Apoptdza (programovand smrt)
ATM fosforyluje dva hlavni proteiny:
produkt tumor supresorového genu
p53 a MDM2 (homolog mouse dou-
ble minute 2). Protein p53 se po vazbé
na MDM2 inaktivuje, coZz je normdlni
stav v burice. Po poskozeni DNA do-
chazi k fosforylaci p53 a MDM2, ¢imz se
p53 uvolni a mlze regulovat prichod
kontrolnimi body bunééného cyklu
a apoptozu. Protein p53 aktivuje mnoho
dalich genl a mezi nimi proapopto-
tické geny, které u nékterych bunék
mohou vést pfimo k apoptdze (pro mno-
hobuné¢ny organizmus mize byt nékdy
vyhodnéjsi zbavit se jedné burky, nez
opravovat jeji poskozenou DNA).
Protein Rb (retinoblastom) vaz-
bou na transkrip¢ni faktor E2F inakti-

vuje jeho funkci a blokuje priichod bu-
nécnym cyklem. Volny E2F by zvysoval
hladiny cyklinG E a A, ¢imz by umoznil
vstup bunky do S faze. Pokud je protein
Rb fosforylovan, coz zajistuje komplex
CDK4/6 a cyklinu D1, je zvySena hladina
nevazaného E2F a pokracuje prichod
bunécnym cyklem. Protein p16 je inhibi-
tor komplexu CDK4/6 a cyklinu D1, ¢&imz
znemozni fosforylaci proteinu Rb a za-
stavuje tak buné¢ny cyklus v G1 fazi.

Proces reparace DNA, apoptdzy a stér-
nuti buriky ovliviiuje i infekce vysoce ri-
zikovymi papilomaviry (human papillo-
mavirus - HPV), které integruji svij
genom do genomu buriky a vedou k ex-
presi proteind E6 a E7. Protein E6 se vaze
na p53 a protein BAX, ¢imz umozni jejich
ubikvitizaci a naslednou degradaci, a tak
znemozniapoptézu. Protein E6 také akti-
vuje telomerdzu (enzym, ktery hraje roli
v replikacnim potencidlu buriky — brani
zkracovani telomer). Po vazbé proteinu
E7 na protein Rb se neutlumi produkce
transkripéniho faktoru E2F, ten pak neo-
mezené stimuluje tvorbu cyklinu A a cy-
klinu E, a podili se tak na pokracovani bu-
néc¢ného cyklu a nikoli jeho zpomaleni ¢i
zastaveni v pfipadé nutnosti reparace
DNA [10]. Ve snaze regulovat prichod
bunéénym cyklem je zvysené produ-
kovan protein p16, aviak jeho vazba na
komplex CDK4/6 a cyklin D1 nevede
k vazbé proteinu Rb na E2F, nebot pro-
tein Rb je vazéan virovym proteinem E7,
a transkrip¢ni faktor E2F tak umoznuje
neomezeny prlchod bunéé¢nym cyk-
lem. Tim vznikd geneticka nestabilita ve-
douci nejen ke zvySenému vyskytu ge-
netickych zmén a snizeni apoptdzy, ale
v disledku aktivace telomerazy i k velmi
dlouhé Zivotnosti burky. Vsechny tyto
zmény umoznuji vznik nddorové bunky
pfi infekci HPV.

Aktivace kontrolnich bodti

bunécného cyklu

Druhou hlavni efektorovou drédhou
v bunce s poskozenou DNA je aktivace
kontrolnich bodd buné¢ného cyklu za
ucelem zpomaleni pribéhu bunéc¢ného
cyklu, coz prispéje k vyssi pravdépodob-
nosti dokonceni spravné reparace DNA.
Pribéh bunécného cyklu je regulovan
cyklin dependentnimi kindzami (CDK),
které jsou aktivni pouze ve vazbé na spe-

cificky cyklin.V G1 fazi je aktivni komplex
cyklinD/CDK4, v G2 a M fazi komplex cy-
klinB/CDK1, v S fazi cyklinA/CDK1 a cy-
klinA/CDK2. Aktivace kontrolnich bodu
bunécéného cyklu se déje dvéma hlav-
nimi cestami: aktivaci proteint, které
pfimo inhibuji komplex cyklin/CDK
(napf. protein Rb), nebo ovlivnénim fos-
forylace a snizenim aktivity CDK (napf.
p16). Komplex cyklin/CDK vede k fosfo-
rylaci jinych proteind (tim utlumi jejich
funkci) a umozni pokracovani bunéc-
ného cyklu.

