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1. UVOD

Krevni buiky pochazeji z malého poétu pluripotentnich kmenovych
bunék pfitomnych v kostni dfeni. Proces je kontrolovan Fadou cytokinu, které
vazbou na receptory bunék modifikuji proliferaci, diferenciaci a dospivani téchto
bunék. Mezi tyto cytokiny patfi, IL-1, IL-8, IL-11, IL-3, EPO, hematologicke
rustové faktory (CSF), SCF(znamy také jako c kit ligand), Fit3L, TGF-3, MiP-
1a, a dalsi jako napf. interferony a insulin-like ristové fakfory. Ukazuje se, Ze
Uloha rUstovych faktorG v hematopoéze je spojena sregulaci pireZiti
jednotlivych bunék.

V souCasne dobé&€ je obecné pfiimanc (Cowling a Dexter 1994), Ze
hematopoetické bufky podléhaji apoptické smrti v dlUsledku nedostatku
ristovych faktord. Ukazuje se, Ze buné&Zna smrt je jeden znormalnich
fyziologickych proces(l kontrolujici homeostazu hematopoetického systému.

Schopnost rlstovych faktort potladit apoptézu neni spojena pouze
s normalnimi nebo leukemickymi liniemi, ale je to mechanismus pusobici i na
normalni populaci asnych progenitord. Vedle nedostatku rdstovych faktor(l je
apoptoza vyvolana v mnoha hematopoetickych bufikach po expozici vysokymi
davkami cytostatickych latek, pfipadné ionizujicim zafenim. Mnoho
protinédoro.vych latek plsobi pfes proces iniciace apoptézy. Proces
karcinogenéze pravdépodobné zavisi na selektivni kritické charakterizaci
procesu apoptdzy, ktera dovolila pfeziti bunék pozménénych mutagennim
podkozenim DNA.

Cilem pfedkladané disertani prace bylo studovat indukci apoptézy
vyvolanou ionizujicim zafenim jednak u modelovych leukemickych linii HL-60
(lidska promyelocytarni leukémie) a MOLT-4 (lidska T-lymfocytarni leukémie),
hematopoetickych kmenovych bunék a dale u lidskych lymfocytl izolovanych
z periferni krve zdravych darcl ozafenych in vitro. Indukce apoptdzy, resp.
pokles poltu NK bunék v subpopulaci Zivych (Annexin V negativnich) CD3-
/CD8+ burikach, se ukazal jako ¢asny indikator davky zareni. Prace vznikla na
zakladé FeSeni grantt GACR & 202/01/0016 a 202/04/0598, projektu
MSM0021620820 a projektu MO OBUKHK205001.
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2. PREHLED SOUGASNEHO STAVU PROBLEMATIKY

Expozice relativné vysokymi davkami zafeni vedou k radiaénimu
poskozeni, pfedevdim potlaenim funkci kostni dfen&, imunitniho systému,
gastrointestinalniho traktu a poskozeni dalSich tkani, jako napf. plic. V pfipadé
radianich havarii obvykle dochazi knehomogennimu ozafeni, nebo
¢asteénému ozafeni s extremni davkou na klzi.

Diagndéza musi byt provedena rychle a léfebna strategie navrZzena
s ohledem na akufni radiaéni syndrom i prevenci pozdnich nasledk(l. Z tohoto
ddvodu je tfeba, na zakladé nejnovéjSich poznatk(l bunééné a molekulérni
biologie, relativné rychle diagnostikovat obdrZzenou davku zafeni, a na jejim
zakladé vybrat vhodnou ié€ebnou strategii.

Je tfeba se pomérné rychle rozhodnout, zda budou k |éché vyuzity
hematopoetické rlstové faktory, které jsou znamé poslednich 15 let, anebo
novy pokrok v biologii kmenovych bunék krvetvorby (KBK), &imZ je expanze
kmenovych bunék krvetvorby ex vivo a jejich nasledna transplantace.

Celotélové ozafeni osob ionizujicim zafenim v davkach niZsich nez 10
Gy vede predevdim k poskozeni kmenovych bunék krvetvorby a rozvoji
diefiového syndromu nemoci z ozareni. Podivame-li se do historie, prvni
radiaéni nehoda, kde doSlo k lécbé ozarenych transplantaci alogenni kostni
diené, byla nehoda ve Vinée v Jugoslavii. Pfi této nehodé bylo b&hem nékolika
minut ozafeno 6 osob v davkovém rozmezi 207-436 cGy. Profesor Mathé et al.
(1959) podal ozafenym na vrcholu Ubytku granulocytd v periferni krvi (27.az 36.
den po ozafeni) kostni dfefi v mnozstvi 10x10° bunék. K jejimu lé&ebnému
efektu je 1&zké se vyjadiit, protoZe byla podana pomérné pozdé a davky zareni
byly, z dnedniho pohledu, nizké.

Druhou velkou radiaéni nehodou, kde bylo pouZito transpiantace
alogenni kostni dfeng, byla havarie Cernobylského jaderného reaktoru v roce
1986. Vybér ozafenych k transplantaci byl proveden podle néasledujicich kriterii
(Baranov et al. 1987): 1/ obdrzena davka celotélového ozareni byla vétsi nez
600 cGy, 2/ nebylo diagnostikovano ireverzibilni toxické poskozeni jinych

organtl, 3/ byl nalezen alespof ¢asteéné HLA shodny darce. Pro 13 ozafenych
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byl nalezen vhodny darce kostni dfené& (5 - HLA identicky, 8 - shoda nejméné v
jednom haplotypu). Pouze dva transplantovani Zili déle neZ 3 roky po nehodé.
Pét transplantovanych zemfelo brzy po transplantaci v disledku rozsahlych
popalenin, tii zemfeli na intersticidlni pneumonii, dva na GvHR (reakce $tépu
proti hostiteli) a jeden na akutni selhani ledvin a akutni respiraéni onemocné&ni
(ARDS). U obou dlouhodobé& pfezZivajicich S$tép kostni diené plsobil jen
doCasné, v pozdéjSim obdobi byly pfitomny pouze buniky pfijemce. Tento fakt
doklada, Ze rezidualni kmenové bufiky krvetvorby nebyly zcela zniCeny a
v pozdéjSim obdobi doslo k obnové endogenni hematopoézy. Prestoze
transplantace nebyla zcela nezbytna, zabranila dlouhému obdobi neutropenie a
infekce (Bishop 1997).

Neni zcela jasné, pro¢ byla lé¢ba transplantaci bunék kostni dfené&
(BKD) u ozafenych v Cernobylu tak malo Uspé&$na. Pravdépodobné bylo
podcenéno radiaéni poskozeni dalSich Zivotné dlleZitych organt. Tuto
domnénku podporuje fakt, Ze smrt byla ve vétsSiné pfipadd spojena s akutnim
radiaénim poskozenim, pouze u dvou zemfelych byla prokazana GVHR.
DalSim problémem je nalezeni vhodného darce. Neshoda v hlavnich HLA
antigenech pfinasi velké riziko akutni a chronické GvHR. Nevyhodou byla i
relativné dlouha doba, kdy byla kostni dfefi transplantovana (6-16 dni) po
ozafeni. V pfipadé &asnéjSi transplantace by bylo mozZno zkratit obdobi
absolutni neutropenie a redukovat riziko infekce.

Zatim posledni vazny pfipad letalné ozarenych se stal vroce 1999
v japonské Tokal Mufe, kde pracovnici soukromého zavodu na zpracovani
uranu byli ozafeni, kdyZ nedodrZenim pracovniho postupu spustili nefizenou
fetézovou reakci. Celkem bylo nadlimitnimi hodnotami ozafeno 19 pracovniki a
5 civilnich obyvatel. U tfi zaméstnancl byl zaznamenan rozvoj akutni nemoci
z ozafeni. Jeden pacient ozafeny davkou y-neutronového zareni 3 Gy byl
Uspé&séné vylécen pouZitim rGstovych faktord. Druhému pacientovi ozafenému
davkou 18 Gy byly podany rustové faktory i krvetvorné progenitory izolované
z periferni krve HLA identické sestry a pfes doasnou obnovu krvetvorby
zemiel 83. den po ozafeni na srdecni selhani. U ffetiho pacienta ozareného
davkou 8-10 Gy byla funkce krvetvorby obnovena také aplikaci ristovych

faktorll a alogenni transplantaci kmenovych bunék pfitomnych v pupeénikové
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krvi. Ukazalo se, Ze vysledna obnova imunitniho systému byla nedostatecna,
pfestoze poCty T bunétnych subpopulaci se zvySovaly, odpovéd na mitogeny
a alogenni smiSena leukocytarni reakce byla nedostate¢na. 120. den po
nehodé byla vyrazné snizena také endogenni produkce imunoglobuling.
Ozafeny zemiel 210. den po ozafeni v dUsledku infekénich komplikaci a
nasledném respiracnim selhani (Nagayama et al. 2002).

Z vySe uvedeného vyplyva, Ze vyznamné pokroky v hematologii vedou
v soudasnosti k efektivni [é¢bé diefiové formy akutni nemoci z ozafeni, le¢
ozafeni davkami nad 10 Gy umiraji bud na nasledné komplikace, anebo na
dosud neléditelné formy ANO (akutni nemoc z ozareni).

Pfi fadé radiaénich nehod nejsou v disledku ozafeni zni¢eny vSechny
kmenové bunky krvetvorby, protoZze nedosSlo krovnomérnému ozafeni
organismu a ¢ast kostni dfené nebyla ozafena tak vysokou davkou zafeni, aby
byly zni¢eny v8echny kmenové bufiky krvetvorby v kostni dfeni. Vysledky
radiobiologickych experimentl i kilinické zkusenosti z nékolika radiaénich
nehod ukazuji, Ze terapie pomoci hematopoetickych rastovych faktorli (HRF)
stimuluje kmenové bufiky krvetvorby a zkracuje obdobi aplazie. V&asné podani
HRF po nehodé je nutné vzhledem ke zkraceni obdobi neutropenie, kdy jsou
ozafeni velmi citlivi k infekénim onemocnénim (Thierry et al. 1995). Ziskané
poznatky vedou k predpokladu, 2e HRF jsou pfinosem pro lé€bu drefiového
syndromu nemoci z ozafeni a nepledstavuji pro ozarfeného prakticky Zzadné
riziko. Jejich podavani by v8ak mélo byt omezeno na ozafené, kdy se na
zakladé diagnostiky pfedpoklada vyvoj stfedniho nebo téZzkého poskozeni

kostni difené.

2.1. INDUKCE APOPTOZY VYVOLANA IONIZUJiICiM ZARENIM

lonizujici zafeni indukuje apoptdézu u bunék hematopoetického systému
tzv. vnitfni neboli mitochondrialni cestou, ktera je indukovana
extracelularnimi podnéty zpUscbujicimi pfedevSim podkozeni DNA. lonizujici
zareni poskozuje buiiky pfedev$im pies vznik tzv. dvojitych zlomid DNA (DSB),
které reprezentuji nejvice letalni formu poskozeni. Tyto leze vedou ke vzniku
Fady rznych proteind zahrnujicich napf. na DNA zavislé protein-kinasy, ATM &i

rad 3-related protein kinasu (ATR). Vysledkem aktivace této drahy je inhibice
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bunééného cyklu v G, pfipadné G, fazi a reparace poskozeni nebo indukce
apoptozy v pfipadé, Ze je poskozeni nereparovatelné.

Po aktivaci ATM kinasy jsou dal$imi cily p53, Mdm2, Chk1, Chk2, Brca1,
Nbs1 a cAbl. ATM je odpovédna za rychlou fosforylaci téchto cilll a jejich
disledkem je blok bunék bud v Gy & G fazi bunééného cyklu (Khanna a
Jackson 2001). Zasadnimi proteiny jsou CHK1 a CHK2 proteinkinasy, jejichZ
fosforylace ATM kinasou vede k inhibici funkce fosfatas cdc25a a cdc25c¢
odpovédnych za prichod pfes G¢/S a Gu/M klicové body a za pokraovani
bunééného déleni. Jednou z nejvice prozkoumanych cest navazujicich na
poskozeni DNA je fosforylace a vzestup proteinu p53, ke které dochazi ve
vazbé na akiivace jiz vySe zminénych kinas (ATM, ATR). Protein p53 pusobi
vlastné jako transkrip&ni faktor, jenZ po vazbé& na specifické sekvence DNA
aktivuje transkripci daldich gend, které zprostfedkuji Uéinky proteinu p53 na
inhibici bun&éného dé&leni &i aktivaci procesu apoptozy. Za potencialni
efektorovou molekulu inhibice bun&éného cykiu se povaZuje protein p21°*",
znamy téz jako WAF 1. WAF 1 je inhibitor cyklin-dependentnich kinas, jez
fosforyluji a tim inaktivuji retinoblastoma protein-RB. Funkce RB proteinu
potom spociva v negativni regulaci exprese transkripéniho faktoru E2F, jenz je
nezbytny pro aktivaci transkripce gentl specifickych pro S-fazi.

Neni-li reparace efektivni, &i poskozeni pfili§ velké, pak pfes fosforylaci
proteinu p53 jsou aktivovany pro-apopticti élenové rodiny Bcl-2 (Bax, Bad, Bim
a Bid). Pro a proti apopticti clenové rodiny Bcl-2 se setkavaji na povrchu
mitochondrii a reguluji uveolnéni cytochromu c¢. Jestlize dojde k prevaze
proapoptickych ¢élend, cytochrom ¢ se uvolni z mitochondrii a vytvofi komplex
s Apaf-1 a prokaspazou 9 (apoptosom). Apoptosom aktivuje prokaspazu 3 a
aktivni kaspaza 3 je zodpov&dna za vlastni apopticky proces (Vavrova et
al.2003).

2.2. FLOW-CYTOMETRICKA DETEKCE APOPTOZY

Charakteristickym rysem ¢asné faze apoptézy je zachovani funkce
plazmatické membrany (zahrnujici membranovy transport) b&hem inicialni faze
tohoto typu buné&éné smrti. DalSim znakem apoptézy je mobilizace

intracelularniho  kalcia a aktivace transglutaminazy, kterd reaguje




s cytoplazmatickymi proteiny. Dochazi ke ztraté mikrotubult a ztrata asymetrie
fosfolipidi na plazmatické membrané vede k expozici fosfatidylserinu na vnéjsi
strane povrchu a dal§im zménam na plazmatické membrané, zpisobujici, Ze
bufiky se stavaji cilem fagocytézy. Jednim za zakladnich testi pro stanoveni
Casné apoptozy je stanoveni Annexinu V, ktery detekuje jiz vySe zminény
fosfastidylserin (Koopman et al 1994). V pozdni fazi apoptézy je pak propustna
bunééna membrana a jadro burky se barvi propidium jodidem (Pl). Pozdné
apoptickeé bunky pak jsou pozitivni jak na Annexin V tak na PI.

Na fosforylaci p53 vjadfe navazuji zmény na mitochondriich, kde
dochazi pfi pfevaze proapoptickych &lent rodiny bcl-2 k vyznamnému snizeni
mitochondrialniho transmembranového potencialu. Dochazi k uvolnéni
cytochromu ¢ z mitochondrii a pozdé&ji jsou aktivovany kaspazy, kde pfedevdim
kaspéaza 3 $tépi fadu dalSich cild (napf. lamin B). K detekci apoptézy Ize pouZit
stanoveni mitochondrialniho membrénového antigenu APO 2.7. Metoda po
permeabilizaci bunék digitoninem detekuje Casnou fazi apoptézy, zatimco
v pozdni fazi, kdy je buné&&na membrana propustna, je moZno pouzit metodu
bez permeabilizace (Marekova et al. 2003 ).

Apoptozu miZeme charakterizovat jako fadu morfologicky definovanych
fazi, které zahrnuji buné&fné svrasténi, tvorbu vyénélkl na plazmaticke
membrané (oznafovane jako ,kblebs®), jadernou fragmentaci, tvorbu
apoptickych télisek a nasledné bunéénou desintegraci. Vétsina morfologickych
metod je zaloZena na vizualizaci produkt( intranukleosomalniho &tépeni DNA.
Procentualni zastoupeni bunék s morfologickymi znaky apoptdézy je mozno
pocCitat na cytospinovych preparatech barvenych Gimsovym barvivem
( Kravtsov et al.1999).

