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Souhrn
Práce Stručně definuje pojem vedlejších účinků ionizujícího záření, pojednává o citlivosti metod použitel-

ných pro Studium tohoto fenoménu. Dále představuje mikroozařovací techniky, ktere' jsou relativně novou
radiobiologickouı technologií Schopnou ozařovat přesně definovaným počtem částic jednotlivě subcelulární
struktury. V neposlední řadějsou uvedena využití mikroozařovacich technik i v jiných oblastech výzkumu.
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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-efi‘ect of ionizing radiation and discusses the usefulness of various Sci-

entific methods usedfor 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 ofparticles with the energy requested.

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

Definice

Vedlejší účinky ionizujícího Záření lze považo-
vat Za Znovu objevovanou kapitolu obecné radiobi- ‘
olgie. Rozvoj poznatků nejen v této oblasti, ale v
celém oboru radiobiologie, je dán především pře-
kotným rozvojem molekulárně-biologických metod
poznání, které Svojí citlivostí umožňují pozorovat
fenomén vedlejších účinků ionizujícího záření. Dal-
ším faktorem rychlého rozvoje Studia vedlejších účin-
ků ionizujícího Záření jsou pak metody a přístroje
umožňující ozáření jediné buňky.

Vedlejší účinky lZe definovat jako Souhrnné ozna-
čení jakýchkoliv změn v neozářeném biologickém
Systému, ke kterým dochází v důsledku reakce ozá-
řené části systému. Vedlejšími účinky Se míní poško-
Zení genetického materiálu neozářené buňky, vý-
Znarnné porušení schopnosti interakce S okolním pro- _
Středím a vznik onkogenní transformace neozářených
buněk.

Vedlejší účinky ionizujícího záření lze pozoro-
vat v Sousedních neozářených tkáních po ozáření
libovolnými dávkami. Vzhledem k tomu, že indukce
vedlejších účinků vzniká s mzsı intenzitou než postra-
diační poškození Samotné, pak největšího významu

dosahují po ozáření nízkými a velmi nízkými dávka-
mi ionizujícího Záření. Z jazykového hlediska termín

. „vedlejší účinky" Zcela nevystihuje anglický origi-
nál. Původní název „bystander effects" v doslovném
překladu zní jako „vedle Stojící účinky“, eventuálně
jako „Sousední účinky“. Navíc, v mechanismech roz-
voje vedlejších účinků existuje vztah k již popsaným
abskopálním účinkům ionizujícího zářeni. Jelikož
tento vztah není prokázán S jistotou, budou tyto účin-
ky dále Zmiňovány jako „vedlejší“.

Studium vedlejších účinků ionizujícího Záření je
staronovou oblastí radiobiologického výzkumu, kdy
jsou pozorovány postradiační změny v buňkách a ve
tkáních Sousedících S ozářenými okrsky.

Metody studia vedlejších účinků

Výzkumné Směry studia vedlejších účinků
Po roce 1992 Se Studium Vedlejších účinků roz-

dělilo na dva výzkumné Směry. Prvním bylo Sledo-
vání vlivu radikálů, Zejména kyslíkových (3), na
rozvoj vedlejších účinků. Druhý Směr Se Zaměřil na
Sledování mezibuněčného přenosu látek indukují-

'Vł IV'cích vedlej Sı ucınky. Tomuto Směru dominuje přede-
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vším Sledování mezibuněčných Spojení gap juncti-
On a inhibice této cesty přenosu.

Možnosti detekce vedlejších účinků
Rejstřík metod pro určení a kvantifikaci vedlej-

ších účinků ionizujícího Záření Se nelišídod metodic-
kého Spektra Sloužících k rozvoji poznání v obecné
biologii. ' '

' Jednotlivé metody Se však liší Stupněm citlivosti.
Nejméně citlivými jsou klasické metody používané
v cytologii, resp. radiobiologii. Jde o detekci mik-
rojader a apoptózy na buněčných liniích a test klo-
nogenní aktivity. Tyto metodické postupy jsou vhod-
nými nástroji při určení postradiačního poškození u
dávek nad cca. 0,5 Gy. Avšak pro Sledování vedlej-
ších účinků ionizujícího záření se jeví jako nevhodné.

