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Pouzité zkratky

AA
AG
ADMA
ALC
ARDS
BAL
B-cell
BH4
CaM
CAT
DDAH
DRF
DSB
EDRF
eNOS
GIT
GPx
GSH
GSSG
H,0,
HO
HOCI

HPLC

JAK

JAK- STAT
KAT

kDA

LD
LDso,30
L-NAME
L-NMMA
LPS

LT

MDA

Mr

aminokyselina (aminoacid)

Aminoguanidine

asymetricky dimethylarginin

acetyl-L-karnitin (acetyl — L — carnitine)

syndrom akutni respiracni tisné (acute respiratory distress syndrom)
tekutina z bronchoalveolarni lavaze

B lymfocyt

Tetrahydrobiopterin

kalmodulin (calmodulin)

transportér pro kationické aminokyseliny (cationic amino acid transporter)
dimethylarginin dimethylaminohydrolaza

redukéni faktor davky (dose reduction factor)
dvojvlaknové zlomy DNA (double-strand breaks)
endotelialni relaxac¢ni faktor

endotelidlni NOS

gastrointestinalni trakt

glutathion peroxidaza

redukovany glutathion

oxidovany glutathion

peroxid vodiku

hydroxylovy radikal

kyselina chlorna

vysokotlaka/vysokouéinna kapalinovd chromatografie
(high pressure/performance liguid chromatography)
chronicka obstrukéni plicni nemoc

interferon y

Imunoglobulin

IkB kinaza

Interleukin

inducibilni NOS, NOS Il (inducible nitric oxide synthase)
imunitni systém

inhibitor nuklearniho faktoru kB

Janusova kinaza

komplex Janusova kinaza-transkripcni faktor

kataldza

Kilodalton

letalni davka

stfedni letalni davka

methylester nitro- L-argininu (NG -L-argininmethylester)
L- monomethylarginin (NG-monomethyl L-arginine)
Lipopolysacharid

Leukotrien

Malondialdehyd

molekularni hmotnost
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mRNA mediatorova RNA

mtNOS mitochondridlni NOS

NADPH, NADP* kofaktor nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NFxB nuklearni faktor kB

nNOS neuronalni NOS

NO* Nitrosyl

NOHA N omega hydroxy-L-arginin

NOS syntdza oxidu dusnatého (nitric oxide synthase)

NT Nitrotyrozin

‘o, singletovy kyslik

0, superoxidovy radikal

0; 0Oz6n

ONOO peroxynitrit (peroxodusitan)

PBS pufrovany fyziologicky roztok (phosphate buffered saline)
PCR polymerazova fetézova reakce (polymerace chain reaction)
PG prostaglandin

PPB pocet ¢astic na bilion (parts per billion)

PRMT protein-arginin methyl transferaza

RF radiacni fibroza

RNS reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species)

RO alkoxylovy radikal

RONOO Alkylperoxonitrit

ROS reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

RP radia¢ni pneumonitida

RT-PCR PCR v redlném case (Real Time PCR)

SSB jednovlaknové zlomy DNA (single-strand breaks)

SH thiolova skupina

SOoD superoxid dismutaza

STAT transkripc¢ni faktor STAT (signal transducer and activator of transcription)
T-cell T lymfocyt

TGF-B transformujici rdstovy faktor B (transforming growth factor f3)
TNF-a tumor nekrotizujici faktor a
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1. KAPITOLA: TEORETICKA CAST

1.1 Uvod

PfedloZend prace se vénuje moznostem vyuziti bioindikator( zanétu, oxida¢niho
a nitracniho stresu u organismu vystaveného ionizujicimu gama zareni, se zamérenim
na oblast hrudniku. A to nejen pro ucely v oblasti nuklearni mediciny a onkologie, ale
také v oblasti ochrany a monitorovdni expozice obyvatelstva, vojenskych i civilnich

pracovnikd ohrozenych ionizujicim zarenim.

Markery zdnétu, oxidacniho a nitraéniho stresu by mohly nahradit doposud
pouzivané metody detekce chromozomadlnich aberaci, které se pouzivaji k posouzeni
miry zasazeni ¢i poSkozeni organismu ionizujicim zarenim. Tyto molekularné-biologické
metody jsou zdlouhavé a proto je v soucasné dobé snaha zavést metody rychlejsi, avsak
se stejnou vypovédni hodnotou (Vaijapurkar, 2001). Jako vhodné se jevi markery zanétu,
oxidacniho a nitracniho stresu, které jsou zodpovédné za prvotni poskozeni plicni tkang,
naptiklad po radioterapii (Jack, 1996). Biochemické metody pro stanoveni reaktivnich
slouc¢enin kysliku (ROS) a dusiku (RNS) jsou rychlé a lze je vyuzit i v podminkach
mobilnich laboratofi. Pfitazlivou moZnosti jsou také neinvazivni postupy vySetfeni
bioindikatord ve vydechovaném vzduchu a jeho kondenzatu. Méreni koncentrace oxidu
dusnatého (NO) ve vydechovaném vzduchu ma ovéreny pfinos u pacientd s astmatem
(Hesslinger, 2009), ale pfinasi cennou informaci také u pacientd s intersticiadlni plicni
fibrézou (Montuschi, 1998), mezi které patfi radiacni fibréza (RF). U intersticidlni plicni
fibrézy lze také vyuzit méreni koncentrace 8-izoprostanu ve vydechovaném vzduchu
jako markeru oxidacniho stresu (Montuschi, 1998). Nedavna studie ukazala, Ze
vydechovany NO (eNO) lze vyuzit jako potencidlni prediktivni marker radiacniho

poskozeni plic u lidi, ktefi prodélali radia¢ni |é¢bu karcinomu jicnu (Guerrero, 2011).

Spole¢nym rysem poskozeni vSech organl, ktery byly vystaveny

vysokoenergetickému gama zareni, je akutni zanétlivd reakce, spojena s uvolfovanim
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fady cytokinl a transkripénich faktord (Wong, 1995). Nasledkem zvySené exprese
cytokinl, zvySeného oxidacniho a nitracniho stresu a také hojeni organl dochazi

po nékolika mésicich k rozvoji fibrézy (Novo, 2008).

NejcastéjsSimi nasledky expozice ionizujiciho gama zafeni v oblasti hrudniku je
radiaéni pneumonitida (Inoue, 2001), kterd prechazi z akutniho stadia do stddia
chronické radiacni fibrozy. Tyto aspekty limituji intenzitu radioterapie, zvysuji morbiditu
a zhorsuji kvalitu Zivota nemocnych s nadory plic ¢i Hodgkinovou nemoci (Rodrigues,
2004; Kim, 2005; Prato, 1977). Vznik a rozvoj radiacni pneumonitidy je dan vékem,
pohlavim a také davkou, které je jedinec vystaven (Claude, 2004). Prevalence radiacni

pneumonitidy se zvySuje s davkou zafeni.
1.2 lonizujici gama zareni, radiacni pneumonitida a fibroza

Pod pojmem ionizujici zafeni rozumime takové zareni, které je schopno svou
energii vyvolat ionizaci atomuU ¢i molekul ozarenych latek. Tento druh zareni zahrnuje
jednak zareni, které se uvolnuje pfi radioaktivnim rozpadu nestabilnich nuklid(, jednak
rentgenové zareni, dale pak zareni vzniklé v urychlovadich castic a také zareni
neutronové, které vznikd napf. v jaderném reaktoru, nebo ze specidlnich jadernych
reakci. lonizujici zafeni mlze byt dvojiho charakteru: korpuskularni (¢asticové)
s nenulovou klidovou hmotnosti c¢astic - ¢dastice alfa, protony, deuterony, elektrony,
pozitrony, neutrony, mezony atd. a elektromagnetické s nulovou klidovou hmotnosti

&astic - zafeni gama, RTG (Osterreicher, 2003).

Interakce ionizujiciho zafeni s organismem probiha ve dvou nezavislych drahéch,
pfimo a neprimo (Haghdoost, 2005). V pfipadé pfimého ucinku bunky absorbuji energii
zareni a dochazi k poskozeni dllezitych struktur jakym je naptiklad DNA &i proteiny.
NejcastéjsSim poskozenim DNA jsou jednovlaknové (SSB) a dvojvlaknové zlomy (DSB),
poskozeni bazi azesitovani DNA (Ward, 1987). U&inek nepiimy je zprostiedkovan
radiolyzou vody a naslednym vznikem volnych radikall, které reaguji s molekulami

organickych latek a méni jejich sloZzeni a funkci v organismu.
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Odolnost jednotlivych organt a tkani vici radiacnimu zareni charakterizuje
radiosenzitivita. Radiosenzitivitu dobre vystihuje axiom, ktery formulovali jiz v roce 1906
Bergonié a Tribondeau: Radiosenzitivita bunék je pfimo umérna rychlosti déleni bunék
(tedy frekvenci mitéz) a nepfimo Umérnda urovni bunécné specializace (tedy
diferenciaci). | kdyZ jsou plice komplexni organ tvofeny vice nez 40 typy bunék,
na ionizujici zafeni reaguji jako jeden celek (Travis, 1986). Diky své funkéni kapacité

a pomérné velké schopnosti reparace se plice nachazi uprostfed skaly radiosenzitivity.

Radia¢ni pneumonitida (RP) je akutni zanétliva reakce, kterd se objevuje za 1-8
mésicl po radioterapii (Rancati, 2003). Jedna se o intersticidlni plicni zanét (Cornelissen,
2007), ktery se mlzZe vyvinout u 5-15% pfipadud, zvlasté u déti (Mihal, 2007). Mezi
typické priznaky RP patfi dusnost, suchy kasel a zvySena teplota (Movsas, 1997). RP se
objevuje ulidi i zvifat po ozareni davkou vétsi nez 8 Gy. Svymi projevy se fradi
k onemocnénim souhrnné nazyvanym syndrom akutni respiracni tisné (ARDS) (Jantz,

1999).

.....

(Cornelissen, 2007; Magafia, 2003). Prfi lécbé ordlnimi kortikosteroidy se muze
vyskytnout celd fada nezadoucich uUcinkd napf. kortikosteroidni myopatie (Hanson,
1997). Pri selhani lécby nebo vyskytu zdvainych neZadoucich ucink( ordlnich
kortikosteroid( Ize pouZit imunosupresivni latky, napt. azathioprin (McCarthy, 1996)
nebo cyklosporin A (Muraoka, 2002). K prevenci vzniku RP lze vyuZzit i latek majicich
antioxidacni vlastnosti, jakymi jsou napf. vitamin A, ¢i radioprotektivum amifostin

(Srinivas, 2007).

Prvni zminka o RP jako nasledku radioterapie pochdzi z roku 1922, kdy byly
popsany rizné symptomy po lé¢bé nadord plic (Groover, 1922). Navazujici studie se
zabyvaly objasfovdanim mechanismd vzniku a rozvoje RP a fibrézy a lécbou plic
poskozenych radioterapii. RP vznikd jako dlsledek radioterapie v oblasti horni ¢asti

hrudniku, nejcastéji se jedna o nadory plic, Hodgkintv lymfom ¢i rakovinu prsu (Gross,
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1977). Faze radia¢ni pneumonitidy miZeme rozdélit na fazi latentni a fazi akutni i

exsudativni (Coggle, 1986).

Po poskozeni tkané ionizujicim zarenim dochazi k uvolfovani velkého poctu
cytokin(, rdstovych faktor( a cyklind, které reguluji odpovéd organismu na tento inzult
(Trott, 2004). Pfi RP dochazi k ubytku pneumocytd typu | (Morgan, 1995) a proliferaci
pneumocytl typu Il (Tsoutsou, 2006). U pneumocytl typu Il dochazi po ozareni

k hyperplazii, coZ negativné ovliviiuje regeneraci plicni tkané (Yi, 1996).

Incidenci RP je velmi obtizné stanovit. Existuji rozdily nejen v druhu pouZité
radioterapie, ale také ve spojeni radioterapie s chemoterapii (Tsoutsou, 2006). Prehled
jednotlivych studii a incidence RP uvadi napfiklad prehledovy clanek v €asopise
Pulmonary Radiation Injury (Movsas, 1997). Podobné studie incidence RP byly
provadény i v Ceské republice (Stejskal, 2007).

Konecnym stadiem procesu postradiaéniho hojeni plicni tkané je radiacni fibréza
plic (RF). RF se rozviji 10 mésicl po ozareni. Stejné jako RP se radi k intersticidlnim
plicnim procesiim, resp. Fibr6ézam. Fibréza je charakterizovana jako snaha organismu
o reparaci poskozené tkdané zvySenou tvorbou kolagennich vldken, ktera jsou normalni
soucasti tkané (Xavier, 2004). Nadmérnou tvorbou kolagenu postiZzeny organ ztraci svoji
funkénost. Fibrotické plice maji snizenou schopnost transportovat kyslik pres
alveolokapildarni membranu, cozZ je typické pro vsechny fibréozy spadajici do skupiny
intersticidlnich plicnich fibréz. Charakteristickym ndlezem je zvySena koncentrace

kolagenu a cytokinu TGF-B1, ktery proces fibrézy ovliviiuje (Martin, 2000).
1.3 Radioprotekce

S ohledem na poskozeni tkani radiaci je potfeba organismus pred nezadoucimi
vlivy ionizujiciho zafeni chranit. Proto jsou latky sniZujici negativni ucinky zareni
(radioprotektiva) predmétem intenzivniho zkoumani a to s ohledem na jejich potencidlni

vyuzitelnost v oblasti nuklearni mediciny, pfi vyzkumu vesmiru, po havariich reaktoru
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jadernych elektraren ¢i s ohledem na zvysuijici se riziko pouziti jadernych zbrani ve valce
(Adhvaryu, 2008). Radioprotektiva mohou byt rizného charakteru, obecné je Ize rozdélit
podle plvodu na radioprotektiva chemickd, adaptogeny a absorbenty (Maurya, 2006).
Chemicka radioprotektiva maji obecné vyssi ucinnost nez ostatni radioprotektiva. Jedna
se o uméle vytvorené latky, predevsim slouceniny siry a antioxidanty. Adaptogeny jsou
pfirodni latky obsazené napf. v rostlinach, které navozuji nespecifickou ochranu
organismu proti stresu a stimuluji radiorezistenci (Nair, 2000). Absorbenty jsou latky
zabranujici vstupu radiojodu do Stitné Zlazy a absorpci dalSich radionuklid( jakymi jsou

napt. **’Cs, °°Sr ¢ **°Pu (Maurya, 2006).

Radioprotektiva by meéla splfovat wurcitda zakladni kritéria. Zaprvé,
radioprotektivum musi mit podstatny ochranny vliv proti negativnim Gc¢inkim
ionizujiciho zareni. Dale pak nesmi byt pro organismus toxické. Dllezitym parametrem
je vtomto pripadé terapeuticky index, ktery vyjadfuje pomér mezi stfedni letalni davkou
a stfedni ucinnou davkou. Jeho nizkd hodnota je u rfady radioprotektiv velky problém. Je
pravidlem, Ze radioprotektiva dobfe tolerovand organismem nejsou pfiliS ucinnd
(Maurya, 2006) a naopak, ucinnd radioprotektiva jsou casto pfiliS toxicka (Benkovic,
2008). Ddulezitou vlastnosti radioprotektiv je izplsob aplikace (cesta podani).
Organismus by mél dobrfe sndaset radioprotektivum pfi podani predevsim peroralnim
a pfipadné i intramuskularnim. Preferuje se peroralni podani pro jeho nenarocnost. Pfi
radioterapii Ize ale vyuZit také intravendzni podani. Velkou nevyhodou je, pokud se
radioprotektivni pUsobeni rozviji az po opakovaném podavani latky po delsi dobu.
Pouziti takovych latek je zcela neredlné v pripadé jaderné havarie ¢&i Utoku jadernymi
zbranémi. Ackoliv se jiz testovalo vice nez 20 000 latek, zddnda z nich zatim nespliuje

vSechna kritéria pro idealni radioprotektivum.

Radioprotektivni uc¢inek dané latky je posuzovan podle redukéniho faktoru davky,
DRF. Pro vypocet je mozné pouzit zjednoduSeny postup: pomér LDsy poctu prezitych
jedincl chranénych radioprotektivni latkou k po¢tu nechranénych jedincl (Rima, 1999).

Latka ma radioprotektivni Ucinek dosdahne-li uvedeny pomér hodnotu vyssi nez 1. Validni
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hodnoceni DRF testované latky vyzaduje sledovani letality nejméné 30 dni (LDsg/30) po

celotélovém ozareni (Jagetia, 2004).

Pfi vyvoji radioprotektiv se vyzkum nejc¢astéji zaméroval na latky snizujici
oxidacni stres. Rozvoj poznatki o mnohocetnych funkcich oxidu dusnatého (NO)
v organismu ved| k zavéru, Ze patologické stavy spojené s oxidacnim stresem zaroven
charakterizuje zvySend koncentrace NO a jinych reaktivnich dusikatych sloucenin, tj.
nitracni stres. V pfipadé ionizujiciho zafeni je hlavnim zdrojem NO indukovatelnd
syntaza NO (iNOS), ktera se typicky aktivuje v prabéhu zanétlivych stava (Kinnula, 2005).
Latky se selektivnim inhibi¢nim ucinkem vici iINOS nebo neselektivni inhibitory syntaz
NO by se potencidlné mohly uplatnit jako radioprotektiva. V nasi praci jsme se zaméfrili
na ucinky acetyl-L-karnitinu vykazujiciho antioxidacni vlastnosti, neselektivniho
inhibitoru NO syntdz L-NAME ana ucinky aminoguanidinu, latky s antioxida¢nim

ucinkem soucasné inhibujici predevsim iNOS a méné ostatni izoenzymy syntdzy NO.

Acetyl-L-karnitin (ALC) je derivat L-karnitinu, kvarterniho aminu strukturné
podobnému cholinu (Lopes, 2003). V organizmu se zapojuje do B-oxidace mastnych
kyselin (Yasui, 2002). ALC pusobi jako antioxidant a jeho ukolem je chranit Iatky
bilkovinné povahy prfed oxida¢nim posSkozenim, napf. antioxidacni enzymy (Gdlgin,
2006). Mnohé studie prokazaly i pozitivni vliv ALC na mozkovou ¢innost (Pettegrew,
2000; Rumpt, 2010). ALC vykazuje také pozitivni Ucinky ve spojeni s ozafenim (Mansour,
2006; Babicovd, 2012). Davka 250 mg/kg ALC byla zvolena na zakladé vysledkd studie,
kterou publikoval Mansour (Mansour, 2006). Pti této davce bylo pozorovdno zmirnéni
negativnich Ucinkd ionizujiciho zareni. Studie s ALC prokdazaly vysokou toleranci a nizkou

toxicitu a moznost perordlniho podani latky (Esposti, 1994).

L-NAME, tj. methylester N*-nitro-L-argininu, je nespecificky inhibitor syntdz NO
schopny vyrazné snizovat koncentrace NO v organizmu a to zejména po aplikaci
bakterialniho LPS (McCluskie, 2004), ale také ve spojitosti s redukci nasledkl lokalniho
ozareni bricha (Erbil, 1998). Davka L-NAME byla zvolena na zakladé vysledkd studie

(McCluskie, 2004), ukazujici vyrazny pokles markerl zanétu pfi podani 100 mg/kg
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L-NAME soucasné s bakteridlnim lipopolysacharidem. Aminoguanidin (AG), také znamy
jako pimagedin, je organickd sloucenina, ktera stejné jako L-arginin obsahuje
guanidinovou skupinu. AG je relativné specificky inhibitor iNOS, inhibuje ale také diamin
oxiddzu (histaminazu) (Lindell, 1960). Jako prvni byly popsany jeho protektivni ucinky
vuci vzniku pokrocilych koncovych produktd glykace (AGE) (Corbett, 1996). Nasledoval
objev jeho inhibi¢niho Gc¢inku na iNOS. Davka 400 mg/kg byla zvolena na zdakladé
vysledkl prace (Huang, 2009), dokladajici jeji ochranny vliv na stfevo pfi lokdlnim

ozareni abdominalni oblasti.

o)
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o \>CH,
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Obrazek 1 Chemicka struktura acetyl- L- karnitinu, aminoguanidinu a methylesteru nitro-L-argininu

1.4 Cytokiny, zanétliva reakce a fibrogeneze

Stejné jako po aplikaci LPS dochdzi i po plsobeni ionizujiciho zareni k rozvoiji
zanétlivé odpovédi (Johnston, 1998, Hayashi, 2012). Jejimi mediatory jsou predevsim
cytokiny (Rube, 2005). Cytokiny jsou dulezité signalni molekuly, jejichz ukolem je
zprostifedkovat mezibunécnou komunikaci (Holloway, 2002). Jednad se o rozpustné

proteiny o malé molekulové hmotnosti (Turnbull, 1999). Ackoliv je funkce cytokin(i ¢asto
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spjata s regulaci imunitniho systému (IS), zasahuji cytokiny také do procesu jako je rast
a diferenciace bunék nebo také nidace embrya (Hopkins, 2003). Svymi ucinky se
cytokiny podobaji hormon(im, avsak v nékterych vlastnostech se lisi. Cytokiny pUsobi na
cilové buriky prostfednictvim membranovych receptorl. Existuje vice nez 100 cytokin(
a rUstovych faktor(, ale receptorl pro né je mnohem méné (Singh, 2004). Receptory
maji slozitou strukturu, ¢asto se skladaji z vice podjednotek a fada z nich patfi do tzv.
rodin receptorli (Woodcock, 1997). Nejvétsi ¢ast cytokinl se vaze na receptory z rodiny
receptor(l pro cytokiny typu 1 a 2. Tyto receptory vyuzivaji signdlni drahy JAK-STAT. JAK
— Janus kindzy fosforyluji tyrozinové zbytky na STAT proteinech, které pak po vstupu do

jadra indukuji tvorbu odpovidajicich gend (Gadina, 2001).

Zanétlivé cytokiny jsou imunomodulacni agens, které jsou produkovany IS,
napriklad makrofagy (Seymour, 2001), a jsou bezprostiedné spojeny s IS (Wong, 1995).
MuZeme je rozdélit na pro- a protizanétlivé. Jejich nerovnovaha je zodpovédna za vznik
zanétlivé reakce (Opal, 2000). Mezi typické predstavitele zanétlivych cytokinl patfi
interleukin 1 (IL-1), tumor nekrotizujici faktor a (TNF-a) ainterleukin 6 (IL-6). IL-1 a
TNF-a jsou typickymi predstaviteli prozanétlivych cytokind, jejich pravym opakem je IL-

6.

Nukledrni faktor kappa B (NFkB) je proteinovy komplex slouzici jako transkripéni
faktor (Gilmore, 2006). Nachdzi se ve vétSiné ZivociSnych bunék. NFkB je aktivovan
cytokiny, ROS ¢i poskozenim DNA (Braiser, 2006). NFkB se nachdzi v cytoplazmé
v neaktivni formé navazany na svij inhibitor IkB. Po fosforylaci IkB kindzou (IKK) dojde
k oddéleni téchto dvou casti a NFkB se stdva aktivnim (Ouyang 2005). Putuje do jadra
a nastava exprese prozanétlivych cytokinl (Katsuyama 1998). Kromé stimulace exprese
cytokini ovliviuje NFkB také diferenciaci bunék a proliferaci B-lymfocytl (Nishikori

2005).

Jiz dfive zminény cytokin TGF hraje vyznamnou roli pfi rozvoji fibrozy. TGF

ovliviiuje reparacni pochody, podporuje angiogenezi, stimuluje proliferaci fibroblastd,

Stréanka | 19



ANDREA NAGY

KAPITOLA: TEORETICKA CAST

inhibuje proliferaci T a B lymfocyt(, inhibuje syntézu cytokin(i makrofagy, atd. (Klener,

1997).
Na obrazku 2 jsou znazornény zdakladni pochody vedouci k fibrogenezi
a karcinogenezi.
respiraéni vzplanuti # anorganické ionty
Sl = Fe” herbicidy
chemokiny /
chemokiny -
> radiace
Oy
lneutroﬁly \
ROS / i v Kot
——— Bisaare cigaretovy kouf
kolagenazy
proteazy
LTB4 ROS
cytokiny
_— peroxidace lipid
plazmocyt bunééna smrt oxidace proteinii
< oxidace enzymu
ROS fragmentace DNA
IgE, IgM, IgA, IgG | jednovlaknové ziomy
cytokiny
interferony
rastové faktory
metabolity AA
v
ROS
IM——P oxidaéni stres
o&
(=L e D
v ‘ . ( Wa
aktivace regulace proliferace fibroblasta
genu antioxidanta
+ l
v citlivost k b4
akGvace onemocnéni I zmény DNA | —/__5—._,1——_;:_
proonkogenu e e—
ukladani kolagenu

Obrazek 2 Pochody vedouci k fibrogenezi
(upraveno dle Vallyathan 1997)

|

fibrogeneze

IL 1 - interleukin 1; PGE, - prostaglandin E2; T cell - T lymfocyt; B cell - B lymfocyt; IgE, 1gM, IgA,

IgG - imunoglobuliny; NO - oxid dusnaty, ROS - reaktivni formy kysliku;

LBT, - leukotrien T4
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1.5 Oxidacni a nitracni stres pri fyziologickych a patofyziologickych

pochodech

Reaktivni formy kysliku (ROS) a dusiku (RNS) hraji dulezZitou roli patogenezi
radiacniho poskozeni. Objevuji se nejen v pocateénich fazich zanétu, ale i ve fazich
fibrogeneze. ROS a RNS lIze obecné zaradit mezi oxidanty i radikdly. ROS a RNS
radikdlové povahy jsou molekuly, atomy &i ionty, které maiji ve své valencni vrstvé jeden
nebo vice nesparovanych elektron(, coz je dlvodem jejich vysoké reaktivity (Valko,
2004). Jiné ROS a RNS svou strukturou nejsou radikaly, ale reaguji velmi podobné, napf.
peroxid vodiku (H,0,) (Kevin, 2005).

Tabulka 1 Reaktivni formy kysliku
(upraveno dle Reiter, 1995, Halliwell, 2006)

REAKTIVNI FORMY KYSLIKU (ROS)

Volné radikaly

Superoxid O,
Hydroxylovy radikal HOe
Peroxyl ROOQOe
Alkoxyl ROe
Hydroperoxyl HO,e
Latky, které nejsou radikaly
Peroxid vodiku H,0,
Kyselina chlorna HCIO
Ozon 03
Singletovy kyslik '0,

Tabulka 2 Reaktivni formy dusiku
(upraveno dle Sies, 1993)

REAKTIVNI FORMY DUSIKU (RNS)

Volné radikaly

Oxid dusnaty NQe
Oxid dusicity NO,e
Latky, které nejsou radikaly
Nitrosyl NO*
Kyselina dusita HNO,
Peroxynitrit OONO™
Alkylperoxynitrit ROONO~

Stranka | 21



ANDREA NAGY KAPITOLA: TEORETICKA CAST

Oxidacni a nitracni stres je do urcité miry v organismu fyziologicky (Valko, 2004)
(Obrazek 3). ROS a RNS (tabulka 1 a 2) jsou vyznamnymi faktory imunitniho systému
organismu (IS), signdlnimi molekulami bunécné regulace (napf. Inoue, 2003)

a zprostfedkovateli pfenosu energie.
Endogenim zdrojem ROS a RNS v organismu jsou (Betteridge, 2000):

redoxni pochody dychaciho fetézce v mitochondriich
redoxni reakce katecholamin(i, hemoglobinu
syntéza prostaglandint

oxidativni deaminace aminokyselin

metabolismus a detoxikace xenobiotik a antibiotik
proces fagocytozy

destrukce tkané v misté zanétu

N N B N N @ N H

stimulace adheze neutrofila (superoxid)

Organismus ma do jisté miry pro tyto pochody velmi uéinné antioxidacni

mechanismy, které dokazi vzniklé produkty inaktivovat (Valko, 2007).

