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Souhrn

Prdce pojedndvd o jednotlivych ndsledcich akce ldtek indukujicich vedlejsi vicinky ionizujiciho zdreni na
bunécné irovni, jako jsou vstup bunék do apoptozy, vznik mikrojader, maligni transformace a jiné. Ddle se
vénuje rozvoji vedlejsich ucinkii v zdvislosti na ddvce zdreni v ozdrenych oblastech a case po ozdreni. Jsou
uvedeny dosud zndmé moZnosti inhibice vedlejSich ucinkii.
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The Bystander Effects of Ionizing Radiation III: the Definition, Methods and Action of Irradiated Cells

Summary

This study defines the term “bystander effect of ionizing radiation*, discusses the usefulness of various scientific
methods for bystander effect evaluation. Next, it briefly introduces a relatively new technology, the microbeam
facility, from the radiobiologic and other branch points of view. The microbeam facility is able to irradiate defined
subcellular compartments with the exact number of particles and with the requested energy.

Key words: Ionizing radiation; Bystander effects; Methods.

Uroven bunéc¢na

Vedlejsi ucinky ionizujiciho zareni manifestova-
né na bunécné trovni jsou nasledkem poruch mole-
kularnich mechanismii véetné poskozeni DNA. Na
urovni bunééné miZzeme z vedlejSich ucinkl pozo-
rovat vyssi Cetnost apoptozy (2, 11), mikrojader (2,
11) a maligni transformace buiiky (3, 12), poruchy
diferenciace (1) a niz$i schopnost proliferace s mensi
schopnosti sledovanych bunécnych linii vytvaret
kolonie (6, 11).

Apoptoza

O postradiacnich mechanismech vedoucich ke
vstupu buiiky do apoptdzy bylo jiz v tomto ¢asopise
pojednano v roce 2000 (8).

U neozéfenych bunék, které se nachazeji v okoli
ozarenych bunék a tkani, byl naméfen vyssi pocet
apoptotickych bun€k, nicméné neni zatim potvrze-
no, jakymi mechanismy je apoptéza u téchto bunék
vyvoldna a jakého je typu.

V nasem experimentu na modelu pfenosu média
jsme nezjistili Zddné vyznamné rozdily mezi ozare-
nymi skupinami a populacemi ovlivnénymi médi-
em z ozafenych vzorkt. Tento vysledek byl prav-
dépodobné zpisoben nizkou citlivosti pouzité me-
tody vyhodnoceni. Nicméné, apoptdza jako jeden z
vedlejSich Gcinki ionizujiciho zéafeni byla jiZ pro-
kazana v pracich Belyakova a spol. (2) a Priseho a
spol. (11).

Mikrojadra

Mikrojadra jsou nasledkem tézkého poskozeni
DNA. Vyskyt mikrojader je zavisly na davce zare-
ni. Pfi vyskytu dvojitych zlom dvouSroubovice
DNA se casto nepodafi tyto zlomy opravit. Pokud
dojde k oddéleni vétsiho fragmentu DNA od plvod-
ni dvousroubovice, miiZeme takovy fragment lehce
identifikovat po dal$i mitéze bunky, kdy fragment
zUstava v cytoplazmé jedné z dcefinnych bunék.
Mikrojadra pak miZeme detekovat jakymkoli chro-
matinovym barvenim.
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Nejcastéji jsou k tomto ucelu pouzivany 4’,6-dia-
midino-2-fenylindol (DAPI), Giemsovo barveni a
barveni akridinovou oranzi. Pro vyS$§i frekvenci
zachytu je obcas uzivana kultivace bunék s cytocha-
lasinem B, ktery blokuje cytoskeletarni struktury pfi
déleni buriky tak, Ze obé dcefinnd jadra zaujimaji
misto v jediné burice a mikrojadro nebo mikrojadra
se zpravidla nachédzeji mezi dcefinnymi jadry. Pro
diagn6zu mikrojader pouzivame nasledujici kritéria:

1. Velikost mikrojadra se pohybuje od 1/20 do 1/5
velikosti jadra buriky. Pfi menSich velikostech
jde Casto o artefakty, u vétsich objekti miZze jit
o druhé dcefinné jadro, které se nachazi ve stej-
né buiice pii jiZz zminéné blokade cytoskeletu.

2. Vidy je rozeznatelny pds cytoplazmy mezi
mikrojaddrem a bunéénym jadrem samotnym.
Pokud nejsme schopni rozeznat pas cytoplazmy
mezi suspektnim mikrojaddrem a jadrem buriky,
pak miZe jit napt. o vychlipku jaderné mem-
brany obsahujici plivodni chromatin jadra.

