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UVODEM

Vazené kolegyné, vazeni kolegové,

kondi rok, ktery i v Casopisu 1ékafii Ceskych miiZeme pravem
nazvat ,rokem kovidovym*. Na jedné strané azasné vzepéti
védy ve snahich o poznani viru a ptipravu vakcin - vzdyt
do tohoto cisla zafazeny ¢lanek o principech a vyhledech
vakcinace se je$té na pocatku prosince jmenoval ,,Dockame
se v roce 2021 vakciny?“... Na strané druhé jsme pfinejmen-
§im rozpaciti, ale spiSe nastvani a znechuceni nad podobou
a podanim zakazi, pfikazl a jejich zmén, vétSinou bez ja-
kéhokoliv zdtivodiiovani, natoZ v duchu mediciny zaloZené
na dukazech, na ktery jsme si uz davno privykli jako na zcela
nezbytny zaklad.

Proto jsem rad, Ze pfina§ime poznatky fadné podlozené,
které zpochybriuji téméf rok stile dokola opakovana tvrzeni
o kfehKkosti starych spoluobcant, o jejich mimotradném ohro-

Zeni, ubohé imunité a z toho vyplyvajici nutnosti izolovat
je zptisobem hodnym napravnych zatizeni. Pausalni piikaz
opakované testovat i seniory, ktefi COVID-19 prokazatelné
prodélali, a nucend karanténa po opusténi zatizeni, aniz
by byly vySetfeny protilatky dostate¢né prokazujici jejich
imunitu, bohuzel svédci pro alibistické vitézstvi byrokracie
nad lidskym pfistupem k témto ¢lenim spolecnosti.

Ale nechtél bych, aby koronavirus zastinil téma tohoto
dvojcisla. Radiobiologie neni ptili§ zndmou oblasti mediciny,
a jsem proto vdécen dr. Martinu Falkovi a vSem jeho kolegim
za skvéle pfipraveny oborovy pfehled.

2021: Quod bonum, felix, faustum, fortunatumque sit!.

Petr Sucharda
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EDITORIAL

Radiobiologie excelujicii stale tajemna

S objevem radioaktivity a ionizujiciho zafeni svét vstou-
pil do nové éry atomového véku, aby poté uz nikdy nebyl
stejny jako dfive. Od tohoto epochdlniho pfelomu uplynulo
jiz mnoho let a doslo k udéleni fady Nobelovych cen za ob-
jevy spjaté se zafenim, které se mezitim dockalo aplikaci
v nejriznéjsich oblastech lidského ¢inéni, véetné mediciny.

Ackoliv by se vS§ak mohlo zdat, Ze radiobiologie ma zlaty
véKk jiz za sebou, v poslednich letech zaziva svou renesanci.
Znovu se pfed nami otviraji nékteré stézejni otazky dopro-
vazejici radiobiologii od samého jejiho pocatku, jez ovsem
dosud nebyly experimentdlné uchopitelné. Jako bychom se
tedy po pomyslné spirdle vratili do ¢asti pivodniho nadseni
pro vyzkum ionizujiciho zafeni, pficemz se vSak nachazime
o jednu otacku vyse, respektive hloubéji uvnitf bunécného
nanokosmu, disponujice dfive nedostupnymi technologie-
mi a experimentalnimi moznostmi. Soucasna situace nam
poskytuje obrovskou $anci k zdsadnimu prohloubeni znalosti
o plisobeni ionizujiciho zafeni rtizného typu na biologické
systémy na molekularni Girovni a jejich nasledné pfevedeni
do Kklinické praxe a radia¢ni ochrany.

Lécbu ionizujicim zafenim dnes v urcité fazi choroby
podstupuje, casto velmi uspésné, priblizné polovina onkolo-
gickych pacientdi. Technologicky rozvoj téz vedl k vyraznému
zpresnéni zobrazovacich metod doprovazenému extrémnim
nartistem poctu radiodiagnostickych vySetfeni, nezridka
vSak malo opodstatnénych. Zejména v nékterych zubnich
ordinacich je ,rentgen“ provadén jiz téméf automaticky,
s nadsazkou pti kazdé navstévé, a z USA hrozi svym rozsite-
nim do svéta jako novy ,vydobytek* mediciny preventivni
celotélové CT.

Mimo 1ékafské aplikace se pfitom v mnoha statech na-
opak znacné stupnuje radiofobie, vedouci napt. az k iracio-
nalnimu a témér sebedestrukénimu tlaku na uzavieni vSech
jadernych elektraren ve statech EU (Némecko budiz tragic-
kym piikladem). Zminime-li jesté aktudlnost ,radiobiologie*
a potazmo radiacni ochrany v kontextu planovani prvniho
pilotovaného letu na Mars a bohuzel také stupnujiciho se rizi-
ka zneuziti radioaktivnich materidld, ¢i dokonce atomovych
zbrani teroristy nebo teroristicky smyslejicimi staty, nikoho
nepiekvapi, Ze maloktery fenomén vyvolava ve spole¢nosti
aktualné tak protichtidné emoce jako pravé ionizujici zate-
ni. Sifen{ hlubsiho a racionalniho povédomi o biologickych
ucincich ionizujiciho zafeni je proto v dnesnim svété velice
dtlezité. Naplilovat tento tkol se snazi mj. Spolecnost pro
radiobiologii a krizové planovani Ceské 1ékafské spolecnosti
Jana Evangelisty Purkyné (SRKP CLS JEP, www.srkp.cz), mezi
jejiz Cleny patfi i vétsina autordi, ktefi prispéli do tohoto
vydani Casopisu Iékafil Ceskych.

Pripravili jsme celkem 7 ¢lanki, jez se v logické po-
sloupnosti dotykaji vybranych horkych radiomedicinskych
a radiobiologickych témat. Kromé prfedstaveni Ceské ra-
diobiologie a jejich tspéchti v historickém kontextu je -
vzhledem k zaméfeni ¢asopisu - prostor vénovan zejména
novym poznatkiim o biologickych ucincich ionizujiciho
zatreni, moznostem jejich terapeutického ovlivnéni a ra-
dioterapii. S dlirazem na piistrojové vybaveni dostupné
pro pacienty v Cesku se sezndmime s nejnovéj$imi trendy
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v radioterapeutickych pristupech. Zasadniho zdokonaleni
se dockaly zejména metody zacileni davky do oblasti nddoru
aplanovani radioterapie, jez nyni dovoluji zohlednit i pohyb
a zmény cilové oblasti v pribéhu ozafovani. Nové nadéje
prinasi také vyuziti protonového zafeni a v nékolika centech
ve svété rovnéz iontovych svazkii. Diky témto vymoZenostem
dnes dokazeme likvidovat nebo alespor kontrolovat i nddory
v kritickych oblastech lidského téla, kde by obdobny zakrok
vminulosti byl nepfedstavitelny. Biologickym i¢inkdm téch-
to typli ionizujiciho zafeni vSak doposud zcela nerozumime.

Problémy, se kterymi se radioterapie i pfes dosazené
pokroky stale potyka, jsou ilustrovany na 1é¢bé nadora hlavy
a krku. Zhruba polovina téchto nddort totiZ na radioterapii
nereaguje, pficemz divody tohoto chovani nejsou znamy.
Vyvstava tak zavazné dilema vybéru primarni lé¢ebné moda-
lity, poukazujici na nutnost a zarovern obtiZnost identifikace
biomarkerd radiorezistence umoznujicich personalizovanou
onkologickou péci.

V zavéru se potom z klinické praxe preneseme do zaklad-
niho vyzkumu, abychom se pokusili 1épe porozumét vztahim
mezi fyzikdlnimi vlastnostmi riznych typt ionizujiciho
zafeni, charakterem poskozeni DNA, vybérem reparacnich
mechanismi, efektivitou reparace DNA a piezivanim ozare-
nych bunék. Toto poznani je dilezitym predpokladem nejen
rozvoje hadronové radioterapie, ale také tfeba efektivni
ochrany posadek planovanych vesmirnych misi. Vyuzivajice
superrozliSovaci mikroskopie pfivadéji autofi ctenafe az na
samotnou hranici rozli§itelnosti bunéénych struktur a pro-
cest v intaktnich burikach.

Predkladané clanky, prestoze vSechny prehledového cha-
rakteru, pokryvaji pouze §pic¢ku $picky soucasného dénivra-
diobiologii. Zajemctim o ziskani ir§tho povédomi o ,,novych
trendech* v radiomediciné a radiobiologii proto nelze nez
doporucit k nahlédnuti obsahlejsi odbornou literaturu, napft.
nedavno vydanou knihu kolektivu zde prezentujicich autor
(Klinické radiobiologie. Grada, 2020) nebo sbornik piispévki
z posledniho Mezinarodniho kongresu radiacniho vyzkumu
(ICRR 2019) probéhnuvsiho v anglickém Manchesteru.

Zda se az neuvéftitelné, jak daleko radioterapie dospéla
od ¢asti svého zrodu. Uz jen vizualni porovnani pavodnich
ozafovacli a dnesnich urychlovacii je nade vSe vymluvné.
Presto vSak fada nadora zlistava k radioterapii rezistentni
a stale nerozumime ani fadé zakladnich radiobiologickych
problémf. V potaz musime bohuzel brat rovnéz ,,ekonomic-
kou*“ toxicitu modernich radioterapeutickych technologii.
Leckterého Ctenare tak po vypiti naimi namichaného koktejlu
patrné dosti rozboli hlava, poté co se absorbované informace
plné rozvinou v protichidné pocity nadseni, nadéje a zaroveri
jisté deprese.

Presto vSem pfeji zajimavé cteni a autorGm srdecné
dékuji za jejich ochotu prispét k popularizaci radiobiologie
v nasi zemi.

RNDr. Martin Falk, Ph.D.

védecky sekretaf Spole¢nosti pro radiovb\'olog\'i
a krizové planovani CLS JEP
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Klicove momenty v historii

ceskoslovenskeé radiobiologie

‘katedra zdravotnickych obor( a ochrany obyvatelstva FBMI CVUT v Praze

2Statni ustav jaderné, chemické a biologické ochrany, Milin

SOUHRN

Posuzujeme-li rozvoj jakéhokoliv oboru v historickych souvislostech,
nelze oddélit Ceskou a Slovenskou republiku. Spole¢nych 75 let
(kromé obdobi 1939-1945) charakterizuje Uzka spoluprace ceskych
a slovenskych univerzit a védeckych Ustav(, a radiobiologie nepred-
stavovala vyjimku - proto hovorime o ¢eskoslovenské radiobiologii.
Ta ve své historii prosla tfemi vyznamnymi etapami, ovlivnénymi
i svétovou politicko-vojenskou situaci, a je nutné zddraznit, Ze jeji
vysledky byly a jsou srovnatelné se zahrani¢nimi pracovisti.

Prvni etapa mezi roky 1895-1939 prinesla poznani zakladnich mecha-
nismd a ddsledkd plsobentiionizujicino zareni na organismus. Druha
etapa v letech 1939-1990 predstavovala obdobi rozvoje mirového
vyuziti atomové energie, ale i jejiho zneuziti pro vojenské ucely.
Podrobné se studovala nemoc z ozdreni, ochrana pred radiacnim
poskozenim a moznosti radioprotekce. Prevaznad vétsina vysledkd
z(stavala utajena a nebylo mozné je publikovat. Treti etapa po roce
1990 posunuje radiobiologii k podrobnému studiu poradiac¢nich zmén
na intraceluldrni drovni s cilem zefektivnéni radioterapie a ochrany
pred zarenim, a to rovnéz v kontextu nebezpeci zneuziti ionizujiciho
zafen( teroristy. Zvysend pozornost se vénuje rovnéz vlivu ionizujiciho
zareni na rostliny a moznému naslednému prinosu.

KLICOVA SLOVA
ionizujici zaFeni, nemoc z ozareni, radiacni ochrana,
radiobiologicka centra

uvob

Historii radiobiologie mizZeme datovat od okamzZiku
objevu paprskii X Wilhelmem Conradem Rontgenem 8.
listopadu 1895. Po nékolika letech nadSeni a hledani apli-
kaci v diagnostice a v 1é¢bé byly zjistény i negativni ucinky
ionizujiciho zafeni. Po roce 1918 se této problematice vénuje
predevsim akademik FrantiSek Béhounek, ktery brzy ziska
dalsi spolupracovniky. Na studium vlivu radiace na zZivy
organismus se zameéfuje fada univerzitnich a vyzkumnych
pracovist v Evropé a v USA. Mnoho tehdy ziskanych poznatki
plati dodnes.

Druha svétova valka urychlila vyvoj atomové bomby - jeji
pouziti Americany snad valku zkratilo, ale s nasledky této
tragédie se setkavame dosud.

Po roce 1945 jaderna energie nachazi uplatnéni v ener-
getice a v dalSich priimyslovych oborech. Ionizujici zafeni
§ifeji pronika do zdravotnictvi, objevuje se novy diagnosticky
a terapeuticky obor nuklearni medicina. I v tomto obdobi 1ze
vysledky Ceskoslovenskych pracovist sméle srovnavat se za-
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SUMMARY

Navratil L., Bradka S., Navratil V.

Crucial moments in Czechoslovak radiobiology history

If we consider the development of any specialization in our region
in an historical context, we cannot separate the Czech and Slovak
Republics. The 75 years together (with the exception of 1939-1945)
were a period of narrow cooperation between Czech and Slovak
Universities and Scientific Institutes, and Radiobiology is no exception,
which is why the discussion falls to Czechoslovak Radiobiology, as
opposed to Czech Radiobiology alone. Czechoslovak Radiobiology
has gone through three important stages in its history, influenced
also by international political-military situations. Here it is necessary
to emphasize that the results obtained by Czechoslovak Radiobiology
were and are comparable with foreign institutions.

The first period, which dates back to 1895-1939, represents the initial
discovery period of the mechanism and consequences of ionizing
radiation on the body. The second period in 1939-1990 is considered
to be the phase of peaceful uses of nuclear energy, their misuse for
military purposes, along with detailed studies of radiation sickness and
radiation protection, the majority of the results which were kept secret
and could not be published at the time. The third period after 1990
is dedicated to the detailed study of post-radiation changes at the
intracellular level with the aim to be used especially in radiotherapy
and radiation protection, as well as the dangers of misuse of ionizing
radiation by terrorists. Increased attention is also devoted to the effect
of ionizing radiation on plants and their possible subsequent use.

KEYWORDS
ionizing radiation, radiation sickness, radioprotection,
radiobiology centers

hrani¢nimi, jejich zvefejnéni vsak brani bipolarni rozdéleni
svéta, a tim i obava jejich vyuziti ,,protivnikem*,

Treti etapu, po padu ,Zelezné opony*, charakterizuje de-
tailni studium ptsobeni ionizujiciho zafeni na organismus,
ale také rostouci riziko moznosti zneuziti radioaktivnich
materiald teroristy a ohrozeni civilniho obyvatelstva tzv.
$pinavou bombou.

OBDOBI LET 1895-1918

V noci z 8. na 9. listopadu 1895 pozoroval Wilhelm
Conrad Rontgen (1845-1923) ve své univerzitni laboratori
na Bahnhofstrape 8 ve Wiirzburgu dosud neznamé paprs-
ky X. Kratce nato, 5. bfezna 1896, odhalil Antoine Henri
Becquerel (1852-1908), profesor pafizské Polytechnické skoly,
existenci pfirozeného ionizujiciho zafeni. Tyto dva epo-
chalni objevy staly na zacatku rozvoje fady védnich obort,
véetné medicinsky a biologicky zaméfenych, radiobiologii
nevyjimaje.