Kontrolni body aktivované posko-
zenim DNA jsou ¢tyfi: v G1 fézi, v S fazi
av ¢asné a pozdni G2 fazi.

Kontrolni bod v G1 fazi se ucastni
regulace rozhodujici o tom, zda vibec
bunka zahaji replikaci DNA pfed bunéc-
nym délenim. Kontrolni bod je citlivy na
dostatek rdstovych faktor( a faktord nut-
nych k replikaci. Pfechod z G1 do S faze
je ovliviovan transkripénim faktorem
E2F, ktery umozni transkripci genl zod-
povédnych za replikaci DNA. E2F je inak-
tivovan vazbou na protein Rb. Tato vazba
je zrusena fosforylaci proteinu Rb kom-
plexem cyklinD/CDK4 a cyklinE/CDK2.

Poskozeni DNA s aktivaci ATM vede
k fosforylaci p53, coz uvolni vazbu
MDM?2 a zpUsobi aktivaci p53. Protein
p53 umoznuje upregulaci mnoha dal-
sich protein(, mezi nimi inhibitoru CDK
proteinu p21 (CDKN1A). P21 inhibuje
v G1 fazi komplexy cyklin/CDK, ¢imz za-
brani fosforylaci genu Rb a zpomali/za-
stavi vstup do S faze.

Kontrolni bod v S fazi v zavislosti na
vysi aplikované davky zpomaluje syn-
tézu DNA. Hlavnimi za¢astnénymi pro-
teiny jsou CHEK1 a CHEK2, které ATR
a ATM pfimo aktivuji fosforylaci po po-
Skozeni DNA. CHEK1 a CHEK2 inakti-
vuji CDC25A a CDC25C (fosfatazy, které
udrzuji CDK2 aktivni); ve vysledku se
po ozafeni snizi aktivita CDK2 a zpo-
mali se prlichod S fazi. Ackoli je draha
ATM-CHEK2 a ATR-CHEK1 s inhibici
CDC25A/C hlavni zpasob zpomaleni
prichodu S fazi, existuje fada jinych pro-
teiny, které vedou ke stejnému vysledku
(napf. proteiny BRCAT a BRCA2 ucastnici
se homologniho end-joiningu). To je za-
roven pfikladem komplexniho propo-
jeni aktivace kontrolnich bod{ bunéc¢-
ného cyklu a vlastni reparace DNA.
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Casny kontrolni G1 bod je ATM-
-CHEK2-CDC25A/C dependentni a je ak-
tivovan pii poskozeni DNA po ozafenire-
lativné nizkymi davkami (1 Gy) v G2 fazi.
Cilem je cyklin B / CDK1 komplex, ktery
se po defosforylaci stdva aktivnim a za-
branuje vstupu bunky do mitézy.

Pozdni kontrolni G1 bod je aktivovan
zménami DNA, ke kterym doslo v G1 ¢i
S fazi; na rozdil od ¢asného kontrolniho
bodu neni ATM dependentni, hlavni dra-
hou je ATR-CHEK1-CDC25A-C.

VétSina nadorovych bunék mé mutace
v genech pro aktivaci kontrolnich bodu
bunééného cyklu G1 a S, coz vede k se-
Ihani zpomaleni ¢i zastavy bunééného
cyklu po ozafeni a ke genetické insta-
bilité, ktera souvisi s progresi kancero-
geneze buriky, nemusi vsak nutné zna-
menat zvysenou radiosenzitivitu (napf.
mutace v genech p53, p21 nebo Rb ne-
zpUsobuji zvysenou radiosenzitivitu
bunék). Naopak mutace v genech Fidi-
cich kontrolni body v G2 fazi jsou spo-
jeny se zvysenou radiosenzitivitou [1].

Reparace poskozené DNA

Po detekovani poskozeni DNA se zastavi
transkripce a bunécny cyklus a je zaha-
jena oprava DNA. Hlavni reparacni drahy
v bunice jsou BER, SSBR a DSBR. lonizu-
jici zafeni zpUsobuje celou fadu posko-
zeni bazi, jednovlaknovych zloma a nej-
Po ozéreni je nejcastéjsi poskozeni bazi
a jednovlaknovych zlomd - mechani-
zmy BER a SSBR maji k opravé zhruba
50x vice poskozeni nez DSBR. Pfi béz-
ném metabolizmu buriky také dochazi
k poskozeni DNA oxidativnimi produkty,
jejichz opravy se tGcastni BER a SSBR.