Metody proteinové detekce lze označit za meto-
dy Se Střední úrovní citlivosti. Patří sem především
ELISA, imunocytochemie, imunohistochemie a elek-
troforetické techniky. Takové metody jsou vhodné
pro Sledování postradiačních změn v řádu desetin Gy
a vedlejších účinků u sousedních populací po ozáře-
ní dávkami 1 Gy a vyšší. '

Protože pravděpodobně v nejbližší době nebudou
uspokojivě popsány buněčné mechanismy na protei-
nové úrovni, jsou tytometody významné Z hlediska
popisu rozvoje vedlejších účinků. '

Nejcitlivější metody poznání vedlejších účinků
dokáží detekovat poškození genetické informace. Jde
o nejrůznější varianty polymerázové řetězové reak-
ce a testy onkogenních transformací. Ve vhodně posta-
veném experimentu by bylo možné takovými postu-
py detekovat postradiační změny až na úrovni dese- '

'VI ł V'tin mGy a vedlej Sı ucınky řádově v jednotkách mGy.
S pomocí metod odhalujících genetické poškození
lze jak Zjistit chování Sousedních tkání na genové
úrovni, tak jsou tyto metody vhodné pro posuzování
přípravků používaných k zabránění vzniku vedlej-
ších účinků ionizujícího záření. -

Ozařovací postupy sloužící ke studiu vedlejších
účinků

Do Začátku 90. let byl radiobiologický výzkum
orientován především na objasnění postradiačních
Změn v ozářených biologických Systémech na všech
úrovních, tj. od genové úrovně, přes pozorování změn
proteinu, buněčných a tkáňových odpovědí, až po
poškození na úrovni organismu a populační Studie.

Rozvoj problematiky vedlejších účinků ionizují-
cího záření je úzce spjat S pokrokem na poli mikro-
ozařovacích technik. Mikroozařovač (v anglickém
originálu microbeam facility) je technologickým
celkem Schopným ozařovat zvolenou Strukturu jed-
notlivými částicemi (4, 5). Typický mikroozařovač
je Složen z akcelerátoru, nanosondy (v originálu
nanoprobe), mikroskopu S automatickým pozičním
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Systémem a počítačové analýzy obrazu.
Jako akcelerátor je nejčastěji používán Van der

Graaffuv model, který umožňuje v elektromagne-
tickém poli generovat alfa částice, protony, elektro-
ny a 3He2+ ionty. Principem je naplnění akceleráto-
ru héliem, které je vysokofrekvenčními vlnami pře-
měněno na plazmu. Z této plazmy je možné v elek-
trickém poli vybrat požadovaný typ částic, které
jsou akcelerovány v elektrickém poli S vysokým
potenciálem. V takovém poli se kladně nabité části-
ce pohybují k místu S nulovým potenciálem, tedy k
výstupnímu oknu Se vzorky. Detailní popis S přes-
nými hodnotami a odůvodněním je předmětem Spe-
cializovaných učebnic fyziky.

NanoSonda je označením pro Soustavu trubic a
elektromagnetických čoček kolimujících, resp.
Zaostřujících Svazek částic do velmi úzkého paprs-

- ku. Protože je každý Svazek elektricky nabitých
částic ve vakuu Zaostřován Soustavou elektromag-
netických čoček, proto je dosud nemožné Sestrojit
nanosondu pro neutrální částice jako jsou neutrony.
Dílčím úspěchem je Sestrojení mikroozařovače
emitujícího gama záření, který však paprsky neza-
oStřuje. Je Složen ze Soustavy clon a z důvodurela-
tivně velkého průměru paprsku není dosud možné S
takovým přístrojem pracovat na buněčné populaci,
kde jsou buňky v kontaktu.