V organismu existuje celd tada antioxidacnich systém(, zahrnujicich
nizkomolekularni latky a vysokomolekularni latky srdznymi funkcemi. MUzZeme je

rozdélit na antioxidacni enzymy (Tabulka 3) a substraty (Tabulka 4) (Valko, 2007).

Tabulka 3 Antioxidacni enzymy

(upraveno dle Sies, 1993)

ANTIOXIDACNI ENZYMY A STOPOVE PRVKY

Superoxid dismutaza (SOD) Zinek, mangan, méd, Zzelezo
Glutathionperoxidaza (GPx) Selen
Kataldza (KAT) Zelezo

Mitochondrialni cytochromovy systém (P450)
Laktoperoxidaza
Cytochromoxidaza Méd'
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Tabulka 4 Antioxidacni substraty
(upraveno dle Krinsky, 1988)

ANTIOXIDACNI SUBSTRATY — nizkomolekularni latky

rozpustné v tucich rozpustné ve vodé
Tokoferoly Kyselina askorbova
Karotenoidy (retinol) Glutathion
Koenzym Q (ubichinon) Kyselina mocova
Bilirubin Cystein

. . Histidin
Katecholaminové estrogeny .

Kreatinin

Organismus vyuziva tfi zplsoby ochrany pred skodlivymi ucinky ROS a RNS (Carri,
2003). Jednim ze zplsobl je regulace tvorby nadmérného mnoistvi ROS pomoci
regulace aktivity enzymu, které je tvofi. DalSim je pak vychytavanim prechodnych prvkd,
které zvysuji aktivitu reaktivnich forem (napf. volné Fe do transferinu). Jiny zplsob
predstavuje zachytavani a odstrafiovani jiz vytvorenych radikald, latkami ozna¢ovanymi

jako tzv. vychytavace (scavengers), lapace (trappers) a zhasece (quenchers).

Nelze nezminit také reparaci molekul a struktur organismu poskozenych ucinkem

ROS a RNS.

Pfi poruseni rovnovahy mezi ROS a RNS na jedné strané a antioxidaénimi
mechanismy organismu na strané druhé dochazi ke vzniku patofyziologickych procesq,

které jsou spojeny s nadmérnou tvorbou ROS a RNS (Betteridge, 2000).
Tato nerovnovaha ma za nasledek predevsim (Magder, 2006):

peroxidaci nenasycenych mastnych kyselin (lipoperoxidace) a tim zménu fluidity
membrany a jeji naslednou destrukci

zménu struktury proteinl a to predevsim oxidaci SH skupin aminokyselin

poskozeni struktury DNA, chybné pdarovani bazi pri replikaci DNA. Nasledkem je
mutageneze, kancerogeneze, apoptdza

zménu syntézy kolagenu a polymeraci kyseliny hyaluronové

Stranka | 23



ANDREA NAGY KAPITOLA: TEORETICKA CAST

inhibici fady bunéénych funkci, napf. fosfatového transportu, anaerobni
glykolyzy
Existuje fada Skodlivych podnétl, které wvyvolavaji vznik nefyziologického
oxidacniho a nitracniho stresu (Obrazek 3). Napfriklad bakteridlni lipopolysacharid

zpUsobuje infekci doprovazejici zvyseny oxidacni a nitracni stres (napf¥. Ben-Sauhl, 2001).

Lipopolysacharid (LPS, bakteridlni endotoxin), je hlavni slozkou vnéjsi bunécné
membrany gramnegativnich bakterii (Das, 1994). Sklada se ze dvou zdakladnich
strukturnich jednotek, charakteristickych pro jednotlivé bakterie. Na virulenci bakterie
se podili polysacharidova ¢ast endotoxinu a lipid A je zodpovédny za jeho toxicitu
(Netea, 2002; Wang, 2010). V organismu LPS vyvolava silnou odpovéd IS a spousti
cytokinovou kaskadu (Raetz, 2002).

Aby byl LPS organismem rozpoznan a odstranén dochazi v ¢asné fazi zanétlivé
odpovédi k tvorbé proteinu vazajiciho lipopolysacharid (LBP). LPS je navazan na tento
protein a poté jeho prostrednictvim predlozen povrchovému receptoru CD14
a receptoru Toll-like 4 (TLR4), ktery se nachazi v blizkosti receptoru CD14 (Beutler,
2000). Aktivace téchto receptorl vede k produkci zanétlivych cytokinl (napf. TNF - a, IL1
a IL-6)(Tateda, 1996). Tyto uvolnéné cytokiny poté podnécuji sekreci dalSich cytokin.
Cilovymi burnikami, tedy burikami s povrchovymi receptory CD14 a TLR4, jsou bunky

monocytomakrofagové rady, neutrofily a B lymfocyty (Hawiger, 1999).

Dale je také oxidacni a nitra¢ni stres spojen s rGznymi onemocnénimi, jako jsou
napf. diabetes mellitus (Maritim, 2003), neurodegenerativni onemocnéni mozku
(Barnham 2004), onemocnéni srdce, zhoubné nadory C¢iautoimunitni zanétliva

onemocnéni, napf. revmatoidni artritida (Valko, 2007).

Indukce tvorby ROS a RNS je také pripisovana zvySené télesné ndmaze

u sportovctll (Finaud, 2006).
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endogenni zdroje

mitochondrie enzymaticky systém UV zareni
peroxyzomy KAT, SOD, GPx ionizujici zareni
lipoxygebazy neenzymaticky systém chemoterapie
NADPH oxidazy glutathion prozanétlivé cytokiny
cytochom P450 vitaminy (A,C aE) toxiny z prostredi
meéné vice
ONOO- 'Op” ‘RO
HoOp @ "NOy
‘RO ,NO .ogz

poruseni fyziol. funkci <— e o POrusenifyziol. funkci

nahodné specifické
aIni ot poskozeni signalni
normaini I'.US bunék drahy
a metabolismus
shizena proliferaéni *. +| *.
aktivita I I I

poskozenilS

starnuti nemoc bunécna smrt

Obrazek 3 Zdroje ROS v organismu

(upraveno dle Finkel, 2000)
KAT — kataldza; SOD — superoxid dizmutaza; GPx - T glutathion peroxidaza; ONOO™ - peroxynitrit; H,0, —

peroxid vodiku; RO" — alkoxyl; NO — oxid dusnaty; NO, — oxid dusicity; ROS — reaktivni formy kysliku; O, —
kyslik; HO" — hydroxyl; O, - superoxidovy anion;
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1.6 Bioindikdtory zanétu, oxidacniho a nitracniho stresu po celotélovém

c¢i lokdlnim ozareni
1.6.1 Produkty lipoperoxidace

ROS a RNS reaguji s duleZitymi biomolekulami v organismu. Lipoperoxidace je
jedna z oxidacnich premén nenasycenych mastnych kyselin. Nenasycené mastné
kyseliny, napt. ve fosfolipidové membrané, jsou napadany hydroxylovym radikdlem za
vzniku lipidového radikalu, ktery oxidaci prechazi na lipoperoxidovy radikal.
Lipoperoxidovy radikal poté reaguje s dalsim lipidem a vznikaji tak dalsi radikdly
a lipoperoxidy. Lipoperoxidy jsou velmi nestabilni a rozkladaji se za vzniku rliznych latek,
jakymi jsou malondialdehyd (MDA), 4-hydroxy—-2-nonenal ¢i izoprostany (produkty
lipoperoxidace kyseliny arachidonové). Tyto sekundarni produkty lipoperoxidace jsou

méritelné ve vsech biologickych tekutinach a tkanich. (Janicka, 2010).

Malondialdehyd vznika také pfi syntéze prostaglandin(i (Marnett, 2002). MDA je

pro organismus Skodlivy, ma prokazané mutagenni ucinky (Basu, 1984).

NMK lipidovy radikal

HyO
R R
y t+ OH L’ y

iniciace

propagace

lipoperoxid
pop R 0,

R

0 terminace v
QOH

Q00
lipoperoxidovy radikal

Obrazek 4 Vznik lipoperoxidd
(upraveno dle Clark, 2008)

NMK - nenasycend mastna kyselina; H,O — voda; R —alkyl; O, — kyslik; ‘OH — hydroxyl
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1.6.2 Oxid dusnaty a dalsi dusikaté latky

Oxid dusnaty, ale i dalsi reaktivni formy dusiku (RNS) jsou jedny z nejvice
studovanych endogennich latek v organismu. Jesté pred nékolika lety byl NO povaZzovan
pouze za Skodlivinu, ktera prispiva ke znecistovani ovzdusi. Tyto predstavy trvaly az do
roku 1978, kdy bylo prokdzano, Zze se NO vyskytuje v lidském téle pfirozené. V roce 1978
se podafilo dokazat, Zze NO je ve skutecnosti latka dfive oznacovand jako endotelidlni
relaxacni faktor (EDRF), kterou poprvé popsal F. R. Furchgott (Furchgott, 1980). Od té
doby bylo popsdno mnoho funkci NO v organismu. Vroce 1992 byl NO prohldsen
renomovanych védeckym casopisem Science ,Molekulou roku”. V roce 1998 za objev
NO jako signdlni molekuly v kardiovaskuldrnim systému ziskali védci F. R. Furchgott, L. J.

Ignarro a F. Murad Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu.
NO je plynna signalni molekula, dalSimi jsou sirovodik a oxid uhelnaty (Du, 2006).

NO mda malou nenabitou molekulu s idealnimi vlastnostmi, ktera velmi rychle
pronikd z mista vzniku biologickymi membranami. Podili se na regulaci mnoha
fyziologickych procest jako jsou napf. vazodilatace, myorelaxace, inhibice agregace
desticek, prenos nervovych vzruchll (neadrenergni necholinergni inhibicni
neurotransmise) ¢i imunitni obrana organismu (cytotoxicky, tumoricidni a baktericidni
efekt) (Buga, 2000). V dychacich cestach NO ovliviiuje tonus hladkého svalstva pridusek

a cév.

NO je diky své povaze ,volného radikalu“ velmi reaktivni, ma velmi kratky
biologicky polocas (nékolik sekund). Rychle se vaze na cilovd mista, zejména kovy
v molekuldach metaloenzym( a v hemu. V télnich tekutindch velmi rychle reaguje
s kyslikem, superoxidem a jinymi reaktivnimi formami kysliku (ROS) nebo se vaze
na nizkomolekularni a vysokomolekuldrni latky, které obsahuji thiolové skupiny
(glutathion, albumin). V plynné fazi je NO pfti nizkych koncentracich stabilnéjsi a to

umoziuje jeho stanoveni ve vydechovaném vzduchu.
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NO je vsavéim organismu tvofen NO syntazami (NOS), které katalyzuji
oxidaci L-argininu na L-citrulin  zahrnujici prenos 5 elektrond z kysliku a NADPH.
Meziproduktem této reakce je Nw-hydroxy-L-arginin (NOHA), jenZz je inhibitorem

arginaz.

Sumarni chemicka rovnice je nasleduijici:

L-arginin + NADPH + H* + O, = NOHA + NADP* + H,0
NOHA + % NADPH + % H* + 0, L-citrulin + % NADP* + NO + H,0

a

o
&
HJI?—-SH—AU I HN—CH—L —& HEIF—CH—AIJ —F
H

CH
z NADPIL NADP! 1. NADPH 1NADP g
0y +H,0 H +0, +Hy0

CH,
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l:wﬁ)) NH— OH

H
HH.
NH, : H;

L-Arginine N-Hydroxy-L-arginine L-Citrulline

Byly popsany Ctyfi izoformy NOS, které se liSi molekulovou hmotnosti, zavislosti
na koncentraci intracelularniho Ca2+, ale také lokalizaci exprese (viz tabulka 5).
Konstitutivni izoformy eNOS (endotelidlni, NOS3) a nNOS (neuronalni, NOS1) jsou fizeny
koncentraci intracelularniho Ca®*, kalcium se navaZze na bilkovinu kalmodulin (CaM)
a vytvoreny komplex pak aktivuje eNOS nebo nNOS. Touto cestou je tvorba NO velmi
rychld (béhem nékolika sekund) a koncentrace NO se pohybuje v nizkych hodnotach
(pikomoly), pUsobi lokalné (vazodilatace, bronchodilatace a prenos nervovych vzrucha).
Relativné nedavno objevena konstitutivni forma je mitochondridlni NOS (mtNOS). Jeji
aktivita je také regulovdna koncentraci kalcia a ma vliv zejména na mitochondrialni
bioenergetiku (Ghafourifar, 2005). Aktivita inducibilni formy iNOS (NOS2) je naopak
fizena transkripéné pomoci transkripéniho faktoru NFkB. Komplex Ca®*-CaM je integralni

¢asti molekuly iNOS. lzoforma tvofi vysoké (nanomolarni) koncentrace NO. Tvorba NO
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probiha pomaleji (nékolik hodin) a NO pusobi po delsi dobu. Takto vznikly NO se

uplatiuje predevsim pfi imunitni a zanétlivé odpovédi. Aktivitu iINOS zvySuji prozanétlivé

cytokiny (napf. TNF-a — tumor-nekrotizujici faktor a, IL-1B - interleukin-1B, IFN-y —

interferon-y) a bakterialni lipopolysacharid (LPS) (obrazek 5).

Tabulka 5 Prehled syntaz oxidu dusnatého

(upraveno dle Knowles, 1994)

eNOS nNOS iNOS
Mr 160 kDa 131 kDa 133 kDa
Exprese Konstitutivni Konstitutivni inducibilni (cytokiny, LPS)
Regulace ca**/cam ca’'/CcaM na Urovni transkripce
Kofaktory BH4, arginin, ADMA BH4, arginin, ADMA BH4, arginin, ADMA
Produkce NO  Kratkodoba Kratkodoba Dlouhodoba
Koncentrace Pikomolarni Pikomolarni Nanomolarni
Vyskyt Endotel Neurony makrofagy, vétSina bunék
Funkce fyziol. Regulace fyziol. Regulace patologické stavy

= regulace
cévniho tonu
= prokrveni

=  neurotransmise
= tvorba pamétové
stopy
=  motilita GIT
patologicka nadprodukce
= cytotoxicita
= neurodegenerace

=  cytotoxicita

= vazodilatace

= zanét

= septicky Sok

= imunitni obrana
organismu

Inhibitory NO syntaz pfispivaji ke snizeni nitra¢niho stresu. Mlzeme je rozdélit

do tfi zakladnich skupin: latky soutézici s NADPH, s kalmodulinem ¢i sargininem o NOS

(Knowles, 1994). Mezi analogy argininu fadime L-monomethylarginin (L-NMMA),

asymetricky dimethylarginin (ADMA) (Obrazek 6) a L-nitroarginin (L-NNA). Dale pak

nami zkoumané L- NAME a AG (Alderton, 2001).
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LPS
cytokiny

infekce NADPH
oxidazy
k‘ NO L-arginin

ADMA

vazodilatace m
; L-citrulin

dimethylamin

Obrazek 5 Aktivace iNOS
(upraveno dle 2006 Boger)

Symboly: LPS — bakterialni lipopolysacharid; mRNA — mediatorova RNA; iNOS - indukovatelna forma NO-
syntdzy; NO - oxid dusnaty; ADMA - asymetricky dimethylarginin, DDAH - dimethylarginin
dimethylaminohydrolaza; O, - superoxidovy radikal, ONOO™ - peroxynitrit

1.6.3 Dalsi dusikaté latky

Kromé NO patfi k RNS i dalsi dusikaté Iatky, jakymi jsou napfiklad peroxynitrit
(ONOQ', peroxodusitan) ¢i oxid dusic¢ity (NO,). NO se velmi snadno v pfitomnosti
volného kysliku oxiduje na NO,. V pfitomnosti O, vznika ONOO’, ktery je velmi G€innym
prostiredkem v boji s intraceluldrnimi patogeny. Peroxynitrit je silnym nitracnim
Cinidlem, které mze nitrovat Siroké spektrum biomolekul, napf. bilkoviny. Pfi reakci
ONOO' s tyrozinem vznikd velmi stabilni produkt 3-nitrotyrozin (NT). Pravé NT se jevi
jako vhodny marker nitra¢niho stresu v podminkach in vitro ale také in vivo (Giaid,

2003).
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DalSimi dullezitymi reakcemi RNS jsou reakce s latkami obsahujicimi thiolové
skupiny (SH), napf. jiz zminéné bilkoviny, nizkomolekuldrni latky sSH skupinou.
Nitrosoproteiny a nitrosothioly jsou transportni formou NO a podileji se na regulaci
enzymu prostiednictvim mechanismu podobného fosforylaci. Post-transla¢ni modifikace
proteinli ucinkem NO vede ke zméné jejich aktivity ¢i subcelularni lokalizace.
Nitrosothioly vznikaji pfedevsim reakci NO s glutathionem, jejich zvySenou koncentraci
Ize pozorovat u zanétlivych plicnich onemocnéni, jakymi jsou napfiklad cysticka fibroza

a chronicka obstrukéni plicni nemoc (CHOPN) (2001, Corradi).
1.6.4 Arginin

Arginin je vychozi latkou nejen pro tvorbu oxidu dusnatého, ale také
prostfednictvim ornitinu pro syntézu polyaminG spermidinu, spermicinu a putrescinu,
které jsou dllezitymi reguldtory bunécéného ristu, diferenciace a smrti (Wallace, 2003).
DalSim bunéfnym reguldtorem, ktery vznika z argininu prostfednictvim ornitinu je
prolin, soucast kolagenu. Metabolismus L-argininu je tak centralnim bodem nejen pro
regulaci ale také tkanovou prestavbu, dava vzniku vaskularnim mediatorim (ADMA,
NO, L-NMMA), ale také tkdanovym medidtoriim (prolin, NO) (Kitowska, 2008).
Metabolismus methylovanych derivatd argininu zacina posttranslacni modifikaci —
methylaci - proteind bohatych na arginin. Tuto reakci zprostfedkovavaji enzymy
protein-arginin methyl transferazy (PRMT). Degradaci téchto protein(, které se ucastni
raznych fyziologickych déjd, vznikaji derivaty argininu, napf. ADMA, L-NMMA (Bulau,
2007). Transport argininu z extraceluldrniho prostoru je zprostfedkovavan pomoci
transportérii CAT (cationic amino acid transporter), y* systému, specifickych pro
kationické aminokyseliny, ke kterym patfi i arginin. CAT jsou membrdnové
glykoproteiny o molekulové hmotnosti 70 kDa, které se nachdzeji v izoformach, CAT1,
CAT2a, CAT2b, CAT3 a CATA4. Izoformy se lisi tkdnovou distribuci, substratovou afinitou
a transportni kapacitou (Ito, 1997; Yeramian, 2006; Closs, 2000). CAT1 je konstitutivné
exprimovana ve vSech tkanich vyjma jaterni tkdné dospélého jedince. Jeho afinita pro

arginin je velmi vysoka, avsak transportni kapacita nizka. Stejné jako CAT1 i CAT2b ma
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vysokou afinitu a malou kapacitu pro transport argininu. CAT2b je exprimovana béhem
zanétu makrofagy, astrocyty a myocyty (Simmons, 1996; Nicholson, 2001; Stevens,
1996). lzoforma CAT2a je lokalizovana v jatrech, k argininu ma vysokou transportni
kapacitu a nizkou afinitu. Izoforma CAT3 svysokou afinitou a nizkou transportni
kapacitou pro arginin je pfedevsim lokalizovana v mozkové tkani. Funkce CAT4 neni
zatim objasnéna (Yeramian, 2006). V organismu muze byt L-arginin metabolizovan na
fadu sloucenin za katalyzy fadou enzymu: syntazami oxidu dusnatého (NOS) na oxid
dusnaty a citrulin, argindzami (ARG) na ornitin, arginin:glycin-amidinotransferdzou
(AGAT) na kreatin, arginin-dekarboxylazou (ADC) na agmatin. Z pohledu zanétlivé
reakce jsou nejdllezitéjsi NOS a ARG. Arginazy se vyskytuji ve dvou izoformach.
Arginazu typu 1 lokalizujeme v cytozolu jater. Argindza typu 2 je mitochondrialni

enzym produkovany mnoha organy, vyjma jater, nejvice vsak ledvinami.

NH,
H2N NH O
\l( 7
NH OH

(|3H3 NH,
HN\[]/NH\/\)Y/O
NH OH
HeC CH

NH,

N2

N\n/NH 0
NH OH

Obrazek 6 Chemicka struktura argininu, N-monomethylargininu a asymetrického dimethylargininu

1.6.5 Antioxidanty

Stanovit v organismu lze také latky zprostfedkovavajici antioxidacni ochranu
organismu, napfiklad vitaminy s antioxidacni schopnosti (vitamin A, vitamin E)
antioxidacni enzymy (SOD, GPx ¢i KAT) a dalsi latky. DUlezitym markerem posouzeni

oxidacniho stresu i samotné antioxidac¢ni kapacity organismu je stanoveni redukovaného
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glutathionu (GSH), ale také poméru redukovaného a oxidovaného glutathionu
(GSH:GSSG). Glutathion je jednim z hlavnich intraceluldrnich antioxidant(, jehoz ukolem
je vychytavat ROS (Droge, 2000). Slouzi také jako substrat pro enzym GPx, ktery

organismus chrani pred ucinky H,0,.

1.7 Experimentadlni zvirata

V soucasné dobé existuje nékolik zvifecich modell pro radiacni poskozeni plic,

pficemz kazdy model ma své vyhody a nevyhody.

Nejcastéji jsou pro pokusy uzivana mala laboratorni zvifata — mysi a potkani.
Na mysim experimentdlnim modelu byly poprvé studovany zarenim vyvolané zmény
v expresi cytokind a chemokinl (Rubin, 1995). Potkani model se pro zménu zacal Siroce

pouzivat pro studium plicnich funkci (napf. Zhang, 2008).

Radiacni vyzkum ma fazi studia mechanismu a fazi validace poznatk(. P¥i studiu
mechanismu Ucinkd radiacniho zareni se vyuzivaji spiSe mald zvifata - hlodavci, zatimco
velka zvitata — prase, pes, primati jsou duleZitymi modely ve fazi validace (Augustine,

2005).

Ptfehled zvifecich modell je uveden v nasledujicich tabulkach 6 a 7.

Tabulka 6 Prehled zvifecich modeld — mala zvirata

(upraveno dle Williams, 2010)

Model Vyhody Nevyhody
Mys raidosenzitivita plicni tkané podobna jind anatomicka struktura plic —¢lenéni lalokd,
s lidskou relativni Sife septa
stejna doba pro rozvoj pneumonitidy i
fibrézy
Potkan raidosenzitivita plicni tkané podobna jind anatomicka struktura plic —Clenéni laloka,
s lidskou relativni Sife septa
stejna doba pro rozvoj pneumonitidy i
fibrézy
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Tabulka 7 Prehled zvifecich model( — velkd zvitata

(upraveno dle Williams, 2010)

model Vyhody Nevyhody
prase podobna anatomicka struktura plic omezeni jak lokalni tak celotélové davky zareni
Pes -- stejné jako mala experimentalni zvirata jina stavba
plic
vys$Si primati nejvhodnéjsi model jen nékolik malo studii

Nejvice propracovany a nejlépe charakterizovany je mysi model radiacni
pneumonitidy a fibrozy plic (Ribe, 2000). Potkani model radiaéni fibrézy plic nebyl
doposud fadné prostudovan. Mnohem castéji byla studovana plicni fibréza vyvolana
u mysi nebo potkan( bleomycinem (napf. Endo, 2003 — mysi model; Koslowski, 2003 —
potkan). Bleomycin je protinddorové peptidové antibiotikum izolované z plisné
Streptococcus verticillus (Blum, 1973), které se vyuzivd predevSim pfi [éCbé
Hodgkinovych a non-Hodgkinovych lymfom0 (Tapkire, 2009). Vznik intersticialni plicni
fibrozy navozené bleomycinem zavisi na davce (Punithavathi, 2000). Mechanismus
vzniku a rozvoje plicni fibrézy neni jesté presné definovan. Existuje prfedpoklad, Ze
bleomycin indukuje tvorbu ROS (Zelko, 2010), které pak vedou pfes pneumonitidu

k intersticidlni plicni fibréze (Wei, 2010).

Pro studium radiacnich ucinkd se také velmi ¢asto vyuzivaji bunécné linie. Jedna
se o buriky malych a velkych laboratornich zvifat, ale také lidské bunécéné linie (Marusyk,

2010).
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2. KAPITOLA: CiLE VYZKUMNE PRACE

Cil vyzkumné prace

1. Posoudit moZnost vyuziti vydechovaného oxidu dusnatého jako potencidlniho
prediktivniho ¢asného markeru celkové expozice organismu ionizujicimu
zareni po celotélovém ozareni

2. Posoudit radioprotektivni ucinky vybranych latek s vlastnostmi antioxidant(
a inhibitort NOS (L-NAME, aminoguanidin, acetyl-L-karnitin) proti nasledkiim
celotélového ozareni

3. Posoudit moznost vyuZiti vydechovaného oxidu dusnatého jako potencialniho
prediktivniho markeru rozvoje radiacni pneumonitidy

4. Posoudit radioprotektivni uc¢inky vySe uvedenych latek proti nasledkiim lokalniho

ozareni hrudniku
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3. KAPITOLA: METODOLOGIE

3.1. Zvirata

K experimentu byly pouzity potkani samice kmene Wistar (VELAZ, s.r.o., Unétice,
CR) prosté specifickych patogent (SPF). Laboratorni zvifata byla ustdjena
v klimatizované mistnosti (22 + 2 °C, 50 + 10 % relativni vihkost, svétlo od 07% do 19%
hodin), krmena dietou standartni dietou ST-1 (Velaz, s.r.o.) a napajena vodovodni vodou
ad libitum. Zachdazeni s experimentdlnimi zvifaty bylo pod dohledem etické komise

Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany v Hradci Kralové, CR.

3.2. Zdroj zareni

V experimentech byl k ozafeni pouzit kobaltovy (°°Co) zdroj (Chirana, Praha, CR)
gama zareni. Pro dozimetrii byl pouZit klinicky dozimetr PTW Unidos 1001 (sériové ¢.
11057, RPD Inc., Albertville, MN, USA) s ioniza¢ni komorou PTW TM 313 (sériové C.
0012, RPD Inc).

Ozarovani potkanl gama zarenim bylo provadéno jednak celotélové davkami
v rozmezi 2 az 50 Gy, davkovym prikonem 1-0,6 Gy/min ze vzdalenosti 1 m od zdroje.
K celotélovému ozareni bylo pouZito boxu z plexiskla, které umoznilo ozafit 10 zvifat

najednou, bez anestézie.