PFi BER je odstranéna poskozend baze,
toto abazické misto je rozpoznano apu-
rinovou/apyrimidinovou endonuklea-
zou (APE), ktera jej v DNA vysttihne,
a poskozené misto je nasledné opraveno
za Ucasti DNA polymeraz, XRCC1 (X-ray
repair cross-complementing protein)
a dalsich enzym.

Po ozéreni vznikaji komplexnéjsi jed-
novlaknové zlomy DNA neZ pfi bézném
bunécném metabolizmu; konce vla-
ken byvaji zménéné a je potfeba jejich
Uprava. Pri SSBR jsou po detekci jedno-
vldknového zlomu konce DNA upraveny
a nasledné opraveny mechanizmy po-

dobnymi jako u BER. Neopravené jed-
novldknové zlomy mohou pfi mitéze
vyustit ve dvouvldknovy zlom. Mutace
v genech pro BER a SSBR mohou pUsobit
jen mirnou radiosenzitivitu.

Dvouvlaknové zlomy po ozafeni
jsou reparovany pomoci dvou hlav-
nich mechanizmi: homologni rekom-
binace (HR) a nehomologni spojovani
konciG (non-homologous end-join-
ing - NHEJ). Ktery z téchto dvou me-
chanizml bude pouZzit, zdlezi na struk-
tufe chromatinu a na fazi buné¢ného
cyklu. Oprava HR je mnohem poma-
lejsi nez NHEJ. Ve zdravych burnkach ob-
vykle prevazuje NHEJ nad dalSimi ces-
tami reparace, ale HR se uplatiuje téz
ve vyznamné mife. Oproti tomu v nddo-
rovych bunkach se ve vétsi mife uplat-
fuji vice mutagenni alternativni mecha-
nizmy DSBR, coz akceleruje genetickou
variabilitu nadorovych bunék [11]. Vy-
znam spolehlivé homologni rekombi-
nace v praxi dokladuje tézkd radiosen-
zitivita u nosicd homozygotnich mutaci
ATM.

NHEJ spojuje dva konce DNA dvou-
vldknového zlomu. Po navéazani Ku70/80
heterodimer( na konce dvouvldknového
zlomu se aktivuji DNA-proteinkindzy
(DNA-PKc). DNA-PKc tvofi rozsahly pro-
teinovy komplex schopny vytvofit mus-
tek mezi obéma konci v misté dvouvlak-
nového zlomu. Udrzuje tak oba konce
pobliz sebe, coz je nutné pro Uspés-
nou reparaci DNA. Polynukleotidova ki-
naza, endonukledza Artemis a polyme-
razy upravuji konce zlomené DNA, aby
mohly byt spojeny pomoci DNA ligazy 4
a za pomoci proteind XRCC4 a NHEJ1.
Tyto Upravy koncli DNA mohou vést ke
zkraceni ¢i naopak prodlouzeni ¢asti
DNA. NHEJ je jediny repara¢ni mecha-
nizmus v G1 fazi a zodpovida za repa-
raci 90 % DSB v G2 fazi. Ztrata proteinu
Ucastnicich se NHEJ, jako DNA-PKc a li-
gazy 4 (LIG4), vyustuje v tézkou radio-
senzitivitu. Dalsi dUsledek snizené repa-
ra¢ni kapacity bunék je neodpovidavost
k frakcionaci — buriky nemohou provést
reparaci DNA pfi frakcionované radiote-
rapii, proto maji pacienti s radiosenzitiv-
nimi syndromy vyssi akutni a nasledné
i pozdni reakce. Na kfivce preziti bunék
chybi raménko, hodnota o/p je vysoka.
ProtoZze NHEJ se ucastni VDJ rekom-

binace a vzniku protilatek a receptor(
T-bunék, je soucasti deficitu NHEJ pro-
teinG kromé radiosenzitivity i tézka
imunodeficience.

Mutace genu pro endonukledzu Ar-
temis DCLRETC (DNA cross-link repair
1C) zpUsobuje syndrom radiosenzitivniho
téZzkého kombinovaného deficitu, ktery se
manifestuje od utlého véku tézkymi in-
fekcemi z dlvodu absence lymfocytl
a je asociovan se zvysenou citlivosti
bunék k ucinku ionizujiciho zareni [4,12].