Mikroskop s automatickým polohovacím Systé-
mem je důležitou Součástí mikroozařovače, uvědo-
mime-li Si, že je nutné přesně identifikovat buněč-
nou kolonii vzniklou Z jedné ozářené buňky i po 6
generačních časech dané buněčné linie. Proto je
nutné pracovat S adherentními buněčnými liniemi,
které jsou obarveny Hoechstovým barvivem. Auto-
matický poziční systém nejdříve naskenuje několik
Zorných polí a tak vytvoří doslova buněčnou mapu
celé zájmové oblasti. Poté je možné přes nanoson-
du orientovat částici nebo částice na vybranou
buňku nebo buňky (eventuálně podle velikosti prů-
měru svazku i jen některé organely) a po uplynutí
zvoleného času je možné podle původní buněčné

g mapy identifikovat jednotlivé buněčné kolonie.
Důležitými vlastnostmi mikroozařovače, podle

kterých je posuzována jeho kvalita jsou typ produ-
kovaných částic, jejich energie a velikost svazku
částic. Jelikož ionty helia včetně alfa částic byly
prvním typem pozorovaných částic u prvních mik-
roozařovačů, převládá v současnosti tendence Se-
stavit mikroozařovač produkující protony, elektro-
ny a těžké ionty. Energie částic je neméně důleži-
tým ukazatelem kvality každého ozařovače. Jelikož
žádný živý biologický Systém nemůže existovat v
prostředí vakua, musí každá částice před interakcí S
biologickým materiálem vstoupit do běžné atmosfé-
ry, kde je výrazně Zpomalována. Je dobře Známou
Skutečností, že několik milimetrů vzduchu dokáže
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zastavit alfa částici. Tento fakt je do jisté miry ovliv-
něn typem misek používaných při experimentech v
mikroozařovačích. Cílové okno je tvořeno cca 0,5
mikrometry tenké folie mylaru. Takový systém, kdy
buňky rostou na mylarové folii, která je přiložena k
výstupnímu oknu každého mikroozařovače. Navíc,
většina v praxi používaných mikroozařovačů má kla-
sickou Sadu objektivů, kde místo jednoho objektivu
je vloženo výstupní okno mikroozařovače, takže je
možné Zabránit velké Ztrátě energie částice vzduchem.

Energie produkovaných alfa částic a iontu hélia
se pohybuje od 0,5 MeV do 5,3 MeV. Spodní hra-
nice je dána ztrátou energie při průletu vzduchem,
mylarem a médiem. Tato Ztráta Se pohybuje okolo
0,3 MeV. Horní hranice 5 ,3 MeV je dána nejen kon-
strukcí každého akcelerátoru, ale také praktickou ^
použitelnosti, kdy alfa částice Zejména rozpadové
řady radonu nepřesahují 6 MeV.

Velikost cílového terčíku kam dopadají nanoson-
dou Zaostřené ionty, je poslední Z hlavních ukazatelů
každého mikroozařovače. Minimálním požadavkem
velikosti terčíku je jeho praktická aplikace, tj. nesmí
být větší, než je velikost buňky dané buněčné linie,
eventuálně velikost buňky odebraného a pozorova-
ného tkáňového štěpu. V praxi Se doporučuje mini-
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mální velikost terčíku do cca 10 mikrometrů v prů-
měru. Čím je velikost terčíku menší, tím je možné
ozařovat více Subcelulárních Struktur. Současný Svě-
tový primát drží Sestrojovaný mikroozařovač v Lip-
Ské univerzitě, kde byl naměřen průměr terčíku 41
nanometrů. Minimalizace terčíku Slouží nejen k přes-
né kvantifikaci buněčné odpovědi v závislosti na dáv-
ce Záření, ale k sofistikovanějším experimentům v
oblasti sledování vedlejších efektů ionizujícího záření.

