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Souhrn

Prdce strucné definuje pojem vedlejsich ucinki ionizujiciho zdveni, pojedndvd o citlivosti metod pouZitel-
nych pro studium tohoto fenoménu. Ddle predstavuje mikroozarovaci techniky, které jsou relativné novou
radiobiologickou technologii schopnou ozarovat presné definovanym poctem cdstic jednotlivé subceluldrni
struktury. V neposledni Fadé jsou uvedena vyuZiti mikroozarovacich technik i v jinych oblastech vyzkumu.
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The Side-Effect of Ionizing Radiation I:
the Definition, Methods and Action of Irradiated Cells

Summary

This study defines the term the side-effect of ionizing radiation and discusses the usefulness of various sci-
entific methods used for side-effect evaluation. It also briefly introduces a relatively new technology, a mic-
robeam facility from the radiobiological and other branch point of view. The microbeam facility is able to
irradiate the defined subcellular compartments with the exact number of particles with the energy requested.

Key words: Ionizing radiation; Side-Effects, Methods.

Definice

Vedlejsi G¢inky ionizujiciho zéfeni lze povaZo-
vat za znovu objevovanou kapitolu obecné radiobi-
olgie. Rozvoj poznatki nejen v této oblasti, ale v
celém oboru radiobiologie, je dan piedevsim pie-
kotnym rozvojem molekuldrné-biologickych metod
poznani, které svoji citlivosti umoZiiuji pozorovat
fenomén vedlejSich ui¢inki ionizujiciho zafeni. Dal-
§im faktorem rychlého rozvoje studia vedlejsich i¢in-
ki ionizujiciho zafeni jsou pak metody a pfistroje
umoZiiujici ozafeni jediné buriky.

Vedlejsi ucinky lze definovat jako souhrnné ozna-
¢eni jakychkoliv zmén v neozifeném biologickém
systému, ke kterym dochazi v disledku reakce oza-
fené &asti systému. Vedlej§imi uinky se mini poSko-
zeni genetického materidlu neozafené buriky, vy-
znamné porudeni schopnosti interakce s okolnim pro-
stfedim a vznik onkogenni transformace neozafenych
bunék.

Vedlejsi ucinky ionizujiciho zéfeni lze pozoro-
vat v sousednich neozéfenych tkdnich po ozéafeni
libovolnymi davkami. Vzhledem k tomu, Ze indukce
vedlejSich u€inki vznika s niZsi intenzitou neZ postra-
dia¢ni poSkozeni samotné, pak nejvétsiho vyznamu

dosahuji po ozafeni nizkymi a velmi nizkymi davka-
mi ionizujiciho zéfeni. Z jazykového hlediska termin
»vedlejdi uCinky” zcela nevystihuje anglicky origi-
nal. Pivodni nazev ,bystander effects” v doslovném
prekladu zni jako ,,vedle stojici ucinky*, eventudlné
jako ,,sousedni u¢inky*. Navic, v mechanismech roz-
voje vedlejsich Ginku existuje vztah k jiZ popsanym
abskopdlnim G¢inkiim ionizujiciho zéfeni. JelikoZz
tento vztah neni prokazan s jistotou, budou tyto tidin-
ky dile zmifovény jako ,,vedlejsi*.

Studium vedlejich G€inki ionizujiciho zéfeni je
staronovou oblasti radiobiologického vyzkumu, kdy
Jsou pozorovény postradiaéni zmény v buiikich a ve
tkdnich sousedicich s ozdfenymi okrsky.

Metody studia vedlejSich acinkt

Vyzkumné sméry studia vedlejich vcinkii

Po roce 1992 se studium vedlej$ich i¢inkl roz-
délilo na dva vyzkumné sméry. Prvnim bylo sledo-
vani vlivu radikéli, zejména kyslikovych (3), na
rozvoj vedlejSich i¢inkd. Druhy smér se zaméfil na
sledoviani mezibuné¢ného pfenosu latek indukuji-
cich vedlejsi ucinky. Tomuto sméru dominuje piede-
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viim sledovani mezibuné¢nych spojeni gap juncti-
on a inhibice této cesty pienosu.

MoZnosti detekce vedlejsich iicinki

Rejstiik metod pro uréeni a kvantifikaci vedlej-
§ich uinku ionizujiciho zafeni se nelisi od metodic-
kého spektra slouZicich k rozvoji poznani v obecné
biologii.

