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Souhrn

Studie srovnava radiosenzitivitu nékterych hematopoetickych ndadorovych linii. Dokazuje, Ze buriky TP-53
negativni leukemické linie HL-60 jsou pFed vstupem do apoptozy po davkdch ionizujiciho zdaFeni do 10 Gy
uvéznény v G-fazi bunécného cyklu. Masivni apoptoza se po davce 10 Gy objevuje aZ 48 hodin po ozdreni.

Klitovi slova: HL-60; Apoptdza; Ionizujici zafeni; G,-blok.

Human Haematologic Tumorous Cell Lines and Their Sensitivity to the Effects of Ionizing Radiation

Summary

The study compares the radiosensitivity of some haematopoietic tumorous cell lines. It proves that the
cells of TP-53 negative leukemic line HL-60 are imprisoned before the entrance into apoptosis in the G,
phase of the cellular cycle after doses of ionizing radiation up to 10 Gy. Massive apoptosis appears after a

dose of 10 Gy as late as 48 hours after irradiation.

Key words: HL-60; Apoptosis; lonizing radiation; G,-block.

Podstatou biologického tinku ionizujiciho za-
feni je absorpce energie fotonu, resp. &astice v Zi-
vém organismu. Méni se v jiné formy energie, ze-
jména v kinetickou energii elektront, ev. jinych
Castic, a v energii aktivovanych molekul. Na tyto
procesy fyzikalni povahy navazuji procesy dalsi,
predevsim fyzikalné-chemické povahy. Jejich dis-
ledkem jsou chemické a biologické zmény biolo-
gicky dulezitych makromolekul vedouci k poruse
jejich funkei az k inaktivaci (pfimy a nepfimy uci-
nek zafeni). Na primarni radiaéné chemické reakce
navazuji druhotné biochemické pochody Cerpajici
energii potfebnou ke svému uskuteénéni jiZ nikoli
z energie absorbovaného zafeni, ale hlavné z ener-
gie vlastnich endogennich vazeb. Tyto procesy maji
charakter zesilovacich fetézovych reakci prevazné
oxida¢niho typu postihujicich ¢im dal vétsi okruh
Zivotnich funkci zasaZzeného organismu.

Zda dojde k poskozeni bunék pfimym, ¢i nepfi-
mym u¢inkem ionizujiciho zéfeni, zileZi jednak na
typu biologického systému a jednak na druhu ioni-
zujiciho zafeni. Odhadem lze fici, Ze dvé tfetiny po-
§kozeni po ozafeni s nizkym LET (linearni pfenos

energie) jsou realizovany nepfimym efektem, na-
opak poskozeni vyvolané zifenim s vysokym LET
je realizovéano pfedev§im pfimym efektem.

Vysoké davky zafeni (>10 000 cGy) vedou k tzv.
okamzité (instant) smrti bunék v disledku koagu-
lace proteinti. Po nizSich davkach hynou nedélici
se bufiky tzv. interfazovou smrti. Bunééna smrt v
G,-fazi mize byt zplisobena nekrézou nebo apop-
tozou. Nekroza je spojovana s vy$8imi davkami za-
feni a jejim disledkem je zvétSeni bunénych orga-
nel, dezorganizace buiiky a poruseni bunétné mem-
brany. Apoptdza je spojovana s niz§imi divkami za-
feni a buriky jsou charakterizovany nékterymi zmé-
nami zahrnujicimi kondenzaci chromatinu, tvorbu
apoptickych télisek, tvorbu ,,puchyfkii“ na mem-
brané a degradaci chromozomalni DNA endonuk-
leazami na nukleosomalni fragmenty obsahujici asi
180 part bazi.

