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Souhrn

Prdce struc¢né pojedndvd o jednotlivich mechanismech, které jsou indukovdny v neozdfenych burikdch a
tkdnich v sousedstvi ozdrenych oblasti. JelikoZ ve vyzkumu vedlejSich uicinkii nebyly popsdny viechny moleku-
ldrni zmény, jsou zde nastinény moiné mechanismy u téch molekul, u kterych byla zjisténa zvySend exprese v
neozdrenych burikdch po ovlivnéni ldtkami vyvoldvajicimi vedlejsi uicinky.

Kli¢ovi slova: Ionizujici zdfeni; Vedlejsi u¢inky; Mechanismus.

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 1 alpha acti-

ons in bystander mechanisms.

Key words: Irradiation; Bystander effects; Mechanisms.

Reakce neozaienych bunék, tkani

Pravdépodobnost navozeni vedlej§ich ucinka je
ovliviiovina schopnosti bunék a tkani reagovat na
latky uvolnéné ozafenymi buiikami. Cetnost ved-
lejSich ucinka, tj. absolutni Cetnost vedlejSich cin-
ki zmenSena o hodnoty kontrolni skupiny, se lisi
podle typu tG¢inku. Nejmen3i pomér 0,05 % muta-
ci jako vedlejsi i¢inek byl naméren pii pokusech s
fibroblastovou linii (40). VEtSi pomérné zastoupe-
ni, 1-2 %, vedlejdich ucinkd 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 pfi méfeni exprese beta 1
integrinu u endotelidlnich bunék (30). Nejvyssiho
pomeéru poskozeni bunék vlivem vedlejSich ucinkt
ionizujiciho zafeni, kolem 30 %, bylo zjiiténo pfi
méfeni vyskytu poskozeni DNA typu vymény ses-
terskych chromatid (27).

Pro lep$i nazornost jsou reakce vedlej§ich bunék
a tkani schematicky rozdéleny na troveii genovou,
proteinovou, buné¢nou a tkanovou, i kdyZ v praxi je
takovy typ odpovédi vidy komplexni.

Uroveii genova

Poprvé byly vzneseny odiivodnéné obavy neplat-
nosti linedrné-kvadratického modelu privé na
zakladé prace Nagasawy a Littleho (27) publikova-
né v roce 1992, kdy autori popsali vyskyt poskoze-
ni DNA typu vymény sesterskych chromatid (Casty
nasledek dvojitych zlomi DNA) do 30 % bunék v
buné&nych populacich, kde bylo ozéifeno pouhé 1 %
viech bunék ddvkami 3-25 mGy. Tato price je dosud
jedinou, kterd piesné kvantifikuje vedlejsi ucinky
na genové drovni v zdvislosti na divce zafeni.

Uroven proteinovi

Dosud se miZeme opirat o vysledky nemnoha
experimentt sledujicich zmény v proteinovém slo-
Zeni neozaiené sousedni tkdné. V burikach sousedi-
cich s ozafenymi byla dosud popsédna vy3§i expre-
se TP 53 (dfive p53) (23), CDKN1A (dfive WAF-1,
p21, p21WAF1) (23); p34, cyklinu B1 (dfive cyklin
B), RAD 51 (1); B1 integrinu a IL-1c (30). I kdyZ jde
o relativné chudé informace, je moZné si na sché-
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matu jednotlivych mechanismi odvodit jednotlivé
typy reakci, které pak mohou vyuistit v odpovéd na
trovni bunééné a tkanové.