3. Barvitelnost mikrojadra je podobna intenzité
barveni chromatinu dcefinného jadra. Pfi odlis-
né barvitelnosti podezrelého objektu mtze dojit
k zaméné mikrojadra za fagosom (4).

Cetnost vyskytu mikrojader v ozafenych bun&c-
nych linii se li$i v zavislosti na radiosenzitivité bunéc¢-
né linie. Obecné vsak plati, Ze u davek v rozmezi 1-10
Gy byl popsan vyskyt mikrojader od cca 0,5-10 %
(4). Z experimentalnich vysledkt vyplyva, Ze vyskyt
mikrojader u neozarené populace ovlivnéné latkami
indukujici vedlej$i uc¢inky je obdobny jako u ozére-

né populace, jen hodnoty jsou nizsi v zavislosti na
typu experimentu a bunécné linie (2, 11).
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Graf 1: Procentudlni vyskyt mikrojader 24 hodin po ozdreni
nebo prenosu média. 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.

Vyskyt mikrojader u takto ovlivnénych populaci

muze byt ¢asné€jsi, s niZz§im procentudlnim vysky-
tem a zpravidla rychleji odezniva.

Maligni transformace burky

Maligni transformace buriky po ozéreni fadime
mezi stochastické (nedeterministické) ucinky, je-
jichz vyskyt se tidi pravdépodobnostnim rozdéle-
nim. Vznik radia¢né€ indukovaného nadoru je pod-
minén vyznamnym poskozenim DNA a poSkoze-
nim mechanismil na proteinové drovni (4, 12). Pres-
né mechanismy nejsou dosud znamy.

Pro tcely hodnoceni stochastickych ucinki
nepouzivame veli¢inu absorbované davky s jednotkou
Gy (gray), nybrz veli¢inu efektivni davky s jednot-
kou Sv (sievert), kterd zohlediiuje typ zéfeni, jeho
energii, homogenitu ozafeni a citlivost jednotlivych
tkani na vznik radiacné indukovaného rakovinného
bujeni (4).

Pravdépodobnostni rozdéleni zavislosti vyskytu
malignich transformaci na efektivni davce ma linear-
né-kvadraticky charakter. V davkach nizSich nez asi
1 Sv mé ktivka tvar pfimé imérnosti Cetnosti malig-
nit na efektivni davce. V davkovém rozmezi nad cca
1 Sv je vyskyt radiacné indukovanych malignit
pfimo umérny Ctverci efektivni davky, tj. ma kva-
draticky charakter (4). Tato zavislost byva oznaco-
véna jako linearné-kvadraticky model. Pochybnosti o
platnosti linearné-kvadratického modelu vznesli
poprvé v roce 1992 Nagasawa a Little (7).

Nejvice relevantnimi pracemi na téma maligni
transformace a vedlej$i ucinky ionizujiciho zéafeni
jsou publikace Sawanta a spol. (12) a Brennera a
spol. (3) z Kolumbijske univerzity. Ve svych pracich
popisovali frekvenci maligni transformace na T-lym-
focytarni bunécné linii (oznacené jako C3H 10 T1/2)
ozarfované alfa Casticemi o energii 5,3 MeV, tj. o
stejné energii, jakou maji alfa ¢astice pii rozpadu
radonu. Autofi (12) nenalezli statisticky rozdilné
hodnoty mezi skupinami s 10 % a 100 % ozéatfenych
bun€k dvéma a vice alfa Casticemi. Je otazkou, zda
nezjisténi rozdilu zapficinila citlivost metody, nebo
vliv latek indukujicich vedlejsi dcinky. V nasled-
ném pokusu autofi (3) méfili ¢etnost nadorovych
transformaci u skupiny s jednou buiikou ozéafenou
alfa Castici o stejné energii (5,3 MeV) a u skupiny
bunécnych populaci s ozafenim vSech bunék jednou
alfa castici. A vysledek byl prekvapujici. U skupiny
bunécnych populaci s jednou ozarenou buiikou byl
vyssi vyskyt nddorovych transformaci nez u skupi-
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ny vzorkl se v§emi ozafenymi buiikami. Z toho lze
usuzovat, Ze ve skupiné vzorkl s jednou ozafenou
burikou doslo k tvorbé a uvolnéni latek indukujicich
jeden z vedlejSich uc¢inkd, nadorovou transformaci,
nadorovych transformaci u skupiny vzorkil se
vSemi ozéafenymi buitkami nds vede k domnénce, Ze
ozafeni jednou alfa Céstici zplsobilo vyrazné nizsi
citlivost téchto bun€k na latky se signalni aktivitou
(a indukujici vedlejsi ucinky) vysilané z okolnich
ozéarenych bunék.