Pro analgosedaci zvirat pred aplikaci lokalniho ozareni byla pouzita kombinace
latek narkamon (5%, 40 mg/kg, BIOVETA, a.s, lvanovice na Hané, CR) a rometar (2%, 4,8
mg/kg, BIOVETA, a.s, lvanovice na Hané). Ozarovani probihalo jednotlivé upoutanim na
umélohmotnou podlozku (VLA JEP, Hradec Kralové, CR) ve vzdalenosti 0,5 m
a davkovym prikonem 4,1-2,5 Gy/min. Byla ozafovana oblast plic (3 cm na Sitku) zbylé
Casti téla byly stinény 10 ti cm olova. Kontrolni zvifata byla ovlivnéna stejnym zplsobem

bez ozareni.
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3.3. Ukonceni experimentu

Na konci experimentu byla zvifata uspana pentobarbitalem sodnym (davka 50
mg/kg i. p., Sigma Aldrich, Praha, CR) a ndsledné usmrcena vykrvacenim z bfidni aorty.
Bronchoalveolarni lavaz (BAL) byla ziskana vyplachem 10 ml 0,9% fyziologického roztoku
(B. Braun Medical s.r.o., Praha, CR) pFi tracheostomii. Vzorky nesrazlivé krve (odbérovy
systém: 9 ml S monovette K3EDTA, SARSTEDT spol. s r.o., Praha, CR) a tekutiny
z bronchoalveoldrni lavaze (odbérovy systém: 15ml centrifugacni zkumavky, P - LAB a.s.,
Praha, CR) byly po odebrani centrifugovany (2000 g/10 min/4°C), rozpipetovany

a zamrazeny pfi teploté -80 °C.

3.4. Vydechovany oxid dusnaty

Méreni koncentrace vydechovaného oxidu dusnatého (eNO) je neinvazivni
vySetieni, jehoz vysledek odrazi zanét probihajici v oblasti dychacich cest a plic. Vysledek
vySetfeni se udava jako frakéni koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu (symbol
FeNO). FeNO je biomarker, vyuzZivany pfi monitorovani zanétu pridusek pri astmatu, ale
také u dalSich chorob napf. chronické plicni obstrukéni nemoci (CHOPN). Pfi detekci
nizkych koncentraci vydechovaného NO (jednotky az desitky ppb, tj. parts per bilion) NO

se vyuzivaji elektrochemické a chemiluminiscenéni analyzatory.

Stanoveni eNO jsme provadéli chemiluminiscenéni metodou na analyzatoru CLD
88 (Ecomedics, Duernten, Svycarsko). Principem této metody je oxidace NO ozonem
a nasledna emise Zlutozeleného zareni. Koncentrace je udavana v jednotkach ppb,

méfrici rozsah pfistroje je 0,1 az 5000 ppb.

Potkan je umistén do hermeticky uzaviené plastové komory o objemu 3 | (P - LAB
a.s.), kterd je pred mérenim vyfoukdna 3 minuty vzduchem zbavenym NO. Po 10
minutach je otevien ventil spojujici komoru s nasavaci kanylou NO analyzatoru a je

zméfena koncentrace NO ve vzduchu v komore (rychlost nasdvani vzorku do
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analyzatoru: 330 ml/min). Metoda je drobnou modifikaci metody pouZité jinymi autory

(Ahmad, 2009).

3.5. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC - wvysokoucinna kapalinova chromatografie nebo také vysokotlaka
kapalinova chromatografie je analytickd metoda pro separaci a analyzu smési latek,
jejimz zdkladnim principem je rozdélovani slozek smési mezi mobilni a stacionarni fazi.
Vyhodou oproti klasické kapalinové chromatografii je nizSi spotfeba organickych
rozpoustédel a tim i sniZzeni nakladd. Principem této metody je rozdilnd distribuce
stanovovanych latek ve vzajemné nemisitelnych fazich. Odebrany biologicky vzorek je
pfed nastfikem na chromatografickou kolonu vhodné upraven. Obvykle se provadi
precipitace proteinl ze vzorku, extrakce analytl z biologické matrix napfiklad v systému
kapalina-kapalina nebo na kolonkach s pevnym sorbentem. V nékterych pfipadech se
provadi derivatizace stanovované latky, jejimZz nejcastéjSim dlvodem je zcitlivéni

detekce.
3.5.1. Malondialdehyd (MDA)

Parametry metody

systém: Shimadzu (Kyoto, Japonsko) / Agilent (Santa Clara, CA, USA)

kolona: NUCLEOSIL 100-5 C18 (4,6x125 mm, Macherey-Nagel, Diren, Némecko)
nastfik: 30-100 pl (podle typu vzorku)

prutok: 1,0 ml/min

mobilni faze: izokratickd - acetonitril (ACN) + voda + kyselina octova (380:620:2)
pH=3,4

teplota na koloné: 30 °C
detektor: UV/VIS

vinova délka: A=310 nm
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doba analyzy: 11 minut

Pouzité chemikalie

standard: tetrabutylamonium malondialdehyd (Sigma Aldrich, M,= 313,53 g.mol™)
derivatizaéni &inidlo: 2,4-dinitrofenylhydrazin (Sigma — Fluka, M= 198,14 g.mol ™)
deproteinaéni &inidlo: 35% (v/v) kyselina chlorista (M,= 100,46 g.mol™)

pomocné roztoky:

— 2 M kyselina chlorovodikova (Mr= 36,46 g.mol-1)
— 6 M hydroxid sodny (Mr= 40,00 g.mol-1)
— 1% kyselina sirova (Mr= 98,08 g.mol-1)

K250 ul vzorku nebo standardu bylo pfidano 50 pl 6M NaOH. Po alkalické
hydrolyze 30 minut pfi teploté 60 °C byly vzorky ochlazeny stdnim po dobu 5 minut
v chladu (-20 °C). Pro deproteinaci vzorku bylo do objemu pfidano 125 ul 35% HCIO,.
Ze supernatantu po centrifugaci (15000 g/10 minut/4°C) bylo odebrano 250 ul a pfidano
25 ul derivatiza¢niho ¢inidla (5 mM DNPH), Po 10 minutové inkubaci byla stanovena
koncentrace produktu derivatizace (1-(2,4-dinitrofenyl)pyrazol). Metoda je modifikaci

postupu podle Pilze (Pilz et al. 2000).
3.5.2. Arginin

Parametry metody

systém: Agilent

kolona: Kinetex C18 (3x150 mm, 2,6um, Phenomenex, Torrance, CA, USA)
nastrik: 1 pl

prutok: 0,85 ml/min

mobilni faze: gradientova - A: H20-kyselina mravenci (pH = 3)

B: MeOH — 0,0 — 11,0 min: 7-19% B
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— 11,0-14,5 min: 30% B
— 14,5-16,5 min: 7% B
teplota na koloné: 45 °C
detektor: fluorescencni
vinova délka: excitacni = 335 nm
emisni =450 nm

doba analyzy: 16,5 minut

Pouzité chemikalie

standard: arginin (Sigma Aldrich, M,= 174,20 g.mol™)
nor-NOHA (Cayman, M,= 176,20 g.mol™)
derivatizaéni €inidlo: o — phtaldialdehyd (OPA, Sigma Aldrich, M= 134,13 g.mol™)
elucni ¢inidlo: octan draselny:voda:methanol (20:20:60)
pomocné roztoky:

— 0,1 M kyselina chlorovodikova (Mr= 36,46 g.mol-1)

— 1 M octan draselny (Mr= 82,03 g.mol-1)

— 50 mM fosfatovy pufr pH=7,4 (NaH,PO, . H,O (Mr= 138,00 g.mol-1) nebo
NaH,P0O, . 2H,0 (Mr= 156,01))

— methanol (Mr= 32,04 g.mol-1)

— kyselina 3-merkaptopropionova (Mr= 106,14 g.mol-1)

K 200 ul vzorku plazmy (1000 ul vzorek BAL) nebo standardu bylo pfidano 50 pl
standardu argininu a 600 pl fosfatového pufru (pH 7,4). Analyty byly extrahovany
z biologické matrice na kolonkach s pevnou fazi Oasis MCX (Waters, Milford, MA, USA)
pomoci nasledujiciho postupu: Kolonka se promyje 2 ml MeOH a 2 ml vody (pfiprava
sorbentu). Poté je na kolonku naneseno 850ul vzorku plazmy nebo 1350 ul BAL. Kolonka
se promyje 1 ml 0,1M HCl a 1 ml MeOH. Poté nasleduje eluce vzorku 1 ml eluéniho
¢inidla. Vzorky po eluci se odpafi pod proudem dusiku (teplota termostatu 40 °C).

Odparek vzorku je rozpustén ve 200 ul vody. Po pfidani 200 pl derivatizaéniho cinidla
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(OPA) se vzorek analyzuje. Metoda je modifikaci dfive publikovaného postupu (Teerlik

et al. 2002).
3.5.3. Koncentrace dusi¢nant/dusitanti (NOx)

3.5.3.1. Homogenizace tkani pro HPLC stanoveni NOx

Zmrazend tkan byla pomoci tekutého dusiku (Linde Gas a.s., Praha, CR) rozetfena
v tfeci misce. 100 mg prasku bylo smichano s acetatovym pufrem (25 mmol/I, pH=4,5).
Vyslednd suspenze byla centrifugovana (15000 g/15 min/4 ° C). K deproteinaci
supernatantu byla vyuZita ultrafiltrace (10000 g/15min/4°C) pomoci kolonek Microcon
YM-30 (Millipore Corp., Billerica, MA, USA). Pro HPLC stanoveni NOx byl pouzit

ultrafiltrat.

Parametry metody

systém: Shimadzu / Agilent
kolona: Gemini—NX C18 (4,6x150 mm, 5pum, 110A, Phenomenex)
nastrik: 20 pl
prutok: 1,0 ml/min
mobilni faze: izokratickd — 20M boratovy pufr + ACN (70:30)
teplota na koloné: 45 °C
detektor: fluorescencni
vinova délka: excita¢ni = 365 nm
emisni =435 nm

doba analyzy: 8 minut

Pouzité chemikalie
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standard: dusi¢nan sodny (Sigma Aldrich, Mr= 85,00 g.mol-1)

derivatizacni €inidlo: 2,3-diaminonaftalen (Sigma Aldrich, Mr= 158,20 g.mol-1)

v 7 wve

redukéni Cinidlo: nitrat reduktaza (NR, plvod Aspergillus niger, Sigma Aldrich)
kofaktor: NAPDH (Sigma Aldrich)
pomocné roztoky

— 20 mM boratovy pufr (H3BO3, pH=8,7, Mr= 61,83 g.mol-1)

— 0,62 M kyselina chlorovodikova (Mr= 36,46 g.mol-1)

— 0,1 M hydroxid sodny (Mr= 40,00 g.mol-1)

— 170 mM Na,HPO, .12H,0 (pH=7,4, Mr= 358,14 g.mol-1)

— roztok NR - 170 mM fosfatovy pufr+glukdza-6-fosfat + glukdza-6-fosfat
dehydrogenadza

K 20 ul vzorku nebo standardu bylo pfiddano 7,5 ul pracovniho roztoku NR a 6 pl
roztoku NADPH. Po dobu 45 minut ve tmé pfi laboratorni teploté probihala redukce
dusi¢nanl na dusitany. Poté bylo ke vzorku pfidano 120 ul derivatizacniho cinidla (DAN)
a vzorek byl inkubovan 10 minut ve tmé pfi laboratorni teploté. Reakce byla ukoncena
pridanim 300 ul 0,1 M roztoku NaOH. Metoda je modifikaci postupu, ktery publikovali
Woitzik a spolupracovnici (Woitzik et al. 2001).

3.6. Stanoveni celkové bilkoviny (TP)

Principem této reakce je alkalicka redukce Cu** na Cu'* proteiny ve vzorku

a nasledna tvorba cheldtl iontu s kyselinou bicinchoninovou.

Pouzité chemikalie

standard: bovinni sérovy albumin (Sigma Aldrich)

vizualiza¢ni Cinidlo: reagencie A:B(50:1)
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— reagencie A: uhli¢itan sodny, hydrogenuhli¢itan sodny, kyselina
bicinchoninova a tartrat sodny v 0,1M hydroxidu sodném
— reagencie B: 4% siran médnaty

Ke stanoveni celkové bilkoviny byla pouZita spektrofotometrickd metoda
provedena pomoci diagnostické soupravy BCA Protein Assay Reagent (Pierce, Rockford,
IL, USA). Do mikrotitracni desticky bylo pipetovano 40 pl vzorku nebo standardu a 180
¢inidla. Reakéni smés byla inkubovana 30 minut pfi 37 °C, poté se odecetla absorbance

pfi 562 nm.

3.7. Stanoveni exprese proteinlii pomoci metody Western blot

Metoda Western blot je analytickd metoda slouzici k detekci proteinu pomoci
specifické protilatky. Jedna se o dvoukrokovou metodu. V prvnim kroku jsou proteiny
separovany na zdakladé molekulové hmotnosti pomoci SDS-PAGE elektroforézy. Po
elektroforéze nasleduje vdruhém kroku prenos separovanych proteinl na PVDF

membranu a jejich detekce pomoci specifickych protilatek
3.7.1. Homogenizace tkani pro elektroforézu

Pouzité chemikalie

zasobni pufr: pH=7,4
— 1 mM EDTA (M,=292,20 g.mol™)
— 50 mM TRIS (M,=121,10 g.mol ™)
— Triton X-100
homogenizacni pufr:
— zasobni pufr
— 1 mM Phenylmethanesulfonyl fluoride (Sigma Aldrich, M,=174,2 g.mol™)
—» 1 mM DL-Dithiothreitol (Sigma Aldrich, M,=154,25 g.mol™)
— 1,5 uM Aprotitin (Sigma Aldrich, M,=6511,5 g.mol'l)
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—> 14,5 uM Pepstatin A (Sigma Aldrich, M,=685,9 g.mol™)

—> 23,4 uM Leupeptin (Serva, M,=426,6 g.mol™)

Vzorky organ(l (plice, jatra) byly po odbéru zamrazeny v tekutém dusiku
a ulozeny pti — 80 °C. Homogenizace tkané byla provedena v homogenizacnm pufru
(pomér tkan:pufr byl 1:5) za chladu (4 °C)pomoci homogenizatoru Ultra Turrax (IKA
Werke GmbH &Co. KG, Staufen, Némecko). Prvni centrifugace zhomogenizované tkané
probéhla pfi 4 °C, 10 minut a 1000 g. Supernatant byl podroben druhé centrifugaci po
dobu 30 minut pfi 4 °C a 19000 g. Stanoveni exprese danych proteinl bylo provedeno

v supernatantu po druhé centrifugaci.

Koncentrace proteinl byla stanovena diagnostickou soupravou BCA Protein

Assay Reagent (Pierce).

3.7.2. Western blot

Parametry metody

elektroforéza: 200 V/240 mA, ¢as zavisly od pohyblivosti protein(
blotting: 100 V/250 mA, 120 minut

Pouzité chemikalie

protilatky primarni

— iNOS polyclonal antibody (Cayman, Praha, Ceska republika)

— anti-B-actin (Sigma Aldrich)

— Purified Mouse Anti-Arginase | (BD Transduction Laboratories, San Jose, CA,
USA)

— Arginase Il (H-64, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)

protilatky sekundarni

— Polyclonal Goat Anti-Mouse Immunoglobulins /HRP ( Dako Denmark A/S,
Glostrup, Dansko)
— Polyclonal Swine Anti-Rabbit Immunoglobulins/HRP (Dako Denmark A/S)
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0,5M zaostrovaci pufr: pH=6,8

—> Tris-HCl (Sigma Aldrich, M,=157,60 g.mol ™)
1,5M rozdélovaci pufr: pH=8,8

—> Tris-HCl (Sigma Aldrich, M,=157,60 g.mol ™)
akrylamid

—> 30% akrylamid (Sigma Aldrich, M,=71,08 g.mol™)
— 0,8% bis-akrylamid (, M,=154,17 g.mol'l)

dodecyl siran sodny (10%, Serva, M,=288,38 g.mol™)
amonium persulfat (10%, Sigma Aldrich, M,=228,20 g.mol'l)
tetramethylethylendiamin (Sigma Aldrich, M,=116,20 g.mol™)
vzorkovy pufr

— 0,5 M Tris-HCl (Sigma Aldrich, M,=157,60 g.mol™)

— glycerol ( M,=92,09 g.mol™)

— dodecyl siran sodny (Serva, M,=288,38 g.mol™)

— 0,1% bromidova modr

— 15% B-merkaptoethanol (Sigma Aldrich, M,=84,17 g.mol™)

running pufr: pH=8,3

— 25 mM Tris (Sigma Aldrich, M,=157,60 g.mol™)
— Glycin (Sigma Aldrich, M,=75,07 g.mol™)
— dodecyl siran sodny (Serva, M,=288,38 g.mol™)

transfer pufr: pH=8,3

— 25 mM Tris (Sigma Aldrich, M,=157,60 g.mol'l)
— Glycin (Sigma Aldrich, M,=75,07 g.mol'l)
— 20% methanol (M,=32,04 g.mol™)

10xTBS- Tris-buffered saline: pH=7,6

— 20 mM Tris (Sigma Aldrich, M,=157,60 g.mol™)
— 137 nM hydroxid sodny (M,=40,00 g.mol ™)

TBS-T — Tris-buffered saline+Tween
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— Tween 20 (Sigma Aldrich)
su$ené odtuénéné mléko (5%, Bio-Rad, Praha, Ceska republika)

bovinni sérovy albumin (5%, Sigma Aldrich)

Tkanovy homogendt byl nafedén 3x koncentrovanym SDS vzorkovym pufrem
a zahtat na 90 °C po dobu 5 minut. 30 mg proteinu bylo naneseno na 10-15% SDS-
polyakrylamidovy gel (dle molekuldarni hmotnosti sledovaného proteinu)
a elektroforeticky separovano systémem Mini-Protean 3 (Bio-Rad, Praha, Ceskd

republika).

Poté byly separované proteiny preneseny z gelu na PVDF membrany pomoci
Trans-Blot aparatury (Bio-Rad, Praha, Ceska republika). Po 1 h blokaci v TBS pufru pH 7.6
(20 mM Tris, 137 mM NacCl), obsahujicim 5% odtu¢néné mléko a 0,05% Tween 20 byly
membrany inkubovany pres noc pfi teploté 4 °C s nasledujicimi protilatkami: iNOS
polyklonalni protilatka (1:500), anti-B-aktin (1:20 000), argindza 1 (1:1000) a arginaza I
(1:500). Po promyti v TBS, obsahujicim 0,05% Tween 20, byly membrany inkubovany se
sekundarni protilatkou anti-mysi 1gG konjugovanou s kfenovou peroxidazou
pro Arginazu | (1:1000) a B-aktin (1:25 000) a anti-krali¢i IgG konjugovanou s kfenovou
peroxiddzou pro iNOS a argindzu Il (1:2000). K detekci navazanych protilatek byl pouzit

kit Chemiluminescence Western Blotting (Roche, Basel, Svycarsko).

3.8. Stanoveni exprese proteinii pomoci metody RT-PCR

Polymerdzova retézova reakce je molekularné biologickd metoda slouZici
k namnoZeni Usek( DNA, které se pak dale vyuZivaji napriklad k diagnostice infekénich

onemocnéni, sekvenaci DNA, diagnostice dédi¢nych onemocnéni ¢i analyze gena.

PCR se sklada ze tfi zakladnich krokd, které se neustale opakuji. Pocet opakovani
je asi 30-50. Po 30 opakovanich je ziskana pfiblizné 1 miliardanasyntetizovanych useki

DNA. Prvnim krokem je denaturace DNA probihajici pfi 95 °C, kdy dochazi k rozdvojeni
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vldkna DNA. Poté dochazi k nasednuti specifickych primerd, annealing, pfi teploté
50-60°C. Kone¢nym krokem PCR je elongace, neboli syntéza DNA, kdy dochazi k vlastni

syntéze nové DNA.

RT-PCR — neboli PCR v redlném case je modifikaci klasické metody PCR, kterd
umoznuje sledovani priibéhu reakce vredlném case pomoci fluorescencnich sond Ci
barev. Hlavni vyhodou RT-PCR oproti klasické PCR je mozinost kvantifikovat

nasyntetizovany produkt DNA.

3.8.1. Homogenizace tkani pro RT-PCR

Pouzité chemikalie

Kit pro izolaci RNA: RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Némecko)

Kit pro transkripci cDNA: High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life

Technologies Corporation, Carlsbad, California, USA)

Kit pro RT-PCR expresi genl: TagMan® Gene Expression Assay (Life Technologies

Corporation)

Master Mix pro RT-PCR expresi genti: TagMan® Fast Universal PCR Master Mix, No

AmpErase® UNG (Life Technologies Corporation)
pomocné roztoky

— Ethanol (Mr= 46,07 g.mol™)

— B-merkaptoethanol (Mr= 84,17 g.mol?)

3.8.1.1. Optimalizace homogenizace tkané pro izolaci RNA

Pro izolaci RNA z plicni tkané byly testovany 3 metody homogenizace. Homogenizace

probihala pfi teploté 4 °C.
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1. Homogenizace za pomoci homogenizatoru Ultra Turrax
K plicni tkdni o hmotnosti 25-30 mg bylo pfiddno 350 uL pufru RLT (Qiagen)
a pomoci homogenizatoru Ultra Turrax (IKA Werke GmbH &Co. KG) byla tkan

zhomogenizovana.

2. Homogenizace pomoci kuli¢ek s pfidavkem B-merkaptoethanolu
Ke sklenénym kulickdm (prdmér 1,2 mm) o celkové hmotnosti 0,17-0,18 g bylo
pfiddno 25-30 mg plicni tkané a 350 pl RLT pufru (Qiagen) a 10 pl
-merkaptoethanolu. Pro homogenizaci byl pouzit pfistroj MagNA Lyser (Roche,
Basel, Svycarsko). Parametry pro homogenizaci tkané byly 6500 ot/min, 15 s.
Cely proces homogenizace byl opakovan 3x, mezi jednotlivymi homogenizacemi
byl vzorek chlazen v -20 °C po dobu 5 min.

3. Homogenizace pomoci kuli¢ek bez pfidavku B-merkaptoethanolu

Homogenizace postupem podle bodu 2 ale bez pfidavku 3-ME

3.8.2. Izolace RNA z plicni tkané

3.8.2.1. lzolace RNA pomodci kitu
Kit: RNeasy Mini Kit

Zhomogenizovana tkan byla centrifugovana pfi 16000 g 3 min (4 °C). Supernatant
byl pfeveden do cisté zkumavky a ndsledoval pridavek 350 pl 70% EtOH. Tato smés byla
nanesena na pripravenou kolonku, pod kolonku byla umisténa cista mikrozkumavka
a probéhla centrifugace 30 s pfi 8000 g (4 °C). Po ostranéni filtratu bylo na kolonku
naneseno 700 ul pufru RW1. Nasledovala dalsi centrifugace 30 s pfi 8000 g (4 °C). Pufr
RW1 odstranil ze smési sacharidy, proteiny a mastné kyseliny. Po odstranéni filtratu bylo
na kolonku naneseno 500 ul pufru RPE a probéhla centrifugace 30 s pfi 8000 g. RPE pufr
slouzil k odstranéni soli ze vzorku. Po odstranéni filtratu bylo znovu naneseno 500 pl

pufru RPE. Nasledné probéhla centrifugace 2 min pii 8000 g. Pod kolonku byla umisténa
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Cista zkumavka a centrifugace probihala na nejvyssi otacky (16000 g) po dobu 1 min
(4°C). Pod kolonku byla umisténa novd mikrozkumavka a bylo naneseno 30 pl
RNase-free water. Vzorek byl ponechdn 3 min stat a a probéhla centriufugace 1 min pfi

8000 g (4 °C).
3.8.2.2. Méreni koncentrace a Cistoty RNA

Koncentrace a Cistota RNA byla méfena pomoci spektrofotometru Nanodrop
(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA). Koncentrace RNA je stanovena
méfenim absorbance vzorku pfi vinové délce 260 nm Cistota RNA se zjistuje pomoci
hodnoty poméru absorbanci A260 / A280 a A230 A260). Pfi poméru absorbanci 260/280
nizsich nez 1,7 nebyl vzorek pfi izolaci dostatecné separovan od bilkovin. Pfi poméru
absorbanci 230/260 nizsich nez 1,7 byl vzorek kontaminovan organickymi slouc¢eninami,

které se pouzivaly pfi izolaci RNA.

3.8.2.3. Prepis RNA do cDNA

Kit: High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
Vzorek RNA byl zfedén pomoci RNAse-free water (Qiagen) na koncentraci 200 ng/ul.

Potrebny objem jednotlivych komponent pro jeden vzorek

Komponenty o pl+8%
10x RT buffer 2 2,16
25x dNTP Mix (100mM) 0,8 0,87
10x RT random Primers 2 2,16
Multiscribe Reverse Transcirptase 1 1,08
Nuclease-free Water 9,2 9,94
celkovy objem 15 16,21

Mikrozkumavky s RNA byly vioZzenydo cykléru (2720 Thermal Cycler, Life Technologies

Corporation). Pro transkripci byl pouzit nasledujici ¢asovy a teplotni protokol:
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25 °C 10 min
32 °C120 min
85°C5s

4°C->poté byly vzorky uchovavany pfi -20 °C.

3.8.3. RT-PCR

Analyza byla provedena s pouzitim systému Applied Biosystems 7500 HT Fast Real-Time
PCR systému (Foster City, USA). Jako wvnitfni kontrola byl pouzit GAPDH, tzv.
housekeeping gen, ktery poukazuje na spravny prepis RNA do cDNA. Kvantifikace
cilového genu byla provddéna pomoci porovnani exprese GAPDH a cilového genu.

PouZité geny jsou uvedeny v nasledujici tabulce

symbol nazev assay délka
genu genu ID amplikonu
iNOS Nos2 nitric oxide synthase 2, inducible Rn00561646_m1 77
eNOS Nos3 nitric oxide synthase 3, endothelial cell Rn02132634_s1 117
ARG Il  Argll arginase type ll Rn00569814 m1 123
ARG Argl arginase, liver Rn00567522_m1 63

solute carrier family 7 (cationic amino acid
transporter, y+ system), member 1
solute carrier family 7 (cationic amino acid
transporter, y+ system), member 2
solute carrier family 7 (cationic amino acid
transporter, y+ system), member 3
GAPDH Gapdh glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Rn01775763_gl1 174

CAT1 Slc7al Rn00565399_m1 76

CAT2 Slc7a2 Rn01488325_m1 74

CAT3 Slc7a3 Rn00500256_m1 80

Kit: TagMan® Gene Expression Assay

TagMan® Fast Universal PCR Master Mix, No AmpErase® UNG

Potfebny objem jednotlivych komponent Master Mixu (MM) pro jeden vzorek

Komponenty ul
20x TagMan Gene Expression Assay 0,5
2x TagMan Fast Universal PCR 5
celkovy objem 5,5
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Vzorky byly napipetovany do desticky v dubletu. K 5,5 pl MM byl pfidan 4,5 pl
vzorku. Desti¢ku zakryjeme kryci félii a zavortexujeme. Toc¢ime 5 min pfi 2000 g. Pro

RT-PCR byl pouzit ndsledujici ¢asovy a teplotni protokol:
Zahdjeni RT- PCR

95 °C 3 min

Opakovani cyklu: 40x

95°C10s

60°C10s

3.9. Histologicke vysetreni

Vzorky plic byly po odebrani fixovany v roztoku 10% neutralniho formalinu (Chemapol,
Praha, Ceska republika). Dalsi zpracovéni probéhlo na Katedfe radiobiologie (Fakulta
vojenského zdravotnictvi, Univerzita obranyPo fixaci ve formaldehydu byly vzorky plic
vlozeny do parafinu (Paramix, Holice, Ceskd Republika). Ndasledné& byly vytvoreny
tkanové rfezy 5 um silné pomoci Microtonu (Leica SM2000 R, Heidelberg, Némecko).
Vzdusnost plic byla posouzena zjistovanim volného prostoru mezi septy, pfi barveni

hematoxilin-eosinem (Merck, Praha, Ceska Republika)

K detekci fagocytujicich bunék byla vyuzita hydrolyza specifického substratu chloracetat
esterdzou pritomnou v granuldch neutrofilnich granulocyt (kit Sigma Aldrich, Praha,

Ceska republika).