Syndrom deficitu LIG4 zpGsobeny mu-
taci genu LIG4 se projevuje rozvojem
tézkého imunodeficitu s poruchami
rdstu a mikrocefalii, dale psoriazou, te-
leangiektdziemi a zvysenou radio-
senzitivitou [4,12].

Deficit v syntéze DNA-PKcs pii mu-
tacich genli PRKDC a XRCC7 se projevuje
tézkymi imunodeficity asociovanymi
s radiosenzitivitou [13].

Homologni rekombinace pouziva
jako vzor neporusenou homologni kopii
DNA, vzhledem k tomu je reparace bez
chyb, uplatiiuje se v S fazi a G fazi bu-
néc¢ného cyklu. Na koncich zlomd DNA
je za pomoci komplexu MRN a proteind
Exol vytvofena jednovldknova ¢ast v ob-
lasti zZlomu, na ni se navaze protein RPA
a dojde k vyhledani komplementarni
¢asti sesterské chromatidy. Tohoto pro-
cesu vyhledavani se ucastni proteiny
RAD51, XRCC a BRCA2. Mutace v genech
pro tyto proteiny vedou k poruse repa-
race HR. Dalsiho kroku pfi vyhledavani
a ,rozmotani” komplementarni ¢asti se-
sterské chromatidy se Gcastni helikdzy.
Helikazy hraji velmi duleZitou roli v DNA
reparaci, kdy se vazou na DNA, rozplé-
taji a oddéluji od sebe obé vldkna DNA
rozrusenim vodikové vazby za pomoci
ATP. Helikazy se mohou vazat a remo-
delovat i RNA. V lidskych bunkach byly
popsany desitky helikdz a nejvyznam-
néjSim typem helikaz je RECQ DNA.V lid-
ském genomu je pét gen(li pro RECQ heli-
kazy: RECQ1 [14], BLM (RECQ2) [15], WRN
(RECQ3) [16], RECQ4 (RTS) a RECQ5 [171.
Vyznamna biologicka role RECQ helikaz
v DNA reparaci je spojena se zadvaznymi
dédi¢nymi onemocnénimi: Bloomovym
syndromem (gen BLM), Wernerovym syn-
dromem (gen WRN) a Rothmund-Thom-
sonovym syndromem (gen RECQ4). Tato
genetickd onemocnéni jsou spojena

124

Klin Onkol 2022; 35(2): 119-127




RADIOTERAPIE A RADIOSENZITIVNI SYNDROMY U MUTACI GENU REPARACE DNA

s vy3sim vyskytem nadorovych onemoc-
néni, pfed¢asnym starnutim, imunode-
ficitem, mentalni retardaci a chromozo-
malni nestabilitou [18-19].

Dalsi nemoci spojené s deficientni
funkci helikdz jsou xeroderma pigmen-
tosum (helikdza ERCC3 - excision re-
pair cross complementing gen kédujici
protein XPB), Cockayndv syndrom (mu-
tace v genu ERCC8 = CSA nebo genu
ERCC6 = CSB) [20] a trichothiodystrofie
(gen ERCC2 nebo ERCC3). Mutace v he-
likdze Pif1 je spojena s predispozici ke
karcinomu prsu [21]. Mutace v genu pro
senataxin (SetX) s RNA helikdzovou ak-
tivitou zplsobuje juvenilni amyotrofic-
kou laterdlni sklerézu typu 4 [22] a ataxii
s okulometrickou apraxii 2 [23]. Helikazy
maji kromé role v replikaci (PcrA1), repa-
raci (XPD, XPB, WRN) a rekombinaci DNA
(BLM, Rho) i dalsi aktivity v transkripci
(Rho, TFIIH, RECQL5), translaci (Vasa),
remodelaci chromatinu (RAD54, ATRX,
BLM), udrzovani telomer (Pif1, WRN,
BLM, FANC) a v maturaci Okazakiho frag-
mentUl (Pif1, WRN) [24].

Faze S a G2 patfi diky homologni re-
kombinaci k radiorezistentnim fazim bu-
néc¢ného cyklu.