Indukce apoptézy ionizujicim zafenim byla stu-
dovana na mnoha riznych buné&nych typech a
bylo zjisténo, Ze jak mechanismus jejiho vzniku,
tak Casova zavislost se u jednotlivych buné&&nych
typl vyznamné lisi (5, 6). Napf. u thymocytd do-
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chazi ke ztraté viability jiz za nékolik hodin po
ozafeni a jedna se o interfaizovou smrt (8). U bunék
lymfatickych leukémii a lymfomi byla prokazana
indukce apopt6zy po uginku ionizujiciho zafeni v
rizném stupni. Nékteré B-lymfomové linie a nékteré
typy EBV-transformovanych linii ukazovaly pouze
malou schopnost bunék hynout po ozafeni apopto-
zou, zatimco T-lymfoidni linie po ozéafeni hynou
ptedevaim apoptézou. Rada studii dokazala, Ze fak-
tory poskozujici DNA (cytostatické latky, ionizuji-
ci zafeni) vedou k n€kterym genetickym alteracim,
které jsou ve vztahu k proteinu TP-53 (dfive ozna-
¢ovanému jako p53) a nasledné aktivaci transkrip-
ce p21/WAF-1. Cytostatické latky na bazi analogii
nukleosidii poskozuji DNA a pravdépodobné iniciuji
apoptozu prostfednictvim zvy3eni tvorby TP-53 (2).
P-21/WAF-1 protein je univerzilni inhibitor akti-
vity cyklin-dependentni kinazy, ktera chrani butiku
pied fosforylaci Rb.(retinoblastom) proteinu, nezbyt-
ného pro progresi bunééného cyklu.

Nepfitomnost aktivace Rb-proteinu vede k bloku
v G,-fazi bunééného cyklu zavislém pravé na této
kinaze. TP-53 nadorovy supresorovy gen je zasad-
nim mediatorem pro kli¢ovy bod bunééného cyklu
pravé na piechodu G,/S-faze. Kromé tohoto kli-
¢ového bodu regulujiciho bunéény cyklus v G,/S-
-fazi je druhy kli¢ovy bod na pfechodu G,/M-faze.
Tento klicovy bod nezéavisi na funkci TP-53 a je
kontrolovan komplexem cyklin-dependentni kiniza
cdc2/cyklin B1. Ionizujicim zafenim vyvolané po-
Skozeni DNA aktivuje oba kliCové body a vy-
sledkem je blok buné&ného cyklu a prodlouZeni G,
nebo G,-faze. Aldridge a Radford (1) studovali od-
povéd’ na ozafeni u 4 lymfoidnich (HSB-2, MOLT-4,
Reh a CEM) a jedné myeloidni linie (HL-60). Sna-
Zili se stanovit korelaci mezi stupném apoptdzy vy-
volané ozafenim a rlstovou kiivkou téchto bunék.
Vysledky ukazaly, Ze existuje pfima vazba mezi
rychlosti, jakou je indukovéna apoptoza, a kiivkou
preziti bunék po ozéfeni. Po ozafeni bunék HSB-2
(pre-T-buriky, wild typ TP-53) dochazi k rychlé in-
dukei apoptézy (po davce 3 Gy je za 6 hodin 30 %
bunék v apoptoze) a tato linie je také radiosenzi-
tivni z hlediska klonogenniho pieziti bunék po oza-
feni. Linie MOLT-4 (pre-T buriky, wild typ TP-53)
je také velmi citliva k uéinkiim ionizujiciho zafeni.
Za 6 hodin po ozafeni davkou 5 Gy ma 57 % bunék
apoptickou morfologii a za 24 hodin jsou viechny
buitky apoptické. Vedle TP-53 dal3imi dilezitymi
proteiny regulujicimi apoptdzu je proapopticky bax
a antiapopticky bcl-2 a bel-X;.. U MOLT-4 bunék