Jednotlivé metody se viak lisi stupn&m citlivosti.
Nejméné citlivymi jsou klasické metody pouZivané
v cytologii, resp. radiobiologii. Jde o detekci mik-
rojader a apoptézy na bunéénych liniich a test klo-
nogenni aktivity. Tyto metodické postupy jsou vhod-
nymi ndstroji pfi uréeni postradiadniho po$kozeni u
davek nad cca. 0,5 Gy. Aviak pro sledovani vedle;j-
Sich u¢inku ionizujiciho zafeni se jevi jako nevhodné.

Metody proteinové detekce lze oznalit za meto-
dy se stfedni trovni citlivosti. Patii sem pfedeviim
ELISA, imunocytochemie, imunohistochemie a elek-
troforetické techniky. Takové metody jsou vhodné
pro sledoviéni postradiaénich zmén v fadu desetin Gy
a vedlej8ich u¢inki u sousednich populaci po ozafe-
ni divkami 1 Gy a vy35i.

ProtoZe pravdépodobné v nejbliZi dobé& nebudou
uspokojivé popsany bunééné mechanismy na protei-
nové urovni, jsou tyto metody vyznamné z hlediska
popisu rozvoje vedlejSich u¢inki.

Nejcitlivéj$i metody poznani vedlejSich uinkl
doké?i detekovat poskozeni genetické informace. Jde
o nejruznéjsi varianty polymerazové fetézové reak-
ce a testy onkogennich transformaci. Ve vhodné posta-
veném experimentu by bylo moZné takovymi postu-
py detekovat postradiaéni zmény aZ na trovni dese-
tin mGy a vedlejsi ucinky fadové v jednotkdch mGy.
S pomoci metod odhalujicich genetické poSkozeni
Ize jak zjistit chovani sousednich tkani na genové
urovni, tak jsou tyto metody vhodné pro posuzovani
pripravkll pouZivanych k zabrinéni vzniku vedlej-
§ich uginku ionizujiciho zafeni.

Ozafovaci postupy sloufici ke studiu vedlejSich
cinki

Do zac¢atku 90. let byl radiobiologicky vyzkum
orientovin predev§im na objasnéni postradiaénich
zmén v ozéienych biologickych systémech na viech
trovnich, tj. od genové tirovné, pfes pozorovani zmén
proteinu, bunéénych a tkanovych odpovédi, aZz po
poskozeni na drovni organismu a populaéni studie.

Rozvoj problematiky vedlejSich u¢inki ionizuji-
ciho zafeni je uzce spjat s pokrokem na poli mikro-
ozafovacich technik. Mikroozafova¢ (v anglickém
origindlu microbeam facility) je technologickym
celkem schopnym ozatovat zvolenou strukturu jed-
notlivymi &asticemi (4, 5). Typicky mikroozafoval
je sloZen z akceleratoru, nanosondy (v origindlu
nanoprobe), mikroskopu s automatickym pozi¢nim

systémem a pocitatové analyzy obrazu.

Jako akcelerator je nejCastéji pouZivian Van der
Graaffuv model, ktery umoZiiuje v elektromagne-
tickém poli generovat alfa ¢astice, protony, elektro-
ny a 3He?+ ionty. Principem je naplnéni akcelerito-
ru héliem, které je vysokofrekvenénimi vinami pie-
ménéno na plazmu. Z této plazmy je moZné v elek-
trickém poli vybrat poZadovany typ Castic, které
jsou akceleroviny v elektrickém poli s vysokym
potencidlem. V takovém poli se kladné nabité Easti-
ce pohybuji k mistu s nulovym potencidlem, tedy k
vystupnimu oknu se vzorky. Detailni popis s pies-
nymi hodnotami a odiivodnénim je pfedmétem spe-
cializovanych ucebnic fyziky.

Nanosonda je oznacenim pro soustavu trubic a
elektromagnetickych &ofek kolimujicich, resp.
zaostiujicich svazek astic do velmi tizkého paprs-
ku. ProtoZe je kazdy svazek elektricky nabitych
Castic ve vakuu zaostfovan soustavou elektromag-
netickych ¢ocek, proto je dosud nemozZné sestrojit
nanosondu pro neutralni ¢astice jako jsou neutrony.
Diléim uspéchem je sestrojeni mikroozafovale
emitujiciho gama zafeni, ktery v8ak paprsky neza-
ostiuje. Je sloZen ze soustavy clon a z diivodu rela-
tivné velkého priméru paprsku neni dosud mozné s
takovym pfistrojem pracovat na buné¢né populaci,
kde jsou buiky v kontaktu.