RAD 51

RAD 51 je protein vizany na DNA (34). Jde o
oznaceni rodiny proteini kédovanych na 15. chro-
mozomu (19). Je nezbytnym pfi opravach poskoze-
né DNA, zejména pak u dvojitych zlomu DNA, ke
kterym pfi ozafeni dochazi. RAD 51 pifimo vyhle-
dava dvojité zlomy DNA a aktivuje proces jejich
vymény (17). Svij uinek zvySuje zablokovanim
bunécného cyklu v G, fazi prostiednictvim nadpro-
dukce WAF-1 (35). Tim chrani ozafenou buiiku pred
neZadoucimi nasledky, jakymi jsou napiiklad tvor-
ba mikrojader ¢i maligni transformace zpusobené
dvojitymi zlomy DNA (36). Navic negativni kore-
lace mezi tvorbou mikrojader a hladinami RAD 51
byla prokdzana (3). I kdyZz prili§ vysoké hladiny
RAD 51 tlumi rychlost, s jakou se DNA opravuje
(9), 1ze obecné povaZovat tuto molekulu za ochran-
ny faktor, ktery brani zaniku bunky v dasledku vel-
kého poctu dvojitych zlomtit DNA (34). V nepo-
sledni fadé je zajimavy mechanismus zvySeni hla-
din RAD 51 pfi inhibici kaspazy 3 (38), jednoho z
nejdileZitéjSich enzymt v procesu apoptozy, ktery
spousti nevratné procesy (11). Tedy pozastavenim
programované bunécné smrti je urychlovano vyhle-
dévani a nasledné oprava dvojitych zlomi DNA.

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

Cyklin B a p34

Cyklin B je molekulou pfitomnou v jadie, ktera
je zvySené tvoiena pii pfechodu buiiky z G, faze do
mit6zy (31). Spolu s p34 (cyklin dependentni kina-
zou 2 — cdc 2) vytvari maturacni faktor (v originale
maturation promoting factor — MPF) (39). Cyklin B1
je zakddovan v 5. chromozomu (26). In vitro byl
prokéazan programovany tbytek cyklinu B1 zavisly
na generacnim stari buriky, kdy nizké hladiny cyk-
linu B1 v posledni generaci zapfiiCinily blok bunék
v G, fazi a zastaveni dal3iho déleni buiiky (22).

Cyklin dependentni kindza 1 (p34) je druhou
¢asti dimeru oznacovaného jako maturacni faktor
(39). Tento protein je kddovin v 10. chromozomu
(28). Svoji interakci s cyklinem B1 kontroluje pie-
chod bunék z G, faze do mitézy a samotny pak je
kli¢ovy pro piechod buiiky z G, do S faze (20).

Pokud méme informace o zvy$ené produkci cyk-
linu B1 v neozafenych buiikach, které jsou ovlivné-
ny latkami indukujici vedlejsi G¢inky, pak je mozné
se domnivat, Ze jde o kompenza¢ni mechanismus.
Ten dovoluje buné¢né populaci s omezenou Zivot-
nosti méfenou poctem generaci jedté nékolik mitdz
navic tak, aby nové vzniklé buiiky doplnily pocetni
tibytek casti buné¢né populace zplsobeny poskoze-
nim DNA.

TP 53, p21 a WAF-1

Tumor supresorovy protein TP 53 je piirozené
se vyskytujicim proteinem, bez néhoZ dochazi k
poruchdm regulace buné¢ného cyklu a diferenciace
(5, 35), coz muize vést ke tvorbé niadoru. TP 53
koordinuje adaptivni odpovéd na genotoxicky stres,
jakym je ozéfeni buiiky (24). Podili se pfedev§im na
vstupu buiiky do programované bunécné smrti, apo-
ptozy (5, 35), a také na blokddé buné¢éného cyklu,
zejména v G, fazi (35).

Neni bez zajimavosti, Ze zhaSe¢ kyslikovych
radikald WR-1065, ktery je pfirozenym metaboli-
tem jiné GspéSné 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 oznafenim téchto proteini je 1A inhibitor cyk-
lin dependentni kindzy (v origindlu cyclin depen-
dent kinase inhibitor 1A) s mezindrodné uznanou
zkratkou CDKNI1A (7).

Prostfednictvim TP 53 jsou aktivovany geny
CDKNI1A (5). Tyto se podileji piedev§im na bloka-
dé bunécného cyklu v G, fazi inhibici cyklin-depen-
dentnich kindz (35). Tvorbu p21 lze také vyvolat riisto-
vymi faktory, coZ je nezbytnou podminkou vyzrava-
ni bunék (35).