6 hodin po ozafeni davkou 5 Gy klesa bcl-2 na
43 % a bax stoupa 3krat (9). Disledkem zvySeni
bax klesa potencidl mitochondridlni membrany. Z
prace Zhaa a spol. (9) vyplynulo, Ze buiiky s niz-
kym mitochondrialnim potencialem pfedchazeji po
ozafeni 5 Gy o 45 minut buriky s apoptickou mor-
fologii. Reh (¢asné B-buiiky, exprimuji TP-53, neni
vSak znamo, zda je wild nebo mutantni), CEM
(T-buriky, mutantni TP-53) a HL-60 (promyelocytar-
ni leukémie, TP-53 schazi) maji podstatné delsi
prodlevu pred indukci apoptézy ionizujicim zafe-
nim, coZ koreluje s jejich podstatné vyssi radio-
rezistenci. Ukazuje se, Ze buiiky, které nemaji
funkéni TP-53, nemaji blok v G,-fazi a jsou po
poskozeni DNA piednostné blokovany v G,-fazi.

V naSich experimentech jsme sledovali vliv gama
zéteni “°Co (dévkovy pfikon 1 Gy/min) na zmény
mitotického cyklu bunék lidské promyelocytarni
leukémie HL-60. Castym poskozenim leukemic-
kych bunék je mutace TP-53 (pfip. buiiky viibec
nemaji TP-53), coZ je piipad akutni promyelocytar-
ni leukémie HL-60. Z grafi na obrazku 1 je patrno,
Ze po ozafeni bun¢k HL-60 davkou 5 Gy za 6 ho-
din dochazi k bloku bunék v S-fazi bunééného cyk-
lu, ktery je nasledovan blokem v G,-fazi (s maxi-
mem 16 a 24 hodin po ozifeni). Za 48 hodin je
ziejmé, Ze 20 % bunék je v apoptdze.

Podivame-li se na riistovou ktivku (graf 1) bu-
nék HL-60 po riznych davkach zafeni, vidime, Ze
davka 5 Gy vede k zastavé ristu do 96 hodin po
ozafeni. Po nizSich davkach zifeni je rist bunék
pouze zpomalen. Davka 10 Gy vede ke smrti viech
bunék do 96 hodin po ozafeni.

Na grafu 2 je znazornéna zavislost indukce apop-
tozy u HL-60 bunék na davce zafeni 48 hodin po
ozafeni, kdy je apoptdza nejvice patrna. V této do-
bé davka 10 Gy vyvolala apoptozu u 70 % a davka
5 Gy u 20 % bunék. Vysledky vychazejici z morfo-
logického hodnoceni jsou v dobrém souladu s flow
cytometrickym stanovenim apoptického vrcholu, kdy
jsme po davce 5 Gy za 48 hodin po ozafeni pozo-
rovali 29 % apoptickych bunék. NiZsi davky indu-
kovaly apoptézu jen malo, po davce 2,5 Gy byl
patrny pfedevsim blok v G,-fazi (obr. 2).