VySe popsané morfologické zmény mohou byt srovnavany se zménami
rozptylu svételného signalu ve flow cytometru. Analyza rozptylu svétla dava
informaci o velikosti a struktufe bufky. Zatimco intenzita svételného rozptylu
ve forward® (FS) pfednim sméru dobfe koreluje s velikosti bunék, intenzita
svéteiného rozptylu méfena v pravém dhlu ,side” smeru (SS) dobfe koreluje
s granularitou. B&hem apoptézy se ukazuje zmenseni rozptylu ve sméru FS,
ktere vSak na rozdil od nekrézy neni paralelné spojeno s poklesem S8
(Vavrova et al. 2003).
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Jednim z &asnych déju pfi apoptéze je aktivace endonukleaz, které
preferencné Sté&pi DNA v internukleosomalni (spojovaci) sekci. Toto 3t&peni
vede ke vzniku fragmentl s nizkou molekularni hmotnosti, které opoustsji
bufiku. Vysledkem je redukce celkového mnoZstvi DNA v bufice a z tohoto
davodu vznik tzv. “sub-G; piku’, ktery tvofi apoptické buifky (Marekova et
al.2000).

2.3. LEUKEMICKE LINIE

Apoptéza je také zasadnim mechanismem pro funkci imunitniho
systému. V pfipadé, ze thymocyty poznaji poskozené nebo infikované buriky,
zabiji tyto bufiky sekreci proteinl, které iniciuji u téchto bunék apoptickou
kaskadu. Cytotoxické T-lymfocyty maji na svém povrchu CDS5L a mohou takto
aktivovat vlastni destrukéni program pfes CD95 receptory (vnéjsi cesta indukce
apoptozy). T lymfocyty exprimuji CD95R i CD95L, a tak mohou “spachat
sebevraZzdu” nebo zabit jiny T-lymfocyt. Thymocyty patii k bunkam citlivym k
indukci apoptézy ionizujicim zarenim ¢&i chemoterapii. Abychom mohli studovat
indukci apoptozy po ucinku ionizujiciho zafeni na hematopoetickych bufkach,
pracovali jsme s modelovymi leukemickymi liniemi. Ukazuje se, Zze pro indukci
apoptozy je vyznamna pfitomnost wild typu proteinu p53. Takovéto bufky jsou
velmi citlivé k G¢inku ionizujiciho zafeni. Jednim z modeld pouZivanym v nasi
praci, byly buinky MOLT-4 lidské T lymfocytarni leukémie, které jsou velmi
citivé k G¢inkiim ionizujiciho zafeni podobné jako buiky HSB-2 pre T
lymfomové linie a ve vlastni praci jsme prokazali, Zze maji wild typ proteinu p53
(Szkanderova et al. 2003). Néktere dalsi T lymfomove linie CEM a JURKAT
jsou podstatné radiorezistentnéjsi, apoptdza je patrna az po bick v G; fazi a
tyto buniky bud nemaji nebo maji mutovan protein p53 (Aldridge a Radford
1998, Syljuasen a McBride 1999).

Druhou modelovou linii, kterou jsme ve svych experimentech pouzili, je
linie HL-60. Buikam HL-60 lidské promyelocytarni leukémie TP-53 schazi. Maji
normalni ¢i mirné zvy$enou expresi Bcl-2 a minimalni expresi Bel-XL (Terui et
al. 1998). Apoptdza je po davkach do 10 Gy pozorovana, podobné jako u T-
tymfomovych linii bez TP53 &i s jeho mutovanou formou, aZ po blok v G, fazi.
Z nasich (Vavrova et al. 2001, 2002) i jinych (Ning and Knox 1999, Aldridge and
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Radford 1998) experimentil je zfejmé, Ze u bun&k HL-60 davky do 10 Gy vedou
16-24 hodin po ozafeni k bloku v G, fazi bun&éného cykiu. V této dobé se
buiiky nedéli a je jim poskytnut ¢as pro reparaci poskozeni. V pfipadé, Ze je
poskozeni irreparabilni, je iniciovana apoptéza. Prace na bunéénych liniich
ukazuji, Zze celkovy ¢as, ktery maji buiky k dispozici pfi reparaci poskozeni
DNA pfed potencialnim vstupem do apoptozy, je kritickym determinantem
radiosenzitivity t&chto bunék. Zatimco rychle se délici radiosenzitivni linie HSB-
2 miZe vstoupit do apoptézy zrGznych bodl buné&fného cyklu, méné
radiosenzitivni linie vykazuji rdzné dlouhy blok v nékteré z fazi bunééného cyklu
a k iniciaci apoptdézy dochazi aZ po akumulaci bunék v této fazi. Napriklad
bufky HL-60 maji velmi dlouhy biok v G, fazi, coz dobfe koreluje s jejich
relativni radiorezistenci. Bufiky bez funk&niho TP53 genu jsou po poskozeni

DNA pfednostné uvéznény v G; fazi.

2.4. KMENOVA BUNKA KRVETVORBY

Kmenové a progenitorové buriky odpovédné za obnovu krvetvorby
exprimuji CD34 antigen, 115-kD glycoprotein. Tento antigen je exprimovan u
¢lovéka na povrchu 1% aZ 3% bunék kostni dfené a pfiblizné na 0,5% bunék
izolovanych z periferni krve po mobilizaci. PIné diferencované hematopoetické
butky jsou CD34". Buiiky popisované jako CFU-Mix, CFU-blast, morfologicky
podobné lymfocytim exprimuji vysoké mnozstvi CD34 antigenu (Krause et al.
1996, Sutherland et al. 1989, Terstappen et al. 1991).

Pro pluripotentni krvetvornou buiiku byl nékterymi autory vymezen panel
znakd CD34", CD38", HLA-DR’, Thy-1" (Baum 92, Crain 93, Udomsadi 92). Pro
takovouto subpopulaci bunék je charakteristicka pfitomnost v kostni dreni,
pfedevsim v Go/G4 fazi bun&éného cyklu, dale pak nizka exprese amfotropnich
receptorl, mozZnost citiivé reagovat na cytokiny, eventualné dalSimi
charakteristiky. Landsdorp a spol. vroce 1992 prokazali, Zze velmi nezralé
prekurzory krvetvorby vychazeji z frakce CD34'/CD45RA™/CD71°%/Thy-1".

CD133 antigen je glycoprotein s molekulovou vahou 120 kD. Antigen je
selektivné exprimovan na &asti CD34" hematopoetickych kmenovych bufikach
ziskanych z lidskych fetalnich jater, kostni dfené a periferni krve a byl poprvé
popsan vroce 1997 (Yin et al. 1997). V&echny nezadané CD34" bufiky, a
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vétdina CD34" buné&k zadanych granulocyto/ monocytarnim smérem jsou
pozitivni na CD133 antigen. CD133 protilatky jsou alternativou k CD34
protilatkdm pfi selekci kmenovych bunék pred jejich transplantaci. Schopnost
expandovat ex vivo byla popsana pouze pro subpopulaci CD34°/CD133".

Jednim z modelld, jak ovéfit, zda sledovana subpopulace bunék je
schopna viastni sebeobnovy, je zjistit in vivo tuto jeji schopnost. Na modelu
NOD-SCID (nonobese diabetic-severe combined imunodeficieny disease) mysi
je mozné sledovat diouhodob& xenotép t&chto bun&k. De Winter a spol.
(1998) popsali, Ze CD34°/CD133" bufiky jsou také schopny repopulovat
NOD/SCID mysi.

V nasi praci studujici indukci apoptdozy u kmenovych bunék jsme uzivali
CD133" populaci izolovanou z periferni krve zdravych darcd po stimulaci G-
CSF. Prestoze prakticky 100% CD133+ bunék izolovanych z periferni krve
zdravych darcl je v Gy fazi bunégného cyklu, jsou tyto bufiky velmi
radiosensitivni. Po in vitro ozafeni davkou 2,5 Gy umira do 3. dne po ozafeni
80% apoptozou (Vavrova et al. 2002)

2.5. Lymfocyty izolované z periferni krve

Lymfocyty patii k nejcitlivéj§im buikam k ucinku ionizujictho zafeni
v periferni krvi. Jiz za 24 hodin je pozorovan pokles poctu lymfocytll s maximem
72 hodin po ozéafeni.

Ozareni lymfocytli vede ke zlomim DNA a vzniku chromosomovych a
chromatidovych aberaci. Chromosomy jsou nejlépe pozorovatelné pfi viastni
mitéze, kdy je chromosomaini DNA velmi kondenzovana. Takovéto
chromosomy jsou po obarveni dobfe viditelné. K nejfastéjSim aberacim patii
dicentriky a ringy. Jejich hodnoceni je souasti metody uzivané ke stanoveni
obdrzené davky zafeni, ktera patfi ktzv. zlatému standardu biologické
dozimetrie jiZ mnoho let. Metoda je zaloZena na stimulaci lymfocytlh z periferni
krve fytohemaglutininem, kdy se lymfocyty uvedou do mitézy a mikroskopicky je
pak moZno sledovat poéet dicentrickych aberaci v jednotlivych jadrech bunék.
Jsou vypracovany kiivky zavislosti poc¢tu dicentrikli na davce pro rlizné energie
foton( i neutrond. Z vysledkl lze vypocitat nejen obdrZzenou davku, ale také

vyhodnotit rovnomérnost ozafeni. Vétsina chromosomalnich aberaci je

13



neslucitelna s dalSim Zivotem bufiky, obvykle bufika zahyne pfi pokusu o
déleni. Metoda je velmi citlivd, specificka a je vhodna i pro stanoveni malych
davek zafeni. Obecné akceptovatelnou davkou, které je touto metodou mozno
mefit je 0,25 Gy, je v8ak tfeba poditat alespofi 1000 bunék (Blakely 2002).
Metoda ma nékteré svoje limity. Je, predevS§im po vy$8ich davkach, tézke
nalézt tak velké mnozZstvi bunék v mitéze, protoze dochazi k oddaleni mitdzy
(biok v nékteré fazi bunééného cyklu jako reakce na poskozeni
buriky), interfazové smrti lymfocytl a jejich depleci. Dal$im limit této metody je
Cas, kdy jsou ziskany vysledky, nebot inkubace lymfocytl s mitogeny trva
nejméné 48 hodin.

K havarii na jaderné elektrarné v Cernobylu doslo 26.4. 1986. Vzhledem
k tomu, Zze v&tSina ozafenych obdrZzela davky vedouci ke dfefiové formé& nemoci
z ozareni, byl velmi dobfe popsan pribéh zmén v periferni krvi. Odhad
podkozeni, provedeny pfedevS§im na zakladé stanoveni chromosomalnich
aberaci na stimulovanych lymfocytech odebranych z periferni krve, dobfe
koreloval s pribéhem onemocnéni a poklesem neutrofiinich granulocytl
v pozdéjSim obdobi po ozafeni.

K maximalnimu poklesu poétu lymfocytil v periferni krvi dochazi 3. den
po ozafeni. Davka 1 Gy vedla k mensimu poklesu poétu lymfocytl nez davka 3
Gy. Zatimco po davce 1 Gy byly od 30. dne hodnoty absolutniho podtu
lymfocytll na vychozich hodnotach, po ozafeni 3 Gy pokles pretrvaval az do 60.
dne po ozafeni (Cerveny et al. 1999). Je tieba si v8ak uvédomit, Ze individualni
poéty lymfocyth v periferni krvi u zdravych osob jsou mezi 1,5-3 x 10% a pro
lepsi odhad obdrZzené davky by bylo vhodné znat poéty lymfocytl v obdobi
pfed ozafenim. Pak by bylo mozné vyuZit pravidlo, Ze pokles poétu lymfocytl
1.den po ozaieni na 50% znamena, Ze oscba byla ozafena vyznamnou
davkou zafeni. V pfipadé, Ze se jedna o kombinovaneé poskozeni, pouZiti poctu
lymfocytl jako diagnostického ukazatele je nevérohodné.

Reciproké translokace zachovavaji v bufice prakticky véechny geny ve
funké&nim stavu, a tak se buniky mohou dale délit. Takovéto aberace Ize nalézt
v lidskych lymfocytech ozafenych osob jesté dlouho po ozafeni (Kozubek
2000). Translokaéni analyza je metoda pro moZnou retrospektivni biologickou

dozimetrii, kdy je ddlezité stanovit obdrZzenou davku zafeni mnoho let po
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expozici. Citlivost této metody je vSak limitovana moznosti detekce expozic
zafeni ve vztahu k pozadi, nebof i jiné faktory zvysuji frekvenci translokaci.
Idealni je stanoveni translokaci pfed a po expozici ionizujicim zafeni. Je tfeba
si uvédomit, Ze napf. vék jedince 50 let vede ke zdvojnasobeni translokaci.
Moore et al. (1997) sledovali frekvenci translokaci 6-10 let po expozici
likvidatorG havarie v Cernobylu, ktefi byli dle dozimetrickych Udaji ozafeni
davkou 0,25 Gy a na zakladé cytogenetické analyzy byla davka stanovena
0,09 Gy. Frekvence translokaci se u likvidator& v Cernobylu zvysila na 1,12%
(K- 0,66%, nekufaci a neozafeni, vék 38 let). U kufakl cigaret po deseti letech
se pocet translokaci zvy3il na 0,89 % a u kurak( papiros na 1,4 %. Ze studie
vyplyva, Zze ozéfeni davkou 0,09 Gy mélo z hlediska vzestupu translokaci vétsi
efekt nez koureni cigaret a mensi efekt nez koufeni papiros.

V biologické dozimetrii mohou byt vyuZity néktere dal$i metody jako
napf. fetézova polymerazova reakce {(PCR), kdy touto metodou mohou byt
analyzovany mutace DNA na lidskych lymfocytech. PCR technologie umoZfiuje
detekovat pfitomnost mutaci v relativné malych mnoZstvich. Prasanna et al.
(2002) popsali metodu in situ PCR ke kvantifikaci mutaci mitochondrialni DNA
na interfazovych lymfocytech. Popsali specifickou deleci, akumulujici se v DNA
mitochondrii, ktera byla davkové zavisla v rozmezi 0,5 — 2 Gy. Vzestup této
delece svékem znamena, Ze se jedna o trvalou zménu, ktera by mohia byt
vyuzita jako bioindikator v retrospektivnich studiich.

Louagie et al. (1999) popsali zmény v poétu jednotlivych subpopulaci
lymfocytll u pacientek s karcinomem déloZzniho hrdla a endometria 1&&enych
frakcionovanym ozafenim. Celkova obdrzena dévka 50 Gy s denni davkou 2
Gy 25 MV X zafeni za pouZiti linearniho urychlovace, byla pfepocitana na
ekvivalent celotélové davky. Nejrychlejsi pokles byl zjitén u B-lymfocytl. Po
ekvivalentu celotélové davky 1,5 Gy doslo k poklesu na 10% vychozich hodnot.
Byly sledovany dvé subpopulace T lymfocyth, CD4" (helper T lymfocyty) a
CD8" (supresorové/cytotoxické T lymfocyty), jejichz pokles byl pomalej$i a po
ekvivalentu celotélové davky 2,5 Gy klesl jejich pocet na 20%. NK-bufiky byly
charakteristické pomalym poklesem, av8ak v konci terapie jejich pokles dosahl
také 20% vychozich hodnot.
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Po in vitro y- ozafeni periferni krevni lymfocyty umiraji apoptézou a jak
jsme jiz vyse uvedli, apoptické bufiky je mozno detekovat podle exprese
Annexinu V (Hertveldt et al. 1997, Louagie et al 1998a). Vyhodou pouziti této
metody je, Ze muiZe byt pouZita v kombinaci s imunofenotypickymi znaky a
mlZeme potom stanovit senzitivitu jednotlivych subpopulaci lymfoeytl k Gdinku
lonizujiciho zafeni. Philippé et al. (1997) ozafovali periferni lymfocyty in vitro
davkou 2 Gy a za 24 h detekovali apoptozu 24 h po ozafeni pomoci vazby
Annexinu V. Dokazali, ze B lymfocyty jsou mnohem radiosenzitivnéj§i nez T
lymfocyty.