Opomenout nelze jesté dva dalsi vyznamné védce. Jeana
Albana Bergonié (1857-1925) povazovala odbornd vefejnost
za mimotadnou osobnost, brilantni a vizionafskou ve svych
nazorech. Jiz ve 26 letech byl jmenovan profesorem lékatské
fyziky a intenzivné se vénoval hlub§imu poznani rentgeno-
vého zafeni, ke kterému meél jako nacelnik 1ékarskych ra-
diografickych zatizeni 18. divize francouzské armady blizko.
Pozdéji svlij odborny zdjem rozsifil na ochranu pfed ionizu-
jicim zafenim. V roce 1902 se v Bordeaux setkal s Louisem
Mathieu Frédéricem Adrienem Tribondeauem (1872-1918),
ktery slouzil jako namotni 1ékat. I on mél obdivuhodné Siroky
odborny zabér - od biochemie pfes bakteriologii po radiobio-
logii a dermatologii. Spoluprace téchto védct vyustila v roce
1906 ke zjisténi, ze radiosenzitivita tkané je pfimo tmérna
jejireprodukéni aktivité a nepfimo imérna stupni diferen-
ciace bunék. Nejvyssi citlivost k ionizujicimu zafeni proto
vykazujirychle se délici nebo malo diferencované buriky. Toto
pravidlo oznacujeme jako zikon Bergonié a Tribondeau.

Objevy z konce 19. stoleti rychle pfechdzely do medi-
cinské praxe. Védecky prevrat a piekotny aplika¢ni rozpuk
ovSem prinesly také fadu negativ. Pfistrojova technika byla
nedokonald, davkovani nepfesné a radiobiologické znalosti
chabé. Proto dochézelo k Castym vaznym poskozenim pa-
cientdl a personalu. O tomto obdobi se dokonce mluvi jako
o0 ,,radiové modé“ - panovalo presvédceni, Ze se nasel univer-
zalnilék na maligni nddory a Ze nizké davky nejen neskodi,
ale naopak stimuluji (1).

V Cechéch, jesté v asech rakousko-uherské monarchie,
se jako prvni lékaf moznostmi uplatnéni rentgenového a na-
sledné i pfirozeného zafeni v mediciné zabyval prof. MUDr.
Rudolf Tomas Jedlicka (1869-1926). JiZ v roce 1897 pomoci
rentgenovych paprskid diagnostikoval na chirurgické klinice
prof. Karla Maydla prazské VSeobecné nemocnice pfitomnost
ciziho télesa (hfebiku) v Zaludku tesate z Podfipska. V témz
roce vybudoval prvni rentgenovy kabinet v Praze v hotelu
U Cerného koné, kde provadél skiagraficka vySetfeni. K na-
staveni spravného stupné zatreni bézné pouzival vlastni
ruku, aniz by tusil, tak jako ostatni 1ékafi, Ze jeji opakované
vkladani do rentgenového zatfeni vede k radionekrdze. PriSel
tak o tfi prsty na levé ruce, zbyl mu jen palec a necely ukazo-
vacek. I s timto hendikepem ovSem nadale operoval. Prioritni
postaveni zaujima rovnéz v radioterapeutické aplikaci ioni-
zujiciho zafreni. Jako prvni v Rakousku-Uhersku aplikoval
radiovou sil, kterou zakoupil z vlastnich financnich pro-
stfedkil. V roce 1902 nejprve 20 mg radia, které mu vsak jeho
asistentka neopatrnosti vyhodila, podruhé v roce 1912, kdy
ziskal 42 mg, za cenu priblizné 50 tisic rakousko-uherskych
korun (pro porovnani, krava stila 400 az 500 korun a stejna
byla mési¢ni mzda vysoce postaveného trednika).

Objev terapeutickych pfinost radonové vody se pak poji
se vznikem radioaktivnich 1azni v Jachymové v roce 1906.
Po skromnych zacatcich umoznily 1é¢ebné tspéchy otevieni
prvni lazeniské budovy Radium Kurhaus, kam se radonova
voda svadéla z dolu nékolikakilometrovym potrubim.

Prvni ucebnici psanou v cestiné dedikovanou proble-
matice ionizujiciho zafeni vydava v roce 1923 pod nazvem
»,Radium: jeho vlastnosti, pouziti a vyroba u nasiv ciziné“
(obr. 1) po svém navratu z Pafize prof. RNDr. Frantisek
Béhounek (1898-1973). V nasledujicim roce vychazi jeho dalsi
ucebnice, tentokrat vénovana jak radiu, tak rentgenovym
paprskiim. Akademik Béhounek byl vestranny fyzik, ktery
se vedle ionizujiciho zafeni zabyval vyzkumem atmosférické
elektfiny. V roce 1926 zalozil a v letech 1933-1945 tidil Statni
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radiologicky tstav. Po roce 1945 piisobil ve vedoucich funk-
cich Ceskoslovenské akademie véd a Univerzity Karlovy. Od
roku 1956 vedl katedru dozimetrie ionizujiciho zafeni na
Fakulté technické a jaderné fyziky Univerzity Karlovy (na
zalozeni fakulty se osobné podilel). Tato fakulta pfesla v roce
1959 pod Ceské vysoké uleni technické v Praze (CVUT).

SBIRKA PREDNASEK A ROZPRAV
TECHNICKYCH A HOSPODARSKYCH.
porAnA ING. BEDRICH MANSFELD.

SVAZEK 9.

e

RADIUM.

JEHO VLASTNOSTI, POUZITI A VYROBA
U NAS 1 V CIZINE.

NAPSAL

ASISTENT ST, RADIOLOGICKEHO OSTAVU V PRAZE

EK BEHOUNEK

V PRAZE 1923,
NAKLADATELSTVI +PROMETHEUS,, 8P0L. 8 R. O. V PRAZE [.-52.
KNINTISKARNA FR. VONKY, PRAHASMICHOV.

Obr. 1 Titulni stranka monografie ,,Radium: jeho vlastnosti, pouziti
a vyroba u nds i v ciziné“

Po 1. svétové valce registrujeme v Ceskoslovensku vyrazny
rozvoj radioterapeutickych oddéleni. V roce 1922 se otevi-
ra4 radiumterapeutické oddéleni pfi nemocnici v Praze na
Vinohradech a v roce 1927 radioterapeuticky tistav v Prazském
sanatoriu v Praze-Podoli tak, jak si pfal v té dobé jiz zesnu-
ly profesor Jedlicka. O 4 roky pozdé&ji dochdzi k zaloZeni
,radiového emanatoria“ na Lékatské fakulté Univerzity
Komenského v Bratislavé, v roce 1935 Masarykovy 1é¢ebny na
Zlutém kopci v Brné a kone¢né v roce 1936 Radiolééebného
astavu Cs. spolku pro zkoumadni a 1é¢bu zhoubnych nadortt
v Praze na Bulovce (dnes Ustav radiacni onkologie), ktery vedl
doc. MUDr. Franti$ek Vladimir Novak (1894-1940). Ten
publikoval v roce 1937, spolecné s FrantiSkem Béhounkem,
ucebnici , Lékaiska radiobiologie® (2), ktera rozsifuje po-
znatky popisované v monografii Jaromira Markla (vizddle). Je
zajimavé, Ze autofi vyznamné zpochybnuji zakon Bergonié
a Tribondeau a naopak pozitivné hodnoti Arndtv-Schulziiv
zakon, piestoze ten byl urcen pro homeopatika.

Prvni v CeStiné sepsané radiobiologické pojednani repre-
zentuje utld monografie MUDr, Jaromira Markla (1894~
1962) ,,Lécba radiem* (3), vytiSténd v roce 1924 (obr. 2). Markl
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byl primafem rentgenologického oddéleni Statni nemocnice
v Ostravé-Zabiehu, béhem valky potom primafem central-
niho rtg tstavu Zavodni nemocnice Vitkovickych Zelezaren
avletech 1948-1951 1ékafem revirni bratrské pokladny OKR.
Uvedena monografie shrnuje radiobiologické poznatky té
doby, zejména o biologickych u¢incich radia. Pozorovani se
zameétuje pfedevs$im na vliv ionizujiciho zatfeni na bakterie
(stafylokoky, salmonely), viry (vzteklina) i na hadi jedy
a moznosti jejich inaktivace. Zna¢né pozornosti se dostava
také ucinkdm na rostliny - na jejich latkovou vyménu,
urychlené Kkliceni a rychlost rlistu. Autor cituje pfevazné
poznatky ze zahranicni literatury, pfipomina ale i vysledky
Ceského chemika, fyziologa a biologa prof. RNDr. Julia
Stoklasy (1857-1936), prvniho dékana Vysoké $koly zemédél-
ského a lesnického inZenyrstvi.

LECBA RADIEM.

RADIOLOGICKA PROPEDEUTIKA

NAPSAL

MUDR. JAROMIR MARKL

EM, KLIN. ASSISTENT A ODBORNY LEKAR

PRIRUCNT KNIHOVNA
CASOPISU ,PRAKTICKY LEKAR"
SVAZEK 4

1624
Nékladem Mladé Generace Lékarit pri Ustfedni Jednote Cs. Lekatu
Tiskem Dr. Ed. Grégra a syna v Praze.

Obr. 2 Titulni stranka monografie ,,Lécba radiem*

JiZ v tomto obdoDbi se podatilo nashromazdit dostatecné
poznatKky o vlivu ionizujiciho zafeni na jadro buriky, o rozdil-
nych ucincich v zavislosti na velikosti davky a o latentni dobé
predchazejici manifestaci poradia¢nich symptom. V ramci
experimentalnich praci se studovaly pfedev§im zmény u my-
$i, potkant a kralika po aplikaci radiovych soli intravenézné
Ci per os. Markl rovnéz sumarizuje stavajici znalosti zmén
jednotlivych organ po ozafeni. Pozornost zasluhuji napti-
Kklad kapitoly o poradia¢nich zménéach smyslovych organt
a metabolickych zméndach kyseliny mocové a uhlohydratd.
Pro fadu organt se tehdejsi zavéry vyraznéji nelisily od téch
soufasnych (napfiklad u kiize, gastrointestinalniho traktu,
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pohlavnich orgdnti a nervového systému). Zajimava je ivaha
o moznosti 1é¢by maligni tkané indukované ionizujicim
zafenim dal$im naslednym ozafenim, které by stimulovalo
okolni, nddorem nepostiZenou tkari, a tim omezovalo rist
nadoru a vedlo k izdrave.

I kdyZ pojem frakcionace jesté nebyl v textu explicitné
pouzit, autor frakcionované ozafovani popisuje a doporucuje
ozafovat nidor 8-14 dni. Tento nazor vSak nepifedstavoval
obecny konsensus, naptiklad v Némecku 1ékafti preferovali
maximalné snesitelnou davku rentgenového zareni apliko-
vanou jednorazové. Radioterapie byla povazovana za ucin-
nou také pti 1écbé dny, revmatismu, ischiasu, neuralgie,
aterosklerdzy, a dokonce i hypertenze renalniho ptivodu pro
sviij sedativni efekt.

OBDOBI LET 1945-1990

Za vyznamného zaka akademika Béhounka je povazovan
prof. RNDr. Vilém Santholzer, DrSc. (1903-1972). V roce
1928 nastoupil do Statniho radiologického tstavu, kde pod
vedenim Franti$ka B€hounka studoval pric¢iny , jachymovské
nemoci horniki“. Po 2. svétové valce piisobil na Ministerstvu
zdravotnictvi CSR, odkud v roce 1950 pfechazi na katedru
1ékarské fyziky Lékatské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci
Kralové. V letech 1951-1958 v hodnosti plukovnika vedl tuto
katedru na Vojenské 1ékafské akademii (VLA, od roku 1955
VLA JEP). V roce 1951 soucasné po dobu 7 mésicti zastaval post
dékana Vysoké Skoly chemické v Pardubicich (zaklad dnesni
Univerzity Pardubice). Zabyval se pfedev§im moznostmi
aplikace atomové energie pro mirové ucely a pti dobyvani
vesmiru, zaroven vsak i nebezpecim jejiho zneuziti (4).

Dalsi vyznamnou osobnost, uznavanou jiz pfed rokem
1939, piedstavoval prof, MUDr, et RNDr, Ferdinand Hercik,
DrSc. (1905-1966), ktery se experimentalnim radiobiologic-
kym studiim vénoval jiz od roku 1932. Zkoumal zejména
biologické uc¢inky vSech druht kratkovinného zafeni. Stal
se prikopnikem ceskoslovenské biofyziky a zakladatelem
Ceskoslovenské radiobiologie. Po zavieni ceskych vysokych
§kol v roce 1939 pracoval v Zemském radiolécebném usta-
vu (dnes Masarykav onkologicky tstav), kde rozvijel ra-
dioterapii a tajné pokracoval v experimentech. V letech
1949-1950 byl dékanem Lékatské fakulty Masarykovy univer-
zity. Dne 1. Gnora 1954 v Brné zalozil Biofyzikalni laboratof
Ceskoslovenské akademie véd (CSAV), kterd 1. ledna 1955
ziskala status Biofyzikalniho dstavu CSAV, jenZ dodnes pa-
tfi mezi vjznamna védecka pracovisté v oboru. Ve stejném
roce byl jmenovan ¢lenem korespondentem CSAV a v obdobi
1953-1959 byl prorektorem Masarykovy univerzity pro védu
a vyzkum. V roce 1956 se stal ¢lenem, v letech 1960-1961
mistopfedsedou a v letech 1961-1962 piedsedou Védeckého
vyboru Organizace spojenych naroda pro u¢inky atomového
zafeni v New Yorku. Vyznamné se podilel na dosazeni mezi-
narodni dohody o zakazu nadzemnich pokusnych jadernych
vybuchii. Od roku 1963 byl ¢lenem vyboru Mezindrodni
asociace pro radia¢ni vyzkum a mistopredsedou rady guver-
nérdl v Mezinarodni agentufe pro atomovou energii (IAEA).
Profesor Herc¢ik pred¢asné zemriel na akutni infarkt myokar-
du, tedy nikoliv (jak chybné uvadéji nékteré literarni zdroje)
v dusledku nemoci z ozatreni (1, 6).

Atomova energie nasla uplatnéni i v jinych odvétvich
nez v mediciné a ve vojenstvi. Pfikladem budiz energetika
nebo doprava. Prvni jaderna elektrarna na svété, uspésné
spusténa 27. Cervna 1954, se nachazi v Obninsku nedaleko



Moskvy (obr. 3). V tomto obdobi atomova energie nachazi
uplatnéni v pohonu ledoborct a ponorek.
i

Obr. 3 Atomova elektrarna v Obninsku

Rozsitujici se aplikacni moznosti jaderné energie vedly po
2. svétové valce k rozvoji fady dalSich védnich oborti. Kromé
mirového vyuzivani jaderné energie predstavoval prioritu
tehdejsich velmoci vyvoj jadernych zbrani. I kdyz fada po-
znatkd ziskanych timto vyzkumem nasla dfive ¢i pozdéji své
uplatnéni také v civilnim sektoru, vétsina tsili sméfovala
k plnéni vojenskych cili. V dobé studené valky proto stou-
pal vyznam studia mozné ochrany pfed nasledky ptisobeni
ionizujiciho zafeni. Potfebné informace mohl poskytnout
pouze intenzivni vyzkum vcetné radiobiologického. Pomérné
znacné vlozené financni prostfedky pomohly vyraznym
zplsobem posunout nase povédomi o mechanizmu t¢inku
ionizujiciho zafeni na Zivy organismus. Ceskoslovenska
republika neziistala vyjimkou a poznatky niZe uvedenych
pracovist byly na vysoké urovni. Rada z nich tehdy méla
oznaceni tajné, a nesmély se tudiz publikovat. Po odtajnéni
po roce 1990 vSak sklidily uznani i z druhé strany v té dobé
jiz neexistujici ,,Zelezné opony*.

Mezi Kklicové tikoly radiobiologie mezi roky 1950-1990
patfilo studium:

« ochrany obyvatelstva a vojsk v piipadé pouZiti jadernych
zbrani nebo pfi havariich civilnich jadernych zdroji;

« akutni a chronické nemoci z ozafeni v€etné moznosti jeji
diagnostiky a terapie a specifik sdruzenych a kombinova-
nych forem poS§kozeni;

+ vlivu jaderné energetiky na Zivotni prostfedi;

» diagnostickych a terapeutickych moznosti vyuziti ioni-
zujiciho zafeni v mediciné;

» kosmického zafeni v rdmci programu Interkosmos.

Stupniujici se mezindrodni napéti na pfelomu 40. a 50.
let vyustilo v roce 1950 k zaloZeni radiobiologického oddéle-
ni pfi zdravotnim odboru Vojenského technického dstavu
v Praze. Nicelnikem byl jmenovan plk. MUDTr. Josef Sveda
(1916-1982), ktery po zaloZeni VLA pfesel v roce 1952 do Hradce
Kralové na oddéleni radiologické ochrany, vytvofené pti ka-
tedfe radiologie VLA a Radiologické kliniky LF UK a FN Hradec
Kralové, vedené plk. prof. MUDr, Janem Basteckym, DrSc.
(1899-1979).