Jsou opravdu ozarené bunky méné citlivé na
signaly z okoli? A jsou pfi vysokych ddvkach ioni-
zujiciho zareni mechanismy bunééné komunikace
poskozeny? To jsou vyznamné otazky, které bude
moci zodpovédét jen dalsi experimentdlni prace
v oblasti studia vedlejSich uc¢inkd ionizujiciho
zareni.

Cetnost stochastickych téinki

/

0Sv 1Sv
Efektivni davka

Graf 2: Schéma linedrné-kvadratického modelu v semilogarit-
mickém tvaru

Poruchy diferenciace

Jen malo badateld zkoumalo vlastnosti vedlej-
Sich ucinkl na vyvijejici se bunééné populaci, ktera
vyzrava. Jednim z nich je Oleg Belyakov a jeho
spolupracovnici (1). Na vzorcich lidského urotelu
pozoroval zmény zpusobené vedlej$imi ucinky
zéreni, kdy ozafena byla jedna butika ozareného
stepu urotelu 10 ¢asticemi 3He2+ o energii 5,3 MeV.
Urotel byl orientovan tak, aby ozarena byla plné
funk¢ni buiika na vrcholku sliznice, tj. v organismu
orientovana luminalng. S kaZdym ozafenym stepem
byl kultivovan jeden neozafeny step urotelu. Belya-
kov a jeho spolupracovnici (1) naméfili 10% nértst
predc¢asné diferencovanych bunék, nez tomu bylo u

vedlejSimi ucinky neovlivnénych kontrolnich vzor-
k. Sami autofi se domnivaji, Ze takto vyvolané
predcasné vyzravani bunék je pravdépodobné
vysledkem kaskddového mechanismu podminéné-
ho mezibunécnou komunikaci (1).

Muzeme si sestavit scénaf pravdépodobného
mechanismu pfedcasné diferenciace zptisobené lat-
kami indukujici vedlejsi tcinky:

V kazdém epitelu se nachazi vrstva nediferenco-
vanych, stfedné¢ diferencovanych a zcela funk¢nich
bunék. Pfi poSkozeni a odlouceni funkénich bunék
dojde k vyzrani jedné stfedné diferencované buiky,
kterd pak plni funkce pivodni funkéni buik. Po
ozareni, kdy dochazi k vyznamné poruse DNA neu-
moziujici plnohodnotnou funkci, patrné dochazi k
uvolnéni latek (zptsobujici vedlejsi tcinek, v tomto
pfipadé predcasnou diferenciaci), jejichz vysled-
kem je predcasné dozrani stfedné diferencovanych
bunék i v neozéarené Casti epitelu. Timto mechanis-
mem je mozné kompenzovat depleci funkénich
bunék.

Schopnost prezivani bunécnych kolonii

Schopnost bunék v bunéénych liniich tvofit bu-
nécné kolonie (minimélné 50 bunék v Sesti genera-
cich) je ukazatelem, ktery je zavisly na davce zare-
ni a mé, stejné jako Cetnost vyskytu radiacné-indu-
kovanych malignich transformaci, linearné-kvadra-
ticky charakter (4). Respektive, do nedavné doby
neexistovaly vyznamné pochyby o linearné-kvadra-
tické zavislosti tzv. pfezivani bunék na absorbované
dévce zareni.

Od roku 1993 panuji odivodnéné obavy, Ze
tento linearné-kvadraticky model zcela nevystihuje
realitu. Didvodem jsou vysledky praci Marplese a
Joinera (5), ktefi sledovali pfezivani ovaridlni linie
ziskané z ¢inskych kieckil v davkovém rozmezi od
0,05 do 10 Gy. Nejdfive z hodnot ziskanych po oza-
feni davkami 1-10 Gy vypocitali linearné-kvadra-
tickou ktivku pro celé rozmezi, tedy dopocitali kiiv-
ku pro hodnoty 0,05-0,95 Gy. Poté porovnali sku-
te¢né experimentdlni vysledky s pfedpokladanymi
udaji vypoctené podle linearné-kvadratického
modelu. Hodnoty naméfené v experimentu byly
2—4krat vyS$s$i neZ hodnoty matematicky odvoze-
né!!! Nejvétsiho rozdilu dosahovaly hodnoty mezi
0,5 a 1 Gy. Autofti se domnivaji, Ze davky bliZici se
1 Gy maji ,,vyS$si efekt na jednotku absorbované
davky‘ nez davky presahujici 1 Gy (5).