V současnosti jsou na světě Sestrojeny 4 mikroo-
Zařovače. První byl zhotoven v Institutu prof. Graye
v Londýně (5), druhý v Centru pro radiobiologický
výzkum na Kolumbij Ské univerzitě v USA (14), třetí
na katedře jaderného inženýrství v texaské A and M
univerzitě (16) a čtvrtý je Situován v japonském
centru pro výzkum atomové energie (15).

V Současnosti je na katedře jaderné fyziky pev-
ných látek lipské univerzity Sestrojován pátý mikro-
ozařovač v pořadí, který by měl zaručit dostupnost
této technologie po celé Střední Evropě od podzimu
2002 (4).

Pro českou radiobiologii, vojenskou část nevyjí-
maje, je Zajímavá informace o aktivitách katedry
jaderné Spektrometrie v polském Krakově, kde je
Sestrojován mikroozařovač pod vedením D. Lekkiho.

Obr 1.' Na fotografii mikroozařovací laboratoře univerzity v Lipsku je zachycena kolimační soustava nanosondy (vlevo a nahoře) vychá-
Zející Z válcovite'ho akcelerátoru (nahoře uprostřed), který je z větší části překryt ovládacím systémem. V dolním leve'm kvadrantu se
nachází ozařovací komora s automatickým pozičním systémem. Celá konstrukce mikroozařovačeje upevněna na desetimetrovém betonove'm

V,podlozı. Místnost je klimatizována a vstup je povolen Za podobných kautel jako vstup na chirurgickou ambulanci.
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Využitı'mikroozařovačů v ostatních oborech výzkumu
MikrooZařovače však nemaj í uplatnění jen v radi-

obiologii Samotné. Pomocí přesného měření Ztráty
energie částice při průletu materiálem je možné určit
procentuální Zastoupení anorganických látek v mate-
riálu. ˇ Takové vedlejší aplikace mají uplatnění při
měření l4C v archeologických vzorcích k určení Stáří
vzorku, měření obsahu kovu V biologických tkáních
při pozorování například penetrace Zkoumané látky
jednotlivými vrstvami epidermis (4). Další možností
využití mikroozařovače je tzv. protonová mikrosko-
pie (4). Princip je podobný jako u mikroskopu elek-
tronického, jen s tím rozdílem, že vzorek je nebarve-
ný a buňky jsou při Skenování živé. Avšak účinek
pronikajících protonů usmrtí veškerý živý materiál.
Maximum rozlišení každého obrázku je dáno veli-
kostí terčíku podobně jako rozlišení rastrového
obrázku je dáno velikostí každého pixelu. Význam-
nou perspektivou vedlejšího využití mikroozařovačů
v přírodních vědách, která by mohla v brzké budouc-
nosti Soutěžit S proteinovou detekcí v elektronové
mikroskopii je právě proteinová detekce živých
buněk, kdy protilátky mohou být Značeny některým
těžkým kovem. Pro praktické využití připadá v
úvahu již Zavedený Systém protilátek značených čás-
ticemi Zlata, jelikož molekuly těžkých kovů Způso-
bují vyšší úbytek energie prolétající částice než ostat-
ní buněčné Struktury. ,

Mechanismy vzniku a rozvoje vedlejších účinků
Prvním literárně doloženým popisem vedlejších

účinků byla kazuistika Pahrsona et al. (13) u paci-
enta po ozáření sleziny, kde byla pozorována jinak
nevysvětlitelná reakce kostní dřeně prsní kosti. Tato
práce byla publikována v roce 1954 a byla následo-
vána několika podobnými studiemi vycházejících Z
preklinického i klinického pozorování. V Čechách
Se mimo jiné i touto kapitolou zabýval tým profeso-
ra Kuny (6) Z VLA JEP. Od Začátku 60. let pak V
této problematice nastává publikační útlum a Vědo-
mostní Stagnace daná tehdejším Stupněm poznání.