Vzdusnost plicni tkané a pocet neutrofilnich granulocytd byly méreny v 15 ndhodné
vybranych polich pfi zvétSeni 400-krat pomoci BX-51 mikroskopu (Olympus, Praha,
Ceska republika) a softwaru ImagePro 5,1 (Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA).
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3.10.Statisticka analyza

PFi statistickém hodnoceni dat bylo nejdfive posuzovano jejich rozlozeni. Pokud
se vyrazné |lliSilo od gausovského, byla analyza provedena neparametrickym
Mann-Whitneyho testem nebo analyzou rozptylu (ANOVA) po logaritmické transformaci
dat. Pokud rozloZeni odpovidalo gausovskému, byl pouzit t-test a pfi vzdjemném
srovnavani tfi a vice experimentalnich skupin ANOVA. V pfipadé hodnoceni prezivani byl
pouzit KaplanGv-MeierGv odhad. Za statisticky vyznamnou byla povaZovana hodnota
P<0,05. Pro statistické zpracovani byly pouZity programy Statistica 8 (StatSoft, Inc.,
Tulsa, OK, USA), GraphPad Prism, verze 5.02 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA)

a SigmaStat 3.1 (Systat Software Inc., Erkhart, Germany).
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4. KAPITOLA: VYSLEDKY

4.1. Celotélové ozareni

4.1.1. Porovnani zmén v metabolické draze arginin-oxid dusnaty a nitracniho
stresu vyvolanych ionizujicim zafenim s ucinky bakterialniho LPS u potkana
kmene Wistar

Prvni studie byla zaméfena na porovndani vlivu ionizujiciho zafeni a aplikace

bakteridlniho lipopolysacharidu (plvod Escherichia coli 055:B5, Sigma Aldrich)

na metabolickou drdhu arginin - oxid dusnaty a markery nitracniho stresu.

Lipopolysacharidovy model byl zaveden na Ustavu farmakologie (Lékaiskd
fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova v Praze). U tohoto modelu byly pouZity
samice potkana kmene Wistar SPF (specific pathogen-free) o hmotnosti 200-300 g

(Velaz, s.r.o., misto, Ceska republika). Zvifata byla rozdélena do t¥i skupin po 8 zvifatech.

Pro model s ionizujicim zafenim byly pouzity samice potkana kmene Wistar SPF
o hmotnosti 170-250 g (Velaz, s.r.0.). Zvirata byla rozdélena do skupin po 6 zviratech.

Zvitata byla celotélové vystavena davkam zareni od subletalnich po letdlni (2 az 50 Gy).

Ve vzorcich plazmy, vtekutiné z BAL, a v homogenatech jater aplic byly
stanovovany dusi¢nany/dusitany (NOx) a arginin. Koncentrace eNO byla vySetfena
neinvazivné ve vydechovaném vzduchu. Ukonéeni experimentu probihalo v6. a 24.
hodiné po ozareni, resp. po aplikaci LPS. Kontrolni skupiny zahrnuly potkany neozarené
a potkany s intraperitonealni aplikaci sterilniho pufrovaného fyziologického roztoku

(PBS), ktery slouzil jako vehikulum pfi podavani LPS.

4.1.1.1. Projekt pokusu

Pouzité chemikalie

LPS (Sigma Aldrich, pavod Escherichia coli 055:B5)

Pentobarbital sodny (Sigma Aldrich, Mr= 248,25 g.mol™)
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Aplikace latek
LPS: i.p., 5 mg/kg
Pentobarbital sodny: i.p., 50 mg/kg

RozvrZeni pokusu

Tabulka 8 Rozdéleni zvifat do skupin — celotélové ozareni

davka (Gy) pocet zvirat interval (h)

0 6 6 24
2 6 6 24
5 6 6 24
10 6 6 24
20 6 6 24
50 6 6 24

Tabulka 9 Rozdéleni zvifat do skupin — aplikace LPS

Aplikace Pocet zvirat interval (h)

PBS 6 6 24
LPS 6 6 24

4.1.1.2. Vysledky

Z puvodniho rozpéti davek 2-50 Gy byly vybrany davky 5 a 50 pro dalsi analyzy
¢asovych profila koncentraci sledovanych latek. Voditkem byla skutecnost, Zze u davky 5
Gy dochazi ke statisticky vyznamnému zvySeni NOx v plazmé oproti kontrolni skupiné

a davka 50 Gy je maximalni zvolena davka.

Vysledky eNO byly testovany pomoci dvoufaktorové analyzy rozptylu (ANOVA)
s naslednym Bonferroniho post-hoc testem. Koncentrace NOx a argininu byly testovany
pomoci jednofaktorové ANOVA s Dunnettovym post-hoc testem. Jako popisné
statistické charakteristiky byly zvoleny primér a smérodatnd odchylka. V pfipadé eNO

pramér a stredni chyba prdméru.

Celkové vysledky shrnuje tabulka v pfiloze (Tabulka 36).
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4.1.1.2.1. Vydechovany oxid dusnaty

Stanoveni koncentrace vydechovaného oxidu dusnatého u skupin zarenych
ddvkami 5 a 50 Gy ukdzalo statisticky vyznamné snizeni hodnot v nulté a Sesté hodiné
ve srovnani s kontrolni skupinou (Tabulka 10, Graf 1). Ve 2. hodiné po zareni davkou 5
Gy doslo ke statisticky vyznamému zvysSeni hodnot eNO vici hodnotdm nalezenym
v nulté hodiné (Tabulka 10, Graf 1). Tyto zmény vSak nebyly srovnatelné se zménami
nalezenymi u zvifat, kterym byl aplikovan LPS. Zde doslo v 6. hodiné po aplikaci LPS
k rapidnimu narGstu hodnot az na 50 nasobek vysledku kontrolni skupiny. Ve 24. hodiné
mirné zvySeni pretrvalo (Tabulka 11, Graf 2).

Tabulka 10 Casovy profil eNO po davce 5 a 50 Gy

0h 2h 6h 8h 24h
Kontroly 2,07 (0,09) 2,00(0,10) 1,60(0,21) 1,42 (0,25) 1,43(0,32)
eNO (ppb) 5Gy  1,12(0,18)° 2,56°(0,18) 0,74°(0,11) 1,62(0,30) 1,27(0,14)
50Gy 1,12(0,18)" 1,65(0,15) 0,89°(0,19) 1,2(0,14) 0,93 (0,08)
Statistika: signifikantni rozdily oproti kontrolni skupiné: a...P<0,05, c...P<0,001 (ANOVA: Dunnettliv test)

Graf 1 Casovy profil vydechovaného oxidu dusnatého v intervalu 24 hodin po celotélovém ozéieni
davkami 5 a 50 Gy

47 =~ kontroly =+ 5Gy -@ 50Gy
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Legenda:

* P<0,05 (srovnani s kontrolni skupinou)
# P<0,001 (srovnani shodnotou eNO v 0
hodiné u davky 5 Gy )
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Tabulka 11 Porovnani hladin eNO po celotélovém ozareni a aplikaci LPS

5aGy 5Gy | 50Gy 50Gy PBS LPS LPS

+6h +24h | +6h +24h | kontroly . +6h | +24 h

2.07 0.74 1.3 0.89 0.93 0.94 57 9.4

(0.09) (0.26)* (0.34) | (0.46)° (0.21) | (0.39) (22)° ¢ (7.4)°

Statistika: signifikantni rozdily oproti kontrolni skupiné: a...P<0,05, c...P<0,001 (ANOVA: Dunnettliv test)

Kontroly

eNO (ppb)

Stranka | 55



ANDREA NAGY KAPITOLA: VYSLEDKY

Graf 2 Porovnani koncentraci eNO v 6. a 24. hodiné po celotélovém ozareni davkami 5 a 50 Gy a po
aplikaci LPS

801 P<0.001
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4.1.1.2.2. NOx a arginin v plazmé

Po celotélovém ozareni davkami 2 az 50 Gy byl pozorovan davkové zavisly narust
koncentraci NOx v plazmé (Tabulka 12, Graf 3). Také po aplikaci LPS doslo ke zméndam
v koncentraci dusi¢énand/dusitant (NOx) v plazmé (Tabulka 13, Graf 4). Podobné jako
u exhalovaného NO byl narist koncentrace NOx v plazmé vlivem LPS mnohondsobné

vysSi nez v dlsledku ozareni. K signifikantnimu zvySeni doslo v ¢ase 24 h, zatimco

po ozareni bylo nejvétsi zvyseni pozorovano v ¢ase 6 h.

Tabulka 12 Koncentrace NOx v plazmé v 6. a 24. hodiné po celotélovém ozareni v zavislosti na davce

Kontroly 2 Gy 5aGy 10 Gy 20 Gy 50 Gy

NO, 753(1,72) 6h 10,24 (2,67) 17,21(2,29)° 20,32 (5,67)° 18,15(2,67)° 22,33(10,2)°
(um) ’ 24h 14,11 (1,84)° 22,62 (8,80)° 22,78 (6,97)° 19,88(5,35)° 28,91 (15,4)°

Statistika: signifikantni rozdily oproti kontrolni skupiné: c...P<0,001 (ANOVA: Dunnettlv test)

Graf 3 Zavislost plazmatické koncentrace NOx na ddvce ionizujiciho zafeni pfi celotélovém ozareni

P<0.001 vs kontroly
509 |

40 -

Plazma NOx (M)
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Tabulka 13 Porovnani koncentraci NOx v plazmé v 6. a 24. hodiné po celotélovém ozafeni a po aplikaci
LPS

kontroly 5Gy 5Gy | 50Gy 50Gy PBS LPS LPS
+6h +24h | +6h +24 h | kontroly | +6 h | +24 h
NO, 7.5 17 22 23 29 9.9 81 340
(uM) (1.7) (2.3)° (10)° | (8.8)° (15)° | (2.8) (32)° | (280)°

Statistika: signifikantni rozdily oproti kontrolni skupiné: c...P<0,001 (ANOVA: Dunnettliv test)

Graf 4 Porovnani koncentraci NOx v plazmé po ozareni a aplikaci LPS

P<0.001 vs kontroly
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Koncentrace argininu v plazmé zlstaly po ozareni nezménény. Po podani LPS
dochazi ke statisticky vyznamnému snizeni koncentrace argininu v 6. hodiné (Tabulka
14).

Tabulka 14 Porovnani koncentraci argininu v plazmé v 6. a 24. hodiné po celotélovém ozareni a po aplikaci
LPS

Kontroly 5Gy 5Gy | 50Gy 50Gy PBS LPS LPS
+6h +24h | +6h +24h | kontroly | +6 h | +24 h
arginin 196 207 179 190 207 184 53 135
(1M) (41) (8.6) (15) | (13)  (24) | (38) (21)°  (52)

Statistika: signifikantni rozdily oproti kontrolni skupiné: b...P<0,01 (ANOVA: Dunnettlv test)

4.1.1.2.3. NOx a arginin v tekutiné z bronchoalveolarni lavaze (BAL)

V tekutiné BAL bylo pozorovano po ozafeni jen mirné zvyseni NOx v porovnani se
zménami nalezenymi v plazmé. Maximalni hodnoty byly dosazeny aZz ve 24. hodiné
po ozareni u davky 5 Gy (Tabulka 15, Graf 5). Z hodnot nalezenych po davkach 2, 10 a 20

Gy bylo zjisténo, Ze efekt ozareni na hladiny NOx v BAL nebyl davkoveé zavisly. Po aplikaci
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LPS doSlo v6. a 24. hodiné k statisticky vyznamnému zvySeni hodnot NOx v BAL
(P<0,001) s maximem ve 24. hodiné. V porovnani s vysledky eNO byla maximalni

koncentrace pozorovana pozdéji.

Tabulka 15 Porovnani koncentraci NOx v BAL v 6. a 24. hodiné po celotélovém ozareni a po aplikaci LPS

kontroly 5Gy 5Gy | 50Gy 50Gy PBS LPS LPS
+6h +24h | +6h +24h | kontroly | +6 h | +24 h
NO, 2.1 1.7 3.6 1.8 2.7 2.5 6.4 14
(uM) (0.50) (0.09) (1.5)° | (0.29) (0.45)° | (1.1) (2.2)° | (4.5)°

Statistika: signifikantni rozdily oproti kontrolni skupiné: a...P<0,05, c...P<0,001 (ANOVA: Dunnettlv test)

Graf 5 Porovnani koncentraci NOx v BAL v 6. a 24. hodiné po celotélovém ozareni a po aplikaci LPS

10 - 30 1 ** P<0.01, *** P<0.001 vs kontroly
*P<0.05, *** P<0.001 vs kontroly
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Koncentrace argininu v BAL zUstdvaji po ozafeni nezménény (Tabulka 16).

Tabulka 16 Porovndni koncentraci argininu v BAL v 6. a 24. hodiné po celotélovém ozéafeni a po aplikaci
LPS

Kontroly 5Gy 5Gy | 50Gy 50Gy PBS LPS | LPS
+6h +24h | +6h +24h | kontroly . +6 h | +24 h
arginin 225 241 225 240 329 223 229 | 273
(nM) (69) (23) (43) (140) (84) (55) (70) | (64)

Statistika: test neukdzal vyzamné rozdily oproti kontrolni skupiné (ANOVA: Dunnett(v test)
4.1.1.2.4. Vysledky vysetieni koncentrace NOx a exprese iNOS v tkanovych
homogendatech

Koncentrace NOx v homogenatu plic a jater byla u ozarenych skupin srovnatelnd
s kontrolni skupinou. Po aplikaci LPS doslo ke zvySeni hodnot jak v 6. tak ve 24. hodiné

(Tabulka 17).
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Tabulka 17 Porovnani koncentraci NOx v plicni a jaterni tkani v 6. a 24. hodiné po celotélovém ozareni

a po aplikaci LPS

Kontroly 5Gy 5Gy 50Gy  50Gy PBS LPS LPS
+6 h +24h +6 h +24 h kontroly +6 h +24 h
plice NO, 0.38 0.44 0.55 0.48 0.45 0.52 1.6 2.4
(mol.g protein) (0 22) (0.14) (0.19) | (0.17) (0.16) | (0.24) (0.62)° | (0.83)°
jatra NO, 0.37 0.69 0.79 0.94 0.48 0.53 1.2 1.9
(mol.g protein”) (0.18) (0.27) (0.54) i (0.51)° (0.15) | (0.26) (0.22)° i (0.75)°

Statistika: signifikantni rozdily oproti kontrolni skupiné: a...P<0,05, c...P<0,001 (ANOVA: Dunnettlv test)

Exprese iNOS v plicni tkani byla silné zvySena za 6 h po aplikaci LPS, zatimco
ve vzorcich plicni tkané ozarenych a kontrolnich potkan( iNOS nebyla detekovdna
(Obrdazek 7). Za 24 h po aplikaci LPS bylo pozorovano snizeni exprese iNOS. Indukce iNOS

tak ¢asové odpovidd zménam eNO po podani LPS.

Exprese iNOS v jaterni tkani byla po ozafeni srovnatelnd sexpresi iNOS
v kontrolni skupiné. Po aplikaci LPS byla detekovana zvysend exprese v 6. hodiné. Ve 24.

hodiné bylo pozorovano snizeni exprese ve srovnani s 6. hodinou.

Obrazek 7 Exprese iNOS v plicni tkani

INOS ) FES
standard keantraly Ozatard sKupiny kariraly LFS ghupiny
10 Gy
+Eh +Z4h Eh T
[B-aktin

Obrazek 8 Exprese iNOS v jaterni tkani

INCES FE35

standard kantraly Czdfent skuping kantroly LPS skupimy
103y
+B h +24h +B h +24 h
iINOS  130kDA — % DR T
p-aktin S — e
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4.1.2. Sledovani ochranného vlivu vybranych radioprotektivnich latek proti
nasledkim celotélového ozareni potkana Wistar

V druhé studii byl sledovan vliv potencialné radioprotektivnich latek na markery
oxidacniho a nitrac¢niho stresu a na mortalitu po celotélovém ozareni potkant davkou

8 Gy.

Pti experimentech s radioprotektivnimi latkami byly pouzity SPF samice potkana
kmene Wistar o hmotnosti 191-260 g (Velaz s.r.o. Ceskd Republika). Zvifata byla
rozdélena do skupin po 6 zvifatech. Zviratim byly intraperitonealné (i.p.) aplikovany
latky methylester nitro-L-argininu (L-NAME, 100 mg/kg) a aminoguanidin (AG,
400 mg/kg) 1 hodinu pred ozarenim. Acetyl-L-karnitin (ALC, 250 mg/kg/den) byl
podavan jednou denné po dobu 5 dni, naposledy jednu hodinu pfed ozarenim. Do
kontrolnich skupin byla zafazena zvifata kontrolni skupiny s aplikaci fyziologického

roztoku (vehikulum, PBS) ve stejném objemu jako pti aplikaci radioprotektiv.

Vliv ionizujiciho zareni a radioprotektivnich latek na Uuroven oxidacniho
a nitra¢niho stresu byl sledovan pomoci méreni koncentrace MDA a NOx v plazmé za
6 hodin po ozareni. Ve tficetidenni studii byl hodnocen vliv radioprotektivnich latek

na mortalitu.

4.1.2.1. Projekt pokusu

Pouzité chemikalie

L-NAME hydrochlorid (Sigma Aldrich, Mr= 269,69 g.mol-1)
ALC hydrochlorid (Sigma Aldrich, Mr= 239,70 g.mol-1)

AG hydrochlorid (Sigma Aldrich, Mr= 110,55 g.mol-1)

PBS

Pentobarbital sodny (Sigma Aldrich, Mr= 248,25 g.mol-1)
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Aplikace latek
L-NAME: i.p., 100 mg/kg, 1 hodinu pred ozarenim

ALC: i.p., 250 mg/kg, jednou denné, 5dni prfed ozafenim,posledni davka 1 hodinu pred
ozarenim

AG: i.p., 400 mg/kg, 1 hodinu pred ozarenim
PBS: i.p., stejny objem jako predchozi aplikované latky, 1 hodinu pfed ozarenim

Pentobarbital sodny: i.p., 50 mg/kg

Rozvrzeni pokusu

Tabulka 18 Rozdéleni zvifat do skupin — aplikace radioprotektiv

Davka (Gy) Aplikace Pocet zvirat Interval

0 PBS 6 6
8 PBS 6 6
0 L-NAME 6 6
8 L-NAME 6 6
0 ALC 6 6
8 ALC 6 6
0 AG 6 6
8 AG 6 6

4.1.2.2. Vysledky

Pfed statistickou analyzou byly koncentrace NOx a MDA podrobeny logaritmické
transformaci, protoZe nelogaritmované hodnoty byly seSikmeny smérem k vysokym
hodnotam. Byla pouzita jednofaktorovda ANOVA a Dunnettlliv post-hoc test. Vysledky
jsou vyjadreny jako geometricky primér (95 % interval spolehlivosti pro g. pramér).

Prezivani bylo hodnoceno pomoci Kaplan-Meierovy analyzy.

Celkové vysledky shrnuje tabulka v pfiloze (Tabulka 38).
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4.1.2.2.1. Vysledky vySetfeni plazmatickych koncentraci marker( oxidaéniho
a nitracniho stresu

Jednorazové poddni inhibitord NOS L-NAME a AG vyvolalo zvyseni plazmatickych
koncentraci MDA u neozarenych potkand ve srovnani skontrolni skupinou PBS
(P<0,001). U zvirat predlécenych latkou ALC zlstala koncentrace MDA na urovni
srovnatelné s kontrolni skupinou. Celotélové ozareni davkou 8 Gy zpuUsobilo narUst
koncentrace MDA v plazmé u nechranéné skupiny (PBS) na 1,8-nasobek hodnoty
neozafenych potkand (P<0,001). Z aplikovanych latek mél na vliv na plazmatické
koncentrace MDA ozarenych potkanl pouze ALC. Hodnoty nalezené po ozareni zvifat
predlécenych opakovanym podanim ALC byly srovnatelné s kontrolni neozarenou
skupinou PBS. Latka L-NAME neméla na koncentrace MDA v plazmé ozarenych potkant
7adny vliv. U¢inek jednorazového podéni latky AG byl ve srovndani s G¢inkem ALC mensi
a snizeni koncentraci MDA ve srovnani s ozafenou skupinou PBS nedosdahlo statistické

vyznamnosti (Tabulka 19, Graf 6).

Tabulka 19 Koncentrace MDA v plazmé 6 h po celotélovém ozareni (8 Gy) Vliv studovanych potencialnich
radioprotektiv.

Kontroly
PBS AG L-NAME ALC

MDA 2,49 4,32 4,37 2,34
(uM) (1,73-3,57) (3,89-4,80)° (3,78-5,04)° (1,73-3,57)

ozdreni 8 Gy
PBS AG L-NAME ALC

MDA 4,40 3,45 4,25 1,85
(uM) (3,89-4,80)° (2,93-4,10)° (3,79-4,76)° (1,67-2,04)°

Statistika: signifikantni rozdily oproti kontrolni skupiné: a...P<0,05, c...P<0,001 (ANOVA: Dunnettlv test)

Graf 6 Koncentrace MDA v plazmé 6 h po celotélovém ozazZeni (8 Gy) Vliv studovanych potencialnich

radioprotektiv.
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Po aplikaci latek ALC a AG neozafenym potkanim nedoSlo ke zméndm
plazmatickych koncentraci NOx. Po jednorazovém podani latky L-NAME byl patrny trend
snizeni koncentraci NOx v plazmé u neozarfenych zvifat (P=0,085). Po celotélovém
ozareni davkou 8 Gy doslo ve skupiné nechranéné radioprotektivem (ozareni PBS)
ke zvySeni NOx 1,9x oproti kontrolni skupiné. Z aplikovanych latek puasobil protektivné
pouze L-NAME. Koncentrace plazmatickych NOx byla u predlécené skupiny L-NAME
po ozareni srovnatelnd s kontrolni neozarenou skupinou PBS. Latky AG a ALC nemély
na koncentrace NOx po ozareni vliv. V téchto skupinach byly koncentrace srovnatelné

s koncentraci u ozarenych zvirat s aplikaci PBS (Tabulka 20, Graf 7).

Tabulka 20 Koncentrace NOx v plazmé 6 h po celotélovém ozareni (8 Gy) Vliv studovanych potencialnich
radioprotektiv.

Kontroly
PBS AG L-NAME ALC
NOx 9,60 9,57 6,88 12,4
(nM) (6,81-13,5) (5,62-16,3) (5,24-9,03)b (9,33-16,6)
ozdreni 8Gy
PBS AG L-NAME ALC
NOx 18,4 16,7 8,61 24,9

(#M) (11,4-29,8)° (10,5-26,7)° (7,36-10,1) (16,8-36,8)"

Statistika: signifikantni rozdily oproti kontrolni skupiné: a...P<0,05, b...P<0,01 (ANOVA: Dunnettiv test)

Graf 7 Koncentrace NOx v plazmé 6 h po celotélovém ozazeni (8 Gy) Vliv studovanych potencialnich
radioprotektiv.

60 "

X

40

NO, (#M)

20

x * % *
X
X
X
#
% X X < Legenda:

% E3 % E3 * P<0,05, ** p<0,01 (srovnani s PBS

5 0 & 6 6 O & o

0 kontrolami)
R e N # P<0,05 (srovnani s ozafrenymi potkany,
S S kterym byl podan PBS)
kontroly ozareni

Stranka | 63



ANDREA NAGY KAPITOLA: VYSLEDKY

4.1.2.2.2. Prezivani zvifat chranénych radioprotektivnimi latkami po celotélovém
ozareni davkou 8 Gy

Ve tficetidenni studii prezivani potkanl po ddvce 8 Gy preZilo nejméné jedincu
v nechranéné skupiné PBS (34,6 %). Ve skupiné predlécené AG prezilo 55,6 %
a ve skupindch s aplikaci L-NAME a ALC shodné 75 % potkand (Graf 8). Prezivani
hodnocené pomoci Kaplan-Meierovy metody s ndslednym log-rank testem ukazalo, Ze
latky L-NAME a ALC staticky vyznamné zlepSily prezivani oproti kontrolni skupiné PBS
(P<0,005). Ve skupinach I-L-NAME a I|-ALC bylo preZivani srovnatelné, jak doklada
prekryv kfivek na grafu 8. Pres patrny trend k poklesu mortality nedosahl rozdil mezi

skupinami I-AG a I-PBS statistické vyznamnosti (P = 0,17).

Graf 8 Prezivani potkan( Wistar po dobu 30 dni po celotélovém ozareni davkou 8 Gy
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Ochranny vliv jednorazového podani methyl esteru nitro-L-argininu (L-NAME, 100 mg/kg, i.p.),
aminoguanidinu (400 mg/kg, i.p.) 1 hodinu pfed ozafenim a opakovaného podavani acetyl-L-karnitinu
(ALC, 250 mg/kg/den, i.p. ) po dobu 5 dni s posledni davkou 1 hodinu pfed ozafenim.
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4.2. Lokalni ozareni

4.2.1. Sledovani zmén v metabolické draze arginin-oxid dusnaty a nitracniho
stresu ve fazi rozvoje radiacni pneumonitidy po lokalnim ozareni hrudniku
u potkana kmene Wistar

Treti pokus byl zaméfen na sledovani rozvoje radiacni pneumonitidy. Dale byly
studovany zmény v koncentracich marker( oxidacniho a nitrac¢niho stresu od ¢asného
obdobi po ozafeni (do 72 h) aZ do faze radiacni pneumonitidy (7. tyden). V plicni tkani
byla hodnocena exprese genlt pro iNOS, eNOS, argindz | a Il a transportéri pro
kationické aminokyseliny CAT1, 2 a 3. Radiacni pneumonitida byla prokazana

histochemicky.

Pro model radiacni pneumonitidy byly pouzity SPF samice potkana kmene Wistar
o hmotnosti 170-270 g (Velaz s.r.o. Ceskd Republika). Zvifata byla rozdé&lena do skupin
po 6 a 10 zviratech. Pro analgosedaci zvirat pred aplikaci lokdlniho ozafeni byla pouzita
kombinace latek narkamon (5%, 40 mg/kg) a rometar (2%, 4,8 mg/kg). Na konci
experimentu byla zvifata uspana pentobarbitalem sodnym (davka 50 mg/kg i.p.)

a nasledné usmrcena vykrvacenim z btisni aorty.

Ve vzorcich plazmy a tekutiny z BAL byly vysSetfeny koncentrace MDA, celkové
bilkoviny (TP) a NOx. V homogendtu plic byla hodnocena exprese genu iNOS, eNOS,
argindz | a ll, CAT1, 2 a 3. Pro potvrzeni radiacni pneumonitidy byly ve vzorcich plic
stanoveny imunohistochemicky fagocytujici buriky a byla hodnocena vzdusnost plicni

tkané. Ukoncéeni experimentu probihalo za 6, 24, a 72 hodin a v 7. tydnu po ozafeni.