V disledku ozafeni dochazi k inhibici bunég-
ného déleni. Buiika ozéfend v kterékoli fazi bunéc-
ného cyklu pokracuje ve svém metabolismu, ale neni
schopna priichodu mitézou, ktera klade vysoké na-
roky na mechanické podminky pro pteskupeni sub-
celularnich struktur.
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Distribuce bunék v bunééném cyklu v pribéhu 48 hodin po ozdfeni bunék HL-60 divkou 5 Gy
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Obr. 1: Bunky lidské promyelocytarni leukémie HL-60 byly ziskany z Evropské sbirky bunéénych kultur (Porton Down, Salisbury,
Velka Britanie) a byly kultivovdny v Iscové médiu (Sigma Inc.) suplementovaném 20% fetdalnim telecim sérem v inkubdtoru pri 37 °C
a 5% CO, atmosfére. Buiiky byly ozdreny ddavkou 5 Gy ®Co (ddvkovy prikon 1 Gy/I min). Za 6, 24 a 48 hodin po inkubaci byly buriky
promyty a fixovany v 70% etanolu a barveny propidium jodidem (PI) ve Vindelové roztoku 30 minut pri 37 °C. Fluorescence (DNA
obsah) byla mérena na flow cytometru Coulter Electronic, Hialeah, FL, USA (3). Z obradzku je patrno, Ze ddavka 5 Gy vedla za 6
hodin k akumulaci bunék v S-fdzi bunécéného cyklu (79 %). Za 16-24 hodin po ozdreni byly prakticky viechny buiiky v G -fazi (82 %,
resp. 79 %). Za 48 hodin je patrny vyznamny apopticky vrchol (20 %).
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Vliv ionizujiciho zdfeni na podet bunék HL-60
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Graf 1: Viiv ionizujiciho zdfeni na pocet bunék HL-60.
Exponenciainé rostouci buriky HL-60 byly suspendovdny v kon-
centraci 2x10° bunék/ml v kompletnim médiu. Pocet bunék 96
hodin po ozdreni davkou 0,5-10 Gy byl pocitan v hemocyto-
metru, viabilita bunék byla hodnocena pomoci techniky s try-
panovou modri. V grafu je uvddén pocet Zivych (nebarvicich
se trypanovou modri) bunék. Z grafu je patrné, Ze davky 0,5 a
1 Gy téméF neovliviiovaly ristovou kiivku bunék, davka 5 Gy
vedla v priibéhu 96 hodin po ozdreni k zastaveni riistu bunék a
po ozdreni davkou 10 Gy byly do 72 hodin prakticky v§echny
burnky mrtvé.
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Graf 2: Na grafu je zndzornéna indukce apoptozy bunék HL-60
48 hodin po ozdreni stoupaji davkou zdreni 0,5-10 Gy. Ke sta-
noveni procentudiniho zastoupeni bunék s apoptickou morfo-
logii byly pocitany bunky (400 bunék) na cytospinovych pre-
pardtech barvenych pomoci Diff-Quik (DADE BEHRING)
setu. Apoptické bunky byly identifikovany podle kondenzace a
[fragmentace bunécného jadra. Z grafu je patrné, Ze vyraznéjsi
apoptoza byla az po ozdreni davkou 3,5 Gy. Davka 10 Gy
vedla k apoptoze u vice nez 70 % bunék.

Z nasich experimentt i literarnich 0daji (1, 4) je
ziejmé, ze davky do 10 Gy u bunék HL-60 vedou
16-24 hodin po ozafeni k bloku v G,-fazi buné¢né-
ho cyklu. V této dobé se buriky nedéli a je jim po-
skytnut ¢as pro reparaci poskozeni. V ptipadé, ze

je poSkozeni ireparabilni, je iniciovana apoptoza. Z
praci na bunéénych liniich vyplyva, Ze celkovy ¢as,
ktery maji buriky k dispozici pfi reparaci poskozeni
DNA pied potencialnim vstupem do apoptdzy, je
kritickym determinantem radiosenzitivity téchto bu-
nék. Zatimco rychle se délici radiosenzitivni linie
HSB-2 miZe vstoupit do apoptdzy z riznych bodi
bunééného cyklu, méné radiosenzitivni linie uka-
zuji rizné dlouhy blok v nékteré z fazi bunétného
cyklu a iniciaci apoptézy az po akumulaci bunék
v G,-fazi. Buriky HL-60 maji velmi dlouhy blok v
G,-fazi, coz dobfe koreluje s jejich relativni radio-
rezistenci. Obecné se ma za to, Ze nejcitlivéjsi fazi
buné&¢ného cyklu je vlastni mitéza, dile pak G;-faze,
nejniz3i je radiosenzitivita v S-fazi. U G,-faze byly
zjistény protichidné trendy. Davky fadové v cGy
mohou vyvolat genové €i chromozomové mutace
bunék a neni-li poSkozeni reparovano, miZe vést ke
vzniku maligni transformace buriky.