Na tomto oddéleni zacala pracovat prvni generace vo-
jenskych radiobiologli. Vedle Josefa Svedy, ktery zastaval
funkci jeho nacelnika od roku 1957 do roku 1963, sem patfili
plk. MUDr, Frantisek Moravek, CSc. (1915-2006), plk. doc.
MUDr. Vojtéch Vondracek, CSc. (1923-2008), plk. MUDr.
Antonin Smid, CSc. (1928-2000) ¢i pozd&jsi pfednosta Ustavu
1ékatské biofyziky 3. LF UK plk. prof. MUDr. Vlastimil
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Slouka, CSc. (1927-2014). Dne 1. zati 1963 doslo k ustaveni
samostatné katedry radiobiologie Vojenského lékafského vy-
zkumného a doskolovaciho tistavu Jana Evangelisty Purkyné
(VLVDU JEP) v Hradci Kralové. Prvnim nicelnikem této katedry
se v roce jejiho ustaveni stal plk. prof. MUDr, Josef Mraz,
CSc. (1918-1975), ktery se v roce 1968 dockal jmenovani prvnim
profesorem vojenské radiobiologie Univerzity Karlovy (5).

Vyzkumné tkoly v oblasti ochrany osob ptfed tcinky io-
nizujiciho zafeni vyplyvaly pfedevsim z potfeb zdravotnické
sluzby Ceskoslovenské lidové armady (CSLA) a rozvijejici se
jaderné energetiky. Celostatnim fizenim radiobiologického
vyzkumu pro potfeby CSLA povéfila Statni planovaci komise
od pocatku 60. let az do roku 1975 Zdenka Dienstbiera. Od
1. ledna 1976 se koordina¢nim pracovistém stala katedra ra-
diobiologie VLVDU JEP, respektive VLA JEP v Hradci Kralové.
V letech 1976-1985 tidil odbornou pracovni skupinu MNO/HT-
ZS pro radiobiologii Milan Dostal, v obdobi 1986-1990 Pavel
Kuna, oba coby hlavni radiobiologové zdravotnické sluzby
CSLA. Od roku 1990 se této funkce ujima Pavel Petyrek, a to
az do ukonceni prace této skupiny v roce 1991 (6).

V letech 1975-1985 vedl katedru radiobiologie plk. prof.
MUDr. Milan Dostal, CSc. (1925-2009). Po jeho odchodu do
dlichodu prevzal funkci nacelnika katedry v obdobi 1986-1987
plk. prof. MUDr. Pavel Kuna, DrSc. (1940-2018). Ten byl
v roce 1987 jmenovan nacelnikem VLVDU JEP a v témZ roce
také nacelnikem - rektorem znovuobnovené VLA JEP (do
roku 1990). Do funkce nacelnika katedry byl uveden v roce
1987 plk. doc. MUDr, Pavel Petyrek, CSc. (1936-2014), ktery
jifidil aZ do reorganizace VLA JEP v roce 1998, kdy se radio-
biologické pracovisté s radioizotopovou laboratofi stalo sou-
¢asti Ustavu radiobiologie a imunologie. V 80. letech kladla
katedra zvlastni zfetel na studium efektu supraletdlnich
davek zareni; za timto ticelem ozafovala laboratorni zvifata
neutrony generovanymi Stépenim v tepelné koloné reaktoru
VVR-S Ustavu jaderného vyzkumu. Nelze opomenout ani
experimenty s rychlymi neutrony na izochronnim cyklo-
tronu U 120 M v Ustavu jaderné fyziky CSAV v ReZi u Prahy.
Radiobiologické zaméfeni se promitlo do vyzkumu dal§ich
kateder VLVDU JEP, respektive VLA JEP, tak i ¢innosti kate-
der a tstavi 1ékarské a farmaceutické fakulty UK v Hradci
Krélové a Ustavu experimentalni biofarmacie CSAV. Zde je na
misté pfipomenout prof, RNDr, PhMr., Jaroslava Kvétinu,
DrSc., dr.h.c., FCMA (*1930), kterého lze opravnéné povazo-
vat za zakladatele evropské radiobiologické farmakologie (7).

V zati 1957 prevzal vedeni Fyzikalniho astavu Fakulty
vSeobecného 1ékafstvi Univerzity Karlovy (FVL UK, dnes 1. 1é-
katska fakulta UK) prof. MUDr. Zdenék Dienstbier, DrSc.,
dr.h.c. (1926-2012). Pracovisté bylo nasledné pfejmenovano
na Ustav lékafské fyziky a pozdéji na Katedru a ustav biofy-
ziky a nuklearni mediciny (KUBNM). Zdenék Dienstbier byl
prvnim docentem radiobiologie v Ceskoslovensku. V 1964 byl
jmenovan profesorem v oboru nuklearni mediciny, tfetim
v této specializaci v celé Evropé. ProtoZe dokazal propojit
badatelsky radiobiologicky vyzkum s klinickou praxi (nékolik
let pisobil jako odborny asistent na I. interni klinice FVL UK)
a pozadavky vojenské radiobiologie té doby, podafilo se mu
v 60. letech 20. stoleti vybudovat Gistav s naro¢nym a rozsah-
lym védeckovyzkumnym programem, ktery svého ¢asu repre-
zentoval nejvétsi pracovisté v ramci Univerzity Karlovy. Tfi
funkéni obdobi byl ¢lenem vyboru Evropské radiobiologické
spolecnosti, v letech 1971-1972 dokonce jejim prezidentem.
Radu let zastdval post pfedsedy vyboru Spolecnosti nukledrni
mediciny a radialni hygieny CLS JEP (8).
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I po smrti profesora Ferdinanda Herc¢ika ztistal az do
dnesnich dntl vyznamnym radiobiologickym pracovistém
Biofyzikalni tistav CSAV v Brné (dnes AV CR), ve kterém hrala
a hraje radiobiologicka sekce klicovou tlohu. I zde plisobila
a pisobi fada vyznamnych mezinarodné uznavanych radio-
biologl. Nelze vSechny vyjmenovat, pfipomenme si tedy
alespor prof. MUDr. Milana PospiS$ila, DrSc. (1929-2014),
Clena predsednictva pracovni skupiny pro kosmickou bio-
logii a 1ékafstvi pii Ceskoslovenské komisi pro spolupraci
ve vyzkumu a vyuziti kosmického prostoru , Interkosmos®,
doc. MUDr, Miloslava Skalku, DrSc. (1929-2001) ¢i MUDr.,
Antonina Vacka, CSc. (1929-2009).

V Hradci Kralové vedle VLA JEP existovalo jeSté druhé
radiobiologické pracovisté. Jednalo se o Ustav pro experi-
mentalni a klinickou radiobiologii a vyuziti radioizotopti LF
UK v Hradci Kralové vedeny prof. MUDr. Ivanem Vodickou,
CSc. (1932-2001). Ten v letech 1985-1990 zastaval rovnéz
funkci dékana fakulty a v letech 1983-1990 byl pfednostou
Ustavu 1ékafské biofyziky. Ustav rozpracoval feSeni otidzek
diagnostiky, patogeneze, profylaxe a 1écby akutni nemoci
z ozareni, vnitini a zevni kontaminace radioaktivnimi lat-
kami a problematiku experimentalni onkologie.

Mezi vyznamna Ceskoslovenska radiobiologicka praco-
vis§té v 70. a 80. letech patfila katedra vSeobecné biologie
Pfirodovédecké fakulty Univerzity Pavla Jozefa Safarika
v Kosicich. Radiobiologové této katedry se soustfedili pre-
devs§im na studium vlivu atomovych elektraren na Zivotni
prostfedi a mozna zdravotni rizika pro jejich pracovniky,
mapovani pohybu radioaktivnich latek v potravnim fetézci
amutace rostlin po ozafeni s dopadem na Slechtitelské me-
tody. Od roku 1959 méli kosicti radiobiologové k dispozici
unikatni experimentdlni kobaltové pole, které umoznilo
Zivocichy pti davkovém piikonu od 0,1 do 10 Gy/hod. Volit
$lo z rozlicnych modeldl ozafovani, od dlouhodobého ptiso-
beni nizkych davek az po téméf ptirodni podminky. Po fadu
let byl vedouci postavou radiobiologické skupiny zak prof.
Ferdinanda Herc¢ika prof. MUDr, Milan Praslicka, DrSc.
(1923-1985). Z tohoto pracovisté je nicméné nutné jmeno-
vat také minimalné tfi dals$i vyznamné osobnosti: prof.
MUDr. Ivana Ahlerse, DrSc. (*1933), prof. MUDr. Evu
Ahlersovou, DrSc. (*1934) a prof. RNDr. Evu Mistirovou,
CSc. (*1936) (1).

Radiobiologickym tématiim vyznamnym pro radiac¢ni
ochranu se systematicky vénoval doc. MUDr. Jan Miiller,
CSc. (1914-2004), ktery vedl odbor ionizujiciho zafeni Ustavu
hygieny prace a chorob z povolani. Hlavni odbornou naplni
odboru byly epidemiologické studie u horniki uranovych
doldi. V roce 1968 docent Miiller emigroval do Kanady. V roz-
pracovanych studiich pokracovali jeho spolupracovnici a Zaci
ve Vyzkumném ustavu hygieny zafeni, ktery byl pozdéji
transformovan v Centrum hygieny zafeni Institutu hygi-
eny a epidemiologie (dnes Statni zdravotni dstav) v Praze.
Studie se zaméfovaly na chromosomové aberace, radia¢ni
epidemiologii, patofyziologii krvetvorby po ozafeni a né-
které radiotoxikologické problémy. Klicovymi osobnostmi
tohoto pracovisté byli prof, MUDr. Vladislav Klener, CSc.
(*1927) a MUDr. Emil Kunz, CSc. (1930-2012) a rovnéz vyni-
kajici radiobiolog a jaderny fyzik Ing. Zdenék Prouza, CSc.
(1940-2013), ktery pfedtim plsobil na KUBNM. Své hluboké
znalosti pozdéji vyuzil jako mistopfedseda Statniho uradu
pro jadernou bezpecnost (SUJB) a néasledné jako zastupce
feditele Statniho ustavu radia¢ni ochrany (SURO).
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Opomenout nelze tzké sepéti novych poznatki v radio-
biologii s téZbou uranu na tizemi Ceskoslovenska. Pro mimo-
fadny strategicky vyznam uranu a vzhledem ke zdravotneé-
-hygienické zavaznosti spojené s tézbou jeho rud vyvstala
nutnost pracovniky tohoto odvétvi pfednostné zabezpecit
také po zdravotni strdnce. Prvnim zdravotnickym pracovis-
tém, které vzniklo bezprostifedné po 2. svétové valce jiz v roce
1946, byl Vyzkumny a vySetfovaci tstav Jachymovskych dold
umistény v Jaichymoveé, v1azeriském domé Heiner. Pracovnici
tohoto zafizeni provadéli béznou 1é¢ebnou péci a pravidelné
prohlidky hornikd. Mezi jejich dal$i povinnosti patfily vy-
jezdy na Sachty a ipravny za Gcelem kontroly hygienickych
podminek a odbéru vzorki pro dalsi laboratorni zpracovani.
Pozornost se vénovala rovnéz experimentim s cilem zjistit
a objektivizovat vztah mezi pracovnim prostfedim a nékte-
rymi zménami zdravotniho stavu.

Strategicky vyznam tézby uranovych rud v povalecnych
letech jakoz i pracovni rizika spojena s téZbou rud vedou
k potfebé zridit specializované zdravotnické zatizeni pro
pracujici uranového primyslu. Navic se do popfedi zajmu
stale vice dostava i prevence a zajiSténi zdravého Zivotniho
apracovniho prostfedi. Vynosem ministra zdravotnictvi CSR
ze dne 27. Cervna 1954 tak byl zfizen Zavodni dstav narodniho
zdravi uranového pramyslu (ZUNZ UP) a pozdéji, rozhodnu-
tim ministra zdravotnictvi CSSR ze dne 29. ¢ervna 1960, Ustav
pro hygienu prace a prevenci nemoci z povolani (UHP UP).
Do jeho ¢ela byl postaven zastupce hlavniho hygienika CSSR,
ktery soucasné vykonaval funkci jeho reditele.

Po vycerpani rudnych lozZisek na Jachymovsku se dstav
v roce 1965 prestéhoval do obce Kamennd v okrese Piibram.
V témz roce doslo v ramci 1é¢ebné-preventivni péte ZUNZ UP
v Piibrami k zalozeni radiotoxikologického oddéleni, které
se zabyvalo vylu¢né védeckovyzkumnou ¢innosti. Z té doby
pochazi fada odbornych praci z oblasti hematologie a bioche-
mie. Novy statut ZUNZ UP a UHP UP dal v roce 1973 podnét
ke spojeni a sjednoceni personalni a materidlni zakladny
a vzniku samostatného oddéleni radiobiologie a radiotoxiko-
logie. Jeho ¢innost se soustfedila pfedevsim na problematiku
plicniho karcinomu jakoZto nejzavaznéjsiho projevu rizik
pracovniho prostfedi v uranovych dolech. V ramci statniho
planu rozvoje védy a techniky oddéleni fe§ilo vyznamné
ukoly statniho i mezindrodniho vyznamu vcéetné oblasti
imunologického vyzkumu. S platnosti od 1. kvétna 1974 byla
rozhodnutim hlavniho hygienika CSR pti UHP UP zfizena
Nérodni referen¢ni laboratorf pro dozimetrii radonu.

Jiz vy$e zminény Antonin Smid pfechazi z VLVDU JEP
v 70. letech do ZUNZ UP jako vedouci 1ékaf vyzkumu a po
ustaveni oddéleni radiobiologie a radiotoxikologie se stava
jeho vedoucim. V roce 1976 byl jmenovan feditelem UHP UP.
V roce 1995 dochdzi ke slouceni s Centrem mediciny katastrof
Opava a nazev pracovi$té se méni na Ustav pro expertizy
a Feseni mimoradnych situaci. V roce 2000 je pfetransfor-
movan do Statniho Gstavu jaderné, chemické a biologické
ochrany, v. v. i. (SUJCHBO).

Piinosné radiobiologické studie tykajici se mozZnosti vyu-
ziti radonu a radia v balneologii publikoval po dobu svého pii-
sobeni v Laznich Jachymov doc, MUDr, Vlastislav Hlavaty,
CSc. (1933-2014), ktery dfive plisobil rovnéZz na KUBNM.

OBDOBI PO ROCE 1990

V 90. letech se zacaly objevovat nizory, Ze po ukonce-
ni studené valky se snizilo riziko ohrozZeni obyvatelstva



radioaktivnim zafenim na minimum, a tedy i vyznam
radiobiologického vyzkumu. Jeho pfinos pro radiotera-
pii, Zivotni prostfedi, jadernou energetiku nebo jaderny
terorizmus byl opomijen. Ne nevyznamnou roli v tomto
smeéru sehraly neziskové a ekologické iniciativy. Kvili této
situaci doslo k redukci poc¢tu radiobiologickych pracovist
jak v Ceskoslovensku, tak nasledné v Cesku. Néktera z nich
zanikla nebo pfesla na jinou problematiku. Rada odborniki
odesla bud do dichodu, nebo na nova pracovisté a zajem
mladsi generace o obor vyrazné poklesl.

Koncepce oboru se ménila i v souladu se zahrani¢nimi
trendy. Dynamicky rozvoj metodik, nova experimentalni
technika a prohlubujici se mezinarodni spoluprace umoznily
posunout studium radiacné vyvolanych biologickych zmén
az na intracelularni aroven. Zvysil se diiraz na porozuméni
ucinkdm nizkych davek zafeni, rychlou a pfesnou biodozi-
metrii, dochazi k rozvoji radiogenetiky a formuje se novy
pohled na ochranu obyvatelstva. Vedle vyzkumu biologic-
kych efekti ionizujiciho zafeni si rostouci pozornost ziskava
také studium vlivu neionizujicich forem, pfedevsim laseru
a magnetického pole (1).

