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Souhrn

Na modelu celotélove a jednordzoveé ozarenych potkanit jsme mérili pocet stievnich krypt v zorném poli
Jako fundamentalni biodozimetricky ukazatel, jenz bude porovnavan s ostatnimi biodozimentrickymi markery.
Byly vysetiovany oblasti jejuna a pricného tracniku, mezi jejichz hodnotami nebyl zjistén signifikantni rozdil.
Pri vySetreni ozdareneho jejuna podprahovymi davkami byl zjisten ubytek poctu krypt jiz 3. den po ozareni

davkami od 5 Gy.
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Radiation-Induced Enteritis: Intestinal Crypt Decrease in a Model of Irradiated Rats
Depending on Time and Dose

Summary

In our model of male Wistar rats irradiated all over their bodies by a single dose, we measured crypt survival
as a fundamental biodosimetric marker which will be compared to other biodosimetric markers. We examined
the jejunum and the colon of rats and found no significant differences, although marked crypt decrease was
measured as early as the 3" day after the irradiation with a dose of 5 Gy.

Key words: Radiation-induced enteritis; Patogenesis; Crypt survival; Biodosimetry.

Uvod

Gastrointestindlni syndrom akutni nemoci z 0za-
feni (ANO) je zcela letalni klinicko-patologickou
jednotkou a manifestuje se 5. az 8. den po jednora-
zovém ozafeni na oblast krajiny bfisni davkou 8 Gy
a vyssi (4). Jde o souhrn zanétlivé degenerativnich
procest postihujicich vSechny tseky gastrointesti-
nalniho traktu (GIT). Vedoucimi pfiznaky jsou ma-
sivni prijmy vedouci k dehydrataci, ob¢hovému sel-
hani, intoxikaci a septickému Soku (2, 8).

Patologickoanatomicky jde o enteritis necrohea-
morrhagica acuta, respektive duodenitis, jejunitis ¢i
ileitis (1, 2). Ackoli stale plati nazor, Ze subcelular-
ni a celularni podstata patogeneze stievniho syndro-
mu ANO neni zndma, na zakladé mnoha praci se
miZzeme domnivat, Ze tento syndrom vznika na pod-
klad¢ insuficientni novotvorby enterocytt (3, 5, 11).

Je obecné prijimanou hypotézou, Ze nové ente-
rocyty jsou tvoieny kmenovymi bunikami ve stiev-
nich kryptach. Pfi in vitro experimentech byla zjis-
téna radiosenzitivita stievni linie s DO cca 4 Gy, coz

vysvétluje vyssi rezistenci, neZ je tomu naptiklad u
kostni dien¢ (10).

Morfologicky je jiz béhem prvnich hodin po 0za-
feni nadprahovymi davkami patrna rychle progredu-
jici pyknoza, karyolyza, karyorexe a extruze bunéc-
nych rezidui do lumina. Relativné vysoka mitoticka
aktivita ve stfevnich kryptach se rapidné snizuje a
po 24 hodinach ustava upln¢, zatimco deplece en-
terocytl na vrcholcich klka pokracuje (4).

Tym profesora Pottena (6, 7) publikoval, Ze po-
Cet stfevnich krypt v zorném poli, resp. na transver-
zalnim fezu, lze vyuzit jako histologicky zjistitelné-
ho hrubého biodozimetrického ukazatele, ktery vy-
kazuje podobnou dynamiku jako klasicky ukazatel
prezivani ozarenych jedinci, tj. je zavisly na Case a
absorbované davce zateni.