NK cells pfedstavuji kolem 15% cirkulujicich lymfocytll a vétsina z nich
se charakterizuje fenotypem CD37/CD8" bunék. Mohou se rozd&lit ve dvé
subpopulace na zakladé povrchové density CD56 — CD56™" and CD56"".
Zatimco CD56™" NK bufiky (10%) jsou méné cytotoxické a maji vyssi
schopnost produkce cytokind, CD56'°" NK bufiky (90%) maji vyssi cytotoxicitu
(Cooper et al. 2001). Ban a Cologne (1992) popsali subpopulaci CD56" méné
sensitivni neZz CD3" buiiky. Je jasné, Ze populace CD56" bunék zahrnuje rlizné
subpopulace s ruznymi funkcemi v organismu. Po 48 h inkubaci PBMC
ozafenych davkami 2-10 Gy, byl pozorovan pokles v CD16" NK bufikach ve
srovnani s CD3" bufikami ( Rana et al. 1990).

Cornelissen et al. (2002a) porovnavali typ interfazové smrti po indukci
nizkymi a vysokymi davkami nizko LET y-paprsky a vysoko LET urychlenych
neutronl (5.5 MeV). Lymfocyty z periferni krve byly ozafeny in vitro davkami
zareni 5 a 20 Gy. Podle morfologickych kritérii, rozdélili buriky na Zivé, ¢asné
apoptické, pozdné apoptotické a onkotické (€asto popisované jako nekrotické).
Zjistili, Ze davka 5 Gy indukuje apoptdézu do 24 hodin jak po y-zafeni (22.6 +
3.3 %), tak po neutronovém (19.7 = 4.2 %) zafeni. Davka 20 Gy neutronovym
zafenim zplUsobuje apoptézu (24.3 + 4.5 %) 24 hodin po ozafeni, zatimco po
stejné davce y—zareni podil apoptotickych (16%) k nekrotickym (47%) bunkam
byl 1:3. 48 hodin po ozafeni neutronovym zafenim doslo k signifikantnimu
narustu apoptotickych bunék u obou davek — 5 a 20 Gy.

Mechanismus indukce apoptézy lymfocyta z periferni krve po in vitro y-
zafeni davkou 5 Gy byl také studovan Louagie et al. (1998b). 24 hodin po

ozareni pozorovali expresi fosfatidylserinu na buné&éném povrchu a pokles
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mitochondriainiho membranového potencialu. Na druhé strané, nedetekovali
uvolnéni cytochromu ¢ z vnitfniho mitochondrialniho prostoru do cytosolu a
pouze slabou aktivaci kaspazy 3.

Cilem této posledni ¢asti prace bylo srovnat in vitro i in vivo
radiosenzitivitu T lymfocyth a jejich subpopulaci a dale pak radiosenzitivitu NK
bunék. Vysledky ziskané pfi ozafeni in vitro jsme srovnavali s vysledky

ziskanymi od pacientl frakcionované ozafenych na oblast bficha.
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1.

ZDROJ BUNEK

3.1.1.Leukemické linie

Linie bunék lidské T lymfocytarni leukémie byla ziskana z Americké
sbirky bunéénych kultur (University Blvd. Manassas USA) a burtky HL-60 lidské
promyelocytarni linie byly ziskany z Evropské sbirky buné&énych kultur (Porton
Down, Salisbury, UK). Buriky byly kultivovany v Iscové modifikaci Dulbeccova
media (Sigma) s 20% fetalniho teleciho séra (Gibco), 2 mM glutaminu (Sigma),
100 Ul/ml penicilinu (Sigma) a 0,1 mg/mi streptomycinu (Sigma). Inkubace
bunék probihala v inkubatoru pfi 37°C a kontrolované 5% COQ; atmosféfe.
Kultury byly pasazovany kazdé dva az tfi dny a fredény do koneéné koncentrace
2x10° bunék/ml. Buiiky byly poéitany v hemocytometru a integrita buné&&né
membrany sledovana pomoci trypanové modfi. Byly pouzity buriky pasazované

maximalné dvacetkrat.

3.1.2.Zdroj lidskych progenitorovych bunék

3.1.2.1. Mobilizace

CD133*/CD34" buiky byly ziskany z periferni krve $esti zdravych darch
po mobilizaci subkutanni aplikaci G-CSF (Neupogen, Roche, Basel, Svycarsko)
v davce 5 pglkg/den po dobu tfi dn(i. Ctvrty den po aplikaci byl proveden sbér
bunék leukaferézou. lLeukaferéza byla provedena pouZitim kontinualniho
krevniho separatoru COBE Spectra (Lakewood, CO, USA) s nasledujicimi
parametry: Zpracovany objem krve: 10 000 - 12 000 m! (pramér 11 000 ml) na
proceduru: prutokova rychlost: 60-70 ml/min. Pouzili jsme originalni COBE
MNC verzi 5.1 softwarového programu .

3.1.2.2. Separace CD133" bunék a jejich expanze ex vivo
CD133" buriky byly separovany z Zerstvych perifernich krevnich bunék
(izolovanych na separéatoru) pomoci MiniMACS purifikaéniho systému (izolaéni
kit byl dodan firmou Miltenyi Biotech GmbH Né&mecko). CD133" bufiky byly
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pfimo  znaeny pouZitim CD133 MicroBeads. Cistota CD133"
hematopoetickych progenitorovych bunék (HPB) byla stanovena pomoci flow-
cytometrické analyzy.

CD133" HPB byly kultivovany v koncentraci 1x10* bunék/ml v Iscové
modifikaci Dulbeccova média (Sigma) obsahujiciho 10% fetalniho hovéziho
sera, 100 U/ml penicilinu, 100 U/ml streptomycinu, 2 mM/ml L-glutaminu, 50
ng/ml hSCF (Sigma), 20 ng/mi hIL-3, 50 ng/ml hiL-11 (Sigma) anebo 50 ng/ml
FLT-3L (Genzyme) . V8echny kultury byly kultivovany v 5% CO; a 5% O, pfi
37°C. 7. den kultivace bylo vyménéno medium. HPB po expanzi byly
analyzovany flow cytometricky za 7 a 14 dni po zagatku kultivace a proliferaéni

potencial byl sledovan pouZitim klonogenni zkousky.

3.1.3.Periferni lymfocyty

Mononuklearni bufiky periferni krve byly izolovany z heparinizované krve
darct centrifugaci na Histopaque-1077 (Sigma) podle instrukci vyrobce. Po
dvojim promyti studenym fosfatovym pufrem (PBS) byly bufiky resuspendovany
v Iscové modifikaci Dulbeccova média (Sigma) obohaceném 20% fetalniho
hovéziho séra (Gibco), 2 mM glutaminu (Sigma), 100 Ul/ml penicilinu (Sigma)
a 0,1 mg/ml streptomycinu (Sigma) na koncentraci 5x10° bun&k/ml, Bunééné
suspenze byly uchovavany v inkubatoru pfi 37°C a v atmosféfe s 5% CO, do

podatku ozafeni (max. 2-3 hodiny).

3.2. OZAROVANI

Exponencidiné rostouci linie bunék MOLT-4 a HL-60 byly suspendovany
v kompletnim mediu v koncentraci 2x10° bunék/ml. 10 ml suspenze bylo
ozafeno v 25 cm? kultivaénich lahviékach (Nunc) pfi pokojové teploté pouzitim
%Co jako zdroje y-zafeni s davkovym pFikonem 0,5- 0,4 Gy/min, davkami 0.2-
20 Gy, ze vzdalenosti 1 m od zdroje, pfi pokojové teploté. Ihned po ozafeni byly
lahvitky pfeneseny do inkubatoru a inkubovany pii 37°C a kontrolované 5%
CO, atmosféfe. V ur€enych intervalech byla odpovidajici cast suspense
odebrana a pouZita k analyze. Poget bunék a jejich Zivotnost byla stanovena
pomoci trypanové modii.

PBMC (5x10°/ml) v 10 ml suspenzich byly v 25 cm? Kkultivaénich

lahvickach (Nunc) ozafeny pfi pokojové teploté pouZitim *°Co vy-zafeni s
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davkovym prikonem 0,4 Gy/min ze vzdalenosti 1 m od zdroje pro davky 2-7
Gy, pro davky 10 a 20 Gy s davkovym piikonem 1,5Gy/min ze vzdalenosti 0,5
m od zdroje. lhned po ozafeni byly lahviéky umistény do inkubatoru s 37° C a
5% CO; a bun&éné suspenze byly v rliznych ¢asovych intervalech po ozéafeni

odebirany k analyzam.
3.3. METODY NA STANOVENI APOPTOZY

3.3.1.APO 2.7

Antigen APO2.7 (nékdy nazyvany antigen 7A6), ktery je rozeznavan
kionem 2.7AB6A3, je 38 kDa protein lokalizovany na mitochondrialni membrané,
jehoz exprese je omezena na bufiky zadané do apoptézy. Vzhledem
k intracelularni lokalizaci tohoto antigenu je uzivana metoda jednak bez
permeabilizace a jednak s permeabilizaci bunééné membrany. Jako vhodné
permeabilizacni agens je pouZivan digitonin. Bufiky byly dvakrat promyty PBS
obsahujicim 5% fetalniho teleciho séra (FCS). Nasledné bylo 1x10° bunék
resuspendovano v 0,5 ml PBS s 5% FCS a inkubovano s mys$i monokionalni
protilatkou APO2.7 konjugovanou phycoerytrinem (Immunotech). Pro
permeabilizaci bunék byl pfipraven zasobni roztok digitoninu (Sigma): 25 mg/ml
digitoninu  bylo rozpusténo v PBS zahfatim na 100°C. Burky byly
permeabilizovany inkubaci ve 100 pl roztoku digitoninu v PBS o koncentraci
100 pg/mi po dobu 20 minut na ledu. Po inkubaci byly buniky promyty a barveny
protilatkou APO2.7 po dobu 30 minut pfi 4°C a analyzovany na flow —cytometru
EpicsXL Coulter.

3.3.2. Flow-cytometrickeé stanoveni apoptoézy pomoci
APOPTESTU

Promyta bunécna suspenze byla resuspendovana ve vazebném pufru a
znacéena Annexinem V konjugovanym fluorescein isothiocyanatem (Annexin V-

FITC) a propidium iodidem (Pl) z Apoptest kitu (Dako) podle instrukci vyrobce.

3.3.3.Flow-cytometricka analyza obsahu DNA a analyza
bunééného cykiu

Jednim z ¢asnych déjd pfi apoptéze je aktivace endonukleaz, které

preferenéné $tépi DNA v internukleosomalni (spojovaci) sekci. Toto &t€peni
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vede ke vzniku fragmentd s nizkou molekuldmni hmotnosti, které opoustsji
buriku. Vysledkem je redukce celkového mnoZstvi DNA v bufice a z tohoto
divodu vznik tzv. “sub-G4 piku”, ktery tvofi apoptické bufiky. Pfiblizné 5x105
bunék v bunétné suspenzi bylo dvakrat promyto ledovym fosfatovym pufrem
(PBS), fixovano v 70% etanolu (minimainé 30 minut pfi 4°C). Po centrifugaci
(200 G, 10 minut, 4°C) a odstran&ni etanolu byly bufiky promyty ledové
chladnym PBS a suspendovany v 0,5 mi PBS a 0,5 ml fosfatovém pufru (192
ml 0,2 M Na;HPQO4 + 8 ml 0,1 ml 0,1 M kyseliny citrénové, pH 7,8) a inkubovany
5 minut pfi pokojové teploté pro extrakci nizkomolekularnich fragmentl DNA.
Nakonec byly bufiky barveny v 0,5 ml Vindelova roztoku: 1ml 1M TRIS (pH 8),
1mg RNAaza, 100 pyl TRITON, 60 mg NaCl, 5 mg propidium jodid a
destilovana voda do 100 ml, (Vindelov 1977) a inkubovany v termostatu 1
hodinu pfi 37°C. Nakonec byla provedena flow-cytometricka analyza na flow
cytometru EpicsXL Coulter (Hialeah, FL, USA). V kazdém vzorku bylo
analyzovano minimaln& 10 000 bunék. Takto ziskané vysledky byly zpracovany
pomoci programu Multicycle AV (Phoenix Flow Systém, San Diego, USA) a
stanoveno procentualni zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunééného

cyklu a v apoptdze.

3.3.4.Ctyfbarevné znaceni pro priutokovou cytometrii

Buriky byly promyty ledovym Zelatinovym pufrem ( WSB , fosfatovy pufr
s 0,2% zZelatinou a 0,1% NaN3) a uloZzeny na ledu b&hem dal$iho zpracovani k
zamezeni daldiho rozvoje apoptického procesu. Pro sledovani hlavnich
lymfocytarnich subpopulaci jsme pouZili dvoubarevné povrchové znaéeni s
monoklonalnimi protilatkami konjugovanymi s R-phycoerytrinem (RPE) nebo
allophycocyaninem (APC). PouZili jsme panel antiCD3/RP (klon UCHT1,
Immunotech), anti-CD4/APC (klon MT310, Dako) and anti-CD8/APC (klon
DK25, Dako). Po 15min inkubaci a promyti 2ml WSB jsme bunécnou suspenzi
oznadili Annexinem V konjugovanym fluorescein isothiokyanatem (A-FITC) a
propidium iodidem z Apoptest kit (Dako) podle firemnich instrukei. Pritokova
cytometrie byla provedena na ¢tyfbarevném  pritokovém  cytometru
FACSCalibur (Becton Dickinson, BD) vybavenym 15mW argonovym laserem
(488nm, 15mW) a &ervenym diodovym laserem (635nm, 25mW). Elektronicka

kompenzace prekryvu emisnich spekter byla provedena s pouzitim
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jednobarevného znaceni vzorku bez a s PI, které emituje svétlo do obou
kanall FL2 a FL3. Analyza byla provedena na 50 000 nasbiranych bunék a
data byla hodnocena pomoci analytického softwaru CellQuest (BD). Velmi malé
objekty v€etné& buné&éné drti a vétSina neadherentnich monocytl byla vylouéena
z analyzy standartnim postupem pouZzitim regicnu “lymphogate” ve forward and
side scatteru (FSC a SSC). Lymphogate byl opatrné nastaven tak, aby zahrnul i

mensi buiky v pozdni fazi apoptdézy analyzované populace.

3.3.5. Statistické hodnoceni vysledkii

Na obrazcich jsou znazormény vybérové priméry hodnot soubor(
s pfislusnymi vybé&rovymi smérodatnymi odchylkami. V experimentech na
buné&énych liniich hodnoty piedstavuji obvykle vybérovy priimér s pfislusnou
smérodatnou odchylkou ze tfi nezavislych experimentl. Vyznamnost rozdill
mezi jednotlivymi soubory byla stanovena dvouvybérovym t-testem v ramci
tabulkového procesoru Excel 97 od firmy Microsoft. Homogenita rozptyll byla
vZdy stanovena F-testem a v zavislosti na vysledku F-testu byla hypotéza o
shodé ¢&i neshodé stfednich hodnot porovnavanych vybéri hodnocena pomoci
Studentova t-testu pro nezavislé uspofadani pokusu a to variantou pro shodné

&i rozdilne rozptyly.
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4. VYSLEDKY

4.1.

INDUKCE APOPTOZY U LEUKEMICKYCH LINIi

Flow-cytometricky hodnocena analyza rozptylu svétia dava informaci o
velikosti a struktuie buriky. Zatimco intenzita svéteiného rozptylu v pfednim
“forward” (FS) sméru dobie Kkoreluje s velikosti bunék, intenzita svételného
rozptylu méfena v pravém uhlu “side” sméru (SS) dobfe koreluje s granularitou.
Na obrazku &. 1 jsou znazornény zmé&ny FS a SS u bunék HL-60 po ozafeni
davkou y—zafeni 6 Gy. Z obrazku je patrné, Ze bufiky HL-80 jsou z velké vétsiny
(97,3 %) buiky s malym FS i SS8. 2 dny po ozéfeni davkou 6 Gy dochazi k
vyraznému vzestupu bunék svysokym SS i FS. Tyto bufky exprimovaly
antigen CD11b. Na obrazku €. 2 je znazornéna exprese antigenu CD11b. Déle
byl patrny vzestup bunék s malym FS a vétsim SS§, tyto bunky byly APO2.7
pozitivni a predstavuii buiiky zadané do apoptézy. Pocet bunék s malym FS a
vétSim SS se zvySoval aZz do 4. dne po ozafeni, kdy byla patrna také nejvétsi
exprese APQO2.7, jak u nepermeabilizovanych, tak u permeabilizovanych
bunék. 6.den po ozareni pocet apoptickych bunék klesal. BEéhem apoptézy se
ukazuje zmenseni rozptylu ve sméru FS, které v8ak na rozdil od nekrézy neni
paralelné spojeno s poklesem SS. Na obrazku €.3 je znazornén SS a FS u
neovlivnénych buné&k HL-80 a je ukazano, Ze u Kontrolnich, neovlivhénych
bunék pouze malé procento bunék je APO2.7 pozitivnich.