ODBORNE SPOLECNOSTI
SE ZAMERENIM NA RADIOBIOLOGII

Jak jsme jiz naznacili, ceskoslovensti radiobiologové méli
nezastupitelnou ilohu nejen v oblasti védeckovyzkumnych
aktivit, ale také v Zivoté odbornych spolecnosti a podileli se
na organizaci prestiznich védeckych konferenci.

Dne 5. listopadu 1959 byla zaloZena Evropska radio-
biologickd spole¢nost (dnes European Radiation Research
Society). Mezi zakladajici ¢leny patfili rovnéz radiobiologové
z Ceskoslovenska. Ti jiZ 3. a 4. listopadu 1955 uspofadali
v Brné prvni ceskoslovenskou radiobiologickou konferenci.
Nasledné 23. inora 1956 zahajuje svou existenci Biofyzikalni
spole¢nost (v té dobé oznacovana jako sekce) CLS JEP, jejimz
prfedsedou se stal Ferdinand Hercik, mistopfedsedy Milan
Praslicka a Zdenék Dienstbier a jednatelem Vlastimil Slouka.
Zahy se vytvorily sekce radiobiologickd, radiohygienicka, pro
diagnostické vyuziti radioizotopli a chladova. Biofyzikalni
spolecnost se v roce 1965 pfejmenovala na Spolec¢nost nuk-
learni mediciny a radia¢ni hygieny CLS JEP, v roce 1990
potom na Ceskou spole¢nost nukleirni mediciny CLS JEP.

Vyznamnou akci pfedstavovala V. konference Evropské
radiobiologické spole¢nosti, kterd se konala v roce 1967 ve
Spindlerové Mlyné na Bedfichové za ucasti pfednich mezi-
narodné uznavanych radiobiologi. I. sjezd Ceskoslovenské
spole¢nosti nuklearni mediciny a radiaéni hygieny CLS JEP
se uskutecnil ve dnech 8.-12. listopadu 1981 v hotelu Olympik
v Praze pfi prileZitosti 25. vyroci jejiho zaloZeni. Praha hostila
radiobiology z celého svéta dvakrat. V roce 1985 v prostorach
Karolina, kdy se konala XIX. konference Evropské radiobiolo-
gické spolecnosti, a podruhé pfi XXXVII. setkani v roce 2009
v hotelu Diplomat (6, 8).
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Soucasna Spolecnost pro radiobiologii a krizové plano-
vani CLS JEP (SRKP) byla ustavena v inoru 1992 v Brné a jeji
Clenska zakladna zahrnuje vyzkumniky i 1ékate z civilniho
avojenského sektoru zabyvajici se nejriiznéjsimi aspekty bio-
logickych u¢inka riznych typl ionizujiciho i neionizujiciho
zateni, obranou pred témito tc¢inky a naopak jejich vyuzitim,
zejména v radioterapii. SRKP je kolektivnim ¢lenem dvou
evropskych védeckych spolecnosti - European Radiation Research
Society a International Academy for Laser Medicine and Surgery. V obou
spole¢nostech ma pfitom SRKP zastoupeni ve vyborech.

ZAVER

V historii ¢eskoslovenské radiobiologie najdeme fadu
prednich odbornikl, ktefi stdli v ¢ele vyzkumnych a uni-
verzitnich pracovist, jejichz vysledky ziskaly mezinarodni
uznani, at uz nasly své uplatnéni v mediciné, primyslu,
energetice, zemédélstvi nebo mély spiSe vojensky charakter.
Tato pracovisté se vzdy - bez ohledu na politickou situaci -
snazila o mezinarodni spoluprici. Dikazem toho je ti¢ast
tuzemskych radiobiologl ve vyborech mezindrodnich od-
bornych organizaci, prezentace vysledkii na zahrani¢nich
konferencich a opakované porddani radiobiologickych kon-
ferenci s Sirokou mezindrodni Gc¢asti v nasi zemi. Poznatky
ziskané v radiobiologii maji kli¢ovy vyznam rovnéz v ochrané
obyvatelstva.

Cestné prohlaseni
Autori prohlaSuji, Ze v souvislosti se vznikem tohoto cldnku se nenachdzeji
ve stietu zdjmii a Ze tento cldnek nebyl publikovdn v Zddném jiném casopise.
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SOUHRN

lonizujicim zafenim oznacujeme tok hmotnych ¢astic nebo foton(
elektromagnetického zareni, jez maji schopnost ionizovat atomy
prostiedi, kterym prochazeji. Na buné¢né urovni se poskozeni mize
projevit smrti bunky ¢i zménou jeji cytogenetické informace. Tyto
déje mohou vést k nepfiznivych tkanovym reakcim (deterministickym
Ucink@m), u kterych jsou projevy zavislé na prekroceni davkového
prahu, nebo ke vzniku stochastickych ucinkd, u nichZ s davkou stoupa
pravdépodobnost poskozeni. Clanek kratce shrnuje tyto U¢inky na
lidsky organismus.

KLICOVA SLOVA
ionizujici zafeni, biologicky tic¢inek, poskozeni DNA,
tkanova reakce, stochasticky ucinek

uvob

Interakce ionizujiciho zafeni s zivym organismem se
fidi stejnymi fyzikdlnimi zadkony jako u hmoty nezivé, tj.
prenosem energie zafeni na atomy a molekuly biologické-
ho systému. I v ozafenych burnikach tedy nejprve dochazi
kionizaci a excitaci atomd. Specifikem Zivych organism je
jejich biochemicka a biologicka odpovéd. JiZz samotny pojem
yionizujici zafeni“ napovida, Ze jde o zafeni, jehoz kvanta
maji dostate¢nou energii k ionizaci atomu, tj. odtrZzeni
elektroni z jejich elektronového obalu. Ve vodném prostfedi
(cytoplazmeé) je k tomu zapotfebi minimalné 33 eV, coz odpo-
vida vlnovym délkam krat$im, neZ pfislusi ultrafialovému
zateni (pfiblizné tedy < 40 nm) (1).

PUSOBENI IOUIZI.[JI:CI'HO ZARENI
NA MOLEKULARNI UROVNI

Poskozeni zpuisobené ionizujicim zafenim je vicestup-
1iovy proces. Vychozim bodem je pfimé ¢i nepfimé piisobeni
ionizujiciho zafeni na molekuly v pribéhu fyzikalni faze,
ktera trva velmi kratkou dobu, 102 az 10 sekundy. Jedna se
0 obdobi, kdy atomy a molekuly organismu absorbuji energii
zateni. Nasledné, ve fyzikidlné-chemické fazi (102 sekundy
do 107, vznikaji volné radikaly a dalsi reaktivni agens.
Ionty vzniklé béhem chemické faze, radikaly a dal$i produkty
reaguji s biologicky dilezitymi molekulami (DNA, RNA,
proteiny), méni jejich sloZeni a funkci. Nasledné precha-
zeji do faze biologické, kdy molekularni zmény v biologicky
dtlezitych latkach (chromatinu, enzymech) mohou vyustit
ve funkcni a morfologické zmény v burnkach, v organech,
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SUMMARY

Havrankova R. Biological effects of ionizing radiation

lonizing radiation refers to the flow of material particles or photons of
electromagnetic radiation that can ionize atoms of the environment
through which it passes. At the cellular level, damage can be mani-
fested by cell death or changing their cytogenetic information. These
events can lead to adverse tissue reactions (deterministic effects) in
which manifestations depend on exceeding the dose threshold, or
to the stochastic effects, when the probability of damage increases
with the dose. This article briefly summarizes these effects on the
human body.

KEYWORDS
ionizing radiation, biological effect, DNA damage, tissue reaction,
stochastic effect

organismu jako celku. Tyto zmény mohou nastat béhem
nékolika minut, ale i za desitky let (2).

Ionizuje-li zafeni pfimo biomolekuly, ¢imz je poskozu-
je, mluvime o tzv. pfimém uéinku ionizujiciho zareni.
Biomolekuly mohou byt v tomto ptipadé ionizovany samot-
nym primarnim zafenim nebo sekundarnimi produkty jeho
interakce s hmotou, zejména tzv. delta elektrony vyrazenymi
z okolnich molekul. Pfijeti kvanta zafeni biomolekulou
a jeji ionizace vede néasledné k chemické zméné a pripadné
iovlivnéni biologické aktivity této biomolekuly (1). Biologické
systémy obvykle obsahuji vysoké procento vody, a zna¢na
Cast energie zafeni se proto absorbuje ve vodé. Radiolyzou
vody vznikaji vysoce reaktivni produkty, jako hydroxylovy
radikal OHe, vodikovy radikdl He, hydratovany elektron
e,, 2 v pfitomnosti kysliku také znacné mnozstvi peroxidu
vodiku H,0,. VSechny tyto produkty mohou vyvolavat dalsi
sekundarni reakce s biologickymi molekulami, a mluvime
proto o nepfimém ucinku zafeni (3).

V pritomnosti kysliku se ti¢inek radikalt na biomolekuly
zvysuje. Ukazuje se, Ze kyslik reaguje s témi misty, kterd byla
zasazena radikaly, a tim zvySuje miru po$kozeni. Tento jev
oznacujeme jako kyslikovy efekt. Je dlilezity pro radiotera-
pii, protoze nadory casto obsahuji oblasti, které jsou hypoxic-
ké (maji nizkou koncentraci kysliku) nasledkem sniZeného
zasobovani krvi. Napadeni biomolekul radikaly 1ze rovnéz
umeéle potlacit, napfiklad latkami obsahujicimi skupiny
SH (thiolové skupiny) - pfikladem mize byt aminokyselina
cystein. Plsobi jako latky zachycujici radikaly a snizuji
biologické plisobeni na polovinu az tfetinu, podobné jako
neptitomnost kysliku. Nékteré z téchto latek byly navrzeny



jako radioprotektivni latky pro osoby ohrozené radiacni ex-
pozici, avSak vSechny jsou ve vétsi ¢i mensi mite toxické (4).

Ackoliv ionizujici zafeni poskozuje témér vSechny bunéc-
né organely, klicovou strukturou urcujici osud ozarené bunky
zlstava jadernd DNA. Zafeni plisobi zlomy dvousroubovice
DNA, a to jak jednoduché, tak zlomy dvojité, postihujici
obé vlakna. Zatimco jednoduché zlomy si burika jednoduse
a ¢im vice dvojitych zlom zafeni zptisobi, tim vétsi je prav-
dépodobnost znic¢eni buriky. Dvojité zlomy plisobi pfedevsim
zafeni s vysokym linedrnim pfenosem energie (neutrony,
tézké ionty), ale i fotonové ¢i elektronové zafeni (5). Kromé
jednoduchych a dvojnych zlomu vznikaji po ozafeni také
poskozeni bazi, cross-linky uvnitf DNA nebo DNA-protein,
lokalni denaturace ¢i dalsi. Pfi ozafeni dochazi k po§kozeni
ijinych molekul (napf. proteind, lipidd). Tyto molekuly jsou
vSak v burice obsazeny v mnoha kopiich, a proto lze pozoro-
vatelny tucinek zafeni ocekavat az pii poskozeni dostatecné
velkého procenta kopii (3).

PUSOBENI IONIZUJICiHO ZARENI
NA BUNECNE UROVNI

Pozmeénéna funkce biomolekul, zejména DNA, se projevi
ve fungovani vyssich biologickych organizacnich celki,
a nakonec i na stavu celého organismu.

Na bunéc¢né trovni se uvedené poruchy manifestuji smr-
ti buriky nebo zménou genetické informace. Buiika miiZe
byt usmrcena v klidovém obdobi (interfazi). Tento uc¢inek
v$ak pfedpoklada povSechnou denaturaci bunécnych slozek,
tedy relativné vysokou davku. Vyznamnéj§im typem bunécné
smrti je zanik vdzany na mitézu, bunééné déleni. Po§kozeni
se neprojevi okamzité, ale tim, Ze burika neni schopna se dale
délit. Tato tzv. mitotickd smrt buriky je pozorovana pfi men-
§ich davkach, které nestaci na vyvolani smrti v interfazi (6,
7). V disledku ozafeni dochazi k inhibici bunécného déleni.
I kdyZz burika nezanika, nenf jiZ schopna prichodu mitézou,
ktera klade vysoké naroky na preskupeni subceluldrnich
struktur. Pokud je poS§kozeni mensiho stupné, burika projde
jednou ¢i dvéma mitézami, nez ztrati schopnost dalsiho déle-
ni. Nejnizsi davky vedou k tzv. bloku v urcité fazi bunécného
cyklu, buriky se nedéli a je jim poskytnut cas pro reparaci
poskozeni. V pfipadé ireparabilniho poskozeni je iniciovana
apoptéza (8, 9). Odtud lze odvodit, Ze smrtici ti¢inek zafeni
na burnky se nejsnaze projevi ve tkanich, ve kterych probiha
rychlé bunécné déleni (krvetvornych organech, vystelce
stfev, vyvijejicim se zarodku) (7).

K indukci zmén dochazi i v bunkach, které nejsou
ozafené - tyto zmény oznacujeme jako bystander efekt.
Experimenty prokazaly, Ze stejné jako u bunék ozafenych
probihaji i u neozatenych chromosomové aberace, dochazi
k jejich mutaci a onkogenni transformaci, prfipadné az ke

Tab. 1 Hlavni tGcinky ionizujiciho zafeni na ¢lovéka (7)
CASNE
somatické
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smrti. Pfedpoklada se, Ze v tomto déji hraji vyznamnou roli
cytokiny a konexony. Dopad bystander efektu je vy$si u bu-
nék blizsich ozafené burice. Pokud se jedna o sousedni buriky,
mluvime nékdy o komunikaci mezi sténami (1).

Konecny vysledek plisobeni ionizujiciho zafeni na buniku
a tkané neni urcen pouze vyse uvedenymi mechanismy, ale
je spoluurcovan i uplatnénim repara¢nich mechanismu. Lze
odlisit tzv. Casnou reparaci, to znamena obnovu schopnosti
dal$iho déleni na drovni postiZzené buriky (trva nékolik ho-
din), a proliferaci, jeZ vychazi ze zachované schopnosti délit
se u prezivsich bunék (trva dny az tydny). Zcela jinou biolo-
gickou odezvu ma ozafeni lokalni, pfi némz jsou postizeny
jen urcité tkané. Stinénim cCasti téla se uchova urcita cast
tzv. kmenovych bunék, ze kterych muZze vzejit regenerace
tkaneé (7).

I?ETERMINISTICK;A STQQHASTICKE
UCINKY IONIZUJICIHO ZARENI

VétSina neptiznivych zdravotnich G¢inka radia¢ni expo-
zice mlze byt zafazena do dvou souhrnnych kategorii ozna-
Covanych jako deterministické tcinky (neptiznivé tkarové
reakce), vznikajici zejména v diisledku zabiti ¢i po§kozeni
bunék po vysokych davkach ionizujiciho zafeni, a stochas-
tické ucinky, k nimz patfi rozvoj maligniho bujeni u expo-
novanych jedinct v disledku mutaci somatickych bunék
nebo dédi¢né choroby u jejich potomka v disledku mutaci
reprodukénich (zarodeénych) bunék (ICRP 103) (tab. 1).

Vyvolani deterministickych uédinku (nepfiznivych
tkanovych reakci) je obecné charakterizovdno prahovou
davkou. Dlivodem pro existenci prahu je skute¢nost, Ze kri-
ticka bunécna populace v dané tkani musi doznat poskozeni
(vazné funkéni selhani nebo smrt) a to se nasledné projevi
ptislusnym klinickym obrazem, ktery je do zna¢né miry
charakteristicky, nekopiruje stavy u béznych nemoci, odli-
$uje se zejména ¢asovym prubéhem, prostorovou distribuci
postiZzeni a svéraznou kombinaci jednotlivych ptiznakdi.
Nad prahovou davkou zavaznost poskozeni, véetné narusené
schopnosti k zotaveni tkdné, stoupd s davkou zafeni (3, 10).
Esovity tvar kifivky a existence davkového prahu jsou odra-
zem skutecCnosti, Ze v teréové populaci je pomérné znacna
funkéni rezerva, tj. pokles bunécnosti se stoupajici davkou
zprvu nezplsobi Zaddné funkéni diisledky a hodnoceny efekt
nastane az pii pfekroceni davek prahovych (obr. 7). VétSina
tkani v téle pozadavek funkéni rezervy spliiuje (3).