Mikroskop s automatickym polohovacim systé-
mem je dileZitou soucasti mikroozafovace, uvédo-
mime-li si, Ze je nutné pfesné identifikovat bunéé-
nou kolonii vzniklou z jedné ozafené buiiky i po 6
generacnich asech dané buné&né linie. Proto je
nutné pracovat s adherentnimi buné&nymi liniemi,
které jsou obarveny Hoechstovym barvivem. Auto-
maticky pozi¢ni systém nejdiive naskenuje né€kolik
zornych poli a tak vytvoii doslova bunéénou mapu
celé zajmové oblasti. Poté je moZné pies nanoson-
du orientovat &astici nebo ¢astice na vybranou
buriku nebo buiiky (eventuilné podle velikosti pri-
méru svazku i jen nékteré organely) a po uplynuti
zvoleného Casu je mozZné podle piivodni bunécné
mapy identifikovat jednotlivé buné¢né kolonie.

DileZitymi vlastnostmi mikroozafovace, podle
kterych je posuzovéna jeho kvalita jsou typ produ-
kovanych ¢astic, jejich energie a velikost svazku
Castic. JelikoZ ionty helia vCetné alfa Castic byly
prvnim typem pozorovanych ¢stic u prvnich mik-
roozafovaci, prevldda v soucasnosti tendence se-
stavit mikroozafova¢ produkujici protony, elektro-
ny a téZzké ionty. Energie astic je neméné duileZi-
tym ukazatelem kvality kaZdého ozafovace. JelikoZ
Zadny Zivy biologicky systém nemulZe existovat v
prostiedi vakua, musi kaZda Castice pred interakci s
biologickym materidlem vstoupit do béZné atmosfé-
ry, kde je vyrazné zpomalovana. Je dobfe znamou
skuteénosti, Ze nékolik milimetrii vzduchu dokaze
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zastavit alfa astici. Tento fakt je do jisté miry ovliv-
nén typem misek pouZivanych pfi experimentech v
mikroozafovacich. Cilové okno je tvofeno cca 0,5
mikrometry tenké folie mylaru. Takovy systém, kdy
buiiky rostou na mylarové folii, ktera je pfiloZena k
vystupnimu oknu kaZdého mikroozafovace. Navic,
vétSina v praxi pouZivanych mikroozafovacu ma kla-
sickou sadu objektivl, kde misto jednoho objektivu
je vloZeno vystupni okno mikroozatovale, takZe je
moZné zabranit velké ztraté energie &astice vzduchem.

Energie produkovanych alfa ¢astic a iontu hélia
se pohybuje od 0,5 MeV do 5,3 MeV. Spodni hra-
nice je dina ztratou energie pii priletu vzduchem,
mylarem a médiem. Tato ztrata se pohybuje okolo
0,3 MeV. Horni hranice 5,3 MeV je dana nejen kon-
strukci kaZzdého akceleratoru, ale také praktickou
pouZitelnosti, kdy alfa Castice zejména rozpadové
fady radonu nepresahuji 6 MeV.

Velikost cilového ter¢iku kam dopadaji nanoson-
dou zaostiené ionty, je posledni z hlavnich ukazatel
kaZdého mikroozafovace. Minimalnim poZadavkem
velikosti ter¢iku je jeho prakticka aplikace, tj. nesmi
byt vétsi, neZ je velikost buriky dané bunécné linie,
eventualné velikost buiiky odebraného a pozorova-
ného tkatiového §tépu. V praxi se doporucuje mini-

malni velikost ter¢iku do cca 10 mikrometri v pri-
méru. Cim je velikost teréiku mensi, tim je moZné
ozafovat vice subceluldrnich struktur. Sou¢asny své-
tovy primat drZi sestrojovany mikroozafova¢ v Lip-
ské univerzité, kde byl naméfen pramér terCiku 41
nanometrii. Minimalizace teriku slouZi nejen k pies-
né kvantifikaci bunéné odpovédi v zavislosti na dav-
ce zafeni, ale k sofistikovangj§im experimentim v
oblasti sledovani vedlejSich efektil ionizujiciho zdreni.