Navic protein CDKN1A (publikovian jako p21)
je uzce spjat s funkci RAD 51. Bylo prokazano, Ze
pfi vysokych hladinich RAD 51 se zvySuje tvorba
CDKNI1A (p21) a naopak pfi ttlumu CDKN1A
(p21) jsou hladiny RAD 51 sniZené (34). Tedy 1A
inhibitor cyklin-dependentnich kindz patii mezi
vyznamné reguldtory buné¢ného cyklu.

Z vyse uvedeného vyplyvaji nékteré mechanismy,
které se odehravaji v buiikach s poskozenou DNA, a
je mozné je shrnout do nasledujiciho scénafe: po ozé-
feni jsou zvySené aktivovany signdlni cesty, v dasled-
ku toho je syntetizovan TP 53. Ten cestou zvySeni
hladiny CDKNIA zablokuje bunéény cyklus v G,
fazi. ZvySenim CDKNI1A se také aktivuje zvySend
tvorba RAD 51, ktery napoméha opravovat dvojité
zlomy dvousSroubovice DNA. RAD 51 zpétnou vaz-
bou déle zvy3uje tvorbu CDKN1A a pomaha bloko-
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vat bufiku v G, fazi do t€ doby, nez se ozafenim
vyvoland poskozeni opravi. Pokud na takto po3ko-
zenou buiiku ptisobi prolifera¢ni faktory, mizZe vli-
vem CDKNI1A diferencovat, anebo pifi vysokych
hladinich TP 53 muaze vstoupit do apoptézy. U
bunék s opravenou DNA je pak aktivovan cyklin Bl
a p34 (cdc 2), ktery jako maturacni faktor umozZni
bufice vstup do mitdzy. Vysoké hladiny cyklinu B1
a p34 (cdc 2) mohou zvySit maximalné dosaZitelny

pocet déleni ve sledované bunééné populaci a tim
do jisté miry nahradit odumielou subpopulaci v
disledku poSkozené DNA.

Je tedy zfejmé, Ze vedlejsi ucinky ionizujiciho
zéfeni vyvolavaji v buitkach v okoli ozarené tkdné
stejné ¢i podobné mechanismy jako v ozéfené
oblasti. Je jen otdzkou, které mechanismy pfevlada-
ji v ozéafenych burikach a které dominuji v soused-
nich partiich.

s A

Vedlejsi u€inky:
1) vy$si exprese TP 53
a) apopt6za u vysokych hladin TP 53
b) u stfedné vysokych hladin TP 53

2) poskozeni DNA (dvojité zlomy) -

Buiiky s reparovanou DNA nebo ostatni buriky:
1) tvorba dimeru cyklinu Bl a p34 (cdc 2) spy-

tvorba CDKNI1A
G, blok
nadprodukce RAD 51

oprava dvojitych zlomi

maturaéni faktor

mitdza

Schéma 1: Mozné mechanismy aktivované vlivem vedlejich vicinki

Integrin beta 1 (CD 29)

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

Integrin beta 1 je receptorem, ktery se vyskytuje
pfedeviim na membranach leukocytl a endotelidl-
nich bunék a umoZziuje zejména neutrofilnim gra-
nulocytim vazat sloZzky vmezefené tkanég, jako jsou
lamilin, fibronektin, kolagen a denaturované protei-
ny (4, 8, 37). ZvySena pritomnost integrinu na bunéc-
nych membrénéch je podminéna aktivaci bunék ve
smyslu prob&hnuti signalni transdukce. Nejpozdé&ji
do 20-30 minut po proniknuti signilu do bufiky se
zasobni molekuly integrinu pfesunou z Bode-Palla-
deho télisek situovanych v cytoplazmé na povrch
buné¢né membrany (6, 14, 32). Takovym signdlem
muzZe byt jakykoli prozanétlivy stimul v¢etné ioni-
zujiciho zéafeni (12). DalSim takovym signdlem
mohou byt prozdnétlivé cytokiny samotné, jejichZ
prostfednictvim se spousti tvodni faze zanétlivé
odpovédi organismu, ale jsou také schopné svij uci-
nek zvyraznit navozenim vysoké pfitomnosti integ-
rinu na membréandch endotelidlnich bunék, coZ pfi-