Casné tkariové reakce mohou vznikat v ¢asovém rozmezi
nékolika hodin az tydnti a mohou byt zdnétlivého typu jako
dtisledek zménéné propustnosti membran bunék a uvol-
novani histaminu nebo to mohou byt nasledné reakce po
bunécnych ztratach (10). Hlavnim faktorem urcujicim miru
poskozeni je absorbovand davka. Pribéh a stuperi patologic-
kého procesu dale ovliviiuji druh ionizujiciho zafeni (beta,

POZDNI
genetické

« akutni nemoc z ozareni
« akutnf lokalni zmény

« akutni radiodermatitida
» poskozeni fertility

* chronicka radiodermatitida
« zakal o¢ni ¢ocky

» zhoubné nadory * genetické ucinky u potomstva

* poskozeni vyvoje plodu

nestochastické

stochastické
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gama, neutronové), ¢asova distribuce ozareni (frakciono-
vané, jednorazové, prolongované, chronické), prostorova
distribuce v organismu aj. (1).

Stochastické 1cinky jsou uc¢inky vyvolané jiz zminé-
nymi mutacemi (zménami v genetické informaci bunék).
Z pohledu radia¢ni ochrany se pfedpoklada prevazné linedrni
bezprahovy model zavislosti davky na efektu. S davkou tedy
roste pravdépodobnost poskozeni (obr.1). Vztah davky a i¢in-
ku je odvozovan z epidemiologickych studii. Klinicky obraz
téchto ucinkl neni typicky, neodliSuje se od ,,spontanné*
vzniklych ptipadd (3).

%

100 | UCINKY NESTOCHASTICKE

50F

100 =

1
I i :
1 UCINKY STOCHASTICKE
]
I

20

10

D=

Obr. 1 Vztah davky a Ucinku pro projevy deterministické
a stochastické (3)

Pfi obdrzeni malych davek ionizujiciho zafeni je vysoka
pravdépodobnost, Ze organismus poskozeni buriky zvladne
pomoci reparacnich procesti bez nasledkii. Existuje vSak
urcité riziko, Ze se u jednotlivych bunék chybu nepodafri
opravit nebo bude opravena pouze castecné a dojde ke vzniku
tzv. poradiacni nestability genetického materiilu, kterda
mizZe vyustit ve zménu bunétné DNA, jejimZ dlsledkem
byva rozvoj stochastickych nasledki. Jde o proces, ktery je
vyvolan poskozenim jedné ¢i nékolika malo bunék. Burika,
kterd ma vlivem ionizujiciho zareni takto zménénou DNA,
je potom za stochastické tcinky zodpovédna (7).

Jednotlivé tkané a organy jsou ke vzniku nadoru po
ozafeni rozdilné vnimavé. Mezi nejvnimavéjsi patii kostni
dren, zaludek, tlusté stfevo, plice ¢i mlé¢na zlaza. Hodnota,
ktera charakterizuje celozivotni riziko mrti na zafenim
vyvolanou malignitu (zahrnuje rtiznou radiosenzitivitu,
ale i 1é¢itelnost jednotlivych nadort), se nazyva koeficient
rizika. Celkovy koeficient rizika imrti na zafenim vyvolané
zhoubné nadory byl stanoven pro pracovniky 4,1 x 10-2 Sv-1
(toznamena, Ze ze 100 pracovnikll ozafenych efektivni dav-
kou 1Sv bude pravdépodobné u 4 osob pficinou smrti zhoubny
nador). Koeficient rizika smrti pro celkovou populaci je vy$si
5,5%10-2 Sv-1, nebot jsou do ni zahrnuty i déti, u nichz exis-
tuje vyssi radiosenzitivita (7).

CASOPIS LEKARU EESKYCH 2020, 159, ¢. 7-8

Diilezitou charakteristikou je ¢asovy pribéh vyskytu
zhoubnych nidorli po ozafeni. Leukémie, nadory $titné
zlazy a nadory kosti se mohou projevovat uz za nékolik let
po expozici zareni, zatimco vétSina ostatnich malignit se
projevi nejdfive za 10 let, nékdy az za nékolik desetileti po
expozici. Pfitom Zadny jednotlivy typ nddorQ neni typickym
projevem vlivu zafeni, takZe je nemozné odliSit zafenim
vyvolané nadory od téch, které jsou vyvolany ptisobenim
jinych moznych ¢initeld (11).

Vyznamnou skupinou pozdnich G¢inka zafeni je posti-
Zeni potomstva ozifenych osob. Podkladem genetickych
zmén je mutace, tj. zména v genetické informaci buriky.
Za dédicné ucinky je odpovédna tzv. gametickd mutace,
coz je mutace v jadfe zdrodecnych bunék (vajicka, spermie)
pohlavnich Zlaz. Geneticky ucinek zafeni spociva ve zvyse-
né frekvenci mutaci v porovnani s mutacemi vznikajicimi
spontanné (7).

ZAVER

Biologické uc¢inky po ozareni se mohou projevit bez-
prostfedné po ozafeni, ale i s latenci nékolika desitek let.
I kdyzZ zafenim mohou byt zasaZeny vSechny biomolekuly,
nosti naruSeni ¢i ztraty genetické informace. Ke zménam
mize dochédzet jak v burikich ozafenych, tak neozidfenych
mechanismem bystander efektu.
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Moderni trendy v radioterapii

Klinika radia¢ni onkologie MOU a LF MU, Brno

SOUHRN

Radioterapie je dynamicky se vyvijejici obor Ié¢eni zhoubnych
nadord. Pokrok radioterapie vyznamné souvisi s novymi poznatky
v radiobiologii, zavadénim novych systému v radiodiagnostice
a v planovani lé¢by zarenim. Technicky vyvoj ozafrovacich systém(
za poslednich 10 let nesmirné zvysil kvalitu lé¢by zarenim. Trvalym
cilem moderni lé¢by zafenim je minimalizovat toxicitu radioterapie
pfi zachovani terapeutického Ucinku. S rozvojem radioterapie se
vsak objevuje a k diskusi zstava problematika tzv. finanéni toxicity
rliznych ozafovacich technik a neimérny nardst vydajd na lécbu bez
ohledu na jeji ndkladovou efektivitu.

KLiCOVA SLOVA
radioterapie, radiochirurgie, brachyterapie, moderni techniky

Uuvop

Lécba zafenim, radioterapie (1épe vSak napli oboru vy-
stihuje nazev radiacni onkologie), je klinicky obor, ktery
v poslednich 5-10 letech proSel v nasi republice vyznamnou
piistrojovou obménou. Kazdé komplexni onkologické cent-
rum dnes disponuje moderni ozafovaci technikou vyuzivajici
linedrni urychlovace s fotonovym a elektronovym zafenim
jako zakladni zdroje ionizujiciho zafeni. Je potésujici, ze
mame v 1éCebném repertoaru i moznost 1écby protonovym
svazkem, moderni systémy pro radiochirurgické vykony
a vyspélou techniku pro brachyterapii. V nasledujicim textu
chci upozornit na novinky v moderni radioterapii, které jsou
(nebo budou) dostupné v nasi republice.

RADIOTERAPIE RiZENA OBRAZEM (IGRT)

Tato specialni technika ozafovani vyuziva zobrazovacich
metod v ozafovné pfed ozafovanim nebo v jeho pribéhu. Pro
spravné ozareni je totiz dlileZité, aby pacient na ozafovacim
stole lezel pokazdé v naprosto stejné poloze jako pii plano-
vani ozafovani. Odchylky polohy v pribéhu ozafeni mohou
vznikat napf. i malym pohybem, ndplni organd (mocovy
méchyft, konecnik), dychanim. Velmi zjednoduSené IGRT
(image-guided radiotherapy) zajiStuje pfesné zaméreni svazkii na
ozafovaci. Béhem ozafovani je pravidelnym snimkovanim
kontrolovana poloha pacienta, zda nedochizi k vyznamnym
odchylkam.

Pouzivaji se rtg snimky pofizené pfimo linedrnim urych-
lovacem, jez se ukladaji do systému a porovnavaji s digitalni
rekonstrukci snimKka z CT vySetfeni pfi planovani radiotera-
pie. U novéjsich ptistroj vybavenych pfidavnym rtg zdrojem
mizZeme pacienta vySetfit vypocetni tomografii pfimo pod
ozafovacim piistrojem (conebeam CT). Vzdy je hodnocena jak
jednotliva velikost odchylky nastaveni, tak i systematicka
chyba, pficemz na zakladé téchto parametrii 1ze provést
korekci srovnavacich znacek umisténych na pacientovi,

Cas. Lék. ces. 2020; 159: 261-267

SUMMARY

Slampa P. Modern trends in radiotherapy

Radiotherapy is a dynamically developing field of cancer treatment.
Advances in radiotherapy are significantly related to new knowledge
in radiobiology, the introduction of new systems in radiodiagnostics
and radiation therapy planning. The technical development of irradia-
tion systems over the last 10 years has greatly improved the quality
of radiation therapy. The constant aim of modern radiation therapy
is to minimize the toxicity of radiotherapy while maintaining the
therapeutic effect. With the development of radiotherapy, however,
the issue of so-called financial toxicity of various radiation techniques
and disproportionate increase in treatment spending, regardless of
cost-effectiveness.

KEYWORDS
radiotherapy, radiosurgery, brachytherapy, modern techniques

respektive na fixa¢ni masce. V pfipadé 1é¢by protonovym
svazkem ¢i gama nozem probiha kontrola obrazem mimo
ozafovaci ptistroj (1, 2).

RADIOTERAPIE S MODULOVANOU
INTENZITOU (IMRT)

Radioterapeuticka technika IMRT (intensity-modulated ra-
diotherapy) cilené kopiruje nepravidelny tvar ozafovaného ob-
jemu. Tvarovanim ozafovaného pole se moduluje i intenzita
svazku a dochdzi tak k dalsimu zlepSeni distribuce davky
(napt. Setfeni michy pfi ozafovani krku nebo koneéniku
pfi ozafovani prostaty). Zaroven lze dosahnout i rozdilného
rozloZeni davky v ozafovaném objemu. Navic ziskame prudky
davkovy spad do okoli, 1épe chranici okolni zdravé tkané.

Dozimetricky pfinos modulace davkového rozlozeni
pomoci IMRT se projevuje pfedev$im u radioterapie nador
nosu, paranazalnich dutin a baze lebni, tedy lokalit, které
bylo dfive velice obtizné davkové homogenné pokryt, aniz
by soucasné nebyly ozafeny okolni rizikové organy. Dalsi
pfednost z dozimetrického hlediska pfedstavuje mozZnost
omezit ozafeni velkych slinnych Zlaz s cilem sniZit riziko
pozdni xerostomie (suchost v iistech). S vyhodou se technika
vyuziva i pfi ozafovani prostaty, kdy je pfed zafenim Setfen
konec¢nik, nebo pfi ozafovani gynekologickych nadorti nebo
konecniku, kdy jsou Setfena stfeva a mocovy méchyf (1, 3).

RADIOTERAPEUTICKA TECHNIKA VMAT

Jedna se o formu vySe zminéné IMRT, kdy se k modulaci
intenzity svazku zafeni (pfesnéji fluence) pomoci lamel
kolimatoru (systém lamel v hlavici pfistroje upravujici tvar
ozafovaného pole) pridava jesté modulovany pohyb ramene
(gantry) urychlovace, modulace davkového ptikonu a u nej-
modernéjsich pristrojl také dynamicka zména polohy clon
(jaw tracking).
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Expozice probihd za soucasného pohybu ramene, a ho-
vofime tak o objemové modulované radioterapii kyvem
- volumetric-modulated arc therapy (VMAT), dfive nazyvané téz
IMAT (intensity-modulated arc therapy). S pomoci této techniky 1ze
dosdhnout vysoce konformniho prozafeni cilového objemu
(nadoru) a zaroven zajistit potfebny strmy spad davky do
okoli, aby bylo zajisténo maximalni Setfeni zdravych tkani.

Nezanedbatelnym pfinosem je také rychlost dodani po-
tfebné davky zafeni (vysoky davkovy piikon). Zkraceni doby
potiebné pro ozafeni se projevi nejen komfortem pro paci-
enty, ale sniZuje se také pravdépodobnost pohybu pacienta
béhem expozice, a tim i riziko nepfesného ozateni. DalSimi
pozitivnimi efekty tohoto zptisobu radioterapie jsou zkraceni
Cekaci doby a zvys$eni vyuzitelnosti ptistroje.

Kvalitativné jesté vyssi formou VMAT je HyperArc ra-
dioterapie, kterd navic vyuziva synchronizovany pohyb
ozafovaciho stolu s pohybem ramene linearniho urychlovace.
Tato technika nonkoplanarniho planovani a ozafovani tak
dosahuje jesté efektivnéjsi radioprotekce v okoli cilového
objemu a je vhodna pro stereotaktickou radioterapii a ra-
diochirurgii (1, 2).

PROTONOVA TERAPIE

Spektrum lécebnych modalit stale vyraznéji obohacuje
protonova terapie. Poprvé byla klinicky pouZzita v roce 1954
(Berkeley) a v soucasnosti je na svété v klinickém provozu 70
center, ve vystavbé asi 30 dal$ich. Protonova terapie svymi
fyzikalnimi a radiobiologickymi charakteristikami slibuje
vyznamné zlepSeni 1é¢by ionizujicim zafenim, jeji lokalni
kontrolu a sniZeni postradia¢nich komplikaci. Na druhé
strané protonova terapie v sobé skryva rizika, ktera nelze
uplné vyloutit - miiZeme je pouze zmirnit hlubokou znalost{
fyzikalnich a radiobiologickych zakonitosti absorpce nabi-
tych c¢astic v biologickém objektu.

Mezi uvadéné vyhody protonové terapie ve srovnani s te-
rapii fotonovou patfi:
 specificky pribéh kiivky hloubkové davky;

» moznost ptizplisobeni §ifky Braggova peaku (SOBR - spread-
-out Bragg peak) rozméram cilového objemu nadoru,;

« sniZeniintegralni davky, hypersenzitivity a bystander efektu
anasledné omezeni vyskytu sekundarnich malignit;

» vy$$i radiobiologicka ti¢innost (RBE) protonového svazku
ve srovnani s fotonovou terapii.

Mezi rizika protonové radioterapie patfi:

» vysoka citlivost na tkariové nehomogenity (napln stfev,
télnich dutin, skelet, cysty apod.);

« nepfesnosti plynouci z pohybu cilového objemu a kritic-
kych organti;

« nepfesnosti plynouci z rozdilu fyzikalni a biologické davky.

Ve vztahu k posledné uvedenému bodu experimenty
ukazaly, Ze RBE urychlenych protont neni konstantni, ale
meéni sevrozsahuod1,07do1,3, s maximem v distalni oblasti
Braggova peaku; RBE je komplexni funkce parametrt alfa/be-
ta, energie a LET (linedrniho pfenosu energie) protond. Tyto
vlivy dosud nejsou zahrnuty do vypoctu ozafovaciho planu.

Vyvoj protonové terapie dlouhodobé brzdi vysoké financ-
nindklady. Vydaje na protonové zafizeni se dvéma ozafovna-
mi jsou cca 2,5ndsobné oproti zafizeni se dvéma linedrnimi
urychlovaci. Pfedpoklada se vSak, Ze cena bude - spolu
s technickym rozvojem - postupné klesat. Soucasny trend
v protonové terapii prfedstavuje vystavba malych ,singl*
ozatoven jako soucasti velkych center fotonové radioterapie.
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Protonova terapie bude vyhledové dominovat v 1écbé
vybranych détskych nddorti, nddorti mozku, patete a jinych
nadorovych lokalit, které zpravidla nelze zcela vylécit pomoci
fotonové terapie. Nicméné se neocekava, ze by se protonova
terapie v budoucnu stala pfevazujici a zakladni modalitou
vradia¢ni onkologii vzhledem ke svym limitujicim faktorim
uvedenych vyse v textu. Také kontrola polohy pacienta na
ozafovacim ldzku (IGRT) u protonové terapie neni na tako-
vé urovni jako u fotonové terapie. Metody radiochirurgie
protonovym svazkem se zatim zkousi v klinickych studiich
1,4,5,6).