Homologni rekombinace se podiliina
reparaci mezivldknovych cross-link{ (in-
terstand crosslinks — ICL). Skupina pro-
tein0 Fanconiho anemie (FANC-A, -B, -C,
-E, -F, -G, -L, -M) se podili na ICL, ubikvi-
tinizuje FANC-D2 a FANC-I, které déle
plsobi na proteiny FANC-D1, -J, -N, jez
odstrani mezivldknovou vazbu a dosyn-
tetizuji DNA kolem zlomu. Komplexy
protein( ucastnici se HR reparace jsou
BRCA2/FANC-D1 a RAD51/FANC-O. Pa-
cienti s Fanconiho anemii maji aplazii
kostni dfené a sklon ke vzniku akutni
myeloidni leukemie. Pfi mutacich genu
skupiny Fanconiho anemie vznika zvy-
$end citlivost k latkam zpUsobujicim me-
zivldknové vazby v DNA a zaroven jsou
buriky s mutacemi ve skupiné FA stfedné
radiosenzitivni.

Nosici zarode¢né mutace BRCAT,2 maji
zvysené riziko vzniku nadord, zvlasté
nadorl prsu a ovarii, klinicky nebyla
zvySend radiosenzibilizace prokazéna
(zdravé bunky na rozdil od nadorovych
maji jednu alelu genu BRCA funkeni). Ra-
diosenzitivita neni zvy3ena ani u mu-
taci genu PALB2 (partner and localizer

of BRCA2, FANCN). Ten kdéduje DNA re-
paracni protein, ktery je soucasti en-
dogenniho multiproteinového kom-
plexu BRCA2. Spole¢né s proteiny
BRCA1 a BRCA2 se PALB2 podili na opra-
vach DSB [25]. PARP inhibitory blokuji
SSBR, ktery se podili na zavéru HR pfi re-
paraci DSB.

Dalsi syndromy zplsobené mutacemi
v genech asociovanych s reparaci DNA,
u nichz je zaroven zvysend radiosenzi-
tivita, jsou tzv. Warsaw breakage syn-
drome (mutace genu DDX11 pro DNA
helikazu) nebo syndrom Cernunnos [5].

Mismatch repair opravuje Spatné
sparované nukleotidy a sklada se ze ctyf
zdkladnich krokd: rozpoznani chyby, ex-
cize, resyntézy a ligace. Klinicky se mu-
tace v genech pro MMR neprojevuje
zvy$enou radiosenzitivitou pfi samotné
radioterapii, ale kombinace derivatu ura-
cilu a radioterapie je spojena se zvyse-
nou radiosenzitivitou burnky. Déle jsou
bunky citlivé na chemoterapii s cisplati-
nou a temozolomidem. MMR deficientni
buriky nesou zvysené mnozstvi dalsich
mutaci (vysokd mutacni naloz), coz je
spojeno se zvySenou produkci antigent
a odpovédi na imunoterapii.

NER se podili na opravach posko-
zeni DNA napf. UV zafenim (tymidi-
nové dimery a DNA mustky po cis-
platiné) a ucastni se ho napf. protein
ERCCT a proteiny skupiny XP, které mu-
taci odstrani a DNA polymeraza doplini
a restauruje DNA helix. Mutace genl
NER maji zna¢nou fenotypovou varia-
bilitu a rdzné mutace stejnych genu
mohou pUlsobit odliSné nozologické jed-
notky (xeroderma pigmentosum, Cocka-
yn(v syndrom, Fanconiho anemie) a na-
opak fenotypové stejné nemoci mohou
byt zplGsobeny rliznymi mutacemi (XPB,
XPD, XPG, ERCCT a XPF). Poruseni funkce
genl NER neni vétsinou spojeno se zvy-
Senou radiosenzitivitou, zavisi na typu
jednotlivych mutaci [26].

Dulezitou roli hraji téZ proteiny aso-
ciované s kohezi chromatid — koheziny,
které drzi sesterské chromatidy pohro-
madé od replikace DNA az do anafaze
bunécného cyklu; mutace v téchto ge-
nech mohou zplisobovat nékteré vzacné
se vyskytujici syndromy s vy3si radiosen-
zitivitou — syndrom Cornelie de Lange
(CdLS) nebo Robertdv syndrom [5].

Zvysena radiosenzitivita byva dale po-
zorovana u RIDDLE syndromu - nazev
je slozen ze zékladnich symptomd: ra-
diosenzitivita, imunodeficit, dysmorfie,
poruchy uceni (learning difficulties) [5].
Tento syndrom je zpUsoben mutaci
genu RNF168, ktery je souldsti reparace
DNA poskozeni asociovaného s ubikviti-
novou signdini drahou. Dédi¢nost je au-
tozomalné recesivni.

