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Souhrn

Prdce strucné pojedndvd o jednotlivych mechanismech, které jsou indukovdny v neozdrenych burikdch a
tkdnich v sousedstvi ozdrenych oblasti. JelikoZ ve vyzkumu vedlejsich iicinkii nebyly popsdny vSechny moleku-
ldrni zmény, jsou zde nastinény moZné mechanismy u téch molekul, u kterych byla zjisténa zvysend exprese v
neozdrenych buiikdch po ovlivnéni ldtkami vyvoldvajicimi vedlejsi uicinky.
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The Bystander Effect of Ionizing Radiation II: Reactions of Bystander Cells at the Gene
and Protein Levels

Summary

This study presents briefly the bystander effect mechanisms in bystander cells and tissues at the genetic and
protein level. The possible actions of overexpressed molecules in bystander cells are explained step by step, i.e.
RAD 51, TP 53, CDKNIA (p21, WAF-1), Cyclin Bl, p34 (cdc 2), beta 1 integrin, and interleukin I alpha acti-

ons in bystander mechanisms.

Key words: Irradiation; Bystander effects; Mechanisms.

Reakce neozarenych bunék, tkani

Pravdépodobnost navozeni vedlejSich ucinkd je
ovliviiovdna schopnosti bunék a tkéani reagovat na
latky uvolnéné ozafenymi butikami. Cetnost ved-
lejsich acinkd, tj. absolutni cetnost vedlejsich Gcin-
ki zmensSend o hodnoty kontrolni skupiny, se lisi
podle typu dcinku. Nejmensi pomér 0,05 % muta-
ci jako vedlejsi uc¢inek byl naméfen pti pokusech s
fibroblastovou linii (40). VEtsi pomérné zastoupe-
ni, 1-2 %, vedlejSich uc¢inkd bylo zjiSténo pfi
méfeni vyskytu apoptotickych bunék a incidence
mikrojader (2, 33). Vysokého poméru vyskytu ved-
lejsich ucinkt, do 10 % vsech bunék, jsme dosahli
v naSich experimentech pii méfeni exprese beta 1
integrinu u endotelidlnich bunék (30). Nejvyssiho
poméru poskozeni bunék vlivem vedlejsich ucinkt
ionizujiciho zafeni, kolem 30 %, bylo zjisténo pfi
méfeni vyskytu poSkozeni DNA typu vymény ses-
terskych chromatid (27).

Pro lep$i nazornost jsou reakce vedlej$ich bunek
a tkani schematicky rozdé€leny na droveni genovou,
proteinovou, bunécnou a tkaniovou, i kdyZ v praxi je
takovy typ odpovédi vzdy komplexni.

Uroveii genova

Poprvé byly vzneseny odiivodnéné obavy neplat-
nosti linedrné-kvadratického modelu pravé na
zakladé€ prace Nagasawy a Littleho (27) publikova-
né v roce 1992, kdy autofi popsali vyskyt poSkoze-
ni DNA typu vymény sesterskych chromatid (Casty
nasledek dvojitych zlomi DNA) do 30 % bunék v
bunécnych populacich, kde bylo ozaieno pouhé 1 %
vsech bunék ddvkami 3—25 mGy. Tato prace je dosud
jedinou, ktera presné kvantifikuje vedlejsi acinky
na genové trovni v zavislosti na divce zareni.

Uroven proteinova

Dosud se miizeme opirat o vysledky nemnoha
experimentl sledujicich zmény v proteinovém slo-
Zeni neozafené sousedni tkang. V buiikich sousedi-
cich s ozafenymi byla dosud popsana vyssi expre-
se TP 53 (dfive p53) (23), CDKNI1A (diive WAF-1,
p21, p21WaF-1) (23); p34, cyklinu B1 (dfive cyklin
B), RAD 51 (1); B1 integrinu a IL-1ot (30). I kdyzZ jde
o relativné chudé informace, je mozné si na sché-
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matu jednotlivych mechanismi odvodit jednotlivé
typy reakci, které pak mohou vyustit v odpovéd na
urovni bunécné a tkanové.