GAMA NUZ

Tento ozafovaci systém je historicky nejstarsi metodou
radiochirurgického ozatfovani malych loZisek intrakranial-
né. Tedy ozateni vysokou davkou, kterd ma letalni icinek,
ovSem i na zdravé tkané v okoli nddoru, proto musi byt 1écba
provedena velice presné. Pracovisté gama noze v Praze patfi
mezi mezinarodné vysoce uznavana centra.

V soucasné dobé existuji na trhu 3 typy Leksellova gama
noze (model 4C, model Perfexion a model Icon). Model 4C pa-
tfi ke star$im systém@m, jez maji jiné usporadani zdroj nez
modernéjsi Perfexion a Icon. Lekselltiv gama ntz Perfexion,
komeréné dostupny od roku 2006, reprezentuje zcela novy
systém s opét vylepSenym usporaddnim radioaktivnich
zdrojii. Disponuje celkem 192 zdroji °Co rozmisténymi v cy-
lindrickém kolimatoru. Toto usporadani se zcela odlisuje od
predchozich typli U, B, C a 4C, kde byla geometrie hemisféric-
k4. Primarni a sekundarni kolimatory pfedchozich systéma
nyni nahradil jediny masivni kolimator z wolframu.

Kolimacni prstenec z wolframu o tloustce 120 mm je
rozdélen do celkem 8 identickych ¢asti, tzv. sektorii, znichz
kazdy obsahuje celkem 72 kolimatord (24 pro 4mm, 24 pro
8mm a 24 pro 16mm svazek zafeni). Velikost svazku pro kaz-
dy sektor je ménéna automaticky, a to posunem celkem 24
zdrojli ©°Co nad kolima¢nim prstencem.

Nejnovéjsi systém potom predstavuje LeksellGv gama
nlz Icon (obr. 1). Radia¢ni jednotka, roboticky stil a veskeré
dalsi parametry se shoduji se systémem Perfexion popsa-
nym vySe, systém Icon v sobé ovSem integruje i zobrazovaci
jednotku cone beam CT (CBCT) a infracervenou kameru pro
pozorovani a kontrolu polohy pacienta béhem 1é¢by. Kromé
upevnéni pacienta prostfednictvim stereotaktického ramu
mizeme fixaci provést rovnéz pomoci snimatelné masky, jeZ
pfi frakcionaci pfedstavuje pro pacienty vétsi komfort nez
nasazovani stereotaktického ramu. Kontrola polohy paci-
enta pred ozafenim pomoci CBCT a nasledna korekce polohy
prinasi rovnéz moznost 1é¢by extrakranialnich 1ézi, ovSem
stale s omezenim pfiblizné do trovné krcéni patefe. Systém
Icon byl uveden na trh teprve v roce 2015 a v soucasné dobé
je umistén i v Nemocnici Na Homolce v Praze (1).

TOMOTERAPIE

Tomoterapie je forma rotac¢ni fotonové radioterapie
charakteristickd vysoce konformnimi distribucemi davky
s integrovanou tfirozmérnou IGRT prostfednictvim (v sou-
Casné dobé) megavoltazniho CT. Princip techniky spociva
v umisténi malého megavoltazniho linedrniho urychlovace
na rotujici gantry podobnym zptisobem jako u kilovotazniho
rentgenového zdroje klasického diagnostického CT. V této
konfiguraci poskytovala tomoterapie jako jedna z prvnich



Obr. 1 LeksellGv gama niiz Icon

technologii moderni tfirozmérnym obrazem fizenou radio-
terapii (IGRT). Jeji vyhody se projevuji pfedevs§im pfti velko-
objemové radioterapii (obr. 2).

Radioterapie byla obecné vyvinuta s diirazem na homo-
genitu davky v tumoru. Tomoterapie spociva v sekven¢nim
doruceni davky do tumoru, tj. dil¢i ¢asti tumoru jsou ozato-
vany postupné tak, jak vysoce modulované svazky postupuji
a dorucuji davku napfic cilovym objemem.

S tim souviseji 2 dlleZité aspekty:

1. Navazovani poli: Pfi navazovani pfidruzenych poli
obecné existuje nebezpeci podzateni ¢i prezafeniv diisledku
omezené presnosti vypoctu a fyzikalni realizace pridruze-
nych poli.

2. Pohyb tumoru: V disledku pohybu tumoru (napt.
pti dychani) vznika geometricka nejistota dil¢iho pole vici
tumoru, respektive zmeéna geometrie pole-tumor pfi pfecho-
du od jednoho pole k druhému. Tento fenomén je znam pod
nazvem interplay effect.

Prvni problém je u tomoterapie redukovan pouzitim
helikdlniho pohybu, stejné jako u helikalniho CT. Klinicky
efekt druhého problému se zmensuje se zvysujicim se poctem
frakci, a to primérovanim ¢aste¢né piezafenych a podzare-
nych oblasti tumoru. Vzhledem k nesynchronizovanému
zaCatku ozatovani a fazi, frekvenci a amplitudé dychani
je velmi nepravdépodobné, Ze pti kazdé frakci bude stejna
Cast tumoru vystavena stejnému piezafeni ¢i podzafeni (1).

CYBERKNIFE

CyberKnife je roboticky systém nesouci linearni urych-
lovac specialné uzptisobeny pro tcely stereotaktické radiote-
rapie a radiochirurgie na mobilnim rameni. Urychlovacem
vyrobené fotony o energii 6 MeV vytvareji prostfednictvim
superpozice nékolika stovek tenkych svazki z riiznych smé-
rd strmy spad davky. Diky preciznimu a kontinudlnimu
snimani pozice pacienta, resp. vlastniho loziska, 1ze béhem
ozafovani minimalizovat zasaZeny objem, a tim vyrazné
snizit vedlejsi ic¢inky. Zaroven piistroj umoznuje dodat do

cilového objemu nékolikanasobné vyssi davku v jedné frakci
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Icon

nez konvencni radioterapie. Lécba je neinvazivni a ozatovat
1ze i nékolik lozisek najednou. Aplikuje se zpravidla v 1-5
frakcich. Relativni nevyhodou systému je délka ozafeni,
zpravidla 20-30 minut.

Zakladni prvek tohoto pfistroje predstavuje robotické
rameno, na kterém je umistén linearni urychlova¢. Obdobné
rameno podpira ozafovaci 1izko, které nastavuje a nasledné
upravuje polohu pacienta. Hovoti se o tzv. 6D polohovani,
jelikoz robotické rameno umoznuje jak transla¢ni pohyb
vosach x, y, z, tak i vSechny tfi rotace.

CyberKnife ma na vybér pfes 3 tisice poloh sférické plo-
chy, tzv. uzll, ze kterych dochazi k vlastnimu ozafovani.
Z kazdého uzlu mtiZe robot ,,zamitit“ do poZadované oblasti
svazek zafeni, jehoz velikost 1ze regulovat zménou apertury
kolimatoru Iris (fixni kolimatory jsou dnes jiz vyuzivany
vyjimecné, nejmodernéjsi verze sytému navic vyuzivaji vice-
lamelovy kolimator). Superpozici nékolika desitek az stovek
ozatovacich svazki se vytvati strmy spad davky. Ozafovaci

Values

Obr. 2 I1zoddzni rozlozZeni pfi tomoterapii u velkoobjemového
ozarovani
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metoda je tedy neizocentricka, jelikoZ kazdy svazek miiZe
byt zacilen do zcela jiného mista.

Ovéfeni polohy cilového objemu zajistuji dva rentgenové
zdroje instalované u stropu ozarovny z kazdé strany léceb-
ného lizka. Detektory jsou situovany pod lizko na podlahu
tak, aby svazky zafeni z rentgenovych zdroj prochazely vzdy
skrze cilovy objem a mohly byt registrovany na protilehlém
detektoru - tim 1ze urcit okamzitou pozici loziska. Kdyz se
pozice nadoru zméni, ozafovani se prerusi a robotické ra-
meno upravi svou polohu tak, aby svazek zafeni mitil opét
do cilového objemu, jak bylo napldnovano. Dle anatomicko-
-topografickych pomérti v okoli cilového objemu, respektive
jejich stability v case je nutné vhodné zvolit systém pro
precizni fizeni obrazem (1).

FLASH RADIOTERAPIE

Mnoho vyzkumnik{ spolupracuje na vyvoji inovaci
v radioterapii a zlepSeni 1é¢ebnych vysledkii u zhoubnych
nadord. Géinnost ozafovani méize nepochybné vylepsit také
flash radioterapie. Princip metody spo¢iva v ultrarychlém do-
dani davky zareni (fotonového, elektronového, protonového)
do cilového objemu (1000-10 000x rychleji neZ standardni
urychlovac). V soucasné dobé probihaji prvni klinické studie,
ale jiz experimenty ukazaly pfednosti této techniky, pfede-
v§im s ohledem na radioprotekci zdravych tkani (vjznamné
sniZeni rizika vzniku pozdnich ireverzibilnich poradia¢nich
fibréz) pti zachovani protinddorové tcinnosti (1).

INTRAKRANIALNI STEREOTAKTICKA
RADIOTERAPIE A RADIOCHIRURGIE

Intrakranidlni stereotakticka radioterapie a radiochirur-
gie je specialni ozarovaci technika, kterou se cilené ozatuji
malé objemy intrakraniidlnich nadorovych lozisek. Pfi vhod-
né velikosti a uloZeni nddoru v mozku se s vyhodou vyuziva
ozafovani vysokymi davkami zafeni, v krajnim ptipadé
potom ozafeni jednou jedinou, velice vysokou davkou foto-
nového zateni. V tomto pfipadé pak 1é¢ba probihd - na rozdil
od klasické nékolikatydenni radioterapie - v pritbéhu jednoho
dne a napodobuje tak chirurgicky vykon (radiochirurgie).

Pri stereotaktické radioterapii a radiochirurgii nabyva
extrémni dulezitosti pfesnost ozafeni, protoze musime za-
jistit, Ze vysoka davka zafeni spojena s témito ozafovacimi

Obr. 3 Fixace pacienta stereotaktickou maskou pro radiochirurgii
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technikami zasahne nador, a nikoliv okolni zdravou tkan.
Absorbovana davka zplisobi nekrézu zasazeného loziska, ne
vSak ihned jeho vymizeni.

Diive pouzivany systém invazivni fixace do stereotaktic-
kého ramu (napevno pripevnéného specidlnimi Srouby do
hlavy) dnes nahrazuje specialni maska a otiskova fixace hor-
ni Celisti se srovnatelnou presnosti. Pouziti masky je navic
pacienta dosahuje ekvivalentni pfesnosti invazivni fixace
(obr. 3a4). Cely proces pfesného nastaveni polohy pacienta se
historicky nazyva stereotaktickym.

Diive se rozliSovala stereotakticka radioterapie (SRT -
stereotactic radiotherapy), kde je celkova davka rozdélena do
nékolika frakci, a radiochirurgie (SRS - stereotactic radiosurgery),
ptiniZ probihd expozice jednordzové. V soucasnosti se tento
terminologicky rozdil stira (1, 2).

EXTRAKRANIALNI STEREOTAKTICKA
RADIOTERAPIE (RADIOCHIRURGIE)

Extrakranidlni stereotakticka radioterapie/radiochirur-
gie vyuziva k 1é¢bé nadorovych lozisek velmi pfesné aplikace
vysokych davek zafeni v malém poctu frakei (1-5). V praxi se
pro tuto metodu 1é¢by vzilo oznaceni pomoci zkratek SBRT ¢i
SABR (odvozenych z anglickych nazvi stereotactic body radiothe-
rapy/stereotactic ablative radiotherapy) a jeji rozvoj umoznila lepsici
se vybavenost radioterapeutickych pracovist (moderni fixace
pacientil, svazky zafeni ,,$ité na miru“ stereotaxi, moznosti
prostorové navigace svazkll na cil, pfesna a rychla aplikace
davky atd.).

Pii odpovidajicim ptistrojovém vybaveni 1ze tuto metodu
v dnesni dobé vyuzit pii 1é¢bé nadorovych lozisek v plicich,
jatrech, dutiné brfisni, panvi ¢i skeletu. Dlouhodoby lo-
kalni efekt fadi tento zpiisob 1é¢by mezi vykony radikalni
i pfesto, Ze v fadé pfipaddl se jedna v $ir§im slova smyslu
o paliaci (1é¢ba metastatickych lozZisek). V fadé indikaci ma
vSak SBRT/SABR jednoznacné kurativni potencidl (primarni
plicni tumory atd.).

Technika SBRT/SABR se standardné provadi linear-
nim urychlovacem (X-ntiZ) nebo systémy z néj odvozenymi
(roboticky urychlova¢ CyberKnife, tomoterapie a dalsi).
Nezbytnou sou¢asti uvedenych pfistrojii je moznost obrazové
navigace (IGRT - radioterapie fizenad obrazem). Aplikovana
davka se pohybuje az v desitkach Gy, napf. 3 x 18-20 Gy,
5 x 11-12 Gy nebo jednorazové 1 x 10-30 Gy. Takto vysoké
davky zareni koncentrované do malého cilového objemu

- 1 5 L —_

Obr. 4 1zoddzni plan nonkoplanarni techniky radiochirurgie
s vyuzitim linedrniho urychlovace a fixace stereotaktickou
maskou



pfekonavaji bunécnou radiorezistenci, ptimo nekrotizuji
exponované burlky, a dosahuji tak maximalniho letdlniho
acinku. Nekrotizovand tkan se nasledné béhem nékolika
mésici fibroticky méni.

Vysoka pfesnost doruceni davky umoznuje ozafeni cilo-
vych objemt nachéazejicich se v tésné blizkosti radiosenzi-
tivnich organt (napf. michy, ledvin, tenkého stfeva apod.).
Dalsi indikaci SBRT/SABR jsou nadory v jiz dfive ozafeném
terénu nebo primarné radiorezistentni. Pfesnosti 1é¢by je
dosazeno zvys$enou urovni fixace pacienta (maska, ram,
vakuova dlaha, stlaceni zaludecni krajiny atd.) a kontrolou
jeho polohy (vyuziti obrazové navigace, aplikace a sledovani
zlatych zrn, CT vySetfeni urychlovacem pfimo na ozafova-
cim stole - cone beam CT, sledovani dychacich pohybt - 4D
CT planovani atd.). Dohromady tyto zlepSovaci technologie
umoznuji planovani velmi malych bezpec¢nostnich lemd,
coz pti pouziti vysoce konformnich technik radioterapie
s velkym davkovym spadem zarucuje minimalni poskozeni
prilehlych zdravych tkani.

Extrakranidlni stereotakticka radioterapie predstavuje
velmi efektivni a vyborné tolerovanou metodu lokalni 1écby
nadorovych onemocnéni s minimem vedlej$ich uc¢inka (1,
7, 8).

SIMULTANNI INTEGROVANY BOOST (SIB)

Pro princip navyseni davky v ur¢itém mensim objemu
za soucasného ozafovani dalsich struktur (vétsiho objemu)
niz§imi davkami se pouziva pojem simultanni integrovany
boost. Technikou SIB se zvySuje davka v podobjemu s nejvys-
$im rizikem recidivy (makroskopicky tumor, 1dzko tumoru),
napt. mozkovna je celd ozafovana 3 Gy, ale v misté loziska
(metastaza, tumor) je davka navysena na 4 Gy.

V blizkosti kritickych struktur mtiZe planovaci systém
naopak naplanovat snizeni davky na droven tolerance dané-
ho organu k zafeni, coz moderni ozatfovaci ptistroje dokazi
aplikovat. Je vSak nutna pecliva, nejlépe denni kontrola
nastaveni pomoci IGRT systému (1, 2).