Z dosud publikovanych praci vyplyva (6, 11), Ze
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Graf 3: Krivka prefiti bunécnych populaci hybridni endotelial-
ni linie (10) po ozdreni a po ovlivnéni vedlejsimi uicinky. Statistic-
ky vyznamné rozdily byly zjistény jen mezi ozdrenymi populacemi
ddvkou I a 5 Gy a neozdrenou kontrolni skupinou. Krivky oznace-
né & ndlezi hodnotdm ozdrené populace bunék, m  hodnotdm skupi-
ny s prenosem média 45 minut po ozdreni a cerny trojithelnik
ndleZi idajiim skupiny s prenosem média 4 hodiny po ozdreni.

sniZeni schopnosti tvofit buné¢né kolonie jako ved-
lej$i dcinek ionizujiciho zareni dosahuje maximal-
né 10 %, tj. nejvétsi omezeni bylo spocitano na hod-
noty kolem 90 % ptvodniho stavu zjisténého u neo-

zafenych bunéénych populaci.

Davkova zavislost vedlejSich acinka

Vedlejsi ucinky jsou pozorovatelné po libovolné
davce ionizujiciho zafeni a jsou zdvislé na davce
zafeni. Jejich identifikace je zdvisla pouze na citli-
vosti pouZzité metody. NejCastéji provadéné experi-
menty s bunécnymi liniemi pouZivaji davky mezi
1 a 5 Gy, kdy jsou vedlejsi u€inky nejvice intenzivni
a v ozarené populaci preziva dostatek bunék k tvor-
bé latek indukujicich vedlejsi ucinky (6, 10).

Obecné plati, Ze Cetnost jednotlivych ukazateld
poskozeni zpisobené vedlejSimi GCinky s niZ$i in-
tenzitou kopiruji Cetnost takovych ukazateli posko-
zeni v ozarené populaci.

Plati zde nésledujici omezeni:

1. Pfi sledovani proteinové exprese beta 1 integri-
nu a interleukinu 1 alfa byly u bunék kultivova-
nych s médiem z ozarené populace pozorovany
niZsi hladiny po ozafeni davkou 5 Gy neZ po
ozéareni davkou 1 Gy (10). Z praci sledujicich
proteinovou expresi, napt. TP 53, v zavislosti na
davce zéafeni nepotvrdily davkovou zavislost
tohoto proteinu u davek nad 1 Gy (13) a mtze-

me usuzovat, Ze v ozafenych buiikich je post-
radiacni odpovéd na proteinové Grovni po dav-
kach nad 1 Gy vystupfiovina s maximalni
intenzitou, kterou uz neni mozné zvysit. Navic,
koncentrace latek indukujicich vedlejsi ucinky
je zavisld na poctu prezivajicich ozéarfenych
bunék, které tyto latky tvori a uvoliiuji do okoli.
U radiosenzitivni buné€né populace bude pak
po ozéareni velkymi davkami Cetnost vedlejSich
uc¢inkd nizsi v disledku zna¢ného ubytku bunék
v ozéafené bunécné populaci.

2. U velmi nizkych davek zafeni, tj. do 0,2 Gy,
byla na modelu maligni transformace T-lymfo-
cytarni linie zjiSténa srovnatelna Cetnost vedlej-
Sich Gc¢inki u neozédfenych bunék s cetnosti
malignich transformaci u ozafenych populaci
(3, 12).

Dynamika rozvoje vedlejsich acinku

Dulezitou oblasti studia vedlejSich ucinkl je
znalost Casového rozvoje vedlejSich ucinkd. Ke
zjisténi této vlastnosti vedlej$ich ucinkd jsou nej-
vhodnéjsi experimenty, kde jsou vedlejsi Uc¢inky
vyvolany pfenosem média z ozéafené populace do
neozafené populace buné€k. Vzhledem k dynamice
postradiac¢ni odpovédi ozafenych bunék se mizeme
domnivat, Ze i sloZeni latek indukujicich vedlejsi
ucinky je vyrazné proménlivé a tedy okolni neozé-
fend tkan ziskédvajici signaly z ozafenych oblasti
bude na tyto signaly odpovidat podobné.

V literatuie vSak nejsou popsany doby pienosu
média v delSich ¢asovych intervalech nez nékolik
hodin po ozéarfeni. Dosavadni studie zjistily, Ze nej-
siln€j$i signal vyvolavajici vedlejsi G¢inky je uvol-
flovan z ozarenych bunék v prvni hodiné po ozéare-
ni (2, 6, 10, 11).