4.2.1.1. Projekt pokusu

Pouzité chemikalie

Narkamom (5%, Bioveta)
Rometar (2%, Bioveta)

Pentobarbital sodny (Sigma Aldrich)
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Aplikace latek
Narkamon: i.p., 40 mg/kg
Rometar: i.p., 4,8 mg/kg

Pentobarbital sodny: i.p., 50 mg/kg

Rozvrzeni pokusu

Tabulka 21 Rozdéleni zvifat do skupin — Casové intervaly po ddvce 20 Gy

ddvka (Gy) pocet zvifat interval (h) interval (t)
0 6 - - 72 7
20 6-10 6 24 72 7

4.2.1.2. Vysledky

Ziskana data byla porovndvana pomoci Mann-Whitney testu. Vysledky jsou

vyjadreny jako primeér (smérodatnd odchylka).
Celkové vysledky shrnuje tabulka v pfiloze (Tabulka 39).

4.2.1.2.1. Vydechovany oxid dusnaty (eNO)

Méreni vydechovaného oxidu dusnatého béhem 7 tydenniho intervalu neukdzalo
zadné vyrazné zmény po lokdlnim ozafovani. Zvifata ozarena davkou 20 Gy lokalné na
hrudnik méla hodnoty eNO srovnatelné s kontrolni skupinou (Tabulka 22, Graf 9) pres
histochemicky prokazanou pfritomnost radia¢ni pneumonitidy (Pfiloha: Obrazek 9, 10).

eNO se proto nejevi jako vhodny marker rozvoje radia¢ni pneumonitidy u potkana.

Tabulka 22 Casovy profil eNO po ozafeni hrudniku davkou 20 Gy
Oh 2h 4h 6h 24 h 72 h
eNO Kontroly 1,63(0,55) 0,97(0,55) 0,90(0,31) 2,07(0,47) 2,63(0,52) 1,83(0,24)
(ppb) 20Gy 1,75(0,29) 1,08 (0,16) 1,13(0,24) 1,38(0,36) 1,60 (0,24) 1,60 (0,26)

1t 2t 3t 4t 5t 6t 7t
eNO Kontroly 2,07 (0,48) 1,63(0,13) 1,30(0,12) 2,20(1,06) 1,60(0,42) 1,40(0,40) 1,60 (0,40)
(ppb)  20Gy  1,35(0,25) 1,83(0,29) 2,17 (1,34) 2,47 (0,46) 2,52(1,25) 3,03(0,95) 1,97 (0,77)
Statistika: test neukdzal vyzamné rozdily oproti kontrolni skupiné (Mann-Whitney test)
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Graf 9 Vydechovany oxid dusnaty po lokdlnim ozafeni hrudniku davkou 20 Gy
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4.2.1.2.2. Vysledky analyz v plazmé

Koncentrace MDA, NOx a TP v plazmé se v prabéhu 7 tydn( po lokdlnim ozareni

hrudniku davkou 20 Gy nezménily (Tabulka 23).

Tabulka 23 Koncentrace MDA, NOx a TP v plazmé po ozareni hrudniku davkou 20 Gy

neozdrené kontroly ozdfeni 20 Gy
+0h +7t +6 h +24 h +72 h +7t
MDA (uM) 3,36 (0,41) 3,51(0,42) 3,18 (0,66) 3,53(0,48) 3,59(0,33) 3,70(0,41)
NO, (uM) 6,94 (1,42) 9,49 (1,58) 13,52 (2,37) 8,34(5,16) 7,35(3,28) 9,34(3,89)
TP (g/1) 63,5 (4,08) 63,8(3,10) 67,4 (3,84) 61,2 (2,23) 55,5(5,86) 53,4(13,8)

Statistika: test neukdazal vyzamné rozdily oproti kontrolni skupiné (Mann-Whitney test)

4.2.1.2.3. Vysledky analyz v BAL

Vysledky stanoveni koncentrace TP v tekutiné z bronchoalveolarni lavaze ukazaly
jeji vyznamné zvysSeni v 7 tydnu po ozareni (Tabulka 24, Graf 10). Jedna se o dusledek
zvysené propustnosti alveolokapildrni membrany. Nar(st koncentrace MDA svédcil pro

zvyseni oxidacniho stresu v plicich v intervalu 7 tydn( (Tabulka 25, Graf 11).

Tabulka 24 Koncentrace celkové bilkoviny v tekutiné z bronchoalveoldrni lavaze po ozareni hrudniku
davkou 20 Gy

neozdrené kontroly ozdreni 20 Gy
+0h +7t +6 h +24 h +72 h +7t

TP (mg/L) 140 (18,9) 114(21,4) | 128(18,7) 138(26,7) 144 (31,4) 600 (326)"

Statistika: signifikantni rozdily oproti kontrolni skupiné: b...P<0,01 (Mann-Whitney test)
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Graf 10 Koncentrace celkové bilkoviny v tekutiné z bronchoalveolarni lavaze po ozareni hrudniku davkou

20 Gy
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Tabulka 25 Koncentrace malondialdehydu v tekutiné z bronchoalveolarni lavaze po ozareni hrudniku

davkou 20 Gy

neozdrené kontroly

ozdreni 20 Gy

+0h +7t

+6 h +24 h +72 h +7t

BAL MDA (nM) 237 (50,3) 227 (62,4)

251 (24,4) 231 (84,8) 252 (82,4) 394 (142)°

Statistika: signifikantni rozdily oproti kontrolni skupiné: a...P<0,05 (Mann-Whitney test)

Graf 11 Koncentrace malondialdehydu v tekutiné z bronchoalveolarni lavaze po ozareni hrudniku davkou

20 Gy
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4.2.1.2.4. Vysledky sledovani genové exprese v plicni tkani

Exprese genl transportérud

na urovni mRNA zjisténé metodou
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(Tabulka 26, Graf 12), CAT2 (Tabulka 27, Graf 13) a CAT3 (Tabulka 28, Graf 14) v 7. tydnu

po ozareni.

Tabulka 26 Exprese CAT1 v plicni tkani po ozareni hrudniku davkou 20 Gy

neozdrené kontroly ozareni 20 Gy
+0h +7t +6 h +24 h +72 h +7t

CAT1 100(21,7) 120(26,3) | 116(129) 84,1(18,8) 92,9 (19,3) 206 (127)

Statistika: signifikantni rozdily oproti kontrolni skupiné: a...P<0,05 (Mann-Whitney test)

Graf 12 Exprese CAT1 v plicni tkani po davce 20 Gy
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Tabulka 27 Exprese CAT2 v plicni tkani po ozareni hrudniku ddvkou 20 Gy

Kontroly ozdreni 20 Gy
+0h +7t +6 h +24 h +72 h +7t

CAT2 100 (40,0) 105(76,2) | 64,6 (12,9) 64,0(22,9) 78,9(40,4) 193 (105)’

Statistika: signifikantni rozdily oproti kontrolni skupiné: a...P<0,05 (Mann-Whitney test)

Graf 13 Exprese CAT2 v plicni tkdni po davce 20 Gy
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Tabulka 28 Exprese CAT3 v plicni tkani po ozareni hrudniku davkou 20 Gy

Kontroly ozdreni 20 Gy
+0h +7t +6 h +24 h +72 h +7t
CAT3 100 (48,8) 120(39,4) | 86,9(30,3) 77,4(43,5) 49,9(42,2) 218(96,5)°
Statistika: signifikantni rozdily oproti kontrolni skupiné: b...P<0,01 (Mann-Whitney test)

Graf 14 Exprese CAT3 v plicni tkani po ozafeni hrudniku davkou 20 Gy
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4.2.1.2.7. Histologické vySetreni plicni tkané

Histologickym vySetfenim plicni tkané bylo zjisténo, Ze za 7 tydnU po ozareni
hrudniku davkou 20 Gy se signifikantné sniZzuje procentudlni vzdusnost plic (P<0,05,
48+16) ve srovnani s kontrolni skupinou (69+6) (Graf 15). Zaroven se zvysil pocet
neutrofil v plicni tkani (P<0,001, 21+14) ve srovnani s kontrolni skupinou (4+1) (Graf

16). To ukazuje na pfitomnost radiacni pneumonitidy.

Graf 15 Vzdusnost plicni tkdné v 7. tydnu po ozareni hrudniku davkou 20 Gy
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Graf 16 Infiltrace zanétlivych bunék v 7. tydnu po ozareni hrudniku davkou 20 Gy
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4.2.1.2.8. Prezivani

z

PtreZivani potkanu v intervalu 7 tydnU po lokalnim ozareni hrudniku davkou 20 Gy
bylo hodnoceno pomoci Kaplan-Meierovy metody s naslednym log-rank testem.

Prezivani bylo o0 40 % nizsi nez v kontrolni skupiné (P=0,09) (Graf 17).

Graf 17 Prezivani potkanl po po ozafeni hrudniku davkou 20 Gy
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4.2.2. Sledovani radioprotektivniho ucinku studovanych latek ve fazi radiacni
pneumonitidy po lokalnim ozareni hrudniku potkana kmene Wistar

Ctvrty pokus byl zaméfen na sledovéni vlivu potencialné radioprotektivnich latek
ALC, L-NAME a AG na rozvoj radiacni pneumonitidy. Dale byly sledovany ukazatele
oxidacniho a nitracniho stresu a jejich ovlivnéni studovanymi latkamia to v 7. tydnu

po ozareni hrudniku jakou davkou.

Pro model radiacni pneumonitidy byly pouzity SPF samice potkana kmene Wistar
o hmotnosti 165-272 g (Velaz s.r.o. Ceska Republika). Zvitata byla rozdélena do skupin
po 10 zviratech. Zvifatim byly intraperitonealné (i. p.) aplikovany latky acetyl-L-karnitin
(ALC, 250 mg/kg/den, jednou denné po dobu 5 dni), methylester nitro-L-argininu
(L-NAME, 100 mg/kg) a aminoguanidin (AG, 400 mg/kg). Jako kontrolni skupina byla
zvolena skupina s aplikaci fyziologického roztoku (PBS) ve stejném objemu jako
aplikovana radioprotektiva. Pro analgosedaci zvifat pred aplikaci lokalniho ozareni byla
pouzita kombinace latek narkamon (5%, 40 mg/kg) a rometar (2%, 4,8 mg/kg). Na konci
experimentu byla provedena anestézie pentobarbitalem sodnym (davka 50 mg/kg i. p.)

a zvirata byla nasledné usmrcena vykrvacenim z btisni aorty.

Vliv ionizujiciho zareni byl sledovan pomoci parametr oxida¢niho a nitra¢niho
stresu. Ve vzorcich plazmy a tekutiny z BAL jsme stanovovali MDA, TP a NOx.
V homogenatu plic byla sledovana exprese iNOS, eNOS, argindz | a Il, CAT1, 2 a 3.
Radia¢ni pneumonitida byla prokdzana imunohistochemicky pomoci méfeni vzdusnosti
plicni tkané a detekci neutrofild v plicni tkani. Ukonceni experimentu probihalo v 7.

tydnu po ozareni.

4.2.2.1. Projekt pokusu

Tabulka 29 Rozdéleni zvifat do skupin — aplikace radioprotektiv

Dadvka (Gy) Aplikace pocet zvifat  Pocet zvirat na konci Interval
15 PBS (kontroly) 10 3 7
15 L-NAME 10 5 7
15 ALC 10 7 7
15 AG 10 6 7
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4.2.2.2. Vysledky
Vysledky byly srovnavany pomoci Mann-Whitney testu. Vysledky jsou vyjadreny

jako prlimér (stfedni chyba prliméru).

Celkové vysledky shrnuje tabulka v pfiloze (Tabulka 40). Radiacni pneumonitida

byla prokazana histologicky (Pfiloha: Obrazek 12).

4.2.2.2.1. Vydechovany oxid dusnaty

Vysledky méreni vydechovaného oxidu dusnatého v 7. tydnu po lokdlnim ozareni
hrudniku byly ve skupinach s aplikaci studovanych latek zcela srovnatelné s vysledky

v kontrolni skupiné potkan, kterym byl podan PBS (Tabulka 30, Graf 18).

Tabulka 30 Vliv radioprotektiv na koncentraci vydechovaného oxidu dusnatého v 7. tydnu po lokdInim
ozareni hrudniku davkou 15 Gy

PBS (kontroly) AG L-NAME ALC

eNO (ppb) 0,64 (0,13) 0,57 (0,04) 0,52 (0,06) 0,64 (0,06)
Statistika: test neukazal vyzamné rozdily oproti kontrolni skupiné PBS (Mann-Whitney test)

Graf 18 Vydechovany oxid dusnaty v 7 tydnu po lokdInim ozafeni hrudniku davkou 15 Gy
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4.2.2.2.2. Vysledky analyz v plazmé

Koncentrace MDA, NOx a TP byly ve vSech skupinach srovnatelné (Tabulka 31).

Tabulka 31 Vliv radioprotektiv na koncentrace MDA, NOx a TP v plazmé v 7. tydnu po lokalnim ozareni
hrudniku davkou 15 Gy

ozdreni 15Gy

PBS (kontroly) AG L-NAME ALC
MDA (umol.L") 1,84 (0,11) 1,83 (0,10) 1,89(0,27) 2,03(0,12)
NO, (umol.L") 21,2 (16,8) 18,4 (7,50) 38,1(8,07) 17,7 (6,07)
TP (g/1) 64,0 (0,56) 60,4 (3,33) 59,3(3,19 59,2 (1,80)

Statistika: test neukdzal vyzamné rozdily oproti kontrolni skupiné PBS (Mann-Whitney test)
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4.2.2.2.3. Vysledky analyz v tkariovém homogenatu

Stanoveni genové exprese transportérl pro kationické aminokyseliny CAT
na urovni mRNA pomoci metody RT-PCR ukazuji signifikantné sniZzenou expresi genu pro
CAT1 (Tabulka 33, Graf 19) a CAT3 (Tabulka 34, Graf 20) ve skupiné ozarenych potkand,

kterym byl podan ALC.

Tabulka 32 Vliv radioprotektiv na expresi CAT1 v plicni tkani v 7. tydnu po lokalnim ozafeni hrudniku
davkou 15 Gy

PBS (kontroly) ~ AG  L-NAME  ALC

CAT1 100 (19) 107 (19) 68(14) 59 (7)°
Statistika: signifikantni rozdily oproti kontrolni skupiné PBS: a...P<0,05(Mann-Whitney test)

Graf 19 Vliv radioprotektiv na expresi CAT1 v plicni tkani v 7 tydnu po lokalnim ozareni hrudniku davkou
15 Gy
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Tabulka 33 Vliv radioprotektiv na expresi CAT3 v plicni tkani v 7. tydnu po lokalnim ozareni hrudniku
davkou 15 Gy

PBS (kontroly) AG L-NAME ALC

cat3 mRNA

CAT3 100 (20) 86(13) 76(15) 53 (16)°
Statistika: signifikantni rozdily oproti kontrolni skupiné PBS: a...P<0,05(Mann-Whitney test)

Graf 20 Vliv radioprotektiv na expresi CAT3 v plicni tkani v 7. tydnu po lokdlnim ozafeni hrudniku davkou
15 Gy
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4.2.2.2.4. Histologické vysSetreni plicni tkané

Z vysledk( histologického vySetreni vyplyvd, Ze vSechny zkoumané latky zvysily
vzdusnost plicni tkdné (Tabulka 35, Graf 21). Aplikace latek ALC a AG vedla ke snizeni
poctu neutrofil( v plicni tkani, zatimco latka L-NAME tento ucinek neméla (Tabulka 36,

Graf 22).

Tabulka 34 Vliv radioprotektiv na vzdusnost plicni tkané v 7. tydnu po ozareni hrudniku davkou 15 Gy

PBS (kontroly) AG L-NAME  ALC

% 63(2) 67(2)° 66(3)° 67(2)°
Statistika: signifikantni rozdily oproti kontrolni skupiné PBS: a...P<0,05, b...P<0,01 (Mann-Whitney test)

Graf 21 Vzdusnost plicni tkdné v 7. tydnu po lokalnim ozareni hrudniku ddvkou 15 Gy
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Tabulka 35 Vliv radioprotektiv na infiltraci zanétlivych bunék do plicni tkané v 7 tydnu po ozareni davkou
15 Gy

PBS (kontroly)  AG L-NAME  ALC

poéet neutrofild 21 (4) 16 (3)° 23 (3) 12 (2)°
Statistika: signifikantni rozdily oproti kontrolni skupiné PBS: b...P<0,01 (Mann-Whitney test)

Graf 22 Infiltrace zanétlivych bunék plicni tkané v 7. tydnu po lokalnim ozareni hrudniku davkou 15 Gy
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4.2.2.2.5. Vliv radioprotektiv na prezivani potkant po lokalnim ozareni hrudniku davkou
15 Gy
Ve tficetidenni studii preZilo po lokalnim ozareni hrudniku davkou 15 Gy nejméné
jedincl v nechranéné skupiné PBS (30 %). Ve skupinach predlécenych radioprotektivy to
bylo 60 % (L-NAME), 70 % (AG) a 80 % (ALC). Hodnoceni pomoci Kaplan Meierovy
metody s ndslednym log-rank testem ukdazalo, Ze u skupiny s alikaci ALC dochazi ke
staticky vyznamnému zvySeni prezivani ve srovnani s PBS skupinou (P<0,05). Pfes patrné
zlepseni nedosahly rozdily v prezivani mezi skupinami AG a L-NAME a kontrolni skupinou

PBS statistické vyznamnosti (Graf 23).

Graf 23 Prezivani po davce 15Gy
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Ochranny vliv jednorazového podani methyl esteru nitro-L-argininu (L-NAME, 100 mg/kg, i.p.),
aminoguanidinu (400mg/kg, i.p.) 1 hodinu pfed ozifenim a opakovaného podavani acetyl-L-karnitinu
(ALC, 250mg/kg/den, i.p. ) po dobu 5 dni s posledni davkou 1 hodinu pred ozarenim.
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5. KAPITOLA: DISKUZE

5.1. Celotélové ozareni

5.1.1. Porovnani zmén v metabolické draze arginin-oxid dusnaty a nitracniho
stresu vyvolanych ionizujicim zafenim s ucinky bakterialniho LPS u potkana
kmene Wistar

Prvni studie se zaméfila na hodnoceni vydechovaného oxidu dusnatého (eNO)
jako mozZného casného biodozimetrického ukazatele u potkana kmene Wistar.
Usporadani studie umoznilo porovnat ucinky celotélového ozareni v rozsahu nizkych az
letdlnich davek s ucinky bakteridlniho lipopolysacharidu, ktery mohutné zvysuje expresi
iNOS, koncentrace NO a dal3ich RNS. Cetné literarni prameny opakované dolozily, Ze
po aplikaci LPS potkanim dochazi ke zvySeni hladiny vydechovaného NO a koncentraci
NOx v bronchoalveolarni tekutiné, plazmé i tkanich (McCluskie, 2004; Ohta, 2007;
Pedoto, 2003). Lipopolysacharidovy model v nasi studii plnil funkci pozitivni kontroly
a dolozZil vhodnost metod pouzitych k detekci indukce iNOS a zvySené tvorby NO véetné

metabolitd.

Vysledky ukazuji, Ze v prlibéhu prvnich 24 hodin po ozareni, se vydechovany oxid
dusnaty neméni. Také koncentrace dusicnant a dusitand (NOx) v tekutiné
z bronchoalveolarni lavaze a homogenatu plicni tkdné nevykazuji Zzadné zmény oproti
kontrolni skupiné. A tak podporuji nazor, Zze indukce NO v dychacich cestach a plicich
v ¢asné fazi po ozareni nedosahuje takovych hodnot jako po aplikaci bakteridlniho
lipopolysacharidu (LPS). S tim souvisi i fakt, Ze v homogenatu plicni tkdné nebyla
detekovana indukovatelna forma NOS. V pracich publikovanych jinymi autory byl vliv
ionizujiciho zareni zkouman v delSim ¢asovém intervalu po ozafeni nez v ¢asné fazi, tj.
nejdfive za 72 hodin po ozareni. Eroglu a spolupracovnici (Eroglu, 2008) v tomto
c¢asovém intervalu pozoroval, Ze v plicnim homogenatu potkana nastdva témér
dvojnasobné zvySeni NOx po celotélovém ozareni davkou 8 Gy. Absence zvysené

exprese iNOS a NO v dychacich cestach a plicich béhem prvnich 24 hodin po ozareni je

Stranka | 77



ANDREA NAGY KAPITOLA: DISKUZE

v rozporu s akutni odpovédi nalezené v tkani tenkého stfeva po celotélovém ozareni
davkou 10 Gy (MacNaughton, 1998), kde iNOS byla detekovdna jiz za 2 hodiny
po ozareni. Casovy profil a intenzita indukce iNOS a tvorby NO se podle téchto poznatk
v rliznych ¢astech organismu znacné lisi. V nasi studii, ozafovani ddvkami 2-10 Gy vedlo
k dadvkové zavislému zvySeni plazmatickych koncentraci NOx v 6. hodiné po ozareni.
Maximalni hodnoty byly 2,5-krat vyssi nez koncentrace v kontrolni skupiné. Davky vyssi
nez 10 Gy jiz nezplsobily dalsi zvySeni hodnot. Davkové zavisly vzestup NOx v plazmé
popsali ve studii na mysich i Ohta a kolektiv (Ohta, 2007). Tito autofi pozorovali zvySené
koncentrace NOx po davkach vrozmezi od 19,6 do 28,7 Gy, zatimco vyssi davky

(maximum 31,5 Gy) dalsi zvySeni nezpUsobily.

Limitujicim faktorem, ktery moduluje produkci NO, je intracelularni koncentrace
argininu. Homeostdza argininu je ovlivnéna rychlosti jeho syntézy z citrulinu
v ornitinovém cyklu, proteinovym katabolismem, spotfebou argininu syntazami NO,
arginazami a dalSimi enzymy (Ricciardolo, 2004). Koncentrace argininu po ozareni
zGstavaji beze zmény, zatimco po aplikaci LPS dochazi k vyraznému snizeni plazmatické
koncentrace argininu. Bylo prokazano, ze hlubokému poklesu plazmatickych koncentraci
argininu po aplikaci LPS predchazi indukce iNOS a Ze hlavni faktor zodpovédny za rychly
pokles je snizena syntéza argininu v ledvinach (Lortie, 2004; Munger, 2006; Kao, 2009).
Odrazi-li koncentrace L-argininu vtekutiné BAL jeho intracelularni koncentraci
v bunikach dychacich cest, pak z nasSich vysledkli vyplyvd, Ze po aplikaci LPS neni
ovlivnéna jeho biologicka dostupnost v plicich. NaSe prace jako prvni pfinasi vysledky

z méreni L-argininu v tekutiné BAL.

Casovy profil a intenzita narGstu koncentraci NO v dychacich cestach a plicich
jsou vyrazné ovlivnény mechanismem poskozeni. Na rozdil od ionizujictho zafeni je
akutni poskozeni plic jinymi mechanizmy spojeno se znaénym narlstem eNO. ZvySené
hladiny eNO byly pozorovany u potkana s akutnim poskozenim plic po castecném
kardiopulmonalnim bypassu a nasledném pouZiti mimotélniho obéhu. Bylo zjisténo az 5

nasobné zvyseni jiz ve 4. hodiné (Zegdi, 2003). V potkanim modelu ischemie/reperfuze
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zplUsobené okluzi bfisni aorty po dobu 3 h, bylo eNO zvySeno za jednu hodinu po
reperfuzi 50-krat (Tassiopoulos, 1997). Vydechovany NO je ovéfeny marker alergického
zanétu dychacich cest, pouzivany nejen u akutnich i chronickych modell astmatu

(Ahmad, 2009), ale také v praxi pfi péc¢i o nemocné s astmatem.

5.1.2. Sledovani ochranného vlivu vybranych radioprotektivnich latek proti
nasledkiim celotélového ozareni potkana Wistar

V této Casti prace byl studovdn ochranny Ucinek latek s antioxidacnimi
vlastnostmi a inhibitord NOS acetyl-L-karnitinu (ALC), methylesteru nitro-L-argininu
(L-NAME) a aminoguanidinu (AG) vuci nasledkim celotélového ozareni davkou 8 Gy.
Bylo hodnoceno prezivani zvifat ve 30 denni studii. Vliv studovanych latek na uroven
oxidaéniho a nitraéniho stresu byl sledovdan pomoci stanoveni koncentrace

malondialdehydu (MDA) a dusi¢nand/dusitan(i (NOx) v plazmé.