RAD 51

RAD 51 je protein vazany na DNA (34). Jde o
oznaceni rodiny proteini kodovanych na 15. chro-
mozomu (19). Je nezbytnym pii opravach poskoze-
né DNA, zejména pak u dvojitych zlomi DNA, ke
kterym pii ozafeni dochazi. RAD 51 pfimo vyhle-
dava dvojité zlomy DNA a aktivuje proces jejich
vymény (17). Svijj ucinek zvySuje zablokovanim
bunééného cyklu v G, fazi prostfednictvim nadpro-
dukce WAF-1 (35). Tim chrani ozdfenou butiku pred
nezadoucimi nasledky, jakymi jsou napftiklad tvor-
ba mikrojader ¢i maligni transformace zpiisobené
dvojitymi zlomy DNA (36). Navic negativni kore-
lace mezi tvorbou mikrojader a hladinami RAD 51
byla prokdzana (3). I kdyz pfili§ vysoké hladiny
RAD 51 tlumi rychlost, s jakou se DNA opravuje
(9), Ize obecné povaZzovat tuto molekulu za ochran-
ny faktor, ktery brani zaniku buiiky v dasledku vel-
kého poctu dvojitych zlomit DNA (34). V nepo-
sledni fad€ je zajimavy mechanismus zvySeni hla-
din RAD 51 pfi inhibici kaspazy 3 (38), jednoho z
spousti nevratné procesy (11). Tedy pozastavenim
programované bunécné smrti je urychlovano vyhle-
davani a naslednd oprava dvojitych zlomt DNA.

Ochranny vliv RAD 51 neomezuje svoji pisob-
nost jen v postradiacnich pochodech, pfipadné u
vedlejSich acinkt. Jeho aktivace byla prokdzana u
celé fady pficin majicich za nasledek vznik dvoji-
tych zlomti DNA, jako jsou UV-zéfeni (3) a chemic-
ké mutageny (cis-platina a mitomycin C) (36). V
neposledni fadé poskozeni genu koédujictho RAD
51 bylo prokazano u vyznamné subpopulace Zen s
karcinomem prsu (15).

Cyklin B a p34

Cyklin B je molekulou pfitomnou v jadre, ktera
je zvysené tvorena pii prechodu buiiky z G, faze do
mit6zy (31). Spolu s p34 (cyklin dependentni kina-
zou 2 — cdc 2) vytvafi maturacni faktor (v origindle
maturation promoting factor — MPF) (39). Cyklin B1
je zakédovan v 5. chromozomu (26). In vitro byl
prokdzan programovany tbytek cyklinu B1 z4visly
na generanim staii buriky, kdy nizké hladiny cyk-
linu B1 v posledni generaci zapficinily blok bunék
v G, fazi a zastaveni dalSiho déleni buiiky (22).

Cyklin dependentni kindza 1 (p34) je druhou
¢asti dimeru oznaCovaného jako maturacni faktor
(39). Tento protein je kédovan v 10. chromozomu
(28). Svoji interakci s cyklinem B1 kontroluje pre-
chod bunék z G, faze do mitézy a samotny pak je
klicovy pro prechod butiky z G| do S faze (20).

Pokud mame informace o zvySené produkci cyk-
linu B1 v neozéfenych buiikich, které jsou ovlivné-
ny latkami indukujici vedlejsi tcinky, pak je mozné
se domnivat, Ze jde o kompenzacni mechanismus.
Ten dovoluje bunécné populaci s omezenou Zivot-
nosti méfenou poctem generaci jeSté nékolik mitdz
navic tak, aby nové vzniklé buiiky doplnily pocetni
ubytek casti bunécné populace zptisobeny poskoze-
nim DNA.

TP 53, p21 a WAF-1

Tumor supresorovy protein TP 53 je prirozené
se vyskytujicim proteinem, bez néhoZz dochéazi k
porucham regulace bunééného cyklu a diferenciace
(5, 35), coz muaze vést ke tvorbé nadoru. TP 53
koordinuje adaptivni odpovéd na genotoxicky stres,
jakym je ozéreni buiiky (24). Podili se predevSim na
vstupu buiiky do programované bunééné smrti, apo-
ptozy (5, 35), a také na blokad¢ bunécéného cyklu,
zejména v G, fazi (35).

Neni bez zajimavosti, Ze zhaSe¢ kyslikovych
radikali WR-1065, ktery je pfirozenym metaboli-
tem jiné uspeésné vyzkousené radioprotektivni latky
WR-2721 (znamy pod jménem gamafos ¢i Ethyol)
(18), normalizuje jeden typ mutantni formy TP 53
do funk¢ni formy (29).