RIZENE DYCHANI PRI OZAROVANI PRSU
Soucasti 1é¢by po operaci prsu pro zhoubny nador je

i ozafovani. Vzhledem Kk cilové lokalité pfedstavuje diilezZi-

tou soucast tvorby ozafovaciho planu kontrola (ne)ozafeni
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srdce, priemz i samy pacientky chtéji znat vliv zafeni na
srdce. Radioterapie se pfipravuje pomoci CT vySetfeni, diky
kterému je umisténi srdce dobfe viditelné. Zafeni 1ze nasled-
né zacilit tak, aby prochazelo jen prsem a srdce co nejvice
mijelo (obr. 5a). V pfipadé pouziti modernich urychlovaci
tak Zeny obdrZi v oblasti srdce tak malou davku zafeni, Ze
pro né v tomto sméru nepredstavuje Zadné riziko poskozeni.

U mens$i Casti Zen se vSak srdce naléza natolik blizko
prsu, Ze jim ¢ast zafeni prochdzi (obr. 5b). V takovém pripadé
1ze pouZit ozafovani v nadechu (obr. 5c), béhem kterého se
srdce dostane do bezpecné vzdalenosti. Aby ozafeni probihalo
pouze vnadechu, urychlovac se opakované vypina a spousti
synchronné s dechem. Nadech (polohu hrudniku) kontroluje
specidlni snimaci zafizeni poloZené na hrudniku. Timto zpli-
sobem radioterapie dosahuji linearni urychlovace obdobné
radioprotekce srdecniho svalu jako protonové ozarovani.

ptfimo vdechovaného objemu vzduchu (1, 2).

SYSTEM CATALYST (SIGR)

Systém Catalyst (SIGR - surface image-guided radiation therapy)
umoznuje sledovat povrch téla pacienta pred zahijenim
ozafovani i v jeho pribéhu. JelikoZ pracuje ve viditelné
casti elektromagnetického spektra a nevyuziva ionizujiciho
zafeni, neznamena jeho pouZiti pro pacienta dalsi radia¢ni
zatéz. Catalyst tak nabizi snadnéjsi a pfesnéjsi polohovani
pacientdl, zvySeni jejich bezpecnosti béhem ozafovani a za-
roven redukuje piidavné davky ze zobrazovacich systémd.

Jelikoz Catalyst monitoruje povrch téla pacienta, prinasi
jeho pouziti vyhody zejména pti ozafovani prsu a koncetin.
Obr. 6 ukazuje polohovani pacientky pied ozafenim levého
prsu. Systém kontinudlné snima obraz pacienta, pribézné
jej srovnava s obrazem referen¢nim (typicky kontura téla
z planovaciho CT) a zpétné na pacienta promita barevny
obraz zvyraznujici nevyhovujici oblasti - cervené pozitivni
odchylky a zZluté odchylky negativni. Radiologicky asistent
tak pfimo vidi zmény v poloze téla od zadané ozafovaci pozi-
ce, coZ polohovani pacienta vyznamné usnadiuje.

Kontrola polohy pacienta probiha nejen pred zahajenim
ozafovani, ale i v jeho pribéhu. Catalyst tak neustale kon-
troluje stalost polohy a v pfipadé jeji ndhlé zmény (napt.
kvtli zakaslani) vedouci k pfekroceni zadanych toleranci
ozafovani pozastavi (1).

Obr. 5 Rizené dychani pfi ozafovani prsu:
a) Srdce je vzdalené od prsu, nehrozi zadné riziko, standardni 3D technika radioterapie fotony linedrniho urychlovace.
b) Srdce leZi v blizkosti prsu a ¢ast zareni skrz néj prochazi, proto lékar rozhodne o ozarovani v nddechu.
¢) Ozarovani v nddechu (,fizené dychani”) - na ozarovacim planu je patrné vyrazné zlepseni ve smyslu ochrany srdce pred zarenim.
Barevné linie v obrazcich: rlizova barva - srdce; modra linie - objem ozafovaného prsu; barevna plocha - ozarena oblast.
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Obr. 6 Systém Catalyst - polohovani pfed ozafovanim levého prsu

AKCELEROVANE OZARENI NADORU
PRSU BRACHYTERAPII

Lécba zhoubného nadoru prsu je kombinovand. Po ope-
racnim vykonu, pfi kterém je odstranéna cast prsu s nado-
rem, vétSinou nasleduje (mimo jiné) pooperacni ozafeni
s cilem snizit riziko recidivy. Poopera¢ni ozafeni v nizsich
stadiich choroby miZe byt provedeno formou ozafeni pouze
oblasti ptivodniho uloZeni nddoru - tzv. 1dzka nadoru, kde
je riziko nejvétsi.

Samostatna intersticialni brachyterapie predstavuje jed-
nu z metod ozafeni v misté 1izka nadoru prsu. Brachyterapii
rozumime tzv. vnitini ozafovani, kdy se do daného objemu
tkané ¢i organu zavadi radioaktivni zafi¢. Standardné jde
o iridiovy zdroj s primérem cca 1 mm a délkou 5 mm. Vyhoda
této metody spociva v akceleraci 1é¢by zkracujici dobu jejiho
trvani pfibliZzné na 4-5 dnf oproti 5-7 tydntm pii standardni
zevni radioterapii linedrnim urychlovacem.

Samostatnou intersticidlni brachyterapii zahajuje za-
vedeni plastikovych trubicek (vodic¢t radioaktivniho zdroje)
do mista ptivodniho uloZeni (14zka) nadoru, jeZ probiha

A

Obr. 7 Brachyterapie:
a) Zavedené vodice pro iridiovy zdroj u akcelerované parcidlni brachyterapie karcinomu prsu.

b) Izoddzni plan akcelerované parcidlni brachyterapie po operac¢nim odstranéni nddoru prsu.

CASOPIS LEKARU EESKYCH 2020, 159, ¢. 7-8

v celkové anestézii. Plastikové trubicky jsou ohebné a ztista-
vajipo celou dobu ozafovani v prsu (obr. 7a, b), takze v dalsim
pribéhu vykonu jiz neni anestézie nutnd. Samotné ozafo-
vani potom probiha 2x denné celkem 4-5 dnti. Pfi kazdém
ozafovani se vodice zdrojl zafeni ptipoji k piistroji, ktery
automaticky zavede tyto zdroje do pozadovaného objemu
prsu. Zdroje zafeni tudiz cilené exponuji pouze lizko nadoru
(s bezpecnostnim lemem), ¢imZ se sniZuje ozafeni okolnich
zdravych tkani (kGze, podkozi, plice, srdce aj.). Ozafovani
trva asi 5 minut a vétSinou se provadi v 8 frakcich, 2x denné.
Bezprostfedné po posledni expozici jsou katétry z prsu odstra-
nény prostym vytazenim; tento vykon je nebolestivy. Lé¢ba
samostatnou intersticidlni brachyterapii vyZaduje hospita-
lizaci v dobé trvani pfiblizné 10 dnfi. Se stejnym lécebnym
efektem a niz§imi pozdnimi nasledky pfitom nahradi 1é¢bu
zevni radioterapii.

Nové se do praxe zavadéji systémy, které ltizko nddoru
prsu ozatuji jiz na operacnim sale pfenosnymi urychlovaci
(Mobetron, Intrabeam aj.). Timto zptisobem se navysuje dav-
ka skute¢né na misto, kde byl nador umistén - toto ozafeni je
potom zpravidla doplnéno zevni radioterapii celého prsu (9).

DALSi MOZNOSTI RADIOTERAPIE

Dalsi zvySovani konformity ozafeni pocita mj. s $ir§im
vyuzitim konceptu adaptivni radioterapie, tzn. zohled-
nénim zmény velikosti a tvaru cilovych objemu a riziko-
vych struktur v pribéhu frakcionované radioterapie, pro-
jevujicim se pfizplisobenim ozafovaciho planu zjisténym
zménam.

V soucasnosti jiz standardné disponujeme a v praxi vy-
uzivame znacné mnozstvi timto smérem orientovanych
technologii, jejichZ komplexni vycet jde ovSem nad ramec
tohoto sdéleni. NiZe uvedeny pfehled proto zahrnuje jen ty
nejvyznamnéjsi:

» Zpresnéni ozdfeni pohyblivych cilovych objemu s vy-
uzitim 4D CT (tj. CT korelovaného s dychacimi pohy-
by): S pomoci 4D CT jsou cilové objemy urceny a ozafeny
presné i v pfipadé zmény jejich polohy pii dychani. Téz
1ze ozatovat jen v urcité fazi dechového cyklu s vyuzitim
automatické monitorace dechovych pohybti.




» Hadronova terapie: K pfesnéj$imu a pfipadné i efek-
tivnéj$imu ozafeni nadord muize vyrazné piispét rozvoj
radioterapeutickych technik vyuzivajicich nové druhy
ionizujiciho zatreni korpuskularni povahy (podle RBE Ize
délit na lehdi castice, tj. protony, neutrony a o-castice,
a tézké Castice, tj. uhlikové, neonové, kfemikové a argo-
nové ionty). Tyto typy zafeni vykazuji fyzikalné vyhod-
néjsi pribéh depozice energie ve tkani, konformné&;jsi
davkovou distribuci (Braggtiv peak), a tudiz i efektivnéjsi
Setfeni okolnich zdravych tkani. Korpuskularni zafeni po-
tom (kromé protonti) diky vysokému LET (linearni pfenos
energie, u neutront definovan nepiimo) charakterizuje
i vyrazné vyssi relativni biologicka efektivita (RBE) ve
srovnani se zarenimi fotonového charakteru (hodnota
RBE udava, kolikrat efektivita incidentniho zareni s ohle-
dem na urcity biologicky dopad, napt. zabijeni bunék,
prevysuje efektivitu stejné davky konvencéniho zafeni X
nebo gama; jde tedy o pomér davek zafeni referencniho
aincidentniho, jeZ zpiisobuji stejné biologické diisledky).
Uc¢inek korpuskularniho zafeni s vysokym LET navic
mnohem méné nez v pfipadé zatfeni fotonového zavisi
na okysli¢eni nadoru (hypoxie) a pfipadné i pfitomnosti
riznych mutaci (p53 atd.) v genomu nadorovych bunék.

« Rozvijejici se vyuziti MRI (+ PET) v planovacich vysetfe-
nich ve fiizi s CT snimKky. Nejmodernéji pfichdzi v ivahu
také vyuziti kontroly nastaveni pacienta dle MRI vysetfeni
pfimo na ozafovné MRI linedrniho urychlovace.

» Permanentni aplikace radioaktivnich zrn v brachyte-
rapii: U nadort prostaty nizkého rizika se tato technika
jevi jako vhodna alternativa pro pacienty starsiho véku,
nebot se poji s pouze jednordzovym invazivnim vykonem
(1, 10-13).

ZAVER

Vzhledem Kk fyzikdlnim charakteristikim ozafovacich
svazkil (fotony, protony, elektrony, neutrony ad.) nelze
dosahnout nulovych hodnot zafeni v tkdnich pfilehlych
cilovému objemu. Cilem moderni 1écby zafenim je minima-
lizovat toxicitu radioterapie pfi zachovani terapeutického
ucinku. S rozvojem radioterapie se vSak objevuje a k diskusi
zUstava problematika tzv. finanéni toxicity riiznych ozafto-
vacich technik, tzn. neimérny nardist vydaji na 1é¢bu bez
ohledu na jeji nakladovou efektivitu. Jedna se o jakousi
analogii s modernimi pfipravky cilené protinadorové 1é¢by
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aimunoterapie, kde je pojem finanéni toxicita rovnéz nové
zavadén a musi byt bran v potaz v kazdodenni diagnosticko-
-terapeutické rozvaze.
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Reparace DNA v bunkach
nadoru hlavy a krku

a moznosti vyuziti monitorovani
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a vyber optimalni primarni 1écby
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SOUHRN

V 1é¢bé nadord hlavy a krku (NHK) zaznamenavame odklon od chirur-
gie smérem k radioterapii, respektive chemoradioterapii, s dlirazem na
polécebnou kvalitu zivota. Volba lécebné modality vsak vychazi pouze
7 klinickych zkusenosti a preferenci pacienta, protoze nezndme marker
radiosenzitivity jednotlivych nadorC. Nové mozZnosti rozhodovani
o nejvhodnéjsi primarni terapii, sméfujici k personalizované mediciné
zalozené na kvantifikovatelnych biomarkerech, by mohlo nabidnout
studium radiacniho poskozeni a reparace DNA u jednotlivych nador.
V predlozeném ¢lanku diskutujeme, spole¢né s vyznamem radiotera-
pie v 1éché NHK, své predbézné vysledky odhalujici existenci nékolika
skupin NHK s ohledem na stabilitu genomu a reparacni schopnosti
nadorovych bunék po ozéreni. Monitorovani kinetiky tvorby a zaniku
reparacnich ohnisek yH2AX/53BP1 v bunécnych primokulturach
nadorovych tkani ziskanych od jednotlivych pacientl naznacuje, ze
specifické odchylky v reparaci DNA, charakteristické pro identifiko-
vané skupiny, koreluji se zvy$enou nebo sniZzenou radiosenzitivitou
nadorovych bunék. Nase zjisténi tak pfispivaji k lepSimu pochopeni
vzniku a progrese NHK. Souvislost reparacnich skupin s odpoveédi
nador( na radioterapii in vivo vsak zlstava predmétem vyzkumu.
Jelikoz velka ¢ast NHK netrpi repara¢nimi defekty, a pfitom se jejich
viabilita po ozareni vzajemné diametralné lisi, preterapeutické testy
pokryvajici celé spektrum pficin radiosenzitivity NHK budou muset vy-
uzivat kombinaci vice biomarkerd, jez v3ak stéle ¢ekaji na své odhaleni.

KLICOVA SLOVA
nadory hlavy a krku, dilema primarni Iécby, radioterapie,
prediktivni markery radiorezistence, poskozeni a reparace DNA

Cas. L&k ces. 2020; 159: 268-274

SUMMARY

Horakova Z. et al. DNA repair in head and neck tumor cells and
possibilities of its monitoring to estimate individual tumor
radioresistance and selection of optimal primary treatmen

In order to maximize post-therapeutic quality of life, radio(chemo)
therapy becomes preferred over surgery in head-and-neck tumor
(HNT) treatment. However, the therapy selection is only based on the
clinical experience and patient's preferences as the radiosensitivity
markers remain unknown. New possibilities of deciding on the best
primary therapy, moving us towards personalized medicine based
on quantifiable biomarkers, have been opened by studies on DNA
radiation damage and repair in individual patients’ tumors.
Together with the importance of radiotherapy in HNT oncology, we
discuss here our preliminary results revealing the existence of several
HNT groups with respect to genome stability and repair ability of
tumor cells after irradiation. Monitoring of the formation and disap-
pearance of yH2AX/53BP1 foci in tumor cell primo-cultures derived
from individual patients suggests that DNA repair capacity of the
identified groups correlates with the tumor cell radiosensitivity. Our
findings thus improve understanding of HNT biology; nevertheless,
the relationship between the repair groups and in vivo response of
tumors to radiotherapy must be further studied. Since most HNTs
do not suffer from repair defects, although their viability varies after
irradiation, pre-therapeutic tests covering the full spectrum of HNT
radiosensitivity causes will require the use of a combination of mul-
tiple, still undiscovered biomarkers.

KEYWORDS
head and neck tumors, primary therapy dilemma, radiotherapy,
radioresistance predictive markers, DNA damage and repair

uvob onemocnéni. Celosvétoveé rocné se diagnostikuje cca 650 tisic
Zhoubné nadory hlavy a krku (NHK) zahrmuji zhruba 5% NHK a zaznamendva 350 tisic imrti na tyto nadory. V Cesku

vSech malignit a celkem predstavuji 6. nejcastéjsi nadorové dle tidajii webového portalu SVOD (www.svod.cz) evidujeme
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kazdym rokem pfiblizné 1100 novych pfipadt a 600 imrti na
tuto diagnézu (1). Incidence NHK navic v poslednich dekddach
stoupa, a to v nasi zemi i celosvétové. Jesté strméji pak roste
prevalence.

NHK se neztidka vyskytuji v blizkosti kritickych anatomic-
ko-funkénich struktur, coz ¢ini operacni zakrok ¢asto nemozny
nebo znacné devastujici. Zasadni zlepsSeni terapeutickych
vyhlidek zatim nepfindsi ani konzervativni 1écba, z velké
Casti zaloZena na radioterapii (RT), jelikoz pfiblizné polovina
NHK neodpovida na ozafeni. Velky diiraz je proto kladen na
vyzkum preterapeutickych markert radiorezistence NHK (2)
a zarover vyvoj ucinnéjsi RT (3-5) spolu se zlepSovanim mik-
rochirurgickych metod.