L-NAME bylo aplikovdano v jednorazové davce 100 mg/kg, ALC v davce
250 mg/kg po dobu 5 dni s posledni davkou 1 hodinu pfed ozafenim a AG v jednorazové
v davce 400 mg/kg. Aplikace L-NAME a ALC vedla k podstatnému sniZzeni mortality. Po
podani AG se mortalita sniZila méné a vysledek byl pouze hranicné signifikantni.
L-NAME je nespecificky inhibitor NO syntdz (NOS), ktery je strukturné podobny
pfirozenému substratu NOS argininu. Uginky L-NAME byly zkoumdny predeviim ve
studiich zabyvajicich se odpovédi organismu na bakteridlni zanét (Eum, 2007; Nagata,
2003). V organismu je L-NAME rychle pfeménén na N (omega)-nitro-L-arginin (L- NA).
L-NA predevsim inhibuje nNOS a eNOS, méné iNOS (Alderton, 2001). Intraperitonealni
aplikace 100 mg L-NA mysim v ¢asech 15 az 60 min pred celotélovym ozarenim letdlni
davkou 10 Gy zvysuje prezivani z0 % v kontrolni ozarené skupiné na 2 5 % az 70 %
s nejvyraznéjSim ucinkem pfi podani L-NA 45 min pred ozarenim (Liebmann, 1994).
Zatimco L-NAME a L-NA jsou nespecifickymi kompetitivnimi inhibitory, AG je ¢astecné
selektivni k iNOS (Alderton, 2001). Aplikace AG v davce 100 mg/kg 10 a 60 min pred

ozarenim davkou 23 Gy prodluzuje priimérnou dobu prezivani mysi ze 7,6 dni (kontrolni

Stranka | 79



ANDREA NAGY KAPITOLA: DISKUZE

skupina) na 12, 4 dni (AG skupina) (Ohta, 2007). AG v davce 50-800 mg/kg aplikovan
Zaludec¢ni sondou 2 hodiny pred lokalnim ozarenim bficha davkou 12 Gy redukuje
prdjem a poskozeni tenkého stfeva. Nejvyssi efekt vykazovala pravé davka 400 mg/kg
(Huang, 2009). AG se od L-NAME nelisi pouze ¢aste¢nou selektivitou inhibi¢niho ucinku
na NOS, ale také farmakokinetikou. Zatimco po intravendzni aplikaci L-NAME je
biologicky polocas eliminace L-NA (metabolit L-NAME inhibujici NOS) asi 20 hodin
(Piotrovskij, 1993), u AG je polocas vyrazné kratSi a to pouze 92 min (Beaven, 1969).
Proto po jednorazové aplikaci L-NAME pretrvavaji plazmatické koncentrace L-NA a jeho
inhibi¢ni ucinky vici NOS pravdépodobné po dobu 72 hodin a delsi. | pres vysokou
davku AG byl protektivni Gcinek po jednorazovém podani AG mnohem nizsi nez u
L-NAME, pravdépodobné pravé z davodu rozdilného biologického polocasu. Nase
vysledky ukazuji, Ze AG po jednordzovém podani na rozdil od L-NAME neovliviiuje
plazmatické koncentrace NOx v casném obdobi po ozafeni. | jiné studie ukazuji podobné
vysledky. Z nasich dalSich dosud nepublikovanych dat vyplyva, Ze na zvySeni koncentrace
plazmatickych NOx c¢asné po ozareni se podileji i jiné izoenzymy NOS neZ jen iNOS,
protoze po aplikaci vysoce iNOS-selektivniho inhibitoru 1400W nedochazi k takovému
snizeni koncentrace NOx v plazmé (koncentrace za 6 h: 11,2 uM) jako je tomu po podani
L-NAME (koncentrace za 6 h: 8,6 uM). Kromé inhibice NOS pusobi AG také jako
antioxidant a inhibitor diaminoxiddzy (Nilsson, 1999; Chowdhury, 2009; Polat, 2006;
Fan, 2010). Dale bylo prokazano, Ze snizuje hladiny koneénych produktd glykosylace
(Bolton, 2004). Antioxidacni u¢inek AG podaného jednorazové 1 h pred ozarenim nebyl
v nasi studii zaznamendn. Naopak, aplikace L-NAME a AG neozafenym potkanim
hladinu MDA zvysila. Mnohé studie dokazuji, Ze ke zvyseni oxidacniho stresu v reakci na
podani NOS inhibitord dochazi jak na bunécné urovni, tak in vivo. Oxidacni stres je
pravdépodobné zvySovan nékolika mechanismy soucasné, véetné poklesu vychytavani
superoxidového radikdlu pti snizeni hladiny NO (Wink, 2001), pfimé redukce
antioxidacni kapacity zplGsobné NOS inhibitory (Riganti, 2003) a zvySenou adhezi
leukocytl k endotelidinim bunkdm a jejich zvySenym prinikem cévni sténou, jejiz

permeabilitu inhibitory NOS zvysuji (Kurose, 1995).
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Z vysledk( této prace dale vyplyva, Ze ALC ve zvoleném davkovém schématu
snizuje hladiny oxida¢niho stresu vyvolaného ozarenim az na Uroven kontrolni
neozarené skupiny. K podobnym vysledkiim dospély i jiné studie. Napfiklad
intraperitonealni aplikace ALC v davce 250 mg/kg po dobu 5 dni s poslednim podanim
jednu hodinu pred celotélovym ozarfenim davkou 6 Gy se projevila snizeni hladin MDA
v plicich a jatrech v intervalu 24 hodin po ozareni (Mansour, 2006). Ve stejné praci
autofi prokazali vyznamny narGst aktivity antioxida¢nich enzym( (superoxid
dismutdzy a glutathion peroxiddzy) a koncentrace redukovaného glutathionu
ve srovnani s ozarenou skupinou. Po poddani ALC zaznamenali i signifikantni snizeni
hladin NOx v téchto tkanich. Toto zjisténi je v rozporu s nasimi vysledky. Plazmaticka
koncentrace NOx nebyla u ozarenych potkanli podavanim ALC sniZena, ale byl naopak
pozorovan trend k jejimu dalSimu zvySeni. Nicméné v literatufe je mozné najit také
studie dokladajici skutecnost, Ze ALC muze zplsobovat zvySeni NOx. U potkanu
s fyziologickymi nebo snizenymi koncentracemi NOx v plazmé (Wistar-Kyoto
a spontanné hypertenzni potkani) zvySuje dlouhodoba suplementace L-karnitinu
plazmatickou antioxidacni kapacitu a koncentraci NOx (Gdémez-Amores, 2007).
U pacientd s periferni arteridlni nemoci dochazi plazmatické hladiny NOx
po opakovaném poddani propionyl-L-karnitinu a soucasné i ke snizeni plazmatické
koncentrace biomarkeru oxidaéniho stresu 8-hydroxy-2-deoxy-2-deoxyguanozinu
(Loffredo, 2007). Plazmaticka koncentrace NOx je u zdravych osob zvySena po peroraini
podavani glycin propionyl-L-karnitinu (Bloomer, 2009). Fyziologické mechanismy, které
vedou ke zvyseni systémové dostupnosti NO po podani karnitinu a jeho esterl nejsou
zcela objasnény. Snizena tvorba ROS muZe vést k mensi spotfebé NO nebo k jeho
zvySené produkci enzymem eNOS v cévnim endotelu, kterd je vysvétlovdna tim,
Ze je tento enzym pritomen ve formé dimeru s vyssSi enzymatickou aktivitou nez

monomer, na ktery se za podminek oxida¢niho stresu zvysené rozpada.
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5.2. Lokalni ozareni

5.2.1. Sledovani zmén v metabolické draze arginin-oxid dusnaty a nitracniho
stresu ve fazi rozvoje radiacni pneumonitidy po lokalnim ozareni hrudniku
u potkana kmene Wistar

V této studii jsme se zaméfili na zmény studovanych parametr( ve fazi radiacni
pneumonitidy po lokalnim ozareni hrudniku davkou 20 Gy. PFi histologickém vysetfeni
plicni tkané jsme pozorovali statisticky vyznamné zvyseni poctu neutrofil(i ve vzorcich
plic ozarenych zvirat oproti kontrolni skupiné. Na radiacni pneumonitidu také poukazala
snizend vzdu$nost plic. Ke stejnym vysledkdim dospél i Osterreicher a kolektiv

(Osterreicher, 2004).

Podle vysledkd nékterych autorl je radiacni pneumonitida spjata s vyssi produkci
NOS, NOx a dalSimi marker( nitracniho stresu (Tsuji, 2000; Giaid, 2003). Ackoliv byla
v nasi studii radiani pneumonitida prokazana histologicky, hladiny vydechovaného
oxidu dusnatého se v pribéhu 7 tydn{ neménily. Neinvazivni vySetieni eNO tedy neni
mozné vyuzit jako marker rozvoje a tiZze radiacni pneumonitidy po lokalnim ozareni
hrudniku potkana kmene Wistar. Beze zmén zUstaly i vysledky vysetreni exprese iNOS
pomoci metody Western blot a exprese mRNA iNOS a eNOS ve vzorcich plic.
K podobnym zavérim dospél i Zhang a kolektiv, ktery ve své studii také neprokazal
zvysenou expresi iNOS v intervalu 2-24 tydn( po lokdlnim ozateni hrudniku potkana

davkou 12 Gy (Zhang, 2011).

Vlivem poskozeni plicni tkané a nasledné zanétlivé odpovédi v dlsledku ozareni
dochazi ke zvyseni permeability alveolokapilarni membrany, coz ma za nasledek prinik
plazmatickych bilkovin z do alveoldrniho prostoru. V7. tydnu po ozdareni byla
u ozarenych potkant koncentrace celkové bilkoviny v tekutiné z BAL zvySena 4,3x oproti
kontrolni skupiné. Ke stejnym vysledkiim dospél i Zhang a kolektiv (Zhang, 2008), kteti
pozorovali u potkan( ve 4 tydnu po ozareni 3,3x zvySenou koncentraci bilkoviny v BAL

po lokalnim ozareni hrudniku davkou 10 Gy oproti kontrolni skupiné.
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Pfes vysokou ochranu dychacich cest a plic vi¢i oxidantlm zajisStovanou
antioxida¢nimi enzymy a nizkomolekularnimi latkami (nap¥. glutathion), lze projevy
zvySeného oxidacniho stresu béiné prokdzat u chronickych zdnétlivych respiracnich
onemocnéni, jako jsou priduskové astma a chronicka obstrukéni plicni nemoc (Kirkham,
2006). V nasi praci byl pozorovan zvyseny oxidacni stres projevujici se v 7. tydnu
po ozadfeni ndarGstem koncentrace MDA v tekutiné BAL. Obdobné vysledky ukazuji

i studie publikované jinymi autory (Calveley, 2010; Christofidou-Solomidou, 2011).

NasSe prdace pfinasi prvni informace o genové a proteinové expresi arginazy |l
a transportéri kationickych aminokyselin CAT v souvislosti s ionizujicim zarenim
a naslednou radia¢ni pneumonitidou u potkana. Zhang a kolektiv (Zhang, 2011)
detekovali zvySenou expresi arginazy | v 1-24 tydnu po lokdlnim ozarteni hrudniku
potkana davkou 12 Gy. V nasi studii pozorované zvyseni argindzy | nedosahlo statistické
vyznamnosti. Trend k narlstu exprese arginazy | a také zvySend exprese transportérd
pro arginin CAT 1, 2 a 3, ke které doslo v 7 tydnu po lokadlnim ozafeni hrudniku davkou
20 Gy, by mohla souviset s postupnym rozvojem radiacni fibrdzy, jelikoz arginadza | mlze
pfispivat ke zvySené syntéze polyaminl a kolagenu v mezibunééné hmoté (He, 2011).
Zvysena exprese arginazy |l v plicich je také davana do spojitosti s probihajicim zanétem
a hojenim tkané. Publikace autorského kolektivu Kitowska et al. v publikaci zamérené
na metabolismus argininu detekuji zvySenou arginazu Il u bleomycinem navozené plicni
fibréze. Z jejich vysledkl je patrny trend sniZzovani exprese arginazy Il v ¢ase po aplikaci
(Kitowska, 2008). U naSich vysledkli mzeme pozorovat podobny trend sniZovani
exprese v Case, i kdyZz hodnoty nalezené v 6. hodiné po lokadlnim ozareni hrudniku jsou
srovnatelné s kontrolni skupinou, v 7. tydnu dosahuji 50 % ve srovnani s pocatecnimi

hodnotami.

Stranka | 83



ANDREA NAGY KAPITOLA: DISKUZE

5.2.2. Sledovani radioprotektivniho ucinku studovanych latek ve fazi radiacni
pneumonitidy po lokalnim ozareni hrudniku potkana kmene Wistar

V navaznosti na predchozi studii zaméfenou na casnou fazi po celotélovém
ozareni a aplikaci radioprotektiv byl hodnocen ochranny efekt stejnych latek, tj. ALC, AG
a L-NAME proti rozvoji radiacni pneumonitidy po lokalnim ozareni hrudniku davkou
15 Gy. Studie se zaméfila predevsim na acetyl-L-karnitin, ktery je béiné pouZivan jako

doplnék stravy, je velmi dobre tolerovan organismem a lze jej uzivat oralné.

Podle naSich vysledkd ALC sniZuje nasledky lokalniho ozareni davkou 15 Gy
na oblast hrudniku pfi hodnoceni v ¢asovém intervalu 7 tydnu, ve kterém dochazi
k rozvoji radiacni pneumonitidy. Stejné jako v prechozi kratkodobé studii s celotélovym
ozarenim i vtomto experimentu pusobila radioprotektivné také latka L-NAME a to ve
smyslu zvySovani prezivani. AG statisticky vyznamny vliv na prezivani nemél, podobné

jako pfi 30 dennim sledovani mortality po celotélovém ozareni.

Vysledky dvou recentnich studii provedenych na pracovistich radiacni onkologie
texaské univerzity a Baylor College of Medicine v Texasu ukazaly, Ze u nemocnych
s karcinomem jicnu a plic doSlo vreakci na radioterapii k nardstu koncentrace
vydechovaného NO u téch nemocnych, u kterych se v pozdéjsSim obdobi rozvinula
FeNO (frakce koncentrace oxidu dusnatého ve vydechovaném vzduchu) vysSetrené
technikou vydechu Usty kontrolovanou rychlosti 50 ml/s po ukonéeni radioterapie
k hodnoté pred lécbou byl u 7 nemocnych s radiacni pneumonitidou druhého a tretiho
stupné tize 3.0 + 1.8 (primér £ SD) oproti 0.78 + 0.29 u nemocnych s pneumonitidou
stupné 0 (tj. bez plicniho zanétu) a 1 (P=0.006). Vysledek obou studii ale vyZaduje dalsi
ovéreni, protoZe z prevdiné Casti se jednalo o stejny soubor nemocnych a pocet
modelu radiacni pneumonitidy vzestup koncentraci vydechovaného NO pozorovan,
i kdyZz byla histologicky prokazana radiacni pneumonitida. Mezi ¢lovékem a potkanem

existuji rozdily v koncentraci NO v dychacich cestach (velkd u ¢lovéka, mald u potkana),
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v anatomické lokalizaci zdrojl NO i v regulaci exprese iNOS. Horni dychaci cesty jsou
nejvétSim zdrojem NO v dychacich cestdch clovéka a vysSich primat(l. U hlodavcl
vydechovany NO pochazi vyhradné z dolnich dychacich cest a plic. (Matute-Bello, 2008).
Zhang a kolektiv (Zhang, 2011) ve své studii také neprokazali vzestup exprese iNOS
u potkana kmene Wistar potkant v intervalu 2-24 tydn( po lokdlnim ozafeni hrudniku
davkou 12 Gy. Tento zavér je v souladu s nasimi pilotnimi vysledky 7 tydenniho méreni
eNO po lokalnim ozareni hrudniku ddvkou 15 Gy a s vysledky analyz exprese mRNA

indukovatelné formy NOS, které neukdzaly Zadné zmény mezi skupinami

Pokud je moiné pfijmout hypotézu, Ze zvySenad exprese arginazy | a také
transportéri pro arginin CAT 1 a 3 zjiSténa po ozéareni hrudniku davkou 20 Gy je
molekularni marker pocatecni faze radiacni pneumonitidy, pak jeji snizeni po aplikaci
ALC by mohlo signalizovat, Ze ALC ovliviiuje zanétlivou odpovéd v ¢asné fazi po ozareni

a mohl by také sniZzit riziko rozvoje fibrézy. Tato hypotéza ale vyzaduje dalsi vyzkum.

Pfi histologickém vysSetieni plicni tkdné jsme pozorovali ochranny vliv proti
nasledkim lokalniho ozafeni hrudniku u vSech tfi aplikovanych latek. Pfi hodnoceni
zanétu pomoci detekce fagocytujicich bunék mél pozitivni efekt ALC a AG, které shodné
snizily pocet neutrofilG v plicni tkani. Pfi sledovani biochemickych parametrd oxidacniho
a nitraéniho stresu byl zaznamenan pokles celkové koncentrace dusi¢nant/dusitant
v tekutiné BAL u ALC skupiny a to 1,3x a u skupiny L-NAME 1,1x. Vzhledem k tomu, Ze
exprese obou zkoumanych forem NOS (iNOS a eNOS) a hodnoty exhalovaného oxidu
dusnatého nebyly ovlivnény, zlistdva divod snizeni nejisty. Ddvodem by mohl byt fakt,
Ze ALC i L-NAME zvysuji vzdusnost plic a tim sniZzuje mnoZstvi exsudatu v plicich, cozZ by

mohlo mit za nasledek nizsi koncentraci dusi¢nand/dusitana v tekutiné BAL.
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6. KAPITOLA: ZAVERY

Predkladand prdce prinesla poznatky tykajici se ucinkl ionizujiciho zareni pfi
celotélovém ozéareni a lokdlnim ozareni hrudniku potkana Wistar se zamérenim na
metabolickou drdhu arginin-oxid dusnaty a markery oxidacniho a nitracniho stresu ve
vztahu k patofyziologickym zménam v casné fazi (do 72 h) a ve fazi radiacni

pneumonitidy (7 tydn().
Z vysledk( Ize vyvodit nasledujici zaveéry:

1. Zmény v metabolické draze arginin-NO v prvnich 24 hodindch po celotélovém
ozafeni jsou malé ve srovndani s aplikaci bakteridlniho lipopolysacharidu. Po
davkach 2-50 Gy nejsou v plicich a dychacich cestach pfitomny znamky
vyraznéjSiho nitracniho stresu. Koncentrace exhalovaného NO ozafenych
a kontrolnich potkan( se nelisi v ¢asné fazi po celotélovém ozareni (do 24 h) ani
pfi sledovani po dobu 7 tydn(i po ozareni v oblasti hrudniku. To vylu€uje vyuziti
této neinvazivni techniky v biodozimetrii u potkanll. Koncentrace
dusitanli/dusi¢nant se po celotélovém ozareni (2-50 Gy) zvysuji v tekutiné
z bronchoalveoldrni lavazZe jen mirné a bez vztahu k davce zareni a v homogenatu
plic jsou beze zmény. V plazmé dochazi v 6. h po celotélovém ozareni k davkové
zavislému nardstu koncentraci dusitant/dusi¢nand v rozsahu 2-10 Gy. Maximalni
hodnoty jsou 2,5-krat vyssi nez koncentrace v kontrolni skupiné a vyssi davky
nevyvolavaji dalsi zvyseni.

2. Latka L-NAME podand v jedné davce a ALC podavany opakované po dobu 5 dni
pfed ozarenim pusobi radioprotektivné. Podstatné zvysuji prezivani potkana
v intervalu 30 dni po celotélovém ozareni ddvkou 8 Gy. L-NAME snizuje nitrac¢ni
stres (dusitany/dusi¢nany v plazmé), zatimco ALC sniZuje oxidacni stres
(malondialdehyd v plazmé). Jednorazové podani AG pred ozarenim neovliviuje

oxidacni a nitracni stres a vliv na prezivani je oproti L-NAME a ALC mensi.
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3. Exhalovany NO nelze poufZit jako prediktivni marker radiacni pneumonitidy. Jeho
hodnoty méfené po dobu 7 tydn(i po ozareni hrudniku (20 Gy) nevykazuji Zadné
zmény u potkant s histochemicky potvrzenou radia¢ni pneumonitidou. Zvysena
exprese argindzy | a transportéru pro kationické aminokyseliny CAT v 7. tydnu po
ozareni by mohla byt povaZovana za indikator rozvoje radiacni pneumonitidy.
Zvyseny transport argininu a jeho intenzivnéjsi metabolicka pfeména na ornitin
argindzou | podporuji tvorbu glutamatu a zejména prolinu potfebnych k syntéze
kolagenu. Uvedené nalezy tak mohou odrdzet hojeni plicni tkané.

4. Zvysledkl sledovani ucinkl latek ALC, L-NAME a AG po dobu 7 tydn( u potkant
vystavenych ozareni ddvkou 15 Gy lokdlné na hrudnik vyplyvd, Ze pouze ALC
pusobi na organismus radioprotektivné. Pétidenni aplikace latky pred ozarenim
zvySuje prezivani potkanl. Ddle pak redukuje zanétlivy infiltrat v plicni tkani
a také zvysSuje vzdusnost plic v 7. tydnu po ozareni. Snizend exprese arginazy |
a transportérli pro kationické aminokyseliny CAT1 a CAT3 ve srovnani
s ozatenymi potkany nechranénymi ALC by mohla byt signalem, Ze tato latka
snizuje zanétlivou odpovéd’ vedouci k poskozeni tkané a tim klesaji i naroky na

dostupnost argininu potfebného k jejimu hojeni.
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Priloha
Celotélové ozareni

Porovnani zmén v metabolické draze arginin-oxid dusnaty a nitracniho stresu vyvolanych ionizujicim zarenim s ucinky
bakterialniho LPS u potkana kmene Wistar

Souhrn vysledkd

Tabulka 36 Porovnani zmén v metabolické draze arginin-oxid dusnaty a nitracniho stresu vyvolanych ionizujicim zarenim s ucinky bakterialniho LPS u potkana
kmene Wistar

Ozadreni LPS
kontroly 5Gy 50 Gy PBS kontroly
+6 h +24 h +6 h +24 h +6 h +24 h
eNO (ppb) 2.1(0.53) ' 0.74(0.26)° 1.3(0.34) | 0.89(0.46)° 0.93(0.21) | 0.94 (0.39) 57 (22)° 9.4 (7.4)°
plazma NO, (uM) 7.5(1.7) 17 (2.3)° 22 (10)° 23(8.8)° 29 (15)° 9.9 (2.8) 81 (32)° 340 (280)°
plazma arginin (uM) 196 (41) 207 (8.6) 179 (15) 190 (13) 207 (24) 184 (38) 53 (21)° 135 (52)
BAL NO, (1M) 2.1(0.50)  1.7(0.09)  3.6(1.5° | 1.8(0.29)  2.7(0.45)° | 2.5(1.1) 6.4(2.2)° | 14(4.5)°
BAL arginin (nM) 225 (69) 241 (23) 225 (43) 240 (140) 329 (84) 223 (55) 229 (70) | 273 (64)
plice NO, (umol.g protein™) 0.38(0.22) | 0.44 (0.14) 0.55(0.19) | 0.48 (0.17) 0.45(0.16) | 0.52 (0.24) 1.6 (0.62)° | 2.4 (0.83)"
jatra NO, (umol.g protein) 0.37(0.18) = 0.69 (0.27) 0.79 (0.54) ' 0.94 (0.51)° 0.48(0.15) | 0.53 (0.26) 1.2 (0.21)° | 1.9 (0.75)°

Vysledky jsou vyjadieny jako primér (smérodatna odchylka)

Legenda: PBS-fyziologicky roztok; LPS-lipopolysacharid; eNO-vydechovany oxid dusnaty; BAL-tekutina z bronchoalveolarni lavaze; NOx-celkova koncentrace
dusi¢nant/dusitan(;

Statistika: a=P<0,05; b=P<0,01; c=P<0,001
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Linearné-kvadraticky model davkové zavislosti

Tabulka 37 Linearné-kvadraticky model davkové zavislosti

401

Plasma NOx (pM)

0 5 10 15 20
Dose (Gy)

Vztah mezi davkou ionizujiciho zafeni a koncentrace NOx v plazmé.

PInd ¢ara predstavuje linedrné- kvadraticky model

(Y=B0+B1. X + B2. X2).

Goodness of Fit:
2
R

7.399
2.145
-0.08055

0.8021
0.2610
0.01285

5.765-9.034
1.614 - 2.677
-0.1067 az -0.05436

0.7617
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Sledovani ochranného vlivu vybranych radioprotektivnich latek proti nasledkiim celotélového ozareni potkana Wistar

Souhrn vysledku

Tabulka 38 Sledovani ochranného vlivu vybranych radioprotektivnich latek proti nasledkiim celotélového ozafeni potkana Wistar

Kontroly ozdreni 8Gy
PBS AG L-NAME L-NAME ALC
2,49 4,32 4,37 4,25 1,85
plazma MDA (M), 73 357) (3,89-4,80)° (3,78-5,04) (1,73-3,57) (3,79-4,76)" (1,67-2,04)
9,60 9,57 6,88 8,61 24,9

plazma NO, (uMl)

(6,81-13,5) (5,62-16,3) (5,24-9,03)° (9,33-16,6)

(7,36-10,1)  (16,8-36,8)"

Vysledky jsou vyjadifeny jako geometricky primér (95 % interval spolehlivosti pro g. prdmér)

Legenda: PBS-fyziologicky roztok; AG-aminoguanidin; L-NAME-methyl ester nitro-L-argininu; ALC-acetyl-L-karnitin; MDA-malondialdehyd; BAL-tekutina
z bronchoalveolarni lavaze; NOx-celkova koncentrace dusi¢nant/dusitand;

Statistika: a=P<0,05; b=P<0,01; c=P<0,001
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Lokalni ozareni

Sledovani zmén v metabolické draze arginin-oxid dusnaty a nitracniho stresu ve fazi rozvoje radiac¢ni pneumonitidy po
lokalnim ozareni hrudniku u potkana kmene Wistar

Souhrn vysledku

Tabulka 39 Sledovani zmén v metabolické draze arginin-oxid dusnaty a nitrac¢niho stresu ve fazi rozvoje radia¢ni pneumonitidy po lokalnim ozareni hrudniku u
potkana kmene Wistar

Kontroly ozdreni 20 Gy
+0h +7t +6 h +24 h +72 h +7t

plazma MDA (uM) 3,36 (0,41)  3,51(0,42) | 3,18(0,66) 3,53 (0,48) 3,59 (0,33) 3,70 (0,41)
plazma NO, (uM) 6,94 (1,42) 9,49 (1,58) | 13,52(2,37) 8,34 (5,16) 7,35 (3,28) 9,34(3,89)
plazma TP (g/1) 63,5(4,08)  63,8(3,10) |67,4(3,84)  61,2(2,23) 55,5 (5,86) 53,4 (13,8)
BAL MDA (nM) 237 (50,3) 227 (62,4) 251 (24,4) 231 (84,8) 253 (82,4) 394 (142)°
BM NO, (uM) 1,40 (0,15)  1,29(0,23) | 3,20(0,86)b 1,54 (0,38) 1,86 (0,69) 1,44 (0,20)
BAL TP(mg/l) 139 (18,9) 114 (21,4) 128 (18,7) 138 (26,7) 144 (31,4) 604 (326)°

Vysledky jsou vyjadieny jako primér (smérodatna odchylka)
Legenda: MDA-malondialdehyd; BAL-tekutina z bronchoalveolarni lavaze; NOx-celkové koncentrace dusi¢nand/dusitant; TP-celkova bilkovina

Statistika: a=P<0,05; b=P<0,01
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Vysledky RT-PCR
Tabulka 40 Vysledky RT-PCR u davky 20 Gy

Kontroly ozdreni 20 Gy

+0h +7t +6 h +24 h +72 h +7t
iNOS 100 (163) 66,8 (44,7) 185 (187) 55,3 (35,9) 45,7 (46,2) 136 (157)
eNOS 100 (32,9) 171 (122) 99,8 (135) 94,8 (23,0) 70,0 (24,5) 65,3 (63,4)
Arginazal 100 (22,0) 156 (78,8) 118 (131) 69,7 (25,3) 102 (17,1) 184 (154)
Arginazall 100 (43,4) 216 (124) 99,9 (134) 63,3 (18,2) 65,1 (34,2) 49,8 (29,6)
CAT1 100 (21,7) 120 (26,3) 116 (129) 84,1 (18,8) 92,9 (19,3) 206 (127)°
CAT2 100 (40,0) 105 (76,2) 64,6 (12,9) 64,0 (22,9) 78,9 (40,4) 193 (105)°
CAT3 100 (48,8) 120 (39,4) 86,9 (30,3) 77,4 (43,5) 49,9 (42,2) 218 (96,5)°

Vysledky jsou vyjadreny jako primér (smérodatna odchylka)

Statistika: a=P<0,05; b=P<0,01
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Infiltrace zanétlivymi bunkami

Obrazek 9 Infiltrace zanétlivymi burikami po lokdlnim ozareni hrudniku davkou 20 Gy
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Sledovani radioprotektivniho ucinku studovanych latek ve fazi radiacni pneumonitidy po lokalnim ozareni hrudniku
potkana kmene Wistar

Souhrn vysledku

Tabulka 41 Sledovani radioprotektivniho ucinku studovanych latek ve fazi radia¢ni pneumonitidy po lokdlnim ozareni hrudniku potkana kmene Wistar

ozdreni 15 Gy
PBS AG L-NAME ALC

eNO (ppb) 0,64 (0,13) 0,57 (0,04) 0,52 (0,06) 0,64 (0,06)
plazma MDA (umol.L") 1,84 (0,11) 1,83 (0,10) 1,89 (0,27) 2,03 (0,12)
plazma NO, (umol.L")  21,2(16,8) 18,4(7,50)  38,1(8,07) 17,7 (6,07)

plazma TP (g/1) 64,0 (0,56) 60,4(3,33) 59,3(3,19 59,2 (1,80)
BAL MDA (nM) 236 (52,0)  245(33,1) 452 (108) 408 (81,6)

BM NO, (umol.L™) 6,29 (0,15) 5,96 (0,23) 5,62 (0,04 4,88 (0,12)°
BAL TP(mg/1) 490 (335) 440 (103) 2150 (1178) 1090 (280)

Vysledky jsou vyjadreny jako prameér (stfedni chyba prliméru)

Legenda: PBS-fyziologicky roztok; AG-aminoguanidin; L-NAME-methyl ester nitro-L-argininu; ALC-acetyl-L-karnitin; MDA-malondialdehyd; BAL-tekutina
z bronchoalveolarni lavaZe; NOx-celkova koncentrace dusi¢nan(/dusitand; TP-celkova bilkovina;

Statistika: a=P<0,05



ANDREA NAGY

PRILOHA

Vysledky RT-PCR
Tabulka 42 Vysledky RT-PCR u davky 15 Gy

ozdreni 15 Gy

PBS (kontroly) AG L-NAME ALC
iNOS 100 (49) 91 (36) 152 (45) 138 (60)
eNOS 100 (16) 167 (33) 77 (18) 99 (25)
Argindzal 100 (64) 53 (9) 64 (12) 57 (9)
Arginazall 100 (14) 67 (11) 67 (14) 86 (28)
CAT1 100 (19) 107 (19) 68 (14) 59 (7)°
CAT2 100 (14) 134 (13) 65 (10) 64 (14)
CAT3 100 (20) 86 (13) 76 (15) 53 (14)°

Vysledky jsou vyjadieny jako primér (stfedni chyba priiméru)

Legenda: PBS-fyziologicky roztok; AG-aminoguanidin; L-NAME-methyl ester nitro-L-argininu; ALC-acetyl-L-karnitin;

Statistika: a=P<0,05
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Exprese argnaz v plicni tkani u skupiny ALC v 7. tydnu po lokalnim ozafeni hrudniku davkou 15 Gy

Obrazek 11 Exprese arginaz v plicni tkani u skupiny ALC v 7. tydnu po ozareni davkou 15 Gy
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Abstract

Purpose: Nitric oxide (NO), a reactive radical, is formed in higher
amounts from L-arginine by inducible NO synthase (iNOS) during
earlyresponse toionizing radiation presumably as a part of signal
transduction pathways. This study investigated the changes in
L-arginine-NO metabolic pathways within a 24-hour period after
whole-body gamma irradiation of rats with the range of low to
supra-lethal doses.