Nazvy p21 ¢i Cip-1 (cyclin dependent kinase —
interacting protein 1) a WAF-1 (wildtype p53 — acti-
vated fragment 1) jsou dnes jiz zastaralé. Preferova-
nym oznacenim téchto proteinti je 1A inhibitor cyk-
lin dependentni kindzy (v originalu cyclin depen-
dent kinase inhibitor 1A) s mezinarodné uznanou
zkratkou CDKNI1A (7).

Prostiednictvim TP 53 jsou aktivovany geny
CDKNI1A (5). Tyto se podileji pfedevsim na bloka-
dé bunécného cyklu v G, fazi inhibici cyklin-depen-
dentnich kinaz (35). Tvorbu p21 Ize také vyvolat risto-
vymi faktory, coZ je nezbytnou podminkou vyzrava-
ni bunék (35).

Navic protein CDKNIA (publikovén jako p21)
je uzce spjat s funkci RAD 51. Bylo prokazano, Ze
pfi vysokych hladinach RAD 51 se zvySuje tvorba
CDKNI1A (p21) a naopak pfi utlumu CDKNIA
(p21) jsou hladiny RAD 51 snizené (34). Tedy 1A
inhibitor cyklin-dependentnich kindz patfi mezi
vyznamné reguldtory bunécného cyklu.

Z vyse uvedeného vyplyvaji nékteré mechanismy,
které se odehravaji v burikach s poskozenou DNA, a
je mozné je shrnout do nasledujiciho scénéare: po 0za-
feni jsou zvySené aktivovany signdlni cesty, v disled-
ku toho je syntetizovan TP 53. Ten cestou zvyseni
hladiny CDKNI1A zablokuje bunécny cyklus v G,
fazi. ZvySenim CDKNI1A se také aktivuje zvySena
tvorba RAD 51, ktery napomahd opravovat dvojité
zlomy dvousroubovice DNA. RAD 51 zpétnou vaz-
bou dile zvySuje tvorbu CDKN1A a poméha bloko-
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vat butkku v G, fazi do té doby, nez se ozifenim
vyvolana poskozeni opravi. Pokud na takto posko-
zenou buiiku ptsobi proliferacni faktory, mtize vli-
vem CDKNIA diferencovat, anebo pfi vysokych
hladinach TP 53 muzZe vstoupit do apoptézy. U
bunék s opravenou DNA je pak aktivovan cyklin B1
a p34 (cdc 2), ktery jako maturacni faktor umozni
burice vstup do mit6ézy. Vysoké hladiny cyklinu B1
a p34 (cdc 2) mohou zvysit maximalné dosaZitelny

pocet déleni ve sledované buné¢né populaci a tim
do jist¢é miry nahradit odumfelou subpopulaci v
disledku poskozené DNA.

Je tedy zfejmé, Ze vedlejSi ucinky ionizujiciho
zafeni vyvolavaji v bunikdch v okoli ozarené tkané
stejné ¢1 podobné mechanismy jako v ozafené
oblasti. Je jen otazkou, které mechanismy prevlada-
ji v ozafenych buiikach a které dominuji v soused-
nich partiich.

Vedlejsi ucinky:
1) vyssi exprese TP 53
a) apoptoza u vysokych hladin TP 53
b) u stfedné vysokych hladin TP 53

2) poskozeni DNA (dvojité zlomy) i

1) tvorba dimeru cyklinu B1 a p34 (cdc 2) mep-

Buiiky s reparovanou DNA nebo ostatni buriky:

tvorba CDKN1A
G, blok

nadprodukce RAD 51

oprava dvojitych zloml

maturaéni faktor

mitdza

Schéma 1: MozZné mechanismy aktivované vlivem vedlejsich iicinkii

Integrin beta 1 (CD 29)

Proteiny integrinové rodiny patii do skupiny
adheznich molekul reagujicich zejména mezi imu-
nokompetentnimi a endotelidlnimi burikami a které
svym pusobenim umoziuji penetraci leukocytd z
cév do cilovych tkani (13).