Proto jsme méfeni poctu stievnich krypt v zorném
poli pouzili jako vychozi na nasem modelu celoté-
lové ozétenych potkant davkami 1-20 Gy. DalSim
ucelem tohoto méfeni je zjisténi rozdilné radiosen-
zitivity tenkého a tlustého stieva.
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Material a metoda

Pokusnd zvirata a jejich ozarovani

K experimentu byli pouziti potkani samci kme-
ne Wistar ve stafi 12—16 tydnti o hmotnosti 250 az
300 gramtl. VSechna laboratorni zvifata byla krme-
na dietou DOS-2B a napajena vodovodni vodou ad
libitum. Potkani samci byli ozafeni pro zjistovani
ktivek preziti davkami 1, 5, 10, 15, 20, 25 a 30 Gy,
pro morfometricka a imunohistochemicka vyseteni
davkami 1, 5, 10, 15, 20 Gy pouzitim kobaltového
zdroje Chisotron Chirana ve vzdalenosti 1 m od zdro-
je davkovym piikonem 1,44 Gy/min. Pfed ozarenim
byla navozena lehka narkéza roztokem slozenym
z 1 dilu Rometaru (Spofa, Praha), ze 3 dili Narka-
monu (Léciva, Praha) a z 12 dila fyziologického roz-
toku. Tento narkotizacni roztok byl aplikovan intra-
muskularné v davce 10 ml/kg.

Schéma experimentu

Potkani ozafeni celotélove zafenim ydavkami 1 az
20 Gy byli rozdéleni na 21 skupin po 10 jedincich
(celkem 210 zvirat) podle vyse absorbované davky:
0,1,5,10, 15, 20 Gy. Ozafena zvirata byla odebra-
na k histologickému vysetieni 24, 48, 72 a 96 ho-
din po ozafeni, neozafeni potkani byli vySetfeni 72
hodin po klamném ozafeni.

Histologické vySetieni

Po uplynuti danych ¢asovych intervalt byly la-
boratorni potkani usmrceni cervikalni dislokaci. Pii
pitvé odebrana prvni klicka jejuna za duodenalnim
ohbim byla fixovana ve formolu, tkanové partikule
posléze zality do parafinu a nakrajeny pomoci mikro-
tomu (Meopta). Po natazeni fezd na sklicka byly
preparaty histochemicky barveny hematoxylinem-
-eozinem (k méfeni morfometrickych parametra epi-
telu jejuna) a Grammovym barvenim (k posouzeni
bakterialni infekce). Po obarveni byly preparaty od-
vodnény a zamontovany pouzitim kanadského bal-
zamu a kryciho sklicka (9).

Mé¥ent poctu stievnich krypt

Pocet stievnich krypt v zorném poli byl méfen
u kazdého zvifete v jednom nahodné vybraném zor-
ném poli o priméru 300 Pum a stonasobném zvét-
Seni pouzitim mikroskopu Olympus CX 30. Pii mé-

-----

zorného pole.

Statistické hodnoceni

K urceni vyznamnosti rozdilu dat byly ziskané
udaje pocitany testem podle Mann-Whitneyho. V ta-
bulkach jsou uvedeny hodnoty primért jednotli-
vych skupin % intervaly spolehlivosti na hlading
95% spolehlivosti, tj. dvojnasobek smérodatné od-
chylky priméru (2 x S.E.M.). Hodnota korela¢niho
koeficientu » byla ziskana vyuzitim standardniho tes-
tu programu Excel (Microsoft).

Vysledky

Uhyn 2 potkanii z 10 byl pozorovan 3. den po
ozateni davkou 20 Gy. V pribéhu 4. dne po ozate-
ni davkami 15 a 20 Gy uhynulo 9 potkanti z 10.

Meéieni poltu krypt v colon transversum

Ve srovnani s hodnotami kontrolnich potkani
byl zjistén signifikantni ubytek poctu krypt v zorném
poli pii vySetieni pfi¢ného traéniku zvitrat 48 hodin
po ozareni davkou 20 Gy (p = 0,008) a 72 hodin po
ozafeni davkami 15 a 20 Gy (p £ 0,01; viz tab. 1).

Dva dny po ozareni davkou 20 Gy byl pocet
krypt statisticky vyznamné nizsi nez u zvirat ozare-
nych davkami 1, 5 a 10 Gy (p < 0,014). Také 72 ho-
din po celotélovém ozateni potkanti davkami 15 a
20 Gy byly pozorovany statisticky vyznamné nizsi
pocty krypt v zorném poli nez u zvifat ozafenych
davkami 1, 5 a 10 Gy (p £ 0,01). U zvitat ozafenych
davkou 15 Gy byl naméfen statisticky vyznamny
ubytek poctu krypt mezi 72 hodinami po ozafeni a
Casné&jSimi Casovymi intervaly (p < 0,045). U labo-
ratornich potkanti ozafenych davkou 20 Gy byl pa-
trny pokles poctu krypt u zvifat vysSetfenych 48 a
72 hodin po ozafeni viici jedincim vySetienych 24
hodin po ozaieni (p < 0,001).