V soucasnosti jsou na svété sestrojeny 4 mikroo-
zafovace. Prvni byl zhotoven v Institutu prof. Graye
v Londyné (5), druhy v Centru pro radiobiologicky
vyzkum na Kolumbijské univerzité v USA (14), tieti
na katedfe jaderného inZenyrstvi v texaské A and M
univerzit€ (16) a ¢tvrty je situovan v japonském
centru pro vyzkum atomové energie (15).

V soucasnosti je na katedre jaderné fyziky pev-
nych latek lipské univerzity sestrojovan paty mikro-
ozafovac v pofadi, ktery by mél zarucit dostupnost
této technologie po celé stfedni Evropé od podzimu
2002 (4).

Pro ¢eskou radiobiologii, vojenskou ¢ast nevyji-
maje, je zajimava informace o aktivitich katedry
jaderné spektrometrie v polském Krakové, kde je
sestrojovan mikroozafova¢ pod vedenim D. Lekkiho.

Obr: 1: Na fotografii mikroozarovaci laboratofe univerzity v Lipsku je zachycena kolimacni soustava nanosondy (vlevo a nahore) vychd-
zejici z vdlcovitého akcelerdtoru (nahofe uprostied), ktery je z vétsi cdsti prekryt oviddacim systémem. V dolnim levém kvadrantu se
nachdzi ozafovaci komora s automatickym pozicnim systémem. Celd konstrukce mikroozarovace je upevnéna na desetimetrovém betonovém
pedloZi. Mistnost je klimatizovdna a vstup je povolen za podobnych kautel jako vstup na chirurgickou ambulanci.
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VyuZiti mikroozarovadii v ostatnich oborech vyzkumu

Mikroozafovace viak nemaji uplatnéni jen v radi-
obiologii samotné. Pomoci pfesného méfeni ztraty
energie Castice pfi priletu materidlem je moZné urcit
procentudlni zastoupeni anorganickych latek v mate-
ridlu. Takové vedlejsi aplikace maji uplatnéni pfi
méfeni '4C v archeologickych vzorcich k uréeni staif
vzorku, méfeni obsahu kovu v biologickych tkanich
pfi pozorovani napiiklad penetrace zkoumané latky
jednotlivymi vrstvami epidermis (4). Dal$i moZnosti
vyuZiti mikroozafovade je tzv. protonovd mikrosko-
pie (4). Princip je podobny jako u mikroskopu elek-
tronického, jen s tim rozdilem, Ze vzorek je nebarve-
ny a buriky jsou pfi skenovani Zivé. Aviak ucinek
pronikajicich protonti usmrti veskery Zivy materidl.
Maximum rozliSeni kazdého obrazku je dano veli-
kosti teriku podobné jako rozliSeni rastrového
obréazku je dano velikosti kazdého pixelu. Vyznam-
nou perspektivou vedlejsiho vyuZiti mikroozafovaci
v pfirodnich védéch, kterd by mohla v brzké budouc-
nosti soutéZit s proteinovou detekci v elektronové
mikroskopii je pravé proteinovd detekce Zivych
bunék, kdy protilatky mohou byt znafeny nékterym
téZkym kovem. Pro praktické vyuZiti piipadd v
tvahu jiZ zavedeny systém protildtek znaCenych Cas-
ticemi zlata, jelikoZ molekuly téZkych kovi zplso-
buji vy$si ubytek energie prolétajici ¢astice neZ ostat-
ni buné¢né struktury.

Mechanismy vzniku a rozvoje vedlejsich ticinku

Prvnim literarné doloZenym popisem vedlejSich
ucinkl byla kazuistika Pahrsona et al. (13) u paci-
enta po ozafeni sleziny, kde byla pozorovana jinak
nevysvétlitelna reakce kostni diené prsni kosti. Tato
prace byla publikovina v roce 1954 a byla nésledo-
vana né€kolika podobnymi studiemi vychazejicich z
preklinického i klinického pozorovani. V Cechach
se mimo jiné i touto kapitolou zabyval tym profeso-
ra Kuny (6) z VLA JEP. Od zacatku 60. let pak v
této problematice nastdva publika¢ni titlum a védo-
mostni stagnace dand tehdej$im stupném poznani.