Novou etapou studia vedlejších účinků Zahájili
Nagasawa a Little (11) v roce 1992. Po ozáření buněč-
né linie buněk ZíSkaných Z ovan'i čínských křečků, kde
bylo alfa částicemi ozářeno jen 1 % celkové buněč-
né populace velmi malými dávkami ionizujícího
Záření v rozmezí 3-25 mGy, bylo Zjištěno poškoze-
ní DNA až u 30 % všech buněk. Sledovaným uka-
zatelem poškození DNA byla četnost výměny SeS-
terských chromatid (v originálu Sister chromatid
exchange) (11). Tento do jisté míry překvapivý výSle-
dek byl impulsem pro další studium vedlejších
účinků.

Pro lepší výklad vedlejších účinků je vhodné si tento
fenomén rozdělit na dvě části. První částí bude akce
ozářených buněk a druhou pak reakce okolních buněk.
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Akce ozářený h buněk a tkání
Aktivované postradiační mechanismy jsou téma-

tem samostatné učebnice radiobiologie. V tomto
textu budou nezbytné postradiační mechanismy po-
psány tam, kde porozumění mechanismům vedlej-
ších účinků vyžaduje Znalost postradiační odpovědi.

Cesty přenosu
Ozářené buňky uvolňují látky schopné vyvolat

vedlejší účinky ionizujícího Záření u okolních buněk
bud' do mezibuněčného prostoru, nebo přes mezibu-
něčná spojení. -

Mezibuněčný prostor v organismu je charakteri-
Zován extracelulární matrix, v in vitro experimentech
je tímto vehikulem Samotné medium.

Protože ve Studiu vedlejších účinků převažují
experimenty s adherentními buněčnými liniemi a
dostupnost mikroozařovačů je relativně nízká, je nej-
používanějším typem navození vedlejších účinků
prostý přenos media Z ozářené do jinak neovlivně-
né buněčné populace (7, 10). Pro takový typ pokusu
Se obejdeme i bez mikroozařovače a celková mani-
pulace se vzorky je mnohem jednodušší. Pro přenos
media je důležité používat sterilní filtr, který Zabrá-
ní přenosu mrtvých buněk a jejich částí, které se v
každé populaci vyskytují.

Častou cestou přenosu molekul indukujících
vedlejší účinky formou mezibuněčných Spojení je
gap junction (1, 2). Toto Spojení je mezibuněčným
kanálem o průměru 1,5. až 2 nanometry. Takovým
kanálem mohou procházet molekuly do hmotnosti
až 2 kDa. Nevýhodou Sledování této cesty přenosu
je četnost Spojení gap junction v různých typech
tkání a buněčných linií (3).

Molekuly indukující vedlejší účinky
Vzhledem ke krátkému trvání novodobé éry Stu-

dia této problematiky, a také Z důvodu nízké mole-
kulární koncentrace, nebyly dosud Zjištěny podstat-
nější informace o látkách schopných vyvolat ved-
lejší účinky ionizujícího Záření. Důležitým Zdrojem
informací o látkách indukujících vedlejší účinky
mohou být pokusy S podáváním látek vázajících či
blokujících účinek jednotlivých tříd molekul. Z
těchto pokusů vyplývá (9, 10), že mezi látky indu-
kující vedlejší účinky můžeme Zařadit kyslíkové radi-
kály a radikály dusíku.

Další informací může být dosud nepotvrzené po-
dezření, že mezi tyto látky patří peroxidy lipidu (17).

V neposlední řadě existuje interpretace vyplývající
Z prací Matsumota et al. (9) a Nguena et al. (12). Mat-
sumoto et al. (9) prokázali vznik oxidu dusíku v buňkách
Sousedících s oZářenýmí a Nguen et al. (12) popsali
mutagenní vliv oxidu dusíku a jejich metabolitu.

Účinek látek indukujících vedlejší účinky je mno-
hostranný a složení takových látek je Závislé na typu
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ozářené tkáně, která je uvolñuje, absorbované
dávce ionizujícího Záření a Složení těchto látek Se
také liší v jednotlivých časových intervalech po
ozáření.
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