48 hodin po ozafeni davkou 6 Gy jsme pozorovali vzestup bunék
s vysokym SS, ukazujici na vzestup granularity bunék. Bufiky s vysokym SS se
délily do dvou subpopulaci s nizkym a vysokym FS. Buiiky s vysokym SS i FS
byly pozitivni na CD11b, svédéici o zvySené diferenciaci bunék po ozareni. Tyto
bufiky byly negativni na APO2.7. Druhd subpopulace bunék s vysokym SS a
nizkym FS byla negativni na CD11b a pozitivni na AP0O2.7. Buiiky s nizkym SS
i FS (shodnym s kontrolni neozafenou skupinou) byly Zivé, neapoptické a
nebyly pozitivni ani na AP02.7 ani CD11b (obr.C. 4).

indukci apoptézy je mozné hodnotit také podle sub-G; vrcholu

(roz&t&penim jadra vznikaji fragmenty s nizkou molekularni hmotnosti, které
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opoustéji buitku a vysledkem je redukce DNA v jadfe). Na obrazku &.5 jsou
znazorneny zmeny v jednotlivych fazich buné&éného cyklu u bunék HL-60 po
ozareni davkou 6 Gy. Za 6 hodin po ozafeni touto vysokou subletalni davkou
jsou bufiky akumulovany v S fazi bun&éného cyklu, za 24 hodin po ozafeni je
vétSina bunék uvéznéna v G, fazi a za 48 a 72 hodin po ozafeni je patrna
masivni apoptdza ( sub-G, vrchol). 7. den po ozarfeni obnovily pfeZivajici buriky
mitoticky cyklus a nebyla jiz patrna apoptéza.

183
10

6. den

1033

Obr.¢. 1. Zmény FS (velikost Ja SS (granularita) 1.-6. den po ozareni
bunék HL-60 davkou 6 Gy
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(1L 5

Obr.¢.2 Casova zavislost exprese CD11b  po inkubaci bunék
ozarenych davkou 6 Gy. Z obrdzku je patrny vzestup exprese za 24 (2-
cervena kiivka) a 48h (3-zelena kfivka) po ozafeni. Za 96h jsou jiZ hodnoty
zpét (4-modré kiivka) na arovni neozarenych bunék (1)

iy

128

1OZE

Cyvasrt=

0
2T

Obr.¢.3. Exprese Apo2.7 u nepermeabilizovanych neovlivnénych
bunék HL-60.
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48 hodin po ozafeni
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Everts

1023
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96 hodin po ozareni 6 Gy

1023
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Events

Events

R T T T T °

Apod 1FE

Obr.¢.4: Vliv ionizujiciho zafeni 6 Gy na zmény SS, FS a exprese
APQ2.7 (bez permeabilizace) u bunék HL-60.
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Obr. &. 5: Vliv ionizujiciho za&feni 6 Gy na zmény zastoupeni bunék

bunécéném cykiu a indukci apoptéozy hodnocené podle subG1 vrcholu u
bunék HL-60.

V druhé ¢&asti nasi prace jsme jako modelovou linii pouzivali bunky
MOLT-4. Bufiky jsou vice diferencované nez buriky HL-60, jsou odvozeny od T
lymfocytll (prakticky vSechny exprimuji znak CD7) a také jsou p53 pozitivni. Na
obrazku &. 8 jsou znazornény vysledky sledujici zmény u bunék MOLT-4 v
zastoupeni bunék v bunééném cyklu 6 hodin po ozafeni davkami 1-7,5 Gy.
Z obrazku &.6 je patrné, Ze po vS8ech uvedenych davkach dochazi k pokiesu
potu bunék v G, fazi. Po davkach 1-5 Gy se buiky akumuluji predevsim
v S fazi, apoptéza stanovena pomoci subG; vrcholu je vtomto &asovém

intervalu velmi mala. Po davkach do 5 Gy nebyla u téchto bunék do 8 hodin po
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ozafeni patrna apoptéza. Po nejvy$Si davce 7,5 Gy je jiz 11% bundk
apoptickych a vzestup poétu bun&k v S fazi neni pfili§ patry.

Na obrazku &. 7 jsou znazornény zmeény exprese Annexinu Va Pl
Pomoci této metody lIze intakini butiky AnnexinV/ propidium jodid™ (A7PI)
odliSit od asné& apoptotickych (A'/PI) a také od buné&k v pozdni (A*/PI") fazi
apoptozy. Celkovy podil takto detekovanych apoptickych bunék pfitom jevi
davkovou zavislost. Davky 1 a 3 Gy jsou pro bufiky MOLT-4 davky subletaini,
proto v nejdelsim sledovaném intervalu (6 dni) jiz Ize sledovat pokles apoptické
subpopulace u niz8ich davek (1 a 3 Gy), zatimco buriky ozafené davkou 7,5 Gy
jsou v8echny mrtve.

Na obrazku €. 7b je reprezentativni zaznam z flow-cytometru po ozaieni
davkou 3 Gy. Z obrazku 7b je patrné, Ze prakticky chybi populace A*/PI” bunék,
oznacovana obvykle jako ¢asneé apopticke buriky. Bufky jsou bud Zivé (A/PI)

nebo A’/PI*. Podle intenzity exprese Pl je mozno rozdé&lit na A*/PI"

(Casné
apoptické) a A*/PI"" (pozdn& apoptické). Ctvercem oznadené bufiky je moZno
povaZovat za Casné apoptické a za 2, 4,16 a 24 h po ozafeni je v této Gasné
apoptické fazi 3,8; 6,4, 12,8 a 18,1 % buné&k a celkové apoptickych bunék je
11,4, 14,7, 63,5 a 76,2%. Davka neni absolutné letalni, stale je patrna ast
Zivych bunék. 72 h po ozafeni je 92 % bunék apoptickych a 8% Zivych. 144
hodin po ozareni jiZ poCet apoptickych bunék klesal.

Na obrazku ¢. 8 je hodnocena indukce apoptoézy u bunék MOLT-4 24
hodin po ozareni. Z obrazku je patrna linearni davkova zavislost uvedeného
markeru vrozmezi 0,2 az 3 Gy. APO2.7 byl stanoven u bunék bez
permeabilizace. Z obrazku ¢. 7 je zfejmé, Zze 24 hodin po ozafeni maji
apoptické bufiky propustnou bunéénou membranu (pozitivita na Pl) a neni
tfreba permeabilizace pro stanoveni APQO2.7 (antigen je exprimovan na
mitochondrialni membranég). Jak APO2.7, tak Annexin, hodnoceny za 24 h po
ozéareni jsou u bunék MOLT-4 dobrymi (davkové zavislymi) ukazateli obdrzené

davky zarfeni.
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Obr. ¢ 8. Vliv jonizujiciho zafeni na zmény zastoupeni bunék
v buneééném cyklu 6 hodin po ozareni bunék MOLT-4 davkami 1-7,5 Gy.
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Obr.¢. 7a: Indukce apoptézy u bunék MOLT-4 v priibéhu 6ti dni po
davkach 1 az 7,5 Gy pomoci APOPTESTU (A/PI).
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Obr.¢. 7b: Reprezentativni zaznam indukce apoptozy u bunék MOLT-4
v prabéhu 6ti dni po davce 3 Gy pomoci APOPTESTU (A/PI). Ve étvercich
jsou oznadeny buriky Gasné apoptické A*/PI°"
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Obr.6.8: Indukce apoptézy u bunék MOLT-4 sledovana 24 h po
ozareni podle exprese APQO2.7.

4.2. KMENOVE BUNKY KRVETVORBY

V dalsi ¢asti nasi prace jsme studovali vliv ionizujiciho zafeni na
kmenové buriky krvetvorby izolované z periferni krve zdravych darct po
mobilizaci G-CSF. Periferni krevni progenitorové buiky (PKB) byly izolovany
na separatoru COBE Spectra od zdravych darci 4. den po mobilizaci G-CSF (5

31



ug/kg/den po dobu 3 dni). PKB obsahovaly 0,5-1% CD133" bunék, které byly
dale izolovany imunomagnetickou separaci.

Obr.€.9: Flow-cytometricky zaznam Cgistoty kmenovych bunék izolovanych

z periferni krve zdravych darcd po mobilizaci G-CSF. Buiiky byly izolovany
separaci na separatoru COBE a dale imunomagnetickou selekci pomoci
imunomagnetickych partikuli izolujici CD133 pozitivni bufiky. Z obrazku je
patrno, Ze takto izolované bufiky jsou z 80% CD133+/CD34+ a jsou to bunky
s malym SS.

Z cerstvyych PKB pouzitim MiniMACS purifikaéniho systému byly
izolovany CD133" bufiky. Cistota jednotlivych frakci byla sledovéana flow
cytometrickou analyzou pouzitim antiCD34 a antiCD133 monoklonalnich
protilatek. Exprese CD133" a CD34" je znazornéna na obrazku &. 9. Bufky
izolované imunomagnetickou separaci byly ze 78% CD133"/CD34" a ze 77,8%
CD34'/CD33". CD133" bunky byly expandovany ex vivo (1x104 cel/ml) v
Iscové modifikovaném Dulbeccové mediu obsahujicim 10% fetalniho hovéziho
séra, 100U/ml penicilinu, 100U/ml streptomycinu, 2 mM/ml L-glutaminu, 50
ng/ml hSCF a 20 ng/ml hilL-3 a bud v pfitomnosti 50 ng/ml hiL-11 nebo 50
ng/ml FLT3L. Vysledkem expanze byl vzestup poltu jadernych bunek, jak za 7,
tak za 14 dni po zadatku kultivace. 14. den vzrostl podet jadernych bunék u
skupiny stimulované kombinaci SCF+IL3+FLT3L 120x. Za 14 dni od zacatku

expanze bylo 86% CD33" a 39 % CD15". Z vysledkil je zfejmé, 3e za 14 dni po
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zaCatku kultivace s kombinaci SCF+IL3+FLT3L nedoslo ke ztraté absolutniho
podtu CD34" ani CD133" bunék, ale byl patrny statisticky vyznamny vzestup
progenitorll neutrofilnich granulocytd CD33* a CD15".
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Obr. & 10a: Pribéh bunééného cyklu u bunék CD133+ po expanzi ex
vivo v pfitomnosti cytokind IL-3 + SCF + FLT3-L. Burfiky izolované
imunomagnetickou separaci jsou prakticky viechny v Gy fazi bunééného
cyklu. Za 168 h po zalatku expanze je 35% bunék
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Obr.¢.10b: Pribéh bunééného cyklu a indukce apoptozy u bunék
CD133+ ozarenych in vitro 2,5 Gy a expandovanych ex vivo v pfitomnosti
cytokind IL-3 + SCF + FLT3-L. Z obrazku je patmé, Ze 24 h po ozafeni je
60% bunék apoptickych, maximum apoptdzy bylo 72 h po ozafeni (80%).
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Zobrazku ¢.10a je patrno, Ze po vyplaveni kmenovych bunék do
periferni krve pomoci mobilizace G-CSF a jejich separaci, nejprve na
separatoru Cobe a dale mini MACS systémem, jsou prakticky viechny bufiky
v klidové Go/G1 fazi. Za 24 hodin po zafatku expanze se objevilo 5% bunék
v S fazi a 7. den po zadatku expanze bylo jiZz 35 % bunék v S fazi, coz znaéi, ze
bunky proliferovaly. 24 hodin po in vitro ozafeni bun&k davkou 2,5 Gy byio
60% bunék se subdiploidni DNA, coZ predstavuje buiiky apoptické a 72 hodin
po ozafeni bylo apoptickych 80%. Pod vlivem kombinace cytokinii SCF+IL-
3+FLT3L pfezivajicich 20 % bunék vstoupilo do bunééného cyklu a podobné
jako u neozafené skupiny 7. den po ozafeni bylo 35 % bun&k v S fazi
bunééného cyklu (obr.€.10b). Vysledky ukazuji, Ze je moZné vhodnou
kombinaci cytokinii u €asti bun&k zabranit indukci apoptézy KBK vyvolané

ionizujicim zarenim a indukovat vstup t&chto bun&k do buné&éného cyklu.

4.3. INDUKCE APOPTOZY U LYMFOCYTU OZARENYCH IN VITRO

V posledni ¢asti nasi prace jsme sledovali indukci apoptdzy u lymfocytd
izolovanych z periferni krve jednak zdravych darcl ozafenych in vitro a dale od
pacientll ozafovanych frakcionované na oblast bficha. Na obrazku &. 11 je
znazornéna multiparametrova analyza apoptézy v subpopulacich lymfocytd. V
protokolu nasi studie je mozné rozeznat nékolik fazi apoptézy a nekrézy na
zakladé vazby s Annexinem V a propidium jodidem. Pozitivita bunék a
charakteristika svételného rozptylu umozfuje analyzu lymfocytarnich
subpopulaci v kazdém vzorku, jak je ukazano na obr.11. Lymfocytarni gate v
dvouparametrovém dot-plot histogramu FCS-SSC (R1 na obr.11A) vyloudi
bunénou drt, vétSinu erytrocytt a neadherentni monocyty z analyzy.
Dvouparametrovy dot-plot histogram Annexinu V proti propidium jodidu v
lymfogatu (obr.11B) znazorfiuje pribéh apoptézy v pozorovanych
bunéénych populacich a umoziuje definovat i koneéné stadium bunééné smrti.
signalem jak pro Annexin V-FITC (FL1), tak pro propidium jodid (FL3}), tj.
populace API. Nasleduji buiiky v nejéasné&jSim stadiu apoptozy, ktere slabé
vazi Annexin V a nevaZzi propidium jodid (A'°WPI'). Stredni faze apoptézy je

definovana silnou expresi fosfatidylserinu a negativni vazbou na propidium
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jodid (A"™"PI). V pozdni fazi apoptozy se stavaji buiiky propidium jodid
pozitivni a jsou bud pozdné apoptické nebo velmi pozdné apoptické s expresi
AM"PIY g AMS"PITOR - Dyouparametrovy dot-plot histogram ukazujici velikost
bunek proti fluorescenci bud AnnexinV-FITC (FL1, obr.11C) nebo Pl (FL3,
obr.11D) dokazuje zmenseni buné&ného objemu, ke kterému dochazi ve stadiu
Casne apoptozy (obr.11C). Toto neni tak trivialni nalez, nebot diky tomuto
gatovani pro vétsi PI' buitky (R2 na obr.11D) je mozné oddé&lené analyzovat
Cetnost a fenotyp intakinich lymfocytl slabé kontaminovanych buifikami v
nejCasnejSim stadiu apoptézy bez pouZiti Annexin V-FITC, coZ pii rozsahlych
experimentech usetfi as a penize a umoziuje pouzit dal$i fluorescenéni kanal
pro imunofenotypizaci. Jak se da o&ekavat, viechny buriiky v koneéném stadiu
apoptozy (P1™") jsou mensi nez intaktni lymfocyty (obr.11D).

Pl emituje svétlo do obou kanald FL2 a FL3 (obr.11E) a dvojita
imunofenotypizace povrchovych znakli se tak stava nemozna pro PI” bufiky pii
pouziti nageho protokolu pro vicebarevné znadeni na prutokovém cytometru
FACSCalibur. Pokud jsou pozitivni bufiky v kanalu FL3 vylou€eny z analyzy (R3
v obr.11E), mohou se definovat lymfocytarni subsety podle povrchové exprese
dvou vybranych znakd a vyjadfit jejich relativni zastoupeni v intaktni, dasné a
stfedni apoptické populaci, jak je ukazano na obr.11F-H. Jak je ukazano na
obr.1B, velmi maly podet PlI'bun&k nevazajicich na sebe Zadné nebo velmi
malé mnozZstvi Annexinu V, byly pfitomny ve v8ech sledovanych vzorcich, coz
je ve shodé s jiZ dfive publikovanymi daty dokazujicimi, Ze apoptéza je
pfevazujicim mechanismem buné&&né smrti po ozafeni y-zarenim.