Jevy, které byly popsény v pfedchozich odstav-
cich, nepostihuji koneény vysledek pisobeni ioni-
zujiciho zafeni na buriku a jeji komponenty. Ten je
spoluur€ovan teprve uplatnénim obnovnych me-
chanismu, repara¢nich déja, které v zavislosti na
¢asovém faktoru odstrani ¢ast disledki ozafeni. Ve
vztahu k témto vysledkim jsou zajimavé vysledky
Ninga a Knoxe (4), ktefi prokazali, Ze pfi ozafeni
bunék HL-60 nizkym (exponencialné klesajicim)
davkovym piikonem dochazi k prodlouZeni ozafo-
vani v G,-fazi a také ke zvySeni apoptézy v di-
sledku této noxy. Autoii déle sledovali vliv délky
bloku v G,-fazi po tomto ozafeni s nizkym davko-
vym piikonem. Ukazalo se, Ze zrueni G,-bloku ko-
feinem je spojeno s poklesem apopt6zy i zabitim na-
dorovych bunék. Ve vztahu k témto vysledkim se
ukazuje, Ze ozafovéni pfi uvéznéni bunék v G,-fazi
vede k akumulaci poSkozeni a zvySeni apoptdzy.
PiestoZe béhem G;-bloku se miize DNA reparovat,

s prodlouZzenim doby ozafovéani v G,-fazi klesa

schopnost reparace poSkozeni a dochazi k progresu
zabiti bunék. Autofi se domnivaji, Ze G,-blok béhem
ozafeni s nizkym davkovym piikonem mutize kom-
penzovat relativni radiorezistenci spojenou s muta-
ci TP-53. Prodlouzeni bloku v G»-fazi mize akti-
vovat na TP-53 nezavislé cesty smrti apoptézou a
zvysit radiosenzitivitu nddorovych bunék k ozafeni
s nizkym davkovym piikonem.

V kontrastu s vysledky s kofeinem prodlouZeni
ozatovani G;-bloku pomoci preinkubace bunék s
nocadazolem zvysilo ozafenim vyvolanou apopto-
Zu a zabiti bunék.
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Distribuce buné&k v buné&ném cyklu 16 hodin po ozireni bunék HL-60 davkami 2,5-10 Gy
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Obr. 2: V grafech je patrna akumulace bunék v Gy-fazi bunééného cyklu za 16 hodin po ozdreni davkami 2,5-10 Gy. Zatimco po
davce 2,5 Gy jsou jesté patrné jak G -fdze, tak S-fdze, po davce 10 Gy jsou prakticky vsechny burky v G,-fdzi.

Nekteré studie (7) ukazuji, Ze indukce apoptozy
a bloky v G, a G,-fazi bunééného cyklu jsou dva
separatni jevy. U Jurkat-bunék (T-buné¢na linie,
mutovana forma TP-53, nedetekovatelné mnozstvi
proteinu TP-53) autofi prokazali, Ze v souladu s tvr-
zenim, ze bunky s mutovanym TP-53 jsou radiore-
zistentni, byla apoptoza u téchto bunék v prvnich
24 hodinach po ozafeni navozena az po vysokych
davkach 10-20 Gy. Nehledé na fazi bun&&ného cyk-
lu v ¢ase ozafeni davkou 20 Gy byla za 6 hodin po
ozateni pozorovana apoptoza u 20 % bunék. Pfi oza-
feni bunék v Casné G)-fazi byla apoptéza mensi
neZ pii ozafeni v dalsich fazich. Ukazuje se, Ze apop-
toza pii ozafeni v G,-fazi se projevuje o 2 hodiny
pozdéji nez pii ozareni v dalSich fazich. Za 24 ho-