Mé¥ent poctu krypt v jejunu

Vici hodnotam naméfenym u neozafenych zvi-
fat byl zjistén u potkanti vySetienych 24 hodin po
ozateni davkou 20 Gy, 48 hodin po ozareni davka-
mi od 10 Gy, 72 a 96 hodin po ozafeni davkami od
5 Gy signifikantni ubytek poctu krypt (p < 0,031;
viz tab. 2). Mezi potkany vySetfenymi 24 hodin po
ozafeni davkou 20 Gy byl naméfen statisticky vyz-
namny pokles poctu krypt vii€i zvifatim ozairenych
davkami 10 a 15 Gy (p < 0,05). U potkanii vySetie-
nych 48 hodin po ozafeni byly patrné vyznamné
rozdily v poctu krypt mezi jedinci ozarenymi dav-
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Tabulka 1
Primérné hodnoty poétu krypt v colon transversum v zorném poli u ozaienych potkanii + 2 x S.E.M.
Doba po ozaieni 0 Gy 1 Gy 5 Gy 10 Gy 15 Gy 20 Gy
24 hodin 8,3+1,50 7,9 +0,72 8,3+0,57 7,7+0,75 8,1+0,52
48 hodin 7,8 +£0,38 7,78 £ 0,52 7,3 £0,64 7+0,8 6+ 0,56
72 hodin 7,5+0,58 7,7£0,58 8.2+0,79 7,7£0,75 5.5+0,94 5,56 £0,67°
96 hodin 7,0 £ 0,54 7,89 £ 0,80 7,8 0,55 ptezilo 1 zvife | prezilo 1 zviie

Pravdépodobnost rozdili métenych hodnot vii¢i hodnotdm neozafenych kontrolnich zvifat: p < 0,05"; ps< 0,01% p< 0,001°

Tabulka 2
Priimérné hodnoty poétu krypt v jejunu v zorném poli u ozai‘enych potkanii + 2 x S.E.M.
Doba po ozaieni 0 Gy 1 Gy 5 Gy 10 Gy 15 Gy 20 Gy
24 hodin 7,9 £0,77 8,1 £0,52 8,3 £ 0,64 8,6 £ 0,64 74 % 0,421
48 hodin 8,7 + 0,94 8,2 + 0,47 744058 | 68+0,55 6+ 0,89
72 hodin 8,6 % 0,64 7,7 0,57 732057 | 69072 | 52%068° | 49+066
96 hodin 7,7 £ 0,40 74 0,511 5,67 & 0,773 ptezilo 1 zvite | ptezilo 1 zviie

Pravdépodobnost rozdilii m&fenych hodnot vii¢i hodnotdm neozakenych kontrolnich zvifat: p < 0,05'; p < 0,01% p <0,0013

Obr. 1: U neozareného potkana lze na rezu jejuna obarveného Obr. 2: U potkana vysetieného 3 dny po ozareni 20 Gy Ize na
hematoxylinem-eozinem pozorovat pri 200ndsobném zvétSeni Fezu jejuna obarveného hematoxylinem-eozinem pozorovat pri
Cetné stievni krypty. 200ndsobném zvétseni patrny vyznamny ubytek strevnich krypt.

Na obrazku muzeme ddle pozorovat poruchu epitelialni archi-
tektoniky vedouct k denudaci strevni sliznice.



80 VOJENSKE ZDRAVOTNICKE LISTY

ROCNIK LXXIV, 2005, &. 2

kami 10 a 20 Gy (p = 0,028). Signifikantni rozdily
byly také naméfeny mezi potkany vySetfenymi 72
hodin po ozareni davkou 10 Gy a davkami vys$imi
(p =0,007).