Annexin V a vazba monoklonalni protilatky potvrzuje u CD8 ( a CD4,
data zde nejsou ukazana) sniZeni denzity exprese v pribéhu apoptického
procesu, jak je popsano Philippé et al. (1997). V rozporu s jejich daty jsme
nepozorovali skoro zadny pokles vazebné kapacity protilatky k CDB3 v
nejcasnéjSich fazich apoptdzy ( srovnej obr.1F a G, také patrné na obr.11H).

Lymfocyty z periferni krve kultivované in vitro a znafené dvémi
protilatkami, Annexinem V a propidium jodidem, pfedstavuji pomérné slozity
komplex. Kromé toho, kratkodoba Zivotnost vybraného apoptického subsetu
zalezi na trvani jeho existence a na velikosti celé pfedchozi populace, ktera se

méni s ¢asem. Proto tedy analyza lymfocytarnich subset(i v riznych stadiich
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apoptozy neni jednoduchd a experimentdini data musi byt opatrné

interpretovana.
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Obr.c.11: Viceparametrova flow cytometricka analyza in vitro
ozafenych  (20Gy) a nasledné kultivovanych  (16h) lidskych
mononuklearnich bunék znaCenych monoklonaini profilatkou anti-CD3/PE a
anti-CD8/APC a obarvenych Apoptestem™. Lymfogate (R1 v A) byl
nastaven tak, aby zahrnoval vSechny lymfocyly a vylouéil debris (de),
vetsinu erytrocyts (er) a neadherentni monocyty (mo) z analyzy.
Fluorescence Annexin-V/FITC versus Pl (dot plot B) ukazuje rozliSeni, jak
intakinich (int) a Casné apoptickych (eap), tak i bunék ve stiedni (iap),
pozdni (lap) a velmi pozdni fazi (vap) apoptézy. Velikost (FSC) versus
Annexin V/FITC a Pl je ukazana v C a D, Pl-negativni buriky (R3 v E) jsou
znazomény jako Cemné teCky, zatimco Pl-pozitivni (buriky vné R3 v E) jsou
Sedivé. Propidium iodid emituje do obou FL2 a FL3 kanalu (E) a dvojité
pozitivni povrchova imunofenolypizace tak miZe byt hodnocena pouze v
Pi-negativni populaci (R3) na FACSCaliburu. V gatu propidium negativnich
bunek (logicky gate R1 AND R3) se analyzuji procenta lymfocytarnich
subsett a denzita exprese povrchovych znaki v intakini, ¢asné a stiedni
fazi apoptozy, jak je znazornéno ve F, G a H, kde jsou relativni hodnoty
Jjednotlivych  lymfocytarnich  subpopulaci  roziiditeiné na  zakladé
povrchového fenotypu a vazby Annexinu. V A, C a D je ukézano 2
000bunék, B, E, F, G a H obsahuji vSechny buriky v logickém gatu
definovaném na zadéatku obrazku
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Obr.12: Relativni zastoupeni vSech apoptickych bunék (A*, &arovy
graf) a buriky v pozdni nebo ve velmi pozdni fazi apoptézy (A*PI', sloupce)
ozafenych 7Gy (plna ¢ara a sloupce} a neozérené kontroly (
prerusovana Cara, prazdné sloupce) lymfoidnich bunék v raznych éasovych
intervalech in vitro kultivace. Jsou udany primémé hodnoty ze étyf méfeni
+ SD.

Obr.12 ukazuje, Ze po 6h kultivaci, ozafené buiiky nebyly odliSiteiné od
Kontrol co se tyde procesu apoptdézy. Jak ozafeny vzorek, tak neozaiena
kontrola obsahuji méné jak 10% A" bun&k. Mimo to, &asné apoptické bufiky
(A'PI)) silné pfevazuji nad pozdné apoptickymi. O 10h pozdé&ji byl jiz jasny
rozdil mezi ozafenymi a neozafenymi vzorky. Procento apoptickych bunék v
kontrolach se béhem kultivace slabé zvySuje a dosahuje maxima 10%. Vidy
pfevazuji burnky Casné apoptické. Mohutna apoptéza spojena s povrchovou
expresi fosfatidylserinu a ziratou membranove integrity se vyskytuje u
ozarenych vzorkll po 16 a 24h trvajici kultivaci. Kolem poloviny bunék v
lymfogatu vaze Annexin V a velikost asného a pozdné apoptického subsetu je
skoro stejné velka. Na druhé strané vétSina vSech bunék byla apopticka a

pozdné apopticka populace silné pfevaZovala dva dny po ozareni.
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Obr.13: Srovnani radiorezistence CD4+CD8- (prazdné sloupce) a
CD4-CD8+ (piné sloupce) lymfoidnich bunék. Buriky byly ozéfeny 7Gy a
kultivovany v uvedenych intervalech. Podil intakinich (A'Pl) bunék s
definovanym povrchovym fenotypem u ozafenych a neozafenych vzorks byl
vypocten u vsech intervalll inkubace. Primérna hodnota je ziskana ze &tyF
mérfeni £ SD

Obr 13. srovnava radiorezistenci CD4+CD8- a CD4-CD8+ lymfocytarnich
subsetll ve stejném experimentu. V intaktnim buné&&ném kompartmentu (Ann
PI), byl vypodten podil kazdého ze subsetlt — ozafeného 7 Gy a neozafeného,
a vypoctené hodnoty se porovnavali v jednotlivych asovych intervalech.

Tento vypoet by wvybran k normalizaci relativnich hodnot dvou
vybranych lymfocytamich subsetd u individuélnich darcl a k eliminaci moznych
rozdildl v senzitivit¢ lymfocytarnich subsetl k in vitro kultivaci. Pokud jde o
radiorezistenci, neni pozorovan signifikantni rozdii mezi CD4-CD8+ a
CD4+CD8- béhem prvniho dne kultivace. Naproti tomu, po 48hodinové kultivaci
pfitomnost radiorezistentniho CD4+CD8- subsetu mlZe byt vysvétlenim vétsi
velikosti CD4+CD8- bunék v ozafenych kulturach.

Analyza bunéného fenotypu v A'PI" kompartmentu neposkytuje v
zavislosti na velikosti davky signifikantni rozdily v poétu bunék vybraného
fenotypu. Bufiky jako takové pfedstavuji pouze pFechodnou apoptickou

populaci s dosud neznamou dobou existence a jejich mnoZstvi zaleZi na
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postupné se sniZujicim poctu intaktnich bunék. Analyza pouze A*PI" bunék
nembOZe reprezentovat spolehlivy biodozimetricky parametr pii pouzitych
experimentalnich podminkéch. Na zakladé t&chto vysledkd popisujicich
Casovou zavislost na rozvoji apoptézy lymfocytl ozafenych 7 Gy a preziti
subsetu CD4/CD8, byly vybrany pro daldi studium davkové zavislosti intervaly
16 a 48h kultivace.
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Obr. 14: Davkova zavislost vybranych lymfocytamich subsetii po 16h
kulfivace in vitro. Pocet intaktnich CD3+CD4+ T bunék (prazdné étverecky),
CD3+CD8+ T bunék (Cerné kosoctverce) a CD3-CD8+ NK bunék {prazdné
frojuhelniky) v ozéfenych vzorcich byl vydélen relativnim poltem bunék v
neozafenych konfrolach, vypocétené hodnoty byly pfevedeny na procenta a
vyneseny do grafu proti velikostem radiaénich davek. Pramémé hodnoty
fsou ziskény ze 6 vzork(t + SD. VioZeny obrazek v pravém homim rohu
ukazuje typicky dvouparameltrovy dot-plot histogram exprese CD3 proti
CD8 v APl populaci vzorku ozareném 5Gy po 16h kultivaci.
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Obr. 15: Davkova zavislost vybranych lymfocytérich subsetd po 48h
kultivaci in vitro. Podet intaktnich CD3+CD4+ T bunék (prazdné &tverecky),
CD3+CD8+ T bunék (¢erné kosoétverce) a CD3-CD8+ NK bunék (prazdné
trojuhelniky) v ozafenych vzorcich byl vydélen relativnim poétem bunék v
neozafenych kontrolach, vypoctené hodnoly byly pfevedeny na procenta a
vyneseny do grafu proti velikostem radiaCnich davek. Primémé hodnoty
jsou ziskany ze 6 vzorki + SD. VioZeny obrézek v pravém hornim rohu
ukazuje lypicky dvouparametrovy dot-plot histogram exprese CD3 versus
CD8 v APl populaci vzorku ozafeném 5G 48h kultivace.

Jak je ukazano na obr.11, viceparametrova flow cytometricka analyza
nabizi nékolik mozZnosti, jak studovat indukci apoptézy v ozarfenych
lymfocytech. V biodozimetrické &asti nasi prace jsme pokrafovali v analyze
intaktnich (A'PI) bunék ve snaze identifikovat lymfocytarni subsety nebo

povrchové znaky, které by byly vyuzZiteiné jako biomarkery obdrzené davky.
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Mononuklearni bufiky izolované od 6 darct byly analyzovany z hlediska
preZivajici lymfoidni populace s povrchovou fenotypizaci CD3 proti CD8 a
CD3 proti CD4. Proporciondlni zmény intaktnich lymfocytd oznaenych
CD3+CD4+ (pomocné a regulacéni T lymfocyty), CD3+CD8+ (cytotoxické T
lymfocyty) a CD3-CD8+ ( subset NK buné&k) na velikosti davky zafeni po 16h
kultivaci jsou ukazany na obr.14, po 48h kultivaci na obr.15. V kaZdém
ozafeném vzorku mononuklearnich bunék byl relativni podet intaktnich bunék
(A'PI') s vybranym povrchovym fenotypem délen poétem jejich neozafeného
prot€jsku . Ziskana data eliminuji rozdily mezi darci v relativnich hodnotach
sledovaneé lymfocytamni populace a kvantifikuji vzestup apoptézy v ozafenych
vzorcich proti spontanni apoptéze neozarenych vzorkdl.

Se zvysujici se davkou byl pozorovan trend k vy38imu pfeziti CD4+
bunék v ramci CD3+ populace 16 a 48h po ozafeni. Statisticka analyza vsak
nedokazala signifikantni rozdil mezi dvéma hlavnimi T bunécnymi subsety.
Naproti tomu, Cisla NK bunék exprimujici CD8 na svém povrchu (CD3-CD8+
lymfocytarni populace) ukazuji jednoznacnou zavislost relativniho poklesu
CD8+NK na radiaéni davce.

Dvouparametrové dot-plot histogramy vlozené do obr14 a 15
reprezentuji typicky profit CD3 proti CD8 intaktni (API") lymfocytarni populace
ve vzorcich ozarfenych 5Gy a kultivovanych 16 a 48h. Vy3§i radiatni davky a
prodiouZena kultivace méni tento profil silnou redukci nebo Upinym chybénim
CD3-CD8+ bunek a profily ozafenych bun&k mohou byt tak opticky
identifikovany. Srovnani grafl na obr.14 a 15 naznaduje, ze velikost CD3-CD8+
NK bunécné populace v kultivovanych vzorcich by se mohla vyuZit jako
vyznamny biodozimetricky marker v obdrZzené davkové expozici . Struéné by
se dalo fict, Ze 16h kultivace in vifro miZe byt diskriminatorem mezi subletalni a
letélni obdrZzenou davkou zafeni ( pokles pod 50% indikuje davku nad 5Gy),

zatimco dvoudenni kultivace informuje o expozici nizkymi davkami ( pod 3Gy ).
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Obr.¢.16: Srovnani dévkové zavislosti exprese Annexinu V u vsech
lymfocytda, T lymfocytt (CD3+) a NK bunék (CD3-/CD8+) 16 hodin po
ozareni déavkami 1-10 Gy.

Z obrazku &. 16 je patrné, Ze nejvétsi indukci apoptdzy jsme pozorovali
u NK bunék, tudiz, Ze tyto bufiky jsou k ozafeni citlivéj§i nez T-lymfocyty.
V piipadé, ze jsme sledovali jako indikator davky zareni pokles po&tu NK bunék
vgatu Zivych bun&k 16 hodin po ozafeni, ziskali jsme stejné vysledky se
sledovanim znaki CD3-/CD8+ nebo CD3-/CD16+ (obr. €.17a). Z obrazku je
patrny davkove zavisly pokles podétu NK bunék v rozmezi 1-10 Gy.

Vzhledem k tomu, Ze za 16 hodin po ozafeni davkami do 3 Gy byl patrny
pouze maly pokles relativnino zastoupeni NK bunék v populaci Zivych A
lymfocytech, v dalSich experimentech jsme toto zastoupeni sledovali za 48
hodin po ozafeni. Zatimco vindukci apoptdézy u lymfocytl, T-lymfocytl i NK
bunék byly velké individualini rozdily, prakticky linearni odpovéd na malé davky
zéfeni jsme ziskali pfi hodnoceni relativhiho poklesu poétu NK bunék
v subpopulaci A" bunék. Z hlediska in vitro experimentd tento ukazatel velmi
dobfe (linearné) hodnoti obdrZzenou davku zafeni vrozmezi 0,5-2 Gy
(obr.€.17b).
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Obr.c.17a: Pokles pottu NK bunék (v populaci A'bunék) 16 hodin po
ozafeni stoupajicimi davkami 1-10 Gy. Srovnani subpopulace CD3-/CD8+ a
CD3-/CD16+
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Obr.¢.17b: Pokles poCtu NK bunék (v populaci A'bunek) 16 hodin po
ozafeni stoupajicimi déavkami 1-10 Gy.Srovnani subpopulaci CD3-/CD56™"
a CD3-/CD56 "
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Obr.¢.18 : Indukce apoptozy lidskych lymfocyty 48 h po in vitro
ozareni davkou 0,5-3 Gy.
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Obr.¢.19 : Indukce apoptézy lidskych T-lymfocyti 48 h po in vitro
ozareni davkou 0,5-3 Gy.
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Obr. ¢.20.: Indukce apoptézy lidskych NK bunék 48 h po in vitro
ozareni davkou 0,5-3 Gy
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Obr.é.21.: Pokles poétu NK bunék (CD3-/CD8+) v populaci A'bunék
48 hodin po ozafeni stoupajicimi davkami 0,5-3 Gy.
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4.4. INDUKCE APOPTOZY U LYMFOCYTU PO OZARENI IN VIVO

V dal$i casti na8i prace jsme sledovali vy$e uvedené ukazatele u
pacientky J. ozafované na oblast bficha frakcionované (2 Gy/frakci) do celkové
davky 38 Gy. Na obrazku &.22 je znazornéno ozafovaci pole. Pacientka J. byla
ozafovana pro karcinom cervix uteri na linearnim urychlovadéi fotony s energii 6
MV. Plvodné planovana davka 44 Gy byla vzhledem ke zdravotnim
komplikacim pacientky redukovéna na 38 Gy. Na obrazku &. 23 je znazornén
pokles krevnich elementl se stoupajici kumulativni davkou zafeni. Po celou
sledovanou dobu nebyly pozorovany zmény poétu erytrocyt(. Po 7. frakci (14
Gy) doslo k vyraznému poklesu pfedevSim leukocytl. Po 12. frakci (24 Gy)
klesly leukocyty i trombocyty na tfetinu vychozich hodnot a na této hodnoté se
drzely az do konce ozafovani. Relativni zastoupeni NK bunék v gatu Annexin V
negativnich bunék nam poskytlo méné informaci nez pfi jejich studiu in vitro.
Hluboky pokles byl patmy az po 12. frakci (24 Gy) (obr.&.24). Pfi studiu A"
bungék jsou zajimavé jiz vychozi hodnoty NK bunék (obr.£.26, 27). Zatimco
podty A” bunék u lymfocytil pfed ozafeni se pohybuji okolo 10%, v pfipad& NK
bunék je apoptickych 30%, resp 40% po inkubaci 24 hodin. Podet A" NK bunék
pravdépodobné souvisi s nadorovym onemocnénim. Podet A" lymfocytll se
zvysoval se stoupajici kumulativni davkou aZ na 25% po 30 Gy. Vzestup aZ na
65% jsme vSak pozorovali pfi inkubaci lymfocytl 24 hodin v termostatu pfi
37°C. 2 dny po posledni frakci uz A" lymfocyty nebyly pfitomny. Jina situace
byla u NK bunék. Zde doslo také v jejich vzestupu az na 60% po 12ti Gy. 24 h
inkubace vtermostatu pozitivitu na A jeSté prohloubila a prakticky celé

sledované obdobi byly NK buiiky z 80% Annexin V pozitivni.
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Obr.¢. 22. Ozarfovaci pole pacientky J. Celkové byla ozarfena davkou
38 Gy (pivodni plan byl 44 Gy).
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Obr.¢.23: Zmény krevnich elementt v Gasové zavislosti u pacientky J.
(sloupecky predstavuji vidy davku zafeni 2 Gy)
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Obr.¢.24: Zmény poctu NK bunék v zavislosti na ase u pacientky
J.(sloupecky pfedstavuji vidy davku zéfeni 2 Gy).
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Obr.&. 25 : Vzestup poStu A" lymfocytti po frakcionovaném ozareni
pacientky J. 1 hodinu po ozareni (svétle modra kiivka) a po 24 h in vifro
inkubaci v termostatu (tmavé modra krivka)
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Obr.£.26:Vzestup poctu A* NK bunék po frakcionovaném ozafeni pacientky J. 1
hodinu po ozafeni (tmavé fialova kfivka) a po 24 h in vifro inkubaci
v termostatu (svétle fialova kiivka)
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Podet NK bunék jsme siedovali u 4 nadorovych pacientek pied
ozafenim a po ozafeni jednou frakci fotonového zafeni (2 Gy)na relativné
malou oblast bficha. Z obrazku &. 27 je zfejmé, Ze po ozareni u nadorovych
pacientl je zvySen pfedevSim podet apoptickych NK bungk (Annexin
V pozitivnich buné&k) ve srovnani se zdravymi darci krve.