din po ozafeni 20 Gy byly v8ak vSechny buriky,
bez ohledu na to, v jaké fazi bunééného cyklu byly
ozafeny, apoptické. Vysoké davky zafeni vedouci
k masivni apoptéze béhem 24 hodin jsou suprale-
talni. Na druhé strané je tfeba konstatovat, ze Jurkat-
-buiiky jsou velmi citlivé k u¢inkim nizkych davek
tonizujiciho zafeni, jak ukazuje klonogenni pteziti
téchto bunék (po davce 2 Gy preziva pouze 7 % bu-
nék). V ptipadé ozéafeni bunék nizkou davkou 2 Gy
bez ohledu na fazi bunééného cyklu, ve kterém by-
ly ozéfeny, byl pozorovan blok v G,-fazi. Apoptic-
ké buriky se akumulovaly 22-50 hodin po ozafeni.
Zajimave je, Ze apoptoza se objevovala dfive u bu-
nék ozafenych v G,-fazi neZ u bunék ozafenych v
jinych fazich bunééného cyklu.
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Zavér

Zavérem je mozné konstatovat, Ze apoptoza vy-
volané ionizujicim zafenim v davkach 2-10 Gy se
u nékterych hematopoetickych buné&nych linii (Jur-
kat, HL-60) objevuje aZ po bloku v G,-fazi a v roz-
mezi 2-10 Gy je davkové zavisla. V né&kterych pfi-
padech (Jurkat) se apoptéza objevovala rychleji
(6 hodin) po vysokych supraletilnich davkach za-
feni (20 Gy). Syljuasen a McBridge (7) dokazali, Ze
ionizujicim zafenim indukovana apopt6za se mize
u Jurkat-bunék objevovat nezavisle na bloku buné&k
v urdité fazi bun&éného cyklu a Ze doba, kdy se
apoptéza projevi, zavisi na obdrZené davce zafeni.

Literatura

1. ALDRIDGE, DR. - RADFORD, IR.: Explaining differences
in sensitivity to killing by ionizing radiation between hu-
man lymphoid cell lines. Cancer Res., 1998, vol. 58, p.
2817-2824.

2. AVRAMIS, VI, et al.: Increased p21/WAF-1 and p53
protein levels following sequential three drug combination
regimen of fludarabine, cytarabine and docetawel induces
apoptosis in human leukemia cells. Anticancer Res., 1998,
vol. 18, p. 2327-2338.

3. MAREKOVA, M. - VAVROVA, J. - VOKURKOVA, D.:
Apoptosis in human HL-60 induced by ethanol. Gen.
Physiol. Biophys., 2000, vol. 19, p. 181-194.

4. NING, S. - KNOX, SJ.: G2/M-phase arrest and death by
apoptosis of HL-60 cells irradiated with exponentially de-
creasing low-dose-rate gamma radiation. Radiat. Res., 1999,
vol. 151, p. 659-669.

5. PALAYOOR, ST., et al.: Modulation of radiation - induced
apoptosis and G2/M block in murine T-lymphoma cells.
Radiat. Res., 1995, vol. 141, p. 235-243.

6. RADFORD, IR. - MURPHY, TK.: Radiation response of
mouse lymphoid and myeloid cell lines. Part 3. Different
signals can lead to apoptosis and may influence sensitivity
to killing by DNA double-strand breakage. Int. J. Radiat.
Biol., 1994, vol. 65, p. 229-239. ’

7. SYLJUASEN, RG. - McBRIDE, WH.: Radiation-induced
apoptosis and cell cycle progression in Jurkat T cells. Radiat.
Res., 1999, vol. 152, p. 328-331.

8. ZAMADA, T. - OHYAMA, H.: Radiation induced interphase
cell death of rat thymocytes is internally programmed (apo-
ptosis). Int. J. Radiat. Biol., 1988, vol. 53, p. 65-75.

9. ZHAO, Q. et al.: Mitochondrial and intracellular free-cal-
cium regulation of radiation-induced apoptosis in human
leukemic cells. Int. J. Radiat. Biol., 1999, vol. 75, p. 493-504.

Korespondence: Doc. RNDr. Jifina Vavrova, CSc.
Vojenska lékafska akademie J. E. Purkyné
Tiebedska 1575
500 01 Hradec Kralové
e-mail: vavrova@pmfhk.cz

Do redakce doslo 13. 1. 2000