Materials and methods: Young adult female Wistar rats received
either 0-50 Gy whole-body irradiation or an intraperitoneal
injection of bacterial lipopolysaccharide (LPS, 10 mg/kg). Exhaled
NO was monitored using chemiluminiscence, nitrite + nitrate
(NO,) and L-arginine were assayed by high-performance liquid
chromatography, and expression of iNOS was determined using
Western blot.

Results: Irradiation resulted in a dose-dependent increase
of plasma NO, to maximum levels which were 4-fold higher
compared to controls (p <0.001). The NO, levels increased less
in the bronchoalveolar lavage fluid (BAL) (1.7-fold, p <0.001)
and liver homogenate (2.5-fold, p <0.05), respectively, and
were dose-independent. Exhaled NO, lung NO,, plasma and
BAL L-arginine, and the expression of iNOS in lung and liver
tissues of irradiated rats and controls were similar. LPS caused
a considerable increase (p < 0.001) in exhaled NO (61-fold), NO,
levels (plasma 34-fold, BAL 6-fold, lung 5-fold, liver 4-fold), and
in iNOS expression, respectively.

Conclusion: In contrast to the LPS treatment of rats, the radiation-
induced changes in L-arginine-NO metabolic pathways are
modest, particularly in the airways and lungs. Noninvasive
measurement of exhaled NO within a 24-h period following
the exposure of rats to ionizing radiation has no value for
biodosimetry.

Keywords: Nitric oxide, L-arginine, gamma irradiation, rat

Introduction

Lung injury following exposure to ionizing radiation has been
well documented especially in patients after the radiotherapy

of haematological malignancies or tumours in the thoracic
region. Its clinical signs involve radiation pneumonitis, i.e.,
acute inflammatory reaction which develops several weeks
following irradiation, and radiation fibrosis manifesting after
6-12 months (Abid et al. 2001, Mehta 2005). During the last
few years, investigations of the mechanisms of radiation
injury on the cellular and molecular level helped to improve
our knowledge of the various cascades of events which pro-
ceed during a period of clinically silent pulmonary injury. It
is presumed that the crucial cause of radiation pneumonitis/
fibrosis development is the activation of proinflammatory
(interleukin-1 [IL-1], interleukin-6 [IL-6], tumour necrosis
factor-alpha [TNF-q, interferon-gamma [IFN-y]) and profi-
brotic (transforming growth factor beta [TGF-B], fibroblast
growth factors [FGF]) cytokine cascades (Tsoutsou and Kou-
kourakis 2006).

Ionizing radiation damages the cells either directly or
indirectly through the radiolysis of water and production
of reactive oxygen species (ROS). Nitric oxide (NO), a reac-
tive radical, is formed in higher amounts from L-arginine by
inducible NO synthase (iNOS) in response to ionizing radia-
tion. The mechanisms ofitsrelease in the murine macrophage
cellline RAW264.7 were studied by Ibuki et al. (2003). In their
study, nuclear factor kappa B (NF-«B) activation was dose-
dependently increased 1 h after gamma-irradiation. Signal
transduction involved the activation of poly(ADP-ribose)
polymerase through DNA damage leading to NFkB activation
with the subsequent induction of iNOS and synthesis of NO.
Bacterial lipopolysaccharide (LPS), interleukin-1 beta (IL-
1B), TNF-0, and oxidative stress have been shown to induce
iNOS expression in different cell types by activating NF-xB
(Pautz et al. 2010). Some theories propose that ROS are ini-
tiators and NO and other reactive nitrogen species (RNS) are
effectors activating particular cytosolic signal transduction
pathways in response to ionizing radiation (Mikkelsen and
Wardman 2003).

Published animal studies indicate an increased forma-
tion of NO in various organs after ionizing radiation. Due
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to the short half-life of NO and other RNS, the investigators
followed the changes in the expression of iNOS mRNA and
protein, and used biochemical methods and/or immunohis-
tochemistry to evaluate the concentrations of stable meta-
bolic end-products of NO such as nitrites/nitrates (NO,) and
nitrotyrosine (Nozaki et al. 1997, Tsuji et al. 2000, Giaid et al.
2003). However, NO can also be detected in the exhaled air
using sensitive methods like chemiluminiscence (Gustafsson
et al. 1991). The use of this non-invasive approach for evalu-
ation of enhanced NO production in small animal models of
acute lung injury, asthma and chronic obstructive pulmo-
nary disease has been described by several groups (Lee et al.
2001, Zegdi et al. 2003, Chen et al. 2008, Ahmad et al. 2009).
However, no study has so far adopted this method in animal
experiments for the measurement of exhaled NO (eNO) after
exposure to ionizing radiation.

The present study investigates changes in L-arginine-
NO metabolic pathways in rats which occur within 24 h
after whole-body irradiation with the range of low to supra-
lethal doses (2-50 Gy). Evaluation of eNO is performed
together with traditional methods for assessment of NO
formation, such as measurements of the NO, concentra-
tions in the lung tissue, bronchoalveolar lavage fluid (BAL)
and plasma and the evaluation of iNOS protein expression
in the lung and liver tissue by Western blot. The concentra-
tion of L-arginine in the plasma and BAL is determined.
The results are compared with data obtained in LPS-treated
rats as a positive control, since LPS is a well-known inducer
of iNOS and NO formation (Bachetti et al. 2003, Birrell
et al. 2006).

Materials and methods

Animals

Female, specific pathogen free, Wistar rats (Velaz s.r.o.,
Prague, Czech Republic), weighing 200-250 g, were used
throughout the study. Animals were fed with standard feed
and water ad libitum. The daily cycle was automatically
regulated at 12-h intervals (light/dark). All experimental
protocols were approved by the Institutional Animal Care
and Use Committee of the Faculty of Medicine in Hradec
Kralove and the University of Defence, Hradec Kralove,
Czech Republic.

Chemicals

LPS from Escherichia coli (H55:05), nitrate reductase from
Aspergillus niger, glucose-6-phosphate dehydrogenase, glu-
cose-6-phosphate and nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate reduced form (NADPH) were purchased from
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). Primary and second-
ary antibodies used for Western blots were as follows: iNOS
polyclonal antibody (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI,
USA), monoclonal anti-B-actin antibody (Sigma-Aldrich),
horseradish peroxidase (HRP)-conjugated polyclonal swine
anti-rabbit immunoglobulins and HRP-conjugated poly-
clonal goat anti-mouse immunoglobulins (Dako Denmark
A/S, Glostrup, Denmark). iNOS electrophoresis standard
was obtained from Cayman Chemical. The other chemicals
were of the analytical grade.

Irradiation

Whole-body gamma irradiation with respective doses of
5 and 50 Gy were delivered to two groups of irradiated rats
using a %°Co gamma-ray source (Chirana, Prague, Czech
Republic) with a dose-rate of 1 Gy/min. Non-anesthetized
animals were restrained in separate chambers of a well ven-
tilated Plexiglas container. Another group of rats (Controls)
underwent all procedures in the same manner as the irradi-
ated groups without being exposed to irradiation. If dose-
related changes in the indicators of NO formation under
study were detected, additional experiments with doses 2,
10 and 20 Gy were conducted to fully characterize the dose-
response relationship.

Lipopolysaccharide challenge

LPS-treated rats received 5 mg/kg LPS in 0.9% (w/v) sterile
saline using an intraperitoneal (i.p.) injection. Saline-treated
controls received only vehicle.

Serial measurements of exhaled nitric oxide

The concentration of eNO was measured with a CLD 88
chemiluminiscence analyzer (Ecomedics, Duernten, Swit-
zerland) using the procedure described for mice by Ahmad
etal. (2009) with minor modifications. Rats were individually
placed into a sealed plastic box with a volume of 3 L (P-LAB
Ltd, Prague, Czech Republic). The box was flushed for
approximately 3 min with NO-free air from the Denox mod-
ule of the analyzer. Thereafter, air from the box was sampled
to confirm zero baseline. The box was tightly closed and after
10 min, air was sucked from the box into the analyzer at a
rate of 330 ml/min being replaced by NO-free air from the
Denox. An initial stable concentration of eNO was recorded.
Serial measurements of eNO were performed over 24 h in
rats irradiated with 5 and 50 Gy (n =5 for each group) and,
in control rats (n = 4).

Measurements of nitrites/nitrates in BAL fluid, plasma,
lung and liver tissue

Two groups of irradiated rats (5 and 50 Gy) and a control
group were examined at 6 h and 24 h intervals (n=6 for
each group and interval). Animals were anaesthetized with
sodium pentobarbital (50 mg/kg i.p.). Blood was collected
from abdominal aorta into a 9-ml S-monovette K,-ethylene-
diaminetetraacetic acid (Sarstedt, Niimbrecht, Germany)
and rats were killed by exsanguination. The lungs were
lavaged with 10 ml of 0.9% w/v saline solution through the
tracheostomy. The blood and BAL fluid were centrifuged at
2,000 g force for 10 min at 4°C; livers and lungs were removed
and snap-frozen in liquid nitrogen and stored at — 80°C.

The sum of nitrite and nitrate concentrations (NO,) in
biological fluids and tissue homogenates was determined
by high-performance liquid chromatography (HPLC) with
fluorescence detection as described by Woitzik et al. (2001).
The method is based on enzymatic reduction of nitrates by
nitrate reductase and on the determination of nitrites after
derivatization with 2, 3-diaminonaphtalene. Tissues were
immersed in liquid nitrogen and pulverized in the mortar.
The tissue powder was mixed with ammonium acetate buffer
(25 micromol/l, pH = 4.5) and the resulting suspension was



centrifuged (15,000 g force, 15 min, 4°C). The supernatant
was ultrafiltered (15 min, 4°C, 10,000 g force) to remove pro-
teins using Microcon YM-30 Centrifugal Filter Units (Milli-
pore Corp., Billerica, MA, USA) and the ultrafiltrate was used
for the determination of NO,.

Assay for L-arginine in BAL fluid and plasma

L-arginine was assayed in BAL fluid and plasma using
HPLC with fluorescence detection according to Teerlink et al.
(2002) with minor modifications. Briefly, L-arginine and
the internal standard N-ethylarginine were extracted from
the plasma and BAL using a solid-phase cartridge Oasis
MCX (Waters, Prague, Czech Republic) and derivatized with
o-pthaldialdehyde. After separation on the Zorbax Eclipse
XDB C18 column, 150 mm length X 4.6 mm inner diameter,
5um particle size (HPST, Prague, Czech Republic), the deriva-
tives were quantified by fluorescence (excitation wavelength
335 nm, emission wavelength 450 nm).

Western blot analysis of iNOS

Lungand liver samples were homogenized in a cold homoge-
nizing buffer (4°C, the ratio of tissue to buffer 1:5, weight/vol-
ume) using homogeniser Ultra Turrax (IKA Werke GmbH &
Co. KG, Staufen, Germany) and the crude homogenate was
centrifuged (1,000 g force, 10 min, 4°C). The determina-
tion of expression was carried out by Western blot of the
supernatant collected after a second centrifugation (30
min, 4°C, 19,000 g force). Total protein concentration in the
supernatant was determined using the bicinchoninic acid
protein assay (Pierce, Rockford, IL, USA). Pooled samples
were prepared from tissue homogenates of all animals in
the respective groups using the volumes of the supernatants
containing the same amount of total protein. Proteins were
separated by sodium dodecyl sulphate (10%) polyacrylamide
gel electrophoresis using 30 ng of protein per sample. iNOS
electrophoresis standard was included as a positive control.
Resultant proteins were electroblotted onto polyvinylidene
difluoride membranes (Bio-Rad Laboratories s.r.o., Prague,
Czech Republic). After blotting, membranes were incubated
for 1 h at room temperature in blocking solution (5% non-
fat dry milk added to 0.05% Tween 20 in tris(hydroxymethyl)
aminomethane-buffered saline [TBS/T]). The resultant blot
was washed three times in 0.05% TBS/T and incubated over-
night with an iNOS antibody (4°C, dilution 1:500). Blots were
washed three times in 0.05% TBS/T and incubated for 1 h
with secondary antibodies, a HRP-conjugated swine anti-
rabbit immunoglobulin for iNOS detection (dilution 1:2,000)
and polyclonal goat anti-mouse immunoglobulins for beta-
actin detection (dilution 1:25,000). The blots were washed
three times with TBS buffer and developed with enhanced
electrochemiluminescence (Roche s.ro., Prague, Czech
Republic).

Statistical analysis

The results of serial measurements of eNO were analyzed by
two-way Analysis Of Variance (ANOVA) forrepeated measure-
ments. Post hoc analysis was performed by the Bonferroni
test. Within-group changes of eNO from the baseline were
evaluated by one-way ANOVA for repeated measurements.

Nitric oxide after radiation exposure of rats 1069
Between-group differences in NOx and L-arginine levels
were analysed by one-way ANOVA. Dunnett’s multiple
comparison test was used for post hoc analysis. Calculations
were performed using Statistica 8.0 software (StatSoft, Inc.,
Tulsa, OK, USA). Significance was assumed when the p value
was < 0.05. The data are shown as the mean and standard
deviation (SD).

Results

Effect of irradiation on the availability of NO and
L-arginine in the airways and lung and on iNOS
expression

Figure 1 shows the results of serial measurements of eNO
performed over a 24-h period in rats irradiated with 5 and
50 Gy, and in control rats. Two-way analysis of variance for
repeated measures revealed that eNO was significantly influ-
enced by the factors Group (p <0.02) and Time (p <0.001),
respectively. The eNO vs. time curves differed between
groups: No significant changes from the baseline (0 h) were
detected by Dunnett’s multiple comparison test in controls
and inrats irradiated with 50 Gy, respectively, while the lower
dose of 5 Gy resulted in a transient elevation of eNO at 2 hours
(2.2-fold compared to the baseline, p < 0.001). However, post
hoc comparison of eNO between groups indicated that the
amounts exhaled by controls were higher at 0 h and 6 h and
at no time point following irradiation did the eNO levels of
irradiated groups exceed those of controls (Figure 1).

A small to moderate increase in BAL NO, was observed in
irradiated rats (Table I). Maximum elevation (1.7-fold above
the level of controls) was found at 24 h following irradiation
with 5 Gy (Table I). Investigation extended to doses of 2, 10
and 20 Gy revealed that the effect of irradiation on BAL NO,
was not dose-dependent (Figure 2). L-arginine concentra-
tion in BAL fluid of irradiated rats did not show any statistical
differences when compared with the control group (Table I).

Irradiation exerted no effect on NO, levels in the lung
homogenate evaluated at 6 and 24 h (Table I). Finally, there
was little-to-no change of iNOS expression in the lung tissue
(Figure 3).

47 —<- Controls

4+ 5Gy -® 50GQGy

34 #

—%

exhaled NO (ppb)
N

*

0 4 8 12 16 20 24
Time (h)

Figure 1. Serial measurement of exhaled NO in rats irradiated with
5 and 50 Gy, and in control rats (0 Gy). Values represent mean
concentrations = SEM for n = 4-5 rats/group. The two-way ANOVA for
repeated measurements indicated the main effects of Time (p < 0.001),
Group, and Group X Time (p <0.01). *Significant differences between
irradiated rats and controls were detected by Bonferroni post tests:
p=0.05. #within-group comparison of eNO against the base-line (0 h)
by Dunnett’s multiple comparison test: 5 Gy at 2 h: p<0.001.
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Table I. Exhaled NO, nitrite and nitrate (NO,) in bronchoalveolar lavage fluid (BAL), plasma and tissues, and plasma and BAL arginine in rats after
whole body irradiation (5 and 50 Gy) and lipopolysaccharide (LPS) administration (10 mg/kg intraperitoneally).

Irradiated rats

LPS-treated rats

5Gy 50 Gy Saline-treated

Controls +6 h +24h +6 h +24h controls +6 h +24h
Exhaled NO (ppb) 2.1(0.53) 0.74(0.26)*  1.3(0.34)  0.89(0.46)*  0.93(0.21) 0.94 (0.39) 57 (22)° 9.4 (7.4)°
BALNO, (pmol.l’l) 2.1 (0.50) 1.7 (0.09) 3.6 (1.5)¢ 1.8 (0.29) 2.7 (0.45)a 2.5(1.1) 6.4 (2.2)¢ 14 (4.5)¢
Lung NO_(umol.gprotein™!)  0.38(0.22)  0.44(0.14)  0.55(0.19)  0.48(0.17)  0.45(0.16)  0.52(0.24) 1.6(0.62)° 2.4 (0.83)°
Plasma NO_ (umol.1"!) 7.5(1.7) 17 (2.3)° 22 (10)° 23 (8.8)° 29 (15)° 9.9(2.8) 81 (32)° 340 (280)°
Liver NO, (pmol.g protein~1)  0.37 (0.18) 0.69(0.27) 0.79 (0.54) 0.94 (0.51)2 0.48 (0.15) 0.53(0.26) 1.2 (0.21)¢ 1.9 (0.75)¢
BAL arginine (nmol.I") 225 (69) 241 (23) 225 (43) 240 (140) 329 (84) 223 (55) 229 (70) 273 (64)
Plasma arginine (umol.1"1) 196 (41) 207 (8.6) 179 (15) 190 (13) 207 (24) 184 (38) 53 (21)¢ 135 (52)

Data are presented as mean (SD), n = 6 rats/group/time point. Significant differences between irradiated rats and controls: 3p < 0.05; °p < 0.01. Significant differences

between LPS-treated rats and saline-treated controls: *p < 0.05; °p < 0.01.

Plasma and liver NO, and plasma L-arginine

after irradiation

Irradiation resulted in a dose-dependent increase in plasma
NO, at 6 h with a maximum concentration observed after
irradiation by 50 Gy being 3-fold higher compared to con-
trols. Within the range of doses from 2-20 Gy, the relation-
ship between plasma NO, and the dose was well described
(r* = 0.76)byalinearquadraticmodel PlasmaNO_= B+ B, X
Dose — B, X Dose? with the following estimates (SD) for
the best-fit parameters B, B, and B,: 7.4 (0.8), 2.15 (0.26),
and — 0.081 (0.013), respectively (Figure 4). Measurements
at 24 h documented that plasma NO, further increased in
all irradiated groups but the inter-individual variability aug-
mented as well and the difference from the mean value at 6
h reached significance only after 2 Gy (Figure 4). The con-
centration of NO, in the liver homogenate displayed a trend
towards a moderate increase. However, high inter-individual
differences were observed and the elevation above the levels
of controls was significant only 6 h after a dose of 50 Gy (Table
I). Ionising radiation did not significantly change expression
of iNOS protein (Figure 3). Finally, plasma L-arginine levels
of irradiated and control rats were comparable (Table I).

107 o p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05 vs. Controls
8 -
s
\:; 6 I *kk
X
o
Z * %
3 4 *
m
O m—‘

Y N NP N N DD D
OO(\\‘O Ve QTR v o ,@O @0990
+ 6h + 24h

Figure 2. Concentrations of nitrites and nitrates (NO,) in the
bronchoalveolar lavage fluid (BAL) of irradiated rats 6 h and 24 h after
2-50 Gy doses of whole-body gamma irradiation. Bars represent mean
concentrations and error bars indicate the standard deviation (SD)
for n =6 rats/group. The one-way ANOVA proved the effect of Group
(p<<0.001). Significant differences between irradiated rats and controls
(0 Gy) found by Dunnett’s multiple-comparison test are indicated.

Effect of LPS challenge on the availability of NO

and L-arginine in the airways and lung and on iNOS
expression

Unlike ionising radiation, all selected characteristics of NO
formation displayed a considerable increase after LPS admin-
istration (Table I). Compared with saline-treated animals,
eNO was 61-fold and 10-fold higher (p <0.001) 6 h and 24 h
after LPS application, respectively. The NO, concentrations
assayed in BAL at 6 h were 3-fold higher when compared
to those of controls and further increased at 24 h (a 5-fold
elevation) (Table I). Thus, the highest concentrations of NO_
in BAL were observed later in time when compared to eNO.
Despite a considerable increase in both characteristics of
NO formation in the airways, the concentration of the iNOS
substrate L-arginine in the BAL fluid of LPS-treated rats was
comparable to that of saline-treated controls. Administration
of LPS caused a marked increase of iNOS protein expression
in the lung tissue (Figure 3).

Plasma and liver NO, and plasma L-arginine following

LPS challenge

At 6 and 24 h following LPS injection, the plasma NO,_ was
increased 8-fold and 34-fold above the level of saline-treated
controls (Table I). In addition, LPS significantly decreased
the plasma concentration of L-arginine at 6 h post-injection
to 29% of the concentration found in saline-treated controls
(p<0.01). After 24 h, the concentration partially recovered
to 73% of the control value (Table I). Moreover, a significant
increase was observed in iNOS expression and NO, concen-
tration in the liver homogenate. Expression of iNOS peaked
in 6 h interval (Figure 3) while maximal elevation of liver NO_
(3.6-fold) was detected 24 h after LPS administration.

Discussion

The present study examined the changes in L-arginine-NO
metabolic pathways during an initial phase following whole-
body gamma irradiation of rats. For the first time, the inves-
tigation included eNO, i.e., the biomarker used previously in
various rodent models of inflammation and acute lung injury.
Another novel aspect of this study is the use of LPS-treatment
as a positive control. The results show that within the first
24 h following sub-lethal to lethal doses, radiation-induced
generation of NO is modest, particularly in the airways and
lungs. The eNO levels did not exceed those of non-irradiated
controls. The concentrations of NO, produced by oxidative
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Figure 3. The expression of inducible NO synthase (iNOS) protein in rat liver (A, B) and lung (C, D) after whole body irradiation with 10 Gy (A, C)
and, after an intraperitoneal injection of 10 mg/kg lipopolysaccharide (LPS) (B, D).

metabolism of NO were either similar (lung homogenate)
or moderately elevated (BAL fluid). The expression of the
iNOS protein in the lung homogenate remained unchanged.
Importantly, all characteristics of NO formation augmented
considerably after LPS providing an internal control that the
methods were sufficiently sensitive.

Numerous other reports show that systemically admin-
istered or inhaled bacterial LPS is able to induce iNOS and
increase eNO and NO, concentrations in the BAL fluid,
plasma, and tissues of rats (Lee et al. 2001, Bachetti et al.
2003, Birrell et al. 2006, Su et al. 2007). The high level of NO
is necessary for an efficient immune response and cytotoxic-
ity of host cells to kill invading pathogens (Ricciardolo et al.
2006). An early increase in eNO was also found in various
rat models of acute lung injury such as after extracorporeal
circulation (Zegdi et al. 2003), infusion of oleic acid (Chen
et al. 2008), and ischemia-reperfusion caused by occlusion
of the infrarenal aorta (Tassiopoulos et al. 1997). It seems
to be surprising that the airways and lung show a rapid and
marked increase in iNOS expression and NO formation after
LPS challenge and, to a lesser extent, in response to acute
lung injury while the NO inducing effect of gamma irradia-
tion is delayed in time and relatively limited. Supposing that
oxidative stress is an important trigger for iNOS induction, its
effect in the airways and lung after ionizing irradiation can
be limited for two reasons. First, the lung has a large reserve
of antioxidant agents such as glutathione and superoxide
dismutase and, second, the oxidative stress after radiation is
mild if compared to the rates of superoxide radical release
in the respiratory chain and other metabolic reactions (Mik-
kelsen and Wardman 2003).

The absence of significant up-regulation of iNOS expres-
sion and NO formation in the airways and lung contrasts
with the acute response to ionizing radiation documented
in the circulation and in other organs, namely the ileum and
jejunum. In this study, plasma NO, displayed a dose-depen-
dentincrease at 6 h reaching a plateau after 10 Gy and higher
doses (a 3-fold elevation compared to controls). Huang et al.
(2009) found similar plasma levels of NO_ in rats 4 h and 8
h after whole-abdominal irradiation with 12 Gy. In contrast,
lower effect of whole-body irradiation was observed in rats
by Clarencon et al. (1999). Plasma nitrates increased by 36%

at 24 h after 15 Gy and blood levels of NO detected by dif-
ferential pulse voltametry at 90 min and 24 h showed a dose-
dependent elevation by 26% as the maximum (Clarengon
et al. 1999). Messenger RNA, protein expression and the
activity of iNOS in the ileum increased within 2 h following
whole-body exposure of rats with 10 Gy (MacNaughton et al.
1998). Huang et al. (2009) noted that whole-abdominal irra-
diation with 12 Gy caused an increased immunohistochemi-
cal staining of iNOS and 3-nitrotyrosine in the jejunum of
rats at 4 h. Taken together, these data largely confirm the
view that induction of iNOS expression after irradiation is
cell- and organ-specific (Pautz et al. 2010).