Na obrazku ¢.28 jsou zaznamenany vysledky 4 pacientek s karcinomem
endometria a &ipku déloZniho ozafovanych na oblast bficha tzv. box technikou.
Zobrazku je patrno, 2e parcidlni ozdfeni 2 Gy vede k mirnému
(nesignifikantnimu) vzestupu Annexin pozitivnich NK bun&k predevsim po 24
h inkubaci in vitro.

K-darce
& K-nador

% annexin pozitivnich bunék

Lymfocyty CD3+ CD3-CDs8+

Obr.¢.27: Srovnani % apoptickych bunék u zdravych darcu a

pacientek s nadorem endometria. Z obrézku je patrny nejvy$si vzestup
indukce apoptézy u NK bunék pacienti s nadory ve srovnani se zdravymi
darci krve. Vzestup apoptézy u lymfoeytti i T lymfocyti byl méné patmy.

PFi studiu relativniho zastoupeni NK buné&k v subpopulaci A" bunék jsme
u pacientky po celotélovém ozafeni pozorovali vyznamny pokles, pfedevsim aZ
v delSim intervalu (48 h po in vitro inkubaci).
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Obr.¢. 28: Indukce apoptozy lymfocytu a NK bunék u pacientek s
nadory endometria pfed a po ozafeni malé oblasti bficha (box) 2 Gy.
Z obrazku je patmmo, Ze davka 2 Gy na relativné malou oblast bricha vede
k vzestupu poctu apoptickych NK bunék. U lymfocyti i T lymfocytl je
vzestup po ozéafeni nevyrazny. Odpoveéd na ozareni je velmi nehomogenn.

Pokles relativniho zastoupeni NK hunék v subpopulaci A- bunék

12

3-/8+
@ 3-/8+/56lo
0O 3-/8+/56hi

K-24h 2Gy/24h 2Gy/48h

Obr.é. 29: Pokles relativniho zasfoupeni NK bunék (CD3-/CD8+) a
jejich subpopulaci CD56°" a CD56™" po in vivo celotélovém ozéfeni
pacientky davkou 2 Gy. Z obrazkii je patmo, Ze celotélova davka 2 Gy vede
k poklesu poétu NK bunék za 24 a pfedevsim za 48 h po ozafeni. Populace
CD56"™" se zda byt citlivejsi ne? populace CD56°".
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5. DISKUSE

Rychlé stanoveni obdrZzené davky zafeni pomoci biologické dozimetrie
ma zasadni vyznam pro vybér nejefektivnéjsi terapie ozafenych osob pfi
radiacnich nehodach. V nasi praci jsme jako modelu pro studium davkové
zavislosti jednotlivych ukazatell pouZili modelové leukemické linie HL-60 a
MOLT-4. Ke koneénému hodnoceni obdrzené davky byly experimenty
provedeny na lidskych lymfocytech od zdravych darcl krve ozarfenych in vitro a
dale pak ozafenych in vivo v priib&hu radioterapie pacienttl s nadory.

Jak buiiky leukemickych linii HL-60 a MOLT-4, tak kmenové burky
krvetvorby jsou schopny po ozafeni stoupajici davkou zareni tvofit kolonie na
polotekuté vrstvé metylceluldézy. Z kiivek zavislosti vytvofeného poctu kolonii
na obdrZzené davce je poditana hodnota hodnota Dy (davka zafeni, po které
preziva 37% bunék). V nasich vlastnich pracech ( Vavrova et al 2002, 2004) se
ukazalo, Ze bufky lidské leukemické linie HL-60 jsou radiorezistentngjsi
(Do=2,2 Gy) nez kmenové bufiky krvetvorby CD133" izolované z periferni krve
zdravych darcl po mobilizaci, kdy pro CFU-GM bylo Dy =1,08 Gy a pro BFU-E
0,95 Gy. Nejcitlivéjsi k ucinku ionizujiciho zafeni byla linie lidské T lymfocytarni
leukémie MOLT-4, u které jsme hodnotu Do stanovili 0,87 Gy (Vavrova et al.
2004). Zatimco leukemické linie jsou bunky rychle se délici (s Casem zdvojeni
24 hodin), kde v S fazi je pfitomno 40-45% bunék, kmenové bufiky krvetvorby
(CD133+) vyplavené do periferni krve po mobilizaci G-CSF jsou prakticky
véechny v G, fazi. Vna$i praci doslo v pfitomnosti kombinace cytokin(
SCF+IL3+FLT3L k jejich expanzi. U neozafenych CD133+ bunék v pfitomnosti
SCF+IL3+FLT3L za 14 dni jejich podet stoupl 120x (Vavrova et al. 2002).

Sledovali jsme pribéh buné&éného cyklu neozafenych i ozafenych bunék.
V den separace byly prakticky vSechny bufiky vyplavené do periferni krve
v Gy/G, fazi bunééného cyklu. Pod vlivem cytokini buiky proliferovaly, za 24
hodin bylo v S fazi 5% bunék a za 168 hodin 35% bunék. Jina byla situace u
ozafenych bunék. Za 25 hodin po ozafeni jsme prokazali 60% bunék se
subdiploidni DNA, coZ podle nasich vysledkl na modelové linii HL-60 ukazuje
buriky zadané do apoptdzy. Pocet apoptickych bunék se zvysil na 80% 72
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hodin po ozéfeni. Za 72 hodin po zafeni z 20% bunék, které byly v této dobé
vétsinou jesté v Go/G¢ fazi bunééného cykiu, bylo 5% v S fazi. Za 7 dni byly
prakticky véech apoptické bunky eliminovany z kuitury a bunéény cykius byl
v této dobé& srovnatelny s neozafenymi bufikami. Kmenové bufiky krvetvorby
tedy vstupovaly do apoptézy pfimo z Gy faze buné&éného cyklu.

Bunky modelové linie HL-60 — lidské promyelocytarni leukémie — jsou
z hlediska diferenciace bufiky nezralé. Buiiky byly CD34 a CD133 negativni
(0,6; 0,7 %). 93% buné&k HL-80 exprimovalo antigen CD15, 84% antigen CD33
a 82% bunék bylo CD15+/CD33+ (Marekova et al. 2000). Na rozdil od
kmenovych bunék krvetvorby reaguji buiiky HL-60 na davky zafeni do 10 Gy
akumulaci v G, fazi bunééného cyklu, kde reparuji svoje poskozeni, coz je také
disledkem jejich relativni radiorezistence ve srovnani s burikami kmenovymi, &i
s buné&énymi liniemi MOLT-4. Zjistili jsme, Ze u linie HL-60 mohou byt navozeny
dva typy apoptické smrti, premitoticka a postmitoticka apoptdza. Ty se lisi
gasem po ozafeni, ve kterém se apoptdza objevuje, a dale pak specificitou
bunééného cyklu. Davky vyssi nez 20 Gy vedou k rychlé DNA fragmentaci,
objevujici se iz 4-6 hodin po ozareni. BunKky byly asynchronni a ukazuje se, Ze
vstupuji do apoptbézy ze stejné faze buné&gného cyklu, ve které byly ozafeny.
Tento typ smrti je klasifikovan jako interfazova smrt nebo premitoticka
apoptdza. V kontrastu s timto typem, po davkach nizSich nez 10 Gy, byla smrt
bunék spojena s DNA fragmentaci patrna az po akumulaci bunék v G, fazi. 16-
24 hodin po ozafeni doslo k synchronizaci buné&k v G; fazi bunééného cyklu a
vznikl blok bunék v této fazi. Maximalni indukce apoptdézy byla pozorovana za
48-72 hodin po ozafeni. Tento fenomén milize byt klasifikovan jako pozdni
apoptdza nebo také postmitoticka apoptoza, nebot nové buriky hynou paralelné
s buné&énym ristem (Marekova et al.2003). Podobné vysledky na linii lidskych
monoblastickych leukemickych bunék U937 popsali Shinomiya et al. (2000).

Vysledky studia ¢asové zavislosti navozeni apoptdzy ionizujicim zarenim
u bunék MOLT-4 ukazuje Sirokou rozdilnost v ase indukce a uskuteénéni
zafenim navozené smrti bunék. Smrt nastava pfedevSim oddalenou apoptézou
a postmitotickou apoptézou. Vysledky nasi prace ukazaly, Ze po davkach do 5
Gy se apoptéza neobjevuje prvnich 6 hodin po ozafeni. Bufky se akumuluji

pfedevSim v S fazi a méné v G, fazi. Po davce 3 Gy bylo za 16 hodin 24%
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bunék apoptickych (sledovano podle subGy vrcholu), resp. 28% podle pozitivity
na APO2.7 bez permeabilizace. Za 24 hodin po ozafeni davkou 3 Gy bylo
APO2.7 pozitivnich t&émér 60% bunék. Stanoveni apoptdzy podle subGq vrcholu
detekuje pouze Casnou fazi apoptozy a z nasich vysledkl je zfejmé, Ze v této
fazi apoptozy za 24 hodin po ozafeni davkou 3 Gy bylo pouze 35% bunék.
V pfipadé ozafeni bunék vysSi davkou zafeni 7,5 Gy se Casna apoptéza
objevovala jiz za 6 hodin po ozafeni. Za 12 hodin bylo ¢asné apoptickych
bunék 29% (subG; vrchol) aviak za 16 hodin bylo jiz celkem 55% apoptickych
bunék (APO2.7 bez permeabilizace). Za 24 hodin jiz byla vétSina bunék
pozitivnich na APO2.7 bez permeabilizace, coZz znamena, Ze v tuto dobu mély
jiz buiky propustnou bunéénou membranu. Pouze 24 % bunék MOLT-4 po
ozafeni davkou 4 Gy umira apoptézou bez aberentniho bunééného déleni
(Endlich et al. 2000). Velka ¢ast bunék umira az po aberentnim dé&lenf 18-30
hodin po ozéafeni. Proces konéi vznikem apoptickych télisek a ke kolapsu
bunék dochazi za 36-60 hodin po ozafeni davkou 4 Gy (Endiich et al. 2000).
Pouzijeme-li k hodnoceni apoptozy u bunek MOLT-4 Apoptest, vidime, Ze na
rozdil od krevnich lymfocytd, u téchto leukemickych bunék chybi populace
A'/PI" bunék, které jsou ozna&ovany jako Gasné apoptické buiiky. Je vdak
mozné odlisit buiiky s niz8i a vy33i expresi Pl. Z Sasové zvislosti exprese
Annexinu V vyplyva, Zze maximum apoptickych bunék je po davce 3 Gy za 72
hodin po ozafeni, za 6 dni jiz u této vysoké subletaini davky pocet apoptickych
bunék klesa. Davka 7,5 Gy je davkou absolutné letalni, jiZ za 24 h jsou
prakticky vSechny bunky Annexin V pozitivni. Jak vyplyva z pfiloZzenych
vysledkd, indukce apoptézy méfena za 16, pfipadné 24 hodin pomoci APQ2.7
nebo Annexinu V, je u této buné&céne linie dobrym ukazatelem obdrZzené davky v
rozmezi 0,2-5 Gy. Naopak pfi sledovani subG; vrcholu vidime po ozafeni
konstantni 20-30% populaci ¢asné apoptickych bunék (Szkanderova et al.
2003), které se velmi rychle rozpadaiji a flow-cytometricka analyza je jiz dale
hodnoti jako nekrotické buriky.

Z hlediska molekutarnich mechanism( si je tfeba uvédomit, Ze bufky
HL-60 jsou buiky bez funkéniho TP-53 genu, coz je gen regulujici pfedevsiim
indukci apoptdzy z G4 faze. Zajimavé experimenty ve vazb& na protein p53 u
IL-3 zavislych bunék popsal Palacios et al. (2000). Bunky kostni diené od p53
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—nulovych mysi byly 100 x rezistentnéjsi k inhibitorim syntézy DNA jako je 5-
fluoro—uracil,‘ metotrexat a hydroxyurea, neZ bufky od stejnych  mysi
s funk&nim wild-p53. V kontrastu s timto pozorovanim je odpovéd™ téchto p53-
0 mysi na DNA-poSkozujici latky jako je ionizujici zafeni, cisplatina nebo
bleomycin, které byly na p53 nezavisié. Konstatovali, Ze p53-0, IL-3 zavislé
bunky maji prodlevu mezi DNA poskozenim a indukci apoptdézy po ovlivnéni
nizkymi davkami  DNA poSkozujicimi latkami (ionizujici zafenf). Prace
dokazala, Ze klonogenita IL-3 zavislych buné&k neni po poskozeni DNA
kontrolovana TP53, coz ukazuje, Ze pro tyto bunky existuje jesté alternativni
cesta indukce apoptdzy. Ukazuji, Ze vyznam p53 je u t&chto bunék kratkodoby,
vedouci buiiky do apoptézy brzy po DNA poskozujicim stimulu. Protein p53 je
dulezity pro indukci apoptdzy u thymocytl v odpovédi na DNA pogkozeni (Clark
et al. 1993). Vysledky na8i prace (Szkanderova et al. 2003) i prace dal$ich
autor(l (Nakano et al. 1999, Nakano et al. 2001) dokazuji, Ze akumulace p53
Casové predchazi typickym apoptickym zménam, mezi které patif jaderna
morfologie, fragmentace DNA (subG. vrchol) a $té&peni laminu B.

Na druhé strané prace Gutiérrez et al.(2000), prokazala, Zze u wild-typu
p53, IL3 zavislych bunék kostni dfené dochézi po ozafeni k vzestupu exprese
CD85 (Fas) receptoru. Indukce Fas vede bufiky do apoptdzy po ozareni pies
cestu zavislou na p53. IL-3 kontroluje stupen Fas exprese indukovanou pfes
p53. Drouet et al. (1999) popsali za 10 hodin po in vitro ozafeni CD34" bunék
koexpresi Fas/Fas-L. V na8i praci jsme dokézali, Ze in vitro ozafené bunky
CD133" izolovanych z periferni krve zdravych darcti po mobilizaci, vede za 24
hodin po ozafeni davkou 2,5 Gy, 80 % téchto bunék do apoptézy. Avsak, v
pfitomnosti kombinace cytokini SCF+IL3+FLT3L, pfeZivajicich 20% bunék je
schopno se dale délit a 7. den po ozafeni je 35% bunék v S fazi bunééného
cyklu. Za 14. dni se pocet jadernych bunék pfi expanzi ex vivo bunék
ozafenych davkou 2,5 Gy zvétsil 4,5x a potet CFU-GM 2x. Drouet et al.
(1999) prokazali, ze jsou —li buiiky CD34" in vitro ozafeny davkou 2,5-6 Gy a
dale inkubovany v mediu bez pfitomnosti cytokinl, 97% bunék podlehne za 24
hodin apoptéze a za 48 hodin kompletné ztrati svoji funkénost.