Kromé studie naseho tymu (10) neni v literatuie
popsano sledovani vedlejsich ucinki v zavislosti na
dobé pfenosu média z ozarené populace. Dostateény
obraz o ¢asové zavislosti na cetnost vedlejSich ucin-
kt si miZeme udélat z grafl prezentujicich vysled-
ky beta 1 integrinové exprese hodinu po ozareni ¢i
transportu média publikovanych ve druhé ¢asti cyk-
Iu o vedlejsich acincich (9). JelikoZ nejvyssi exprese
beta 1 integrinu byla u ozafené populace zazname-
nana hodinu po ozafeni (v nej¢asnéji pozorovaném
intervalu po ozéfeni), je mozné sledovat vyrazné niz-
$1 hodnoty pozitivnich bunék u skupin vzorki s mé-
diem transportovanym ze vzorku 4 hodiny po ozare-

Y,

ni. U jinych ukazateld lze ocekavat nejvyssi vedlejsi
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ucinek pravé v Case, kdy maximalni hodnoty tako-
vého ukazatele budou dosaZeny v ozarenych burikach.

Moznosti inhibice vedlejSich dc¢inki

Z hlediska genového poskozeni a jeho inhibice
je dilezita prace Wua a spol. (14), ktefi pracovali s
bunécnou linii ziskanou z ovarii Cinskych kiecka.
Tato linie byla obohacena o jednu kopii CD 59, jejiz
poskozeni (a nasledné netdsp€sné obarveni metodou
in situ hybridizace pro normalni gen CD 59) byla
ukazatelem poskozeni DNA. Autofi (14) ozafovali
cytoplazmy vSech buné€k 8 alfa Casticemi predavaji-
ci buiikam energii 90 keV/um. Je nutné dodat, Ze
ozéafend mista byla pfesné¢ 8 mikrometrd vzdalena
od jaderné membrany. Mutagenni efekt ionizujiciho
zafeni byl aspé$né€ utlumen podanim dimetylsulfo-
xidu (DMSO), ktery patii mezi latky vazajici kysli-
kové radikaly, predevSim pak hydroxylové radikaly
(OH®). Pro potvrzeni daného ucinku DMSO byl
pouzit thiolovy blokator, buthionin-S-R-sulphoxi-
min (BSO) rusici ucinky DMSO. Ackoli také zde
byl pfitomen efekt ruSeni DMSO prostfednictvim
narGstu poctu mutaci CD 59, vysledky méfeni
nebyly docela uspokojivé. U¢inek DMSO sniZ%il
pocet mutaci CD 59 ctyfikrat, zatimco podani BSO
mélo za nésledek sedmkrat vyssi pocet mutaci CD
59 ve srovnani s prostymi ozarenymi vzorky. Navic,
hydroxylové radikaly maji velmi kratky biologicky
polocas dovolujici jejich difuzi do vzdalenosti jen 4
mikrometrd od mista vzniku. Tato diskrepance byla
autory (14) vysvétlovina mozZnym vznikem a
naslednym tc¢inkem peroxidu lipidu. MizZeme tedy
shrnout, ze DMSO tucinné zamezuje vzniku vedlej-
$ich ucinkt ionizujiciho zafeni.

Vyznamnéj$iho pokroku pfi inhibici vedlejSich
ucink dosdhli Zhou a spol. (15), ktefi sledovali
vliv kyslikovych radikalt a mezibunéénych spojeni
typu gap junction pfi podani DMSO (k vyvazani
kyslikovych radikdld) a lindanu (gama izomer
hexachlorocyklohexanu, obecné pouZivaného insekti-
cidu blokujictho mezibunécny transport skrz gap
junction). Autofi (15) nezjistili vyznamné snizeni
poc¢tu mutaci DNA vlivem DMSO, nybrz po poda-
ni lindanu. Z téchto vysledkil usoudili, Ze mezibu-
nécny transport ma veétsi dilezitost pii vzniku ved-
lejsich ucinki a Ze kyslikové radikély jsou jen jed-
nou ze skupin celého spektra latek indukujicich
vedlejsi ucinky.

Dalsi cestou inhibice vedlejSich ucinki je tlu-

meni cilovych ucinkd. Zde jsou experimentalni
prace nejdile v mozZnostech inhibice apoptézy a
byly v tomto Casopise publikovany také jiz v roce
2000 (8).
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