In most studies, the biochemistry of NO in the airways and
lung of rats was investigated during later periods after irradi-
ation. The rationale was to perform these investigations after
lung injury has been proved using various criteria (Shioya
etal. 1997, Kawana et al. 1997). The transcription factor NF-xB
was activated only transiently during the first 24 h after irra-
diation of the rat lung but it remained continuously activated
over several months. Its maximum DNA binding activity was
detected when radiation-induced pneumonitis and fibrosis
was manifest (Haase et al. 2003). Nozaki et al. (1997) were
able to document an increased mRNA expression for iNOS
in the rat lung by real-time polymerase chain reaction per-
formed on day 3 following unilateral thoracic irradiation. In
situ hybridization showed an augmented expression of iNOS
mRNA on alveolar and airway epithelium. Nitrite produc-
tion by alveolar macrophages increased between 7 and 56
days after irradiation (Nozaki et al. 1997). Tsuji et al. (2000)
observed an augmented expression of iNOS mRNA in the
lung two weeks after irradiation of the left hemithorax of rats
with 20 Gy. At the same time, the concentration of protein-
bound nitrotyrosine was elevated in lung tissue and NO, aug-
mented in BAL fluid (Tsuji et al. 2000). The inducing effect of
thoracic irradiation of BALBc mice on iNOS expression in the
airway and alveolar epithelium and vascular endothelium is
also delayed up to 15-30 days following exposure (Giaid et al.
2003). Thus, the possibility exists that elevation of eNO also
occurs during later periods following irradiation of rats and
reflects the onset and severity of radiation pneumonitis.

Besides transcriptional regulation of iNOS, the intracel-
lular concentration of its substrate L-arginine may modulate
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Figure 4. (A) Concentrations of nitrites and nitrates (NO,) in the
plasma of irradiated rats 6 h and 24 h after whole-body gamma
irradiation delivered to total doses from 2-50 Gy. Bars represent mean
concentrations and error bars indicate the standard deviation (SD) for
n=6 rats/group. The one-way ANOVA detected the effect of Group
(»<0.0001). Significantdifferencesbetweenirradiated ratsand controls
(0 Gy) found by Dunnett’s multiple-comparison test are indicated by
asterisks. (B) Plasma NO, at 6 h following irradiation with the doses
from 0-20 Gy. Solid line represents the fit of the linear quadratic model
to the data (Plasma NO_= 7.4 +2.15 X Dose — 0.081 X Dose?).

the release of NO. L-arginine homeostasis is influenced by
the rate of its synthesis from citruline, protein catabolism,
consumption of L-arginine by NO synthases, arginases and
other enzymes, its cellular uptake via cationic amino acid
transporters, and other processes (Ricciardolo et al. 2005).
These facts prompted the measurements of L-arginine con-
centrations in the plasma and BAL fluid both after irradiation
and LPS challenge of rats. The levels of L-arginine were unaf-
fected by irradiation. Contrary to that, LPS caused a substantial
decrease in plasma L-arginine. It has been shown previously
that depletion of plasma L-arginine after LPS precedes
induction of iNOS and that the major factor responsible for
the rapid decrease is an impaired production of L-arginine
by the kidney (Lortie et al. 2004, Munger et al. 2006, Kao et
al. 2009). Supposing that L-arginine levels in BAL reflect its
intracellular concentrations in the inflammatory and struc-
tural cells in the airways, the results of this study argue against
a diminished bioavailability of L-arginine in the airways after
LPS despite a markedly augmented production of NO. To our

best knowledge, no similar study reporting the measurement
of L-arginine in BAL of rats has been published so far.

In conclusion, the results of the present study confirm
the view that the induction of iNOS expression is cell- and
stimulus-specific (Pautz et al. 2010). Within the first 24 h fol-
lowing whole-body gamma irradiation of rats with sublethal
to lethal doses, radiation-induced generation of NO in the
airways and lung which is considered a part of signal trans-
duction pathways is marginal compared to the effects of LPS.
Non-invasive and rapid measurement of eNO fails as an early
biomarker of radiation exposure of rats. Irradiation causes a
dose-dependent increase of plasma NO, to maximum levels
which are 4-fold higher compared to controls. The elevation
of NO, in BAL fluid is modest and dose-independent. Lung
NOx, plasma and BAL L-arginine, and expression of iNOS
in lung and liver tissues remain unchanged. Future studies
should evaluate whether or not concentrations of eNO or
related nitrogenous compounds in biological fluids sampled
from the airways change during later intervals after thoracic
irradiation and are predictive of the onset and severity of
radiation pneumonitis.
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Summary

Purpose: The purpose of our study is to examine the effect of acetyl-L-carnitine (ALC) pretreatment on
radiation pneumonitis and L-arginine-nitric oxide (NO) metabolic pathway after local chest irradiation.
Materials and methods: Female Wistar rats were pretreated with either phosphate buffer saline or ALC
and locally irradiated by a dose of 15 Gy onto the chest. Samples were collected 7 weeks after irradiation.
Exhaled NO was monitored using chemiluminiscence method. In plasma and bronchoalveolar lavage (BAL)
fluid, nitrite/nitrate (NO,) and malondialdehyde were measured by high-performance liquid chromatography.
Total protein concentration was assayed colorimetrically. In lungs, inducible and endothelial nitric oxide
synthase (iNOS, eNOS), arginase (Arg) I and II, cationic amino acid transporter (CAT) 1, 2 and 3 relative
mRNA expression were measured by RT-PCR. Expression of Arg I and I was also evaluated by Western
blot. Histochemical analysis was used to measure air/tissue ratio and neutrophil infiltration.

Results: ALC pretreatment increased survival rate of irradiated rats. It also decreased NO, concentration in
BAL, while in lungs, we observed increased air/tissue ratio, reduced neutrophil infiltration, decreased CAT
1 and CAT 3 mRNA expression, and reduced Arg I and Arg II expression.

Conclusions: ALC pretreatment improves clinical prognosis and seems to reduce intensity of post-radiation
changes on a molecular and microscopic level.

Key words: ionising radiation; acetyl-L-carnitine; NO, NO synthase; arginase; cationic amino acid
transporter; lung
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INTRODUCTION

Radiation pneumonitis (RP) is one of the major
dose-limiting complications during radiotherapy to
the thoracic region. RP is an acute inflammatory
reaction that is characterized by alveolar cell
depletion, interstitial oedema and inflammatory cell
accumulation and develops within weeks after
irradiation. It occurs in 5-15% of patients treated with
thoracic radiotherapy, especially in children or when
a more aggressive approach such as combined
chemoradiotherapy is used [1 - 4].

Measurement of exhaled nitric oxide (NO) is
a noninvasive method used to predict onset of
radiation pneumonitis in irradiated patients and
generally, a method used to assess inflammatory
status and response to therapy in many acute and
chronic lung diseases [5 - 8]. NO is a small gas
molecule with many various biological functions [9].
The synthesis of NO is carried out from L-arginine by
nitric oxide synthases. In lungs, NO is constitutively
produced by endothelial nitric oxide synthase
(eNOS), but when exposed to proinflammatory
cytokines or lipopolysaccharide, the NO production
rises via inducible nitric oxide synthase (iNOS) in
epithelial and inflammatory cells [10 - 12]. One of
the factors that might affect NO synthesis is L-
arginine cellular uptake, which is regulated by
cationic amino acid transporter (CAT) [13]. So far,
three members of the CAT family participating in L-
arginine cellular uptake have been identified, CAT 1,
2 and 3 [14]. CAT 1 is constitutively expressed, while
CAT 2 is the inducible transporter and its expression
is upregulated in macrophages upon immune
activation [15, 16]. The importance of CAT 3 remains
unknown [14, 17]. Other factors that may limit NO
synthesis are arginases. There are two isoforms of
arginases in mammalian cells: arginase I (Arg I) is
a cytosolic enzyme abundant in liver, and arginase 11
(Arg II) is a mitochondrial enzyme with widespread
tissue distribution [18]. Arginases compete for L-
arginine substrate by metabolizing it to L-ornithine
within the urea cycle and this competition seems to
help regulate the inflammatory process [19 - 22].

The aim of our work is to evaluate the effect
of  acetyl-L-carnitine =~ (ALC,  3-hydroxy-4-
trimethylammoniumbutyric acid) pretreatment on
radiation pneumonitis and L-arginine-NO metabolic
pathway 7 weeks after local chest irradiation. Exhaled
NO is evaluated in the contxt of nitrite/nitrate,
malondialdehyde and total protein concentration
measurements in plasma and bronchoalveolar lavage
fluid (BAL) and expression of genes and proteins
participating in NO production in lungs.
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MATERIAL AND METHODS
Animals

Specific pathogen free 12-16 month old female
Wistar rats weighing 165-272¢g (Velaz Ltd, Prague,
Czech Republic) were used during the experiments.
Animals were fed with standard feed ST-1 (Velaz
Ltd, Prague, Czech Republic) and water ad /ibitum.
The rats were kept in an air-controlled room
(22 £ 2°C and 50 + 10% relative humidity) with
a 12hour light/dark cycle with light from 7:00 to
19:00 h. All procedures were approved by the Ethical
Committee of the Faculty of Military Health Sciences
Hradec Kralove (Czech Republic).

Pretreatment

The animals were divided into 2 groups of 10
animals: a control group administered with phosphate
buffer saline (PBS, Sigma Aldrich, Prague, Czech
Republic), and a group administered with acetyl-L-
carnitine (ALC, Sigma Aldrich). ALC was dissolved
in PBS and intraperitoneally (i.p.) administered 5
days before irradiation at 5 single doses of 250 mg/kg
(5 x 250 mg/kg). The last dose was applied 1 hour
before irradiation.

Irradiation

The animals were irradiated using a ®°Co unit
(Chirana, Prague, Czech Republic) at a dose rate of
2.61 Gy.min' with a target distance of 0.5 m.
Dosimetry was performed using an ionization
chamber (Dosemeter PTW Unidos 1001, Serial No.
11057, with ionization chamber PTW TM 313, Serial
No. 0012; RPD Inc., Albertville, MN, USA). Before
irradiation, the rats were analgosedated with
ketamine (5%, 40 mg/kg) and xylazine (2%, 4.8
mg/kg) (both BIOVETA, Ivanovice na Hane, Czech
Republic). Under analgosedation, the animals were
fastened onto a Plexiglas underlay (VLA JEP, Hradec
Kralove, Czech Republic) to assure consistent
unilateral back-front exposure onto the chest with the
rest of the body shielded with lead. The chest was
irradiated with a single dose of 15 Gy (1 animal was
irradiated each time).

Sample collection

At the end, 7 weeks after irradiation, animals
were i.p. anaesthetized with sodium pentobarbital
sodium salt at a dose of 50 mg/kg (Sigma Aldrich).
Blood was collected into the 9-mL S-monovette
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K3EDTA (Sarstedt Ltd, Prague, Czech Republic)
from abdominal aorta. The whole blood was
centrifuged (2000 g force, 10 min, 4°C; Rotina 46R
Hettich zentrifugen, Hettich Laborapparate AG,
Bach, Germany) and plasma was stored in -80°C
for further analysis. After exsanguination,
bronchoalveolar lavage fluid (BAL) was obtained
by instilling 10 ml of 0.9% saline solution (Sigma
Aldrich) through the tracheostomy. BAL was
centrifuged (2000 g force, 10 min, 4°C; Rotina 46R
Hettich zentrifugen) and supernatant was stored in
-80°C for further analysis. Finally, lungs were
removed; left lungs were immediately frozen in
liquid nitrogen (Linde gas Ltd., Prague, Czech
Republic) and stored in -80°C for western blot
analysis and RT-PCR. Right lungs were carefully
fixed with 10% neutral buffered formalin
(Chemapol, Prague, Czech Republic) for
histological analysis.

Measurement of exhaled nitric oxide (eNO)

Before the final sample collection, exhaled

nitric oxide (eNO) was measured using
a chemiluminescence analyzer (CLD 88,
EcoMedics, Deutern,  Switzerland)  with

a sensitivity of 0.1-5000 ppb. The method is
a procedure described for mice by Ahmad et al.
with minor modifications [23]. Briefly, rats were
individually put into a sealed plastic box with
a volume of 3 L (P-Lab, Prague, Czech Republic).
The box was ventilated for approximately 3 min
with NO-free air from the Denox module of
the analyzer. Thereafter, air from the box was
sampled to confirm zero baseline. The box was
tightly closed and after 10 min, air was sucked
from the box into the analyzer at a rate of 330
ml/min being replaced by NO-free air from
the Denox and an initial stable concentration of
eNO was recorded.

Measurements of nitrate/nitrite concentration in
plasma and BAL

The sum nitrate and nitrite concentration (NO,),
an indicator of NO concentration, was measured by
high-performance liquid chromatography (HPLC)
with fluorescence detection (Agilent, Santa Clara,
CA, USA) as described by Woitzik et al. [24]. The
method is based on enzymatic reduction of nitrates
by nitrate reductase (from Aspergillus niger; Sigma
Aldrich) and on the determination of nitrites after
derivatization with 2,3-diaminonaphtalene (Sigma
Aldrich).
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Measurements  of  malondialdehyde
concentration in plasma and BAL

(MDA)

The concentration of malondialdehyde,
an indicator of oxidative stress in organism, was
measured using a non-enzymatic method by Pilz
et al. [25]. In brief, plasma or BAL samples were
mixed with 6 M sodium hydroxide (Sigma
Aldrich) for alkaline hydrolysis (60°C, 30min).
Subsequently, perchloric acid (Sigma Aldrich) was
added for deproteinization. After centrifugation
(15000 g force, 10 min, 4°C, thermo scientific IEC
CL31R Multispeed Centrifuge, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, UA),
the supernatant was mixed with 24
dinitrophenylhydrazine (Sigma Aldrich) to form
hydrazine, which was analyzed using HPLC
system with ultraviolet detection (Agilent).

Measurements of total protein concentration in
plasma and BAL

Total protein concentration in plasma and BAL
was measured colorimetrically using BCA Protein
Assay Kit (Pierce, Rockford, IL, USA) in 96-well
microplate (40 puL sample/180 pL BCA working
reagent, 37°C/30 min incubation, and 570 nm).
The standards were prepared from a stock solution
of BSA (Sigma Aldrich).

Measurement of iNOS, eNOS, Arg I, Arg II, CAT 1,
CAT 2, and CAT 3 expression using RT-PCR method

Frozen lung tissue was homogenized using the
homogenizer MagNA Lyser (Roche) in RLT buffer
(Qiagen, Hilden, Germany) according to
the manufacturer's recommendations. The total RNA
was isolated from lung tissue using the RNeasy Mini
Kit (Qiagen) as per the manufacturer's instructions.
Concentration and purity of isolated RNA was
measured by  spectrophotometer NanoDrop
(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA).
RNA was reversely transcribed using a High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life
Technologies Corporation, Carlsbad, California,
USA). The reaction was carried out at 25°C for 10
min, at 32°C for 120 min, at 85°C for 5 s and
terminated at 4°C (2720 Thermal Cycler; Life
Technologies Corporation). For the quantitative
analysis, we used 7500 Fast Real-Time PCR System
(Life Technologies Corporation). Primers and probes
for target genes (Table I) labeled with the reporter
dye molecule FAM were synthesized by Applied
Biosystems (Life Technologies Corporation).
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Table I: Target genes.

target genes gene symbol gene name

assay ID

iNOS Nos2 nitric oxide synthase 2, inducible Rn00561646 m1
eNOS Nos3 nitric oxide synthase 3, endothelial cell Rn02132634 sl
ARG 1 Argl arginase, liver Rn00567522 ml
ARG II Argll arginase type 11 Rn00569814 m1
CAT 1 Slc7al solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system), member 1 Rn00565399 m1l
CAT2 Slc7a2 solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system), member 2 Rn01488325_ml
CAT 3 Slc7a3 solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system), member 3 Rn00500256_m1
GAPDH Gapdh glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Rn01775763 gl

Every PCR contained 2X TagMan Universal
PCR Master Mix, 20X TagMan Assay Mix (Life
Technologies Corporation), and 30 ng of cDNA
template and was conducted according to this
amplification protocol: 1 cycle for initial
denaturation (3 min, 95°C), followed by 50
amplification cycles of denaturation (10 s, 95°C),
annealing and extension (10 s, 60°C).
Housekeeping RT-PCR was performed to determine
the expression of glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (Life Technologies Corporation).
The relative expression ratio was then calculated
from the ACty and ACt,sekeeping vValues as
described previously [26](Fuksa et al. 2010).

Western Blot analysis of Arg I and Arg Il expression
in lung tissue

Frozen lungs were homogenized with
homogenizer Ultra Turrax (IKA Werke GmbH &
Co. KG, Staufen, Germany) in 5 volume of cold
homogenization buffer [50 mM TRIS, 1 mM
EDTA, 1 mM PMSF, 1 mM DTT, 1.5 uM Aprotitin,
14.5 uM Pepstatin A (all Sigma Aldrich) and 23.4
UM Leupeptin (Serva, Heidelberg, Germany)].
Supernatant was collected after centrifugation
(1000 g force, 10 min, 4°C; Rotina 46R Hettich
zentrifugen) and ultracentrifugation (19000 g force,
30 min, 4°C; Sorvall centrifuges Discovery
M120Se Hitachi). Total protein concentration
in the supernatant was determined using BCA
protein assay kit (Pierce). Pooled samples were
prepared from tissue homogenates of all animals
in the respective groups using the volumes of
the supernatants containing the same amount of
total protein. Proteins were separated by 12%
sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis using 30 pug of protein per sample.
Resultant proteins were electroblotted onto
polyvinylidenedifluoride membranes (Bio-Rad
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Laboratories, Prague, Czech Republic). After
blotting, membranes were incubated for 1 h at room
temperature in blocking solution [5% nonfat dry
milk (Bio-Rad Laboratories) added to 0.05%
Tween 20 in tris-(hydroxymethyl)aminomethane-
buffered saline (TBS/T, both Sigma Aldrich)]. After
blocking, the membranes were washed three times in
0.05% TBS/T and incubated overnight (4°C) with
primary antibodies: mouse monoclonal anti-Arg I
antibody (1:1000, BD Transduction Laboratories,
San Jose, CA, USA), rabbit polyclonal anti-Arg II
antibody (1:500, H-64, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA), and mouse monoclonal anti-
B-actin antibody (1:20000, Sigma Aldrich).
Subsequently, the membranes were washed three
times in 0.05% TBS/T and incubated with HRP-
conjugated secondary antibodies at room temperature
for 1 h: goat polyclonal anti-mouse antibody
(1:25000; Dako, Glostrup, Denmark) was used for
Arg I and B-actin primary antibodies and swine
polyclonal anti-rabbit antibody (1:2000; Dako,
Denmark A/S, Denmark) was used for Arg II primary
antibody. The blots were washed three times with
TBS buffer and developed with enhanced
electrochemiluminiscence (Roche, Prague, Czech
Republic).

Histological examination of lung tissue

After formalin fixation, lung samples were
embedded into paraffin (Paramix, Holice, Czech
Republic). Tissue sections 5 pm thick were cut
(Microtome model SM2000 R, Leica, Heidelberg,
Germany) and stained with haematoxylin-eosin
(both Merck, Prague, Czech Republic) for the
air/tissue ratio measurement and with Naphthol
AS-D Chloroacetate (Specific Esterase) Kit
(Sigma Aldrich) to detect neutrophil granulocytes.
The air/tissue ratio and neutrophil granulocytes
were measured in 15 randomly selected viewing
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fields per sample at 400-fold magnification using
a BX-51 microscope (Olympus, Prague, Czech
Republic) and ImagePro 5.1 computer image
analysis system (Media Cybernetics, Bethesda,
MD, USA).

Statistical analysis

The Mann-Whitney (SigmaStat 3.1, Systat
Software Inc., Erkhart, Germany) test was used
for the statistical analysis giving mean + 2 x SE
(standard error of mean). Mortality rates were
estimated by the Kaplan-Meier method and

Figure 1. Animal survival

compared by a log-rank test (SigmaStat 3.1).
The differences were considered significant
when p < 0.05.

RESULTS
Survival

Our results show significantly increased survival
rate in ALC treated group (80%, p < 0.05) when

compared with PBS pretreated animals (30%).
(Figure 1)
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Significant differences between control and ALC groups: * p < 0.05.

Effect of ALC pretreatment on NO concentration in
exhaled air (eNO)

In comparison with control animals, we did not
observe any significant effect of ALC pretreatment
on eNO concentration 7 weeks after local chest
irradiation. (Table 1)

Table 1. Average values of eNO concentration + 2 x SE.

PBS (control) ALC

eNO, parts per billion 0.64 +£0.26 0.64+0.12

123

Effect of ALC pretreatment on nitrate/nitrite,
malondialdehyde and total protein concentration in
plasma and BAL

When compared with control values, we
measured significantly decreased nitrate/nitrite
concentration in BAL of ALC pretreated rats.
Nitrate/nitrite concentration decreased by 22% (p
< 0.05). On the other hand, ALC pretreatment did
not show any significant effect on nitrate/nitrite
concentration in plasma and malondialdehyde and
total protein concentration in both plasma and
BAL 7 weeks after local chest irradiation by a dose
of 15 Gy. (Table 2)
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Table 2. Average values of nitrate/nitrite (NO,),
malondialdehyde (MDA) and total protein concentrations
(TP) in plasma and BAL + 2 x SE.

PBS (control) ALC
Plasma
NOx, umol/L 21.2+£274 17.7+€11.1
MDA, pmol/L 1.84+0.20 2.03+£0.22
TP, g/L 64.0+0.92 59.2+3.30
BAL

NOx, umol/L 6.29+0.24 488+0.21%*
MDA, nmol/L 236 + 85 408 £ 151
TP, mg/L 490 + 550 1090 + 520

Significant differences between control and ALC groups:
*p<0.05.

Effect of ALC pretreatment on iNOS, eNOS, Arg 1,
Arg I, CAT 1, CAT 2, and CAT 3 mRNA expressions
in lungs

Our results indicate significantly decreased
CAT 1 and CAT 3 mRNA expression in pretreated
animals with values being decreased by 41% (p <
0.05) and 47% (p < 0.05), respectively.
Expressions of iNOS, eNOS, Arg I, Arg II, and
CAT 2 in ALC pretreated group were not
significantly changed. (Table 3)

Table 3. Average values of iNOS, eNOS, arginase [ and I1
and cationic amino acid transporter (CAT) 1, 2 and 3
relative mRNA expression in lungs = 2 x SE.

Relative mRNA expression, %

PBS (control) ALC
iNOS 100 + 80 138 £ 111
eNOS 100 £ 26 99 +46
Arginase | 100 + 105 57+16
Arginase II 100 + 22 86+ 51
CAT 1 100 + 31 59+13*
CAT 2 100 +23 64 +£27
CAT3 100 + 20 53+£23 %

Significant differences between control and ALC groups:
*p<0.05.

Effect of ALC on Arg I and Arg II protein
expression in lungs

In the Western blotting experiments, we detected
decreased both Arg I and Arg II protein expression
in ALC pretreated group. (Figure 2)

PBS ALC

arginase I “

arginase 11

f - actin

Figure 2. Results of western blot analysis of arginase I and
II expression in lung tissue.

Effect of ALC on neutrophil infiltration and
air/tissue ratio

When compared with PBS treated animals, we
observed a significantly higher air/tissue ratio and
a reduced number of neutrophil granulocytes in rat
lungs in ALC pretreated group. (Table 4)

Table 4. Average values of neutrophil infiltration and
air/tissue ratio in lungs + 2 x SE per microscopic field.

PBS (control) ALC
Air/tissue ratio, % 63+2 67 £2%*
Number of neutrophils 21+3 12+£1%*

Significant differences between control and ALC groups:
*p<0.001.

DISCUSSION

ALC is a small water-soluble molecule, which
facilitates the transfer of long-chain fatty acids into
the mitochondria and is crucial for mitochondrial
energy production [27, 28]. It also stimulates
acetylcholine production, protein and phospholipid
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synthesis, and has been shown to have an anti-
oxidative effect [27]. ALC protects cells from
oxidative damage by a few different mechanisms,
including stabilization of mitochondrial function,
stabilization of superoxide dismutase activity and
damaged cell membranes, reduction of reactive
oxygen species formation produced by
the xanthine/xanthine oxidase system, and

enhancement of capacity of non-enzymatic
antioxidants [29 - 32]. In lungs, ALC pretreatment
decrease oxidative stress early after irradiation [33],
which, according to our results, seems to improve
clinical prognosis 7 weeks after irradiation and
seems to reduce the intensity of post-radiation
changes during an initial phase of radiation
pneumonitis on a microscopic level (Fig 3, 4).

Figure 3. Sample of rat lungs irradiated by 15 Gy and collected 7 weeks after irradiation. Red colour (chloroacetate esterase
positivity) indicates neutrophyle granulocytes. In the microphotograph, unspecific signs of radiation damage can be observed,
including neutrophil granulocyte infiltration, pneumocyte desquamation (solid arrow), and fluid exudation (dashed arrow).

-

Figure 4. Sample of rat lungs pretreated with acetyl-L-carnitine, irradiated by 15 Gy, and collected 7 weeks after irradiation.
Unspecific signs of radiation damage [neutrophil granulocyte infiltration, pneumocyte desquamation (solid arrow), and fluid
exudation (dashed arrow)] can be still observed, nevetheless, the amount of neutrophil granulocytes decreased.

In humans, radiation pneumonitis has been
associated with increased exhalation of NO [7].
Moreover, the elevation of eNO on the last day of
radiotherapy predicts subsequent symptomatic
radiation pneumonitis weeks to months after
treatment [7]. The SPF Wistar rat model appears to
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be different. Zhang et al. did not find any significant
change of iNOS expression in SPF Wistar rats 2 - 24
weeks after local chest irradiation by 12 Gy [34].
This correlates with our unpublished data showing
no significant change of eNO concentration 1 - 7
weeks after local chest irradiation by 15 Gy. It seems
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that local high-dose irradiation onto the chest does
not affect iNOS expression and eNO concentration
in SPF Wistar rats during the initial phase of radiation
pneumonitis. It may, therefore, be the reason why we
did not measure any effect of ALC pretreatment on
both parameters. Interestingly, we found decreased
nitrate/nitrite concentration in BAL of ALC
pretreated animals. Since the expression of both nitric
oxide synthases and NO production were not
changed, the mechanisms/reason reducing
nitrate/nitrite concentration in BAL of ALC
pretreated rats remains uncertain. Possibly, it could
be related to the different intensity of acute
inflammatory reaction observed between the two
groups — a higher air/tissue ratio in ALC treated
group might indicate a lower volume of fluid
exudation into lung alveoli and consequently, a lower
amount of nitrates and nitrites collected into BAL.

In comparison to uninfluenced NO production in
SPF rats, ionizing radiation affects other molecules
participating in arginine-NO metabolism. Zhang et
al. measured increased Arg I protein expression
1 — 24 weeks after irradiation [34]. And although we
have not found any relevant information on
the relation between ionizing radiation and Arg I,
CAT 1, 2, or 3 expression in SPF rats, for instance,
Arg II is strongly induced during experimental
asthma and ovalbumin-induced airway inflammation
in mice [35, 36]. Moreover, according to our
unpublished data, local chest irradiation by a dose of
20 Gy increases CAT 1 and 3 expressions 2.1- and
7.4-fold, respectively. This indicates that increased
both arginase protein expression and CAT 1 and 3
mRNA expression in irradiated lungs could be
considered as molecular signs during the initial phase
of radiation pneumonitis. Consistently with this
assumption, decreased Arg I and II protein expression
and CAT | and 3 mRNA expression in ALC
pretreated group could be related to lower intensity
of inflammatory reaction observed on a microscopic
level.

CONCLUSION

This study shows that after high-dose local chest
irradiation, ALC pretreatment significantly improves
clinical prognosis and seems to reduce intensity
of post-radiation changes on a molecular and
microscopic level. With respect to its high tolerance,
low toxicity and possible oral administration [26, 32],
ALC supplementation may significantly contribute
to force protection in radiation risk situations.
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