PN LY

Tento fakt vSak nevysvétluje zvySené hladiny integ-
rinu u sousednich bunéénych populaci. Zde by mély
byt signdlem molekuly pochézejici z ozafenych bunék.
Zvysené hladiny beta 1 integrinu byly pozorova-
ny v naSich experimentech s linii hybridnich endo-
telidlnich bunék, kdy vedlejsi ti¢inky byly navozeny
pfenosem média z ozafenych bunécnych populaci
(30). Z nasSich experimenti vyplyva (30), Ze hladi-
ny beta 1 integrinu v neozafené populaci byly zvy-
Seny ve dvou fazich. Maximalni hodnoty byly zjis-
tény v nejasnéj§im méfeném Casovém intervalu, tj.
za hodinu po pfenosu média. Druhé zvy3Seni hladin
beta 1 integrinu bylo pozorovano za 24 hodin po pre-
nosu média z ozafenych buné&nych populaci. Prvni
zvySeni lze vysvétlit okamZitou reakci bunék na
latky vyvolavajici vedlejsi ucinky. Pozdé&jsi vyssi
piitomnost integrinu na bunéénych membrandich je
mozné interpretovat nepfimym mechanismem, kdy
vysoké hladiny interleukinu 1 (viz ddle) mohou byt
pfi¢inou dal§iho zvy3eni hladin integrinu v burikach
sousedicich s buiikami ozafenymi. Toto pozdéjsi
zvySeni pritomnosti integrinu 24 hodin po pfenosu
kultiva¢niho média vSak dosahuje zhruba polovié-
nich hodnot ¢asné nadprodukce integrinu nameéfené
hodinu po transportu média z ozafené populace.
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Graf I: Exprese integrinu beta I hodinu po ozdifeni ¢ prenosu
média (30). Casny pienos média byl proveden 45 minut po ozdieni
a pozdéjsi 4 hodiny po ozdfeni. Statistické vznamnosti jsou
vataZeny 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. Patii do proteinové rodiny cytokint, které se
vyznamné podileji na mezibunééné komunikaci. V pii-
padé klasické zanétlivé odpovédi 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 sim dokédZe v mist€ piisobeni navodit
zvySené hladiny ostatnich cytoking, jako jsou IL-2,
IL-6, TNF-alfa, PDGF (25). Do souboru jeho funk-
ci také patii navozeni vysSich hladin integrinu na
endotelidlnich burikach (10).

Pfi naSem studiu vedlejich G¢inku byla také zjis-
téna vyssi produkce IL-1 alfa u neozéafenych popu-
laci po transportu média z ozarenych bunék (30).

To znamend, Ze také u neozdfenych tkani souse-
dicich s ozdfenou oblasti lze o¢ekivat prinejmensim
vy$§§i citlivost na rozvoj zdnétu nebo rozvoj zanétli-
vé odpovédi samotny. Tim je mozné piifadit rozvoj
zanétlivé odpovédi organismu mezi vedlejsi ucinky
ionizujiciho zéfeni.

12

O0Gy
10 b ] 003Gy
005Gy
8 . 016Gy
05 Gy

Pocet pozitivnich bunék v procentech
o«

L

ozafené

pfenos media 45 minut
po ozafeni

prenos media 4 hodiny
po ozafeni

Graf 2: Exprese IL-1 alfa v ozdrenych bunék a bunék ovlivnénych
vedlejsimi dcinky. Casny pienos média byl proveden 45 minut po
ozdrenti a pozdéf§i 4 hodiny po ozdrend. Statistické vwznamnosti
Jsow vziaZeny k (0 Gy pro kaZdou skupinu.
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