Integrin beta 1 je receptorem, ktery se vyskytuje
predevsim na membranach leukocytii a endotelial-
nich bunék a umoZznuje zejména neutrofilnim gra-
nulocytim vazat slozky vmezetrené tkané, jako jsou
lamilin, fibronektin, kolagen a denaturované protei-
ny (4, 8, 37). Zvysena pritomnost integrinu na bunéc-
nych membréanach je podminéna aktivaci bunék ve
smyslu prob&hnuti signélni transdukce. Nejpozdéji
do 20-30 minut po proniknuti signélu do buiiky se
zasobni molekuly integrinu pfesunou z Bode-Palla-
deho télisek situovanych v cytoplazmé na povrch
bunécné membrany (6, 14, 32). Takovym signidlem
muze byt jakykoli prozanétlivy stimul vcetné ioni-
zujicitho zafeni (12). DalSim takovym signilem
mohou byt prozanétlivé cytokiny samotné, jejichz
prostfednictvim se spousti dvodni faze zanétlivé
odpovédi organismu, ale jsou také schopné sviij Gci-
nek zvyraznit navozenim vysoké pfitomnosti integ-
rinu na membranach endotelidlnich bunék, coz pfi-
spiva k dalsimu prohloubeni zanétlivé reakce (16, 21).

Tento fakt vSak nevysvétluje zvySené hladiny integ-
rinu u sousednich buné¢nych populaci. Zde by mély
byt signadlem molekuly pochézejici z ozarenych bunck.
Zvysené hladiny beta 1 integrinu byly pozorova-
ny v naSich experimentech s linii hybridnich endo-
telidlnich bunék, kdy vedlejsi tic¢inky byly navozeny
prenosem média z ozarenych bunécnych populaci
(30). Z naSich experimentt vyplyva (30), ze hladi-
ny beta 1 integrinu v neozaiené populaci byly zvy-
Seny ve dvou fazich. Maximalni hodnoty byly zjis-
tény v nejcasnéjsim meéreném Casovém intervalu, tj.
za hodinu po prenosu média. Druhé zvySeni hladin
beta 1 integrinu bylo pozorovano za 24 hodin po pie-
nosu média z ozafenych bunécnych populaci. Prvni
zvySeni lze vysvétlit okamzitou reakci bunék na
latky vyvolavajici vedlejsi ucinky. Pozdé&jsi vyssi
pritomnost integrinu na bunéc¢nych membranach je
mozné interpretovat nepfimym mechanismem, kdy
vysoké hladiny interleukinu 1 (viz déle) mohou byt
pri¢inou dal$iho zvyseni hladin integrinu v bunikéach
sousedicich s burtikami ozafenymi. Toto pozdéjsi
zvySeni pfitomnosti integrinu 24 hodin po pfenosu
kultivacniho média vSak dosahuje zhruba polovic-
nich hodnot ¢asné nadprodukce integrinu namérené
hodinu po transportu média z ozarené populace.
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Graf 1: Exprese integrinu beta 1 hodinu po ozdreni ¢i prenosu
média (30). Casny prenos média byl proveden 45 minut po ozdieni
a pozdéjsi 4 hodiny po ozdreni. Statistické vyznamnosti jsou
vztaZeny k 0 Gy pro kaZdou skupinu.

Interleukin 1 alfa

Interleukin 1 alfa (IL-1 alfa) je klicovou moleku-
lou rozvijejici akutni zanétlivou odpovéd organis-
mu. Patfi do proteinové rodiny cytokind, které se
vyznamné podileji na mezibuné¢né komunikaci. V pri-
padé klasické zanétlivé odpovedi na cizi antigen je
IL-1 alfa uvolnén makrofagy po aktivaci antigenem
a jeho hlavni funkci je vyvolani chemotaxe T-lymfocy-
tu. IL-1 alfa pak sam dokéaze v misté ptisobeni navodit
zvySené hladiny ostatnich cytokini, jako jsou IL-2,
IL-6, TNF-alfa, PDGF (25). Do souboru jeho funk-
ci také patfi navozeni vysSich hladin integrinu na
endotelialnich bunkach (10).

Pfi nasSem studiu vedlejSich uc¢ink? byla také zjis-
téna vyssi produkce IL-1 alfa u neozarenych popu-
laci po transportu média z ozarenych buné¢k (30).

To znamena, Ze také u neozarenych tkani souse-
dicich s ozafenou oblasti Ize ocekavat prinejmensim
vy$si citlivost na rozvoj zanétu nebo rozvoj zanétli-
vé odpovédi samotny. Tim je mozné pfifadit rozvoj
zanétlivé odpovédi organismu mezi vedlejsi ticinky
ionizujiciho zafeni.
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Graf 2: Exprese IL-1 alfa u ozdrenych bunék a bunék ovlivnénych
vedlejsimi iicinky. Casny prenos média byl proveden 45 minut po
ozdreni a pozdéjsi 4 hodiny po ozdreni. Statistické vyznamnosti
Jsou vztaZeny k 0 Gy pro kaZdou skupinu.
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