Predispozice pro sekundarni
malignity po radioterapii
Genetické podklady vys$siho rizika
vzniku nadord po aplikaci ionizujiciho
zéreni byly sledovany u skupin dét-
skych i dospélych pacientd. | v ramci
syndromU se zvy$enou radiosenzitivi-
tou jsou ucinky ionizujiciho zareni pouze
jednim z vice rizikovych faktor( podileji-
cich se na vzniku nddorové transformace
bunék.

U détskych pacientl bylo identifi-
kovano nékolik podskupin pacient(,
u nichzZ jsou pozorovany zvysené pre-
dispozice ke vzniku sekundarnich ma-
lignit v ozafovaném poli [5,27]. Jedna se
0 pacienty s retinoblastomy, u kterych
vznikaji sarkomy mékkych tkani, dale
pacienti s neurofibromatézou typu |,
u nichz dochazi ke vzniku sekundérnich
tumord v souvislosti s radia¢ni [é¢bou
glioma. Dalsimi skupinami jsou pacienti
s Li-Fraumeniho syndromem, u nichz
vznikaji sekundarni nddory po radiotera-
pii ve zvySené mife, nebo pacienti s Gor-
linovym syndromem, u kterych byla po-
zorovéna vyssi ¢etnost vzniku bazaliomt
v ozafovaném poli [5,27].

U dospélych pacientll je sledovén
vznik sekundérnich malignit po radiote-
rapii u celé fady onemocnéni, genetické
predispozice byly zkouméany ve vétsi
mife u karcinomu prsu. Zastoupeni ho-
mozygotl radiosenzitivnich syndrom
je velmi vzacné a radioterapie je kon-
traindikovana [1]. Heterozygotni nosici
téchto autozomalné recesivnich gen(
mohou tvofit jiz vyznamnéjsi pocet,
zhruba kolem 5 % populace. Heterozy-
gotni nosic¢i ATM mutaci maji pfiblizné
dvojndsobné zvysené riziko sekundar-
niho karcinomu prsu po expozici ioni-
zujicimu zafeni, zvySena incidence na-
dor0 v kontralateralnim prsu po RT se
vyskytla ve vnitinich kvadrantech na
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rozdil od neozafenych nosicek, kde byl
vyskyt duplicit nizsi a dominoval vyskyt
v zevnich kvadrantech [28], vliv dalSich
predisponujicich genl (BRCAT,2, CHEK2)
na indukci nador( ionizujicim zafenim je
zifejmé vyrazné mensi [5,29]. Navzdory
mirné zvysené radiosenzitivité bunéc-
nych linii u heterozygott [30-33] neni
v klinické praxi jasna korelace zvysené
toxicity radioterapie u heterozygott ra-
diosenzitivnich nadort [34,35].

Byly publikovédny zvySené pora-
dia¢ni reakce u nékterych heterozy-
gotnich pacientl s radiosenzitivnimi
syndromy [36-38] a teoreticky je pfed-
pokladana i vyssi odpovéd nadoru [39].
U Li-Fraumeniho syndromu je doporu-
¢eno upfednostnit v preventivni péci
magnetickou rezonanci [40,41]. U zdra-
vych heterozygotd ATM je doporuéeno
se pfi screeningovych a jinych vysetfe-
nich vyvarovat zobrazovacich metod
vyuzivajicich ionizujici zafeni [42]. Dle
doporuceni Americké spole¢nosti pro
klinickou onkologii a Americké spolec¢-
nosti pro radia¢ni onkologii je jedind
skupina pacientll s omezenim indikace
radioterapie u prokazané germindlni
mutace p53. U pacientU s Li-Fraumeniho
syndromem s karcinomem prsu je dopo-
ru¢ena mastektomie misto konzervativ-
niho operac¢niho vykonu bez adjuvantni
RT, vyjimkou v indikaci RT jsou pacienti
s vyznamnym rizikem lokoregionalni
rekurence [43-45].

Genetické predpoklady vyssi radio-
senzitivity zGstavaji nadale pfedmétem
vyzkumu, a je-li k radioterapii indikovan
pacient s mutaci v genech asociovanych
s radiosenzitivnimi syndromy, je vhodné
pred zahdjenim lécby ovéfit vliv zmény
funkce mutovaného genu napf. v data-
bazi OMIM [46] a vyloucit asociaci se zvy-
$enou radiosenzitivitou.
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