Nase vysledky prokazaly, ze bunky MOLT-4 obsahuji pouze wild formu

p53 (Szkanderova et al. 2003). V pfipadé, Ze ionizujicim zafenim aktivovana
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apoptéza je navozena piedevSim pfes tumor-supresorovy protein p53, musi
zafeni zvySovat expresi proteinu p21. Je znamo (Ljungman 2000), Ze tento
protein je inhibitor G4 cyklin-dependentnich kinas. Pies tento protein jsou
buriky uvézneény na hranici G+/S faze. Za 6 hodin po ozafeni davkami 1-5 Gy
byl patrny pokles poétu bunék v Gy fazi a naopak vzestup bunék v S fazi.
V nasi praci (Szkanderova et al. 2003) jsme prokazali vzestup p21 4-6 hodin
po ozaieni davkou 7,5 Gy. Tomuto vzestupu pfedchazel vzestup p53 i vzestup
fosforylované formy p53 na serinu 392. Nepfimo jsme tedy prokazali, Ze buriky
maji funkEni p53. Vztahem radiosenzitivity bunék MOLT-4 a mnoZstvim p53
se zabyvali Nakano a Shinohara (1999). izolovali subklony téchto bunék
s riznou radiosenzitivitou. Subklon MOLT-4N1 je velmi radiosenzitivhi ve
srovnani s radiorezistentnimi MOLT-4N2. Neozafené MOLT-4N1 obsahovaly
vétsi mnozZstvi p53 a také vétSi mnozstvi TP53 mMRNA neZ radiorezistentni
MOLT4N2. Ozafeni vedlo k akumulaci p53 u obou linii, ale bylo vétsi u
MOLT4N1. V daldi praci (Nakano et al. 2001) se autofi zabyvali otazkou, zda
hiavni cesta, kterou je indukovana apoptdéza u bun&k MOLT-4 ionizujicim
zafenim, je cesta pfes protein p53. Vytvofili od MOLT-4 odvozeny klon bunék
s transfekovanou mysi mutovavanou p53 cDNA. Mutovany p53 zplsobil
inhibici funkce wild typu p53. Ukazalo se, Ze po ozafeni byl protein p21 zvysen
pouze u MOLT-4 bunék a nikoliv u bunék transfekovaného klonu. Davka X-
zafeni 1,8 Gy vedla za 24 hodin po ozéaieni u bun&k MOLT-4 k 80%ni indukci
apoptézy, zatimco u transfekovanych bunék byla apoptéza minimalini. Vysiedky
ukazaly, Ze ionizujicim zafenim indukovana apoptéza u bunék MOLT-4 je
zcela zavisla na p53.

Mnoho bunénych typd, zejména buiky hematopoetického plivodu
jdou do apoptoézy rychle, za nékolik hodin po expozici vysokymi davkami
cytostatickych latek a ionizujiciho zafeni. To je pfiklad &asné apoptdzy, ke
které dochazi b&hem stejné faze buné&éného cyklu, ve které byly bunky
poskozeny, tj. pfed mitdzou. Napf. Casna apoptdza HL-60 bunék (buriky bez
funkéniho TP53 genu) oviivhénych davkou 20 Gy ionizujiciho zafeni se
objevuje za 4-8 hodin po ozafeni. Pfi definici apoptézy, ktera se objevuje ze
stejné faze bunécného cyklu, ve které byly bufky exponovany, miZeme pouZzit

termin homo-fazova apoptéza. Interfazova smrt je termin, ktery je pouzivan v
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radiobiologii pro smrt pfed prvnim délenim a maze byt synonymem pro homo-
fazovou apoptozu.

V kontrastu k interfazove apoptéze, termin post-mitotickd apoptdza je
termin navrZeny k definici apoptézy béhem bunééného cyklu, nasledované po
fazi bunééného cyklu, kdy byly bufiky ovlivnény. Post-mitotickd apoptdza
reprezentuje oddalenou apoptézu, ktera se obvykle objevuje, jsou-li burky
exponovany relativné nizkymi davkami cytostatickych latek &i ionizujiciho zafeni
a tyto jsou pak z media odstranény (Marekova et al. 2000), nebo po ozareni
nizkymi davkami zaieni (Vavrova et al. 2001). Post-mitoticka apoptéza muze
byt synonymem pro radiobiology oznacovanou reprodukéni buné&énou smrt,
jestlize smrt byla vyvolana apoptozou. Je velmi pravdépodobné, Ze post-
mitotick& apoptdza je vysledek poskozeni nékterych gent, které jsou nutné pro
bunééné preziti a projevuje se nedostatek funkénich produkt( téchto gen(
nutnych k prichodu bun&k bun&inym cyklem. Takze vlastné plivodné
subletalni podkozeni je v konecné verzi pfevedeno na poskozeni letalni b&hem
dal$iho kola DNA replikace a mitézy. Dale néktere daiSi typy poskozeni se
mohou objevit, jsou-li buiky uvéznény v nékteré fazi bunééného cyklu, ale
produkce RNA a proteinova syntéza pokraduje. Takovéto bufiky mohou pak
zemfit obéma typy smrti jak apoptozou, tak nekrdézou, nebo mohou byt
pozorovany velmi netypické zmény, které nejsou klicové pro morfologické a
biochemické znaky apoptdzy.

Pro detekci apoptdézy byly vyuzity rozdilné metody: 1/ morfologické
stanoveni apoptézy Giemza-Romanovski barvenych preparatd, 2/ stanoveni
subG, DNA obsahu a 3/ stanoveni obsahu mitochondrialniho membranoveho
proteinu pomoci specifické monoklonalni protilatky APO2.7, 4/ stanoveni
Annexinu V v kombinaci s propidium jodidem a 5/ $tépeni laminu B. Za 6 hodin
po ozafeni vysokou letalni davkou 7,5 Gy je detekovana Casna faze apoptozy,
dast bunék je pozitivni na APO2.7 pouze po permeabilizaci bunék, detekovali
jsme buiky v subG, fazi buné&&ného cyklu a také jsme prokazali 46 kDa stépy
laminu B jak v jadie, tak i v cytosolu. U bunék HL-60 jsme za € hodin po davce
20 Gy popsali vyznamné procento apoptézy (morfologickd metoda 49 %,
subG{DNA 324% a 32,7 % APO2.7 s permeabilizaci) (Marekova et al.,,

2003). V tomto &asovém intervalu mély buiiky nepropustnou bunécnou
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membranu (nebarvily se trypanovou modfi), proto bylo nutné pfi stanoveni
APO2.7 bufky permeabilizovat, nepermeabilizované buiky se APO2.7
nebarvily. V experimentech na bufikdch MOLT-4 12 hodin po ozafeni byla
jesté Cast bunék Casné apoptickych (s uzavienou bun&tnou membranou), u
kterych byla pozitivita na APO2.7 detekovana aZ po permeabilizaci. Nap¥. po
davce 7,5 Gy bylo s permeabilizaci pozitivnich 50% a bez permeabilizace 30%
(data nejsou uvedena). 24 hodin po ozafeni se 80% bunék MOLT-4 ozafenych
davkou 7,5 Gy a 60% buné&k ozafenych 3 a 5 Gy barvilo trypanovou modfi
(data nejsou uvedena).

Ke stanoveni davky zafeni na zakladé indukce apoptézy u bunék
MOLT-4 jsme vybrali éasovy interval 16 a 24 hodin. Prokazali jsme, Ze za 16
hodin je mnozstvi APO2.7 pozitivnich bunék (nepermeabilizovano) zavislé na
obdrzene davce zareni v rozmezi 0,2-5 Gy.

V oblasti nizkych davek zafeni (do 1 Gy) jsme se soustfedili na zmény
v expresi proteinu p53. Lidsky nadorové-supresorovy protein p53 je 393
aminokyselin obsahujici fosfoprotein, jehoz mnozstvi se zvySuje v odpovédi
bunky na latky pusobici DNA posSkozeni geni regulujicich prlichod bunék
bunéénym cyklem. Vzestup p53 je zpUsoben piedev§im zabran&nim jeho
degradace (Chehab et al. 1999). Degradace p53 je plUsobena pfes Mdm2
protein, ktery se vaze na p53 a exportuje jej z jadra buiiky.

Pfi aktivaci jednotlivych kinaz ionizujicim zafenim a nasledné fosforylaci
uritych cill na p53 je dilezity vedle typu DNA poskozujici latky, také typ
bunék. Zda se, Ze bufky T lymfocytarni leukémie MOLT-4 reaguji na ionizujici
zafeni vedle obecné pfijimané stimulace ATM a ART kinazy také stimulaci
jinych kinaz (napf.kasein-kinazy ¢i SAPK/JNK kinazy) vedouci k fosforylaci p53
na jinych residuich napf. serinu 37 &i serinu 392. Je pravdépodobné, Ze rlizné
genomové stresory stimuluji signal k fosforylaci p53 zvySenim aktivity riznych
kombinaci kinaz. Ukazuje se také, Ze bunky jsou schopné pouze limitovaného
poctu déleni a starnuti bunék je spojeno s fosforylaci p53 na serinu 15 treoninu
18 a serinu 376 (Webley et al. 2000). V nasi praci se vSak ukazalo, Ze vzestup
fosforylace na serinu 392 je linearné zavisly na davce zafeni 3 hodiny po
ozafeni davkami 0,2-1 Gy. Vzhledem k velkému vyznamu proteinu p33 v reakci

na genomove stresory se domnivame, Ze je vyznamné zjisténi jeho fosforylace
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na serinu 392 u bunék MOLT-4. DlleZité je také, Ze tato fosforylovana forma
p53 se objevuje brzy po ozafeni malymi (0,2 Gy) davkami zafeni. Z hlediska
vyuziti této zmeény jako davkového indikatoru je dllezité, ze vzestup pfetrvava 6
hodin po ozafeni.

V kontrastu s imortalizovanymi, intenzivné proliferujicimi bun&énymi
liniemi (tj. MOLT-4 , HL-60), periferni krevni lymfocyty, podobné jako jiz vySe
zminéné kmenové bufiky krvetvorby, jsou bufiky v Gg fazi bunééného cyklu,
oznacované jako ,spici bufiky“. To nam dava dvé moznosti jak studovat indukci
apoptézy in vitro: miZzeme studovat indukci apoptdzy pfimo z Gy faze, anebo
mizZeme bunky stimulovat mitogeny, napf. T-lymfocyty fytohemaglutininem, a
apoptdza pak mlze byt stanovena u proliferujicich bunék. Vzhledem k tomu, ze
se snazime nalézt indikator davky zafeni, ktery by nam stanovil davku zafeni
do 24 h po ozafeni, studovali jsme indukci apoptdzy na spicich lymfocytech.

V prvém piiblizeni jsme ozafili lidské mononuklearni bufiky izolované
z periferni krve (PBMC) vysokou letaini davkou 7 Gy a studovali jsme dynamiku
indukce apoptézy v Casove zavislosti. Nalezli jsme, Ze apoptdza v takovéto
kultufe je pomalej§i nez u rychle se delici bunééné linie MOLT-4. 40% bunék
je v S fazi bun&éného cyklu a za 24 h byly v8echny tyto buiiky po ozafeni
davkou 7.5 Gy, pozdné apopticke, tj. APO2.7 pozitivni bez permeabilizace a
A’/PI". Z hlediska hodnoceni perifernich lymfocytll se jako nejvyhodnégjsi
metoda pro sledovani ¢asné a pozdni apoptdzy jevi stanoveni Annexinu V a
propidium jodidu. Vyhodou metody je moznost detekovat tyto latky bez
permeabilizace, coz by nam znesnadfiovalo soucasné sledovat také CD znaky
jednotlivych buné&énych subpopulaci. Pro jednoduché studium bunék je
vyznamné sledovat také SS/FS, nebof apoptické bufiky zvysuji svoji granularitu
a zmensuji velikost.

V jednodenni kultufe PBMC ozafené davkou 7 Gy na rozdil od bunék
MOLT-4 (véechny pozdné apoptické) bylo 60% buné&k apoptickych (AM), aviak
polovina bun&k byla &asné& apoptickych (PI). Za 48 hodin po ozafeni bylo
prakticky 80% takto ozafenych bun&k pozdné apoptickych. Vtomto Case by
mohla byt nalezena minoritni subpopulace Zivych, perifernich krevnich
lymfocytl, kterd by byla radiorezistentni. 48 h po ozafeni 7 Gy jsme nalezli
statisticky vyznamny rozdil mezi pfezitim CD4" a CD8"  subpopulaci.
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Predpokladame, Ze existuje radiorezistentni CD4" subpopulace, ktera je patrna
v ¢ase, kdy prakticky nejvét$i mnoZstvi radiosenzitivnich lymfocytll je A" a timto
neni detekovatelné v kompartmentu Zivych (A’) bunék. K podobnym vysledkim
dospél Wilkins et al. (2002). Studovali indukci apoptézy 48 h po in vitro ozaieni
PBMC davkou 0,1-2 Gy a popsali zvySeni poméru CD4/CD8 v populaci
pfezivajicich bunék. Pfeziti CD8" lymfocytl je zavislé také na kultivaénich
podminkach a zda se, Ze pfitomnost CD4" bunék ma pro CD8" lymfocyty
ochranny efekt.

Na zaklad& studia apoptézy u letalné (7 Gy) ozafenych PBMC jsme
k dalSimu studiu vybrali dva intervaly. KratSi (16 h) kultivace reprezentovala
relativné rychly biodozimetricky tidaj. 48 h kultivace mohla odhalit existenci
radiorezistentni lymfoidni subpopulace, ktera by mohla byt pouzita jako
indikator davky zafeni u malych davek (Wilkins et al. 2002). Zakladnim
mechanismem bunécne smrti lymfocytll je apoptéza. U neozafenych i
ozafenych vzork(l byla patrna indukce apoptézy charakterizovana AP,
AMShpy - ARipylow - ARIDIRSh gtavy a velmi zasadné pievaZzovala nad piitomnosti
nekrotickych bunék API* nebo A®PI*. U lymfocyt y—zafeni indukuje apoptézu
ve shodé s nasimi dfive publikovanymi vysledky u bunék lidské promyelocytarni
leukémie HL-80, kde i velmi vysoké davky y—zafeni (20-100Gy) nevedly k
nekroze bunék, ale indukovaly rychlou interfazovou apoptézu (Vavrova et al.
2001). Cornelissen et al. (2002b) srovnavali vysledky flow cytometrie a vysledky
analyzy elektronové mikroskopie po ozareni lidskych lymfocytd davkou 5Gy,
kde také pozorovali predevsim smrt lymfocytd apoptézou. U lymfocytd
ozafenych davkou 20 Gy pomoci elektronové mikroskopie autofi popsal
pfevahu nekrotické smrti lymfocytli (Cornelissen et al. 2002a) na rozdil od
nasich vysledk(l, kde jsme pozorovali apoptézu. Zvolili jsme proto jiny pfistup a
srovnavali jsme cilivost lymfocytarnich subpopulaci pomoci imunofenotypizace
intaktnich APl lymfocyt(, reprezentujicich populaci bunék doCasné prezivajici,
ktera neni ovlivnéna typem smrti (apoptdza versus nekréza). VétSina ostatnich
autori: studovala predevsim populace apoptické (Seki et al. 1995, Loaugie et
al. 1998b). Apoptéza je dynamicky proces a pfitomnost jednotlivych

apoptickych populaci je pfechodna.
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NaSe vysledky ukazaly, Ze relativni velikost populaci bunék dasné a
stfedné apoptickych se s asem vyznamné neméni. Jsou to buiiky kratce Zijici
a apoptické buiiky se akumuluji v pozdni (A*/PI") fazi, jejiz podéet stoupd v
davkoveé zavislosti. Za 48 hodin po ozéafeni je populace intaktnich bunék po
davkach 5-10 Gy relativné mala, je v8ak dobrym ukazatelem davky u lymfocytl
ozafenych malymi davkami do 3 Gy.

Prokazali jsme ve shodé& s Philippé et al. (1997) pokles vazebné kapacity
protilatek u bunék casné a stfedné& apoptickych, ktery byl provazen zmensenim
bunék (pokles FSC parametru). Je zajimavé, Ze pokles byl patrny u CD4 a
CD8 bunék, na rozdil od CD3+, kde se ukazuje, Ze pfestoZze dochazi k jejich
zmens$eni neni redukovana denzita CD3+ na jejich povrchu.