Novou etapou studia vedlejSich tcinkd zahdjili
Nagasawa a Little (11) v roce 1992. Po ozareni bunéc-
né linie bunék ziskanych z ovarii ¢inskych kiecku, kde
bylo alfa ¢asticemi ozéfeno jen 1 % celkové bunéc-
né populace velmi malymi ddvkami ionizujiciho
zateni v rozmezi 3-25 mGy, bylo zjiiténo poskoze-
ni DNA az u 30 % vsech bunék. Sledovanym uka-
zatelem poSkozeni DNA byla Cetnost vymény ses-
terskych chromatid (v origindlu sister chromatid
exchange) (11). Tento do jisté miry piekvapivy vysle-
dek byl impulsem pro dalsi studium vedlejsich
ucinka.

Pro lepsi vyklad vedlejSich tc¢inkil je vhodné si tento
fenomén rozdélit na dvé ¢asti. Prvni ¢asti bude akce
ozafenych bun€k a druhou pak reakce okolnich bunék.

Akce ozdFenych bunék a tkdni

Aktivované postradiatni mechanismy jsou téma-
tem samostatné ucebnice radiobiologie. V tomto
textu budou nezbytné postradia¢ni mechanismy po-
psdny tam, kde porozuméni mechanismim vedlej-
Sich G¢inkl vyZaduje znalost postradiaéni odpovédi.

Cesty pFenosu

Ozarené buriky uvoliuji latky schopné vyvolat
vedlejsi u¢inky ionizujiciho zafeni u okolnich bunék
bud do mezibunécného prostoru, nebo pies mezibu-
nécna spojeni.

Mezibunéény prostor v organismu je charakteri-
zovén extracelularni matrix, v in vitro experimentech
je timto vehikulem samotné medium.

ProtoZe ve studiu vedlejich u¢inkd pfevaZuji
experimenty s adherentnimi bunéénymi liniemi a
dostupnost mikroozafovacu je relativn€ nizk4, je nej-
pouZivanéj§im typem navozeni vedlejSich dc¢inku
prosty pienos media z ozéaiené do jinak neovlivné-
né bunécné populace (7, 10). Pro takovy typ pokusu
se obejdeme i bez mikroozafovace a celkovd mani-
pulace se vzorky je mnohem jednodu3si. Pro pienos
media je dileZité pouZivat sterilni filtr, ktery zabra-
ni pfenosu mrtvych bunék a jejich Casti, které se v
kazdé populaci vyskytuji.

Castou cestou pienosu molekul indukujicich
vedlejsi dcinky formou mezibunéénych spojeni je
gap junction (1, 2). Toto spojeni je mezibunéénym
kandlem o priméru 1,5 aZ 2 nanometry. Takovym
kandlem mohou prochédzet molekuly do hmotnosti
az 2 kDa. Nevyhodou sledovani této cesty pfenosu
je Cetnost spojeni gap junction v raznych typech
tkdni a buné¢nych linii (3).

Molekuly indukujici vedlejsi ucinky

Vzhledem ke kratkému trvani novodobé éry stu-
dia této problematiky, a také z divodu nizké mole-
kularni koncentrace, nebyly dosud zji§t€ny podstat-
néjsi informace o latkach schopnych vyvolat ved-
lej8i ucinky ionizujiciho zafeni. DileZitym zdrojem
informaci o latkach indukujicich vedlejsi uinky
mohou byt pokusy s podavanim latek vazajicich ¢i
blokujicich 1cinek jednotlivych tfid molekul. Z
téchto pokusi vyplyva (9, 10), Ze mezi latky indu-
kujici vedlej§i u¢inky miZeme zafadit kyslikové radi-
kély a radikély dusiku.

Dalsi informaci mtiZe byt dosud nepotvrzené po-
dezieni, Ze mezi tyto latky patfi peroxidy lipidu (17).

V neposledni fadé existuje interpretace vyplyvajici
z praci Matsumota et al. (9) a Nguena et al. (12). Mat-
sumoto et al. (9) prokézali vznik oxidu dusiku v burikach
sousedicich s ozifenymi a Nguen et al. (12) popsali
mutagenni vliv oxidu dusiku a jejich metabolitu.

Utinek latek indukujicich vedlejsi u&inky je mno-
hostranny a sloZeni takovych ldtek je zdvislé na typu
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ozafené tkané, ktera je uvoliluje, absorbované
davce ionizujiciho zifeni a sloZeni téchto latek se
také 1i§i v jednotlivych Casovych intervalech po
ozaieni.
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