U ozafenych zvitat byl v jednotlivych ¢asovych
intervalech zjistén postupny pokles poctu krypt, kte-
ry byl vyznamny mezi potkany ozafenymi davkou
10 Gy a vySetfenymi 24 a 48 hodin po ozafeni vici
jedinctim vySetienym 96 hodin po ozafeni (p < 0,006).
Dale byl pozorovan statisticky vyznamny pokles me-
zi vS§emi intervaly zvifat ozafenych davkou 15 Gy
(p £ 0,0006). Mezi zvitaty vysetfenych 24 hodin po o-
zéfeni davkou 20 Gy byly naméfeny vyznamné roz-
dily vic¢i potkaniim vysetfenych 48 a 72 hodin po
ozateni (p < 0,012).

Pti srovnani hodnot poétu krypt v jejunu a v co-
lon transversum nebyly mezi ozafenymi zvifaty zjis-
tény statisticky vyznamné rozdily. Korelac¢ni koefici-
ent » mezi hodnotami poctu krypt v jejunu a v colon
transversum je roven 0,74, tj. naméfené hodnoty v
obou lokalizacich jsou na sob¢€ zavislé.

Diskuse

Z hlediska zdravotniho zabezpeceni vojsk je de-
tailni poznani patogenetickych mechanismt a kau-
zalnich terapeutickych moznosti gastrointestinalniho
syndromu ANO st¢zejni pro snizeni zdravotnickych
ztrat a zvySeni bojeschopnosti vojakl. Civilnim as-
pektem potlaceni rozvoje sttevniho syndromu ANO
je zvyseni toleran¢ni davky gastrointestinalniho sys-
tému pfi radioterapii abdomino-panevnich a retro-
peritonealnich malignit, jejichz incidence v posled-
nich dekadach vzrista.

Z nasich vysledkti na modelu jednorazové celo-
télove ozarenych potkant vyplyva, ze v radiosenzi-
tivit¢ tenkého a tlustého stfeva neni statisticky vy-
znamny rozdil. Reakce obou stfevnich partii je po-
dobna, ackoli pti métfeni poctu stievnich krypt bylo
mozné od 3 dnli po ozafeni pozorovat v jejunalni
oblasti statisticky vyznamny ubytek stfevnich krypt
v zorném poli jiz po ozafeni davkami od 5 Gy. To
je vyznamné z biodozimetrického hlediska, jelikoz
davky mensi nez 8 Gy jsou povazovany za podpra-
hové. Dale jsme ovéfili, Ze dynamika poctu stiev-
nich krypt je velmi podobna dynamice klonogeni
aktivity, ackoli v ramci posuzovani celého stfevni-
ho kompartmentu se DO nachazi v letalni oblasti ca-
sové-davkového schématu.

V literarnich zdrojich je popisovana vrcholici
deepitelizace stfevni sliznice vrcholici 5—7 dni po

ozafeni s naslednym funk¢nim selhanim mikrobial-
ni bariéry rezultujici do peritonitidy (3, 4, 8). Na
nasem modelu ozafenych potkant jsou letalni ucin-
ky patmné jiz 4 dny po ozareni davkou 15 Gy. M-
zeme se domnivat, ze 5. az 7. den po ozafeni by
bylo mozné pozorovat tthyn potkanti ozafenych dav-
kou 10 Gy. Z toho vyplyva, ze dynamika sttevniho
syndromu ANO je u potkand podobna jako u oza-
fenych pacientd.

Zavérem lze uvést, ze ukazatel poctu stfevnich
krypt 1ze oznadit za fundamentalni biodozimetricky
ukazatel aplikovatelny jako zakladni marker u oza-
fenych partii intestindlniho traktu. Méfenim poctu
sttevnich krypt jsou zjistitelné signifikantni rozdily
i po subletdlnim ozafeni a neni vyznamny rozdil
mezi vysledky méfenymi v tenkém a tlustém stieve.
V budoucnosti budou dalsi perspektivni biodozime-
trické ukazatele vztahovany k citlivosti pravé poctu
stfevnich krypt.
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