Z hlediska radiobiologického, studium jednotlivych subpopulaci T
lymfocyt (CD4" a CD8") nepfineslo upfesnéni odhadu obdrzené davky ve
srovnani s CD3+ bufikami. Tyto vysiedky maji rozumné vysvétleni, nebot oba
fenotypy bunék zahrnuji fadu diferenciacnich stavli téchto dvou hlavnich T
lymfocytl, tj. naivni, aktivované, efektorové, regulaéni a pamétové buriky, které
mohou byt rizné citlive na ozafeni. CD4+ T lymfocyty se zdaji byt
radiorezistentn&jsi v oblasti nami sledovanych davek (3-20 Gy) neZ bunky
CD8+. Populace CD8+ bunék obsahuje dvé odlisné lymfoidni subpopulace.
CD3-/CD8+ pfedstavuji subpopulaci NK bunék (Cooper et al.,, 2001) zatimco
CD3+/CD8+ subpopulace obsahuje cytotoxické a supresorové bunky.

Z hlediska biodozimetrického je velmi zajimava analyza NK bungk (CD3-
/CD8+). Ve srovnani s ostatnimi lymfoidnim populacemi reprezentuji NK bufiky
relativné uniformni subpopulaci vhodnou k odhadu davky ozafeného. Z
&asového hlediska byl velmi zajimavy jejich pokles na 50% 16 hodin po ozafeni
5 Gy, av8ak za 48 hodin v subpopuiaci Annexin negativnich bunék prakticky
chybély. Je zfejmé, Ze jejich pokles 16 hodin po ozafeni muze byt dobrym
indikatorem obdrzené davky v oblasti vysokych davek zafeni, zatimco u malych
davek {(do 3 Gy) ma vétsi vypovidaci hodnotu sledovat pokles za 48 hodin. NK
buitky mohou byt rozdéleny na nékolik subpopulaci, jednak podie density
znaku CD58, tj. CD56™" a CD56'% a dale podle exprese znaku CD16. Pii
srovnani radiosensitivity CD56™" a CD56°" je subpopulace CD56""

vyznamné citlivéji k uginkim ionizujiciho zafeni nez subpopulace CD56"%,
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Subpopulace CD56"" je viak velmi mald a z biodozimetrického hlediska
nepouzitelna. Pfi studiu poklesu NK bunék oznaéenych CD3-/CD8+ anebo
CD3-/CD16+ jsme v obou piipadech pozorovali shodné vysledky =z hlediska
jejich poklesu po in vitro ozarfeni.

Na radiosenzitivitu NK buné&k neni v literatufe jednotny nazor. Philippé et
al. (1997) popsali, Ze po ozafeni davkou 2 Gy jsou NK bufiky (CD56") méné
citlivé nez ostatni populace lymfocytli. Z nasi studie na druhé strané vyplyva, Ze
podet CD8" NK bunék klesa v A" subpopulaci po ozafeni in vitro mnohem
rychleji nez pocet T bunék. Pilotni studie z nasi laboratofe v in vivo
experimentech na laboratornich zvifatech naznad&uji, Ze pokles CD8" NK bunék
z cirkulace je nasledovan nahrazenim takovéto populace bunék pozdéji. Je
tedy zfejmy rozdil mezi situaci in vitro a in vivo.

Pro studium zmén NK bunék po ozafeni jsme studovali jejich zmény u
nadorovych pacientil po parcidlnim ozafeni na oblast bficha. JiZ pfed ozafenim
{(po 24 h inkubaci in vitro v médiu) jsme pozorovali vysoké hodnoty Annexin
pozitivnich, tedy apoptickych NK bunék, které mohou byt spojeny s jejich
protinadorovou cytotoxickou aktivitou. Nadorové mikroprostiedi mlze ovlivnit
funkéni potencial bunék imunitniho systému, které se akumuluji v misté rdstu
nadoru &i jeho metastaz. Schopnost lidskych nadord indukovat apoptézu v
aktivovanych lymfocytech a NK bufikach pfi 24 h inkubaci in vitro s nadorovymi
bufikami byla prokazana (Taga et al. 1999). Saito et al. (1999) popsali vy3si
spontanni ex vivo apoptdézu perifernich krevnich mononukleard u pacientd
s nadory hlavy a krku. Apoptdza byla vyznamné vy$si neZ u zdravych darci jak
v ase 0, tak po 24 hodinové inkubaci téchto bunék v médiu. Spontanni
apoptoza byla zvy$ena u T lymfocytl (CD3+), NK bunék (CD16+/CD56+) i u B
lymfocytli (CD19+). Také Bauernhofer et al. (2003) popsali, ze NK burky
(CD56+/CD3-) v cirkulaci u nadorovych pacientd maji nizkou NK aktivitu a
podléhaji spontanni apoptéze. Autofi studovali mozZny vziah mezi apoptozou a
poskozenou NK aktivitou u NK bunék izolovanych z periferni krve pacientl
s nadory hlavy a krku a nadory prsu. NK aktivitu testovali proti bufikam K562 a
sledovali uvolnéni Cr’'. Pomér CD58°Y/CD56™" NK bunék byl odlidny pro
nadorové pacienty a kontroly. Nejvétsi procento spontanni apoptézy CD56""

bunék mély (46%) pacientky s nadory prsu oproti zdravym darcim (18%). Je
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tedy zfejmeé, Ze pifedevSim tyto bufiky byly cilem spontanni apoptozy na rozdit
od CD56™". Prokazali, ¢ CD56™ NK buiiky jsou cilem pro spontanni
apoptézu, ktera vede ke sniZené hladingé NK aktivity. CD56 ™" jsou buriky
relativné rezistentni k indukci spontanni apoptozy proti nadordm. Z naSich
vysledkd (Vokurkova et al. 2006) vyplynulo, ze CD56 ™" NK burky jsou vysoce
radiosenzitivni subpopulaci, av8ak pfedstavuji pouze velmi minoritni
subpopulaci NK bunék. Také u nami sledované pacientky ozafené celotélové 2
Gy jsme 1 h po ozafeni a dale pfi 24 h inkubaci in vitro pozorovali vy$§i pokles
CD56"" nez CD56 °*.

Také Jewett et al. (2006) popsali snizenou expresi CD16 receptor(l a
ztratu funkce NK bunék u pacientd s oralnimi nadory. Taga et al. (1999)
prokazali, Ze lymfokiny aktivované NK buiky (LAK) po konfaktu s nadorovymi
bufikami rychle umiraji apoptézou. Jewett et al. (2006) popsali, Ze za sniZzenou
aktivitu NK bunék a sniZeni jejich podtu u pacientl s nadory krku je zodpovédny
faktor NFkappaB zpUsobuijicici vzestup sekrece IL-6, ktery se mlZe podilet na
inaktivaci a smrti NK bunék.

Celotélové ozaieni my$i malymi davkami zafeni (do 2 Gy) stimulovalo
protinadorovou aktivitu NK bunék predevsim sekreci interferonu y (Nowosielska
et al. 2008). V nasich experimentech byl po ozafeni relativné malého objemu
oblasti bficha (box technika) patrny, po jedné davce zareni 2 Gy, mirny vzestup
Annexin pozitivnich NK bunék. V pfipadé ozéafeni velkého objemu bficha
(pacientka J.) po dvou frakcich (4 Gy) doslo k vzestupu apoptickych NK bunék
ze 40% na - 80% (24 h inkubace in vitro). V pribéhu dalSiho ozafovani hodnoty
A" NK bungk byly na konstantni (80%) urovni. U pacientky s hematologickym
onemocné&nim, ozafované celotélové davkou 2 Gy, dochazelo k poklesu NK
bunék s maximem po 48 h inkubaci in vitro. Pfi parcialnim ozafeni pacientek
(box technika) doslo k relativné malému poklesu poctu NK bunék v subpopulaci
A bunék. Situace je v8ak komplikovana reakci bunék imunitniho systému na
samotné nadorové onemocnéni. Pfi frakcionovaném ozafeni jsme vyrazny
pokles poétu NK bunék v Zivé subpopulaci pozorovali aZ po relativné vysokych
davkach. Je tedy ziejmé, Ze v in vivo modelu nejlepsi odpovéd jsme nalezli po

celot&lovém ozafeni a pfi 48 h kultivaci bunék in vitro. Po malych davkach
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zafeni jsme pozorovali nejvétsi pokles NK bunék v pokusech in vitro pravé po
48 h inkubaci.
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6. ZAVER

Prokazali jsme, Ze vS8echny nami sledované buiiky hematologického
systému hynou po y-zafeni apoptézou. Ke studiu jsme pouZili buriky
imortalizovanych nadorovych linii HL-60 a MOLT-4. Apoptézu jsme sledovali
pomoci stanoveni subG4 vrcholu detekujicim buriky s nizkym obsahem DNA.
Dale jsme ke sledovani apoptozy pouZili stanoveni mitochondrialniho
membranoveé antigenu APO2.7, ktery je mozno detekovat bud s permeabilizaci
nebo bez ni (pozdni faze apoptozy). Metoda, ktera nam umoziiuje sledovat
indukci apoptézy spolu s expresi CD znakl, je stanoveni exprese
fosfatidylserinu na bun&tné membrané pomoci Annexinu V. PouZije-li se
Annexin v kombinaci s Pl, miZeme rozligit burfiky v jednotlivych fazich
apoptézy.

Bunky HL-60 (lidské promyelocytarni linie) jsou buriky relativné malo
diferencované, 93% exprimovalo znak CD15 a 84% znak CD33 a 2% znak
CD11b. Bunky HL-60 jsou bunky bez funkéniho proteinu p53 a apoptéza je u
nich indukovana aZ do bloku v G; fazi. V dusledku bloku v G, fazi maji buitky
das reparovat svoje poSkozeni a zvySit tak svoji radiorezistenci. Ozafovani
s malym davkovym pfikonem (pfevazné v G; fazi) ma pro né vyznamny Setfici
efekt. Po davkach do 10 Gy je u t&chto bunék indukovana tzv. oddalena
apoptdéza. Bunky prechodné zvysuji expresi diferenciaéniho antigenu CD11b.
Bufiky umiraji apoptdézou i po davkach kolem 100 Gy. Apoptéza je rychla,
buriky umiraji z faze cykiu, ve které byly ozafeny.

Druhou modelovou linii byly bufiky T lymfocytarni leukémie MOLT-4.
Tyto bufiky exprimuji v90% znak CD7 a v50% znaky CD1, CD4 a CD5.
Dokazali jsme, Ze burtky MOLT-4 maji wild typ proteinu p53 a jsou velmi
radiosenzitivni. Za 6 hodin po ozafeni davkami 1-5 Gy klesa pocet bunék v Gy
fazi a naopak stoupa jejich poéet v S a G, fazi. Za 16 hodin po ozafeni jsme
prokazali davkovou zavislost vzestupu indukce apoptézy od 0,2 do 5 Gy
méfenim exprese mitochondrialniho membranového antigenu APO2.7 bez
permeabilizace. Z asového hlediska (sledovanim exprese Annexinu V) jsme

pozorovali po davkach 1-7,5 Gy maximum apoptézy za 72 hodin po ozafeni.

65



Pro studium indukce apoptézy u lidskych lymfocytl jsme sledovali
expresi Annexinu V a propidium jodidu ve vazbé& na CD znaky jednotlivych
subpopulaci lymfocytl. Na zakladé studia apoptézy u letalné (7 Gy) ozafenych
PBMC jsme pro dalSi studium vybrali dva intervaly. Krats$i interval (16 hodin)
reprezentoval rychly biodozimetricky (daj a po davce 7 Gy byla vétsina PBMC
¢asné apoptickych  (A'Pl). 48 h kultivace se ukazala dllezita z hlediska
stanoveni malych davek zafeni. Z hlediska davkové zavislosti v rozmezi 1-10
Gy jsme pozorovali davkové zavisly vzestup A® PBMC. Prokazali jsme, Ze
relativni velikost populace A'/PI” se s &asem vyznamné neméni, jsou to bufiky
kratce Zijici a apoptické bufiky se akumuluji v pozdni A*/PI" fazi, kde jejich
poCet stoupa vdavkove zavislosti. Studium jednotlivych subpopulaci T
lymfocytd (CD4+ a CD8+) nepfineslo upfesnéni odhadu obdrzené davky ve
srovnani s CD3+ bufikami. Tyto vysledky maji rozumné vysvétleni, nebot oba
fenotypy bunék zahrnuji fadu diferenciacnich stavl( té&chto dvou hlavnich T
lymfocytl, {j. naivni, aktivované, efektorové, regulaéni a pamétové buiiky, které
mohou byt rdzné citlivé na ozafeni. CD4+ T lymfocyty jsou méné citlivé
k ozareni v oblasti nami sledovanych davek (3-20 Gy) neZ bufiky CD8+.

V nasi studii jsme se rozhodli srovnavat citlivost lymfocytarnich populaci
pomoci imunofenotypizace v intaktnich A7/PI" lymfocytech. Z hlediska
biodozimetrického je velmi zajimava analyza NK bunék (CD3-/CD8+). Ve
srovnani s ostatnimi lymfoidnim populacemi reprezentuji NK buriky relativhé
uniformni subpopulaci vhodnou k odhadu davky ozafeného. V supbopulaci
A’/PI bunék jsme prokazali v rozmezi 1-10 Gy davkovou zavislost poklesu
poétu NK bunék 16 hodin po ozafeni, coZz predstavuje dobry indikator
obdrzené davky v oblasti vysokych davek zareni. U malych davek (do 2
Gy) jsme davkovou zavislost poklesu po¢tu CD3-/CD8+ bunék prokazali za
48 hodin. NK bunky mohou byt rozdéleny na dvé subpopulace, podie density
znaku CD56, tj. CD56™" a CD56"". Pii srovnani radiosensitivity CD56"" a
CD56"" je subpopulace CD56™" vyznamné citlivéjsi k Gginkiim ionizujiciho
zafeni nez subpopulace CD56'".

Studium NK bunék pfi ozafent in vivo pacientll s nadory je komplikovano
faktem, Ze NK bunky reaguji zvySenou apoptézou na pfitomnost nadorovych

bunék a procento apoptickych bunék je jiz pfed ozafenim vyznamné vyssi nez
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u zdravych darcl. U pacientll ozafenych in vivo jsme krev odebirali vzdy 1 h po
ozafeni a nasledné in vitro kultivovali 24 resp. 48 hodin. V pfipadé ozafeni
pacientek s karcinomy endometria a &ipku déloZniho technikou box (relativné
maly objem oblasti bficha) doslo pfi 24 h inkubaci k relativné malému poklesu
podtu NK bunek. Po celotélovém ozafeni pacientky s hematologickou
malignitou (2 Gy) jsme prokazali vyrazny pokles NK bunék piedeviim 48 h po
ozafeni, coz je vsouladu s experimenty in vitro. Je tedy zfejmé, Ze doba
inkubace po ozafeni ma zasadni vyznam pro priikkaz poklesu NK bundk po
malych davkach zafeni.

V pfipadé ozafeni osoby neznamou davkou ionizujiciho zafeni je nutné
odebrat periferni krev nejpozdéji do 6 hodin po ozareni, kdy jesté in vivo nejsou
postiZzené burnky fagocytovany. Po vyseparovani lymfocytl se provede znadeni
bunek Annexinem a koktejlem moncklonalnich protilatek na detekci subsetu NK
bunék (anti-CD3, anti-CD8). Vzorek se ihned zméfi a relativni hodnota bun&k
CD3-/CD8+ poslouZi jako vychozi hodnota (na zplsob neozafené kontroly)
této subpopulace. Vyseparované lymfocyty se potom nadale inkubuji in vitro a
provede se Casova zavislost ( 24 a 48h) indukce apoptéozy na zakladé
sledovani relativniho poklesu subpopulace NK buné&k charakterizovanych
povrchovym znadenim CD3-/CD8+. Porovnanim poklesu této subpopulace
v riznych ¢asovych intervalech by bylo moZné usoudit na velikost obdrZené
davky. Samoziejmé, stale plati metoda zlatého standardu, kterou je podéitani
chromozomalnich aberaci lymfocytl ozafené osoby a sledovani poklesu podtu

lymfocytl v periferni krvi.
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