NHK tvoii geneticky i klinicky heterogenni skupinu one-
mocnéni, postihujici vice lokalit horniho aerodigestivniho
traktu. Nejcastéji vznikajiv hltanu, dutiné astni a hrtanu, his-
tologicky se vnaprosté vétsiné pripadli jedna o spinocelularni
karcinom. NHK se chovaji povétSinou agresivné a maji $patnou
prognézu, jednou z nejhorsich, s tendenci k casnym recidivim
avysoké mortalité (aZ 50 %). Progndza se nicméné diametralné
1i81 dle pokrocilosti onemocnéni v dobé diagnézy. VétSina NHK
byva bohuzel odhalena aZ v1lokalné pokrocilém stadiu (III+1V).
Kvili této skutecnosti a agresivnimu riistu nepfesahuje 5leté
preziti celkové pro vSechny NHK 50 %. U ¢asnych stadii (Ia II)
Sleté preziti po adekvatni chirurgické nebo i nechirurgické
1é¢bé vzriista na 60-95 %, s velmi dobrou perspektivou. Zcela
odlis$nych terapeutickych tispéchii potom logicky dosahujeme
u lokalné pokrocilych nadorti stadia Il1 a IV, kde i pfes radikalni
a dnesjiz standardné aplikovanou multimodalni 1é¢bu pfeziva
5let pouze 40-50 % pacientil. Recidiva dale zhor$uje prognézu
priblizné o 25 % a metastazy do krénich uzlin také o cca 25 %.
Navzdory veskerému usili zaméfenému na prevenci, pokro-
kiim v diagnostice a zavedeni nejnovéjsich postupti v chirurgii
a chemo/radioterapii se v priibéhu poslednich dekad nepoda-
Tilo zasadné zlepsit zadny ze sledovanych parametrti lokalni
kontroly onemocnéni ani preziti (6).

Etiopatogeneticky i klinicky musime podle asociace nadoru
s infekci vysoce rizikovymi typy viru lidského papilomaviru
(HPV) rozliSovat 2 skupiny, které vykazuji zcela odlisné biologic-
ké chovani, senzitivitu k 1é¢bé, a tudizZi terapeutické vysledky
a prognostické vyhlidky (7). Zatimco incidence ,etiologicky
tradi¢nich“ NHK diky prevenci postupné klesa, byt jen velice
zvolna, zcela opacny trend registrujeme u nadord (spolu)vy-
provokovanych virovymi vlivy (HPV*), kde mtzeme dokonce
hovofit o celosvétové epidemii. Zopakujme, Ze HPV* nddory
vyhlidky. Zacind se nicméné vycletiovat i tfeti skupina NHK,
predstavovana kufaky s nadory asociovanymi s HPV, kterd
prognosticky spadd nékam mezi HPV* nddory u nekufaki
a HPV-nadory.

V posledni dobé se stile silnéji prosazuje dliraz na ma-
ximalizaci kvality Zivota pacientll po probéhnuvsi 1é¢bé.
Minimalizace sekundarnich G¢ink{ terapie se tak stava in-
tegralni soucasti pripravy terapeutického planu spolu s poza-
davkem na vysledky 1é¢by samotné (pfeZiti pacienttt). Zasadni
roli v tomto ohledu hraje spravny vybér primarni terapeutické
strategie. Souc¢asné moznosti a problémy jednotlivych léceb-
nych alternativ srovnavame v nasledujicim textu.

CHIRURGICKA LECBA NHK

Radikalni chirurgicka resekce s potfebnou bezpecnostni
linii dostatec¢nou z onkologického hlediska predstavuje histo-
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ricky ovéfenou lé¢ebnou modalitu. Vzhledem k anatomické
blizkosti zivotné diilezitych struktur se v§ak ve vét§iné piipa-
dt poji s podstatnou mutilaci pacienta, zasadné zhorsujici
jeho polécebnou kvalitu zivota. Operaci komplikuje zejména
skutecnost, Ze se na anatomicky malém prostoru potkavaji
vyznamné struktury dychacich a polykacich cest, klicové
z hlediska funkéniho a zaroven estetického. Chirurgické
feSeni proto Casto tsti v dlouhodobou az trvalou zavislost
na tracheostomii, pfipadné gastrostomii. Vzdy tak proti
sobé stoji onkologicka radikalita a rozsah mutilace pacienta.

Akcentace polécebné kvality Zivota v soucasnosti vede
ke stdle preferovanéjsi konzervativni 16¢bé, tj. radioterapii
nebo chemoradioterapii, pfipadné v kombinaci s biologickou
1écbou (8). Pokroky v chirurgii pfedstavované endoskopic-
kou resekci s vyuzitim laseru nebo robotické chirurgie,
hojné vyuzivanou v poslednich letech, zasadné prispivaji
ke zlepSeni funkénich pooperacnich vysledkii. Zda se te-
dy, zejména vzhledem k niZe diskutovanym nedofeSenym
problémum souvisejicim s konzervativni 1é¢bou (zejména
~50 % radiorezistence NHK), Ze jsme potencial chirurgie
jesté zcela nevycCerpali a operace tak zlistava v fadé pripadi
nenahraditelna (9).

NECHIRURGICKA LECBA

Radioterapie (RT) reprezentuje nejucinnéjsi, a tudiz
inejcastéji aplikovany nechirurgicky lé¢ebny pristup, u NHK
uzivany v indikaci kurativni, adjuvantni nebo paliativni.
Princip RT spociva v po§kozeni DNA nadorovych bunék, jez
zaroven trpi ¢astymi defekty v reparac¢nich mechanismech
této molekuly, a navic se ze samotné podstaty svého sta-
vu déli rychleji nez buriky normalni (10). Nadorové buriky
tak ve srovnani s bunikami netransformovanymi opravuji
DNA méné efektivné a maji na tyto opravy i méné casu.
Kviili narusené funkci kontrolnich bodi bunécného cyklu
potom neregulované proliferujici nadorové burky vstupuji
do mitézy s nedoreparovanou DNA, coZ obvykle kon¢i jejich
prechodem do senescence nebo smrti kviili neschopnosti
dokoncit mitézu (mitoticka smrt).

Prakticky ovSem musime pocitat hned s nékolika zasad-
nimi komplikacemi zhorSujicimi terapeutické vyhlidky.
Radiosenzitivita nddorovych bunék se i pfes jejich snizenou
reparacni kapacitu neli$i od bunék nadoru pfiléhajicich
normalnich tkidni az tak dramaticky, aby §lo tcinek zafeni
principidlné povaZovat za selektivni. Vzdy proto existuje
riziko vaznych vedlejsich i¢inkd RT, jako napiiklad indukce
sekundarnich malignit i pfi malych absorbovanych davkich
(viz nize). Pfi standardnich radioterapeutickych pifistupech
chranime normalni tkané frakcionaci celkové davky zare-
ni do vétsiho poctu Casové separovanych subfrakci. Tato
procedura vSak podporuje selekci radiorezistentnich klont
bunék a zvySovani radiorezistence nadoru nasledkem terapie
(obdobné vzniku chemorezistence). Nékteré tumory (obecné)
jsounavic v diisledku svych genetickych charakteristik a priori
vysoce radiorezistentni. Z NHK na zafeni Spatné odpovida asi
polovina ptipaddi (11), pficiny této rezistence nicméné cekaji
na své zmapovani.

Radiorezistenci nadoru dale vyznamné zvysuje razné
rozsahla a intenzivni, avak téméf vzdy pfitomna hypoxie.
Ionizujici zateni poskozuje DNA nadorovych bunék bud ptimo,
nebo nepiimo prostfednictvim volnych radikald vznikajicich
radiolyzou vody. Pro fotonové zafeni gama nebo rtg, nejcastéji
pouzivané v radioterapii, nepfimy efekt znacné dominuje.
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DostateCna oxygenace je proto nezbytna pro stabilizaci (za-
fixovani) radikalového poskozeni DNA, a tudiZ manifestaci
efektu RT (10).

Radioterapii tedy i pres jeji neinvazivni charakter dopro-
vazeji vyrazné projevy toxicity. Kromé akutniho poskozeni
(mukozitida, dermatitida) trpi ozafené tkané a organy rov-
néz toxicitou pozdni (xerostomie, fibroindurace, dysfagie,
dysfonie), pficemz vzdy hrozi riziko indukce sekundarnich
nadorl. VSechny tyto faktory vyznamné snizuji polécebnou
kvalitu Zivota a v pripadé lokalizace nadoru v blizkosti kritic-
ky diilezitych anatomicko-funkénich struktur i pouZzitelnost
RT. Principidlné mtzZeme vedlejsi G¢inky RT omezit radiosen-
zitizaci nadorovych bunék nebo radioprotekci bunék zdravé
tkané. Lze toho docilit cestou fyzikalni (hadronova terapie
[3, 5, 12, 13], kovové nanocastice [4, 14] apod.), chemickou
(amifostin a dalsi chemicka agens [15-17]), biologickou (siR-
NA, specifické protildtky apod.) nebo technologickou (zpfes-
nujici a maximalizujici depozici davky ionizujiciho zafeni
v objemu nadoru [18]).

Dva klinicky realizovatelné zptsoby snizeni toxicity
RT v soucasnosti nabizeji nové technologie 1épe zacilujici
ozareni na nador samotny (18) a hadronova terapie pomoci
urychlenych protoni (5) nebo tézkych (zejména uhlikovych)
iontd (19). Ozafovani téZkymi ionty piedstavuje v soucasnosti
patrné jedinou dostupnou lécebnou modalitu v pripadech,
kdy standardni (fotonova) terapie selze a chirurgické reseni
neni myslitelné (zichrannd RT) (19). Z progresivnich radio-
terapeutickych technik jmenujme radioterapii s modulo-
vanou intenzitou (IMRT) nebo fizenou obrazem (IGRT), jez
diky zpfesnéni ozafovaného pole a jeho zaméfeni na nador
minimalizuji radia¢ni zatéz normalnich tkani, predevsim
nejcitlivéjsich neurologickych struktur, bez nutnosti reduko-
vat aplikovanou davku, respektive i¢innost 1é¢by. Modernim
radioterapeutickym technikam se podrobné a v SirSim mérit-
ku vénuje ¢lanek profesora Pavla Slampy v tomto vydani CLC.

Urychlené protony a tézké ionty interaguji s hmotou
v dlsledku pritomnosti naboje jinak nez zafeni fotonového
typu. Vétsina energie zafeni je okolnimu prostfedi pfedana
v oblasti tzv. Braggova maxima (peaku), jeZ se objevuje
tésné pred koncem drahy letu ¢astice a jehoz hloubku v téle
pacienta nastavujeme volbou vychozi energie ¢astic tak, aby
doslo k prekryti s pozici tumoru. Hadronova terapie tim pfi
stejné aplikované davce Setfi normalni tkané pred a zejména
za nadorem mnohem lépe nezZ fotonova zatreni. Urychlené
tézké ionty navic poskytuji vyhodu vysokého linearniho
prenosu energie (LET), a tudiZ i radiobiologické efektivity
(RBE) a terapeutického tucinku (3). DNA pritom poskozuji
zejména primo, takZe vysledek terapie mnohem méné za-
visi na hypoxii a genetickém pozadi nadoru (20). Vzhledem
k extrémni finan¢ni narocnosti a dosud ne zcela probadanym
biologickym rizik@im se v§ak klinické vyuZiti téZkych iont
omezuje celosvétové na nékolik malo center. Na soucasné
technologické drovni je navic pfinos hadronové terapie pro
nékteré typy nadord stile diskutabilni (21).

Jeden z kritickych problému aplikace RT v onkologii
NHK spociva v neznalosti markert radiosenzitivity ¢i radio-
rezistence jednotlivych nadort (ackoliv existuji nescCetné
genetické i negenetické zmény jiz dfive obecné korelované
s rezistenci nadord k RT, jejich relevance pro NHK neni
zndma, stejné jako zplsob stanoveni integralniho uc¢inku
jejich konkrétnich kombinaci na terapeutickou odpovéd
daného nadoru - vizddle). RT je tudiz vzdy aplikovana zcela
neselektované a - protoze zhruba polovina NHK na zafeni
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nereaguje - s vyznamnym rizikem selhani terapie. K tomuto
tématu se detailnéji vratime pozdéji.

Chemoterapie, zejména na bazi platiny, byva zafazovana
pfedevsim jako soucast konzervativni chemoradioterapie
(22). Pro doposud nejvyssi icinnost ji povazujeme za zlaty
standard v onkologii NHK, soufasné vSak ptisobi zna¢né
toxicky. Pfi intoleranci nebo v paliativni indikaci se nabizi
i moznost aplikace dalSich modalit, pfipadné kombinova-
nych s RT.

Rozvojem prochazi i biologicka 1é¢ba, napt. na principu
protilatek proti receptorim epidermalniho riistového faktoru
(EGFR), které NHK casto vytvafeji v nadmérném mnozstvi
(23). Nové se spektrum moznosti biologické 1é¢by NHK roz-
rostlo o imunoterapii na bazi protilatek proti povrchovym
receptorim PD1 (membranovému proteinu programované
bunécné smrti 1) nebo ligand@m tohoto receptoru - PD-L1
24).

STRATEGIE LECBY, ZACHOVNY PROTOKOL

V poslednich letech se termin ,1écebny protokol zacho-
vavajici orgdn“ (OPP - organ preservation protocol) sklofuje stale
Castéjiiv1écbé pokrocilych NHK. Myslenka OPP vznikla v 90.
letech 20. stoleti (25), nejprve v kontextu lokalné pokrocilych
nadorQ hrtanu, které v pfipadé chirurgického feseni vyza-
duji totalni laryngektomii spojenou s trvalou tracheostomii.
Prestoze OPP spoléhd na konzervativni 1é¢bu nahrazujici
mutilujici operaci, benefity s ohledem na zachovani funkce
postizenych organti bohuzel nejsou jednoznacné (25).

Neopominutelné byvaji zejména vedlejsi ucinky radio-
terapie, zvlasté v pripadé jejich dalsi akcentace soucasné
aplikovanou chemoterapii. Registrujeme toxicitu akutni,
jez Casto limituje dokonceni planované terapie (pfedevsim
mukozitida a dermatitida v akutnim stadiu), i chronickou,
s dlouhodobymi komplikacemi. Kombinaci modalit, nej-
Castéji chemo- a radioterapie, se tak sice podaftilo nahradit
radikalni chirurgickou 1écbu a fyzicky ,,zachranit” hrtan,
metaanalyzy ovSem odhalily dramatické nasledky pozdni
toxicity, nezfidka funk¢né devastujici. TiZivé se manifestuje
zejména dysfonie a dysfagie doprovazena aspiraci (respektive
tzv. tichou aspiraci) potravy, astici v recidivujici pneumonie.
V zavislosti na rozsahu nadoru je 30-60 % pacient odkazano
na gastrostomii ¢i tracheostomii déle nez 1 rok po ukonceni
1é¢by. Striktury polykacich cest s funkénimi problémy se
objevujiazu 40 % jedincl. Pfi chemoterapii se dile vyskytuji
komplikace metabolické a pii biologické 1é¢bé dermatologic-
ké. Na zakladé pozdni toxicity se rozviji i zna¢né limitujici
a kvalitu Zivota snizujici xerostomie, mandibularni osteora-
dionekrézy, trismus, kozni hyperpigmentace, fibroindurace
podkozi a zdvazné kosmetické defekty.

Analyze funkénich vysledkl nechirurgické 1é¢by se re-
trospektivné vénovalo mnoho studii (26). Ukazalo se pfitom,
Ze kromé kvantitativnich vysledkd kontroly nadoru a zacho-
vani postizeného orgdnu musime dopady hodnotit v §irsim
kontextu. NepoSkozeni samotné anatomické struktury totiz
neznamena zaroven nepozbyti jeji funkce. Ta mize byt
primarné a nezvratné narusena jiz samotnym nadorem
pred 1écbou nebo posléze toxicitou terapie. Ani po Uspés-
né eliminaci nddoru nelze automaticky ocekavat restituci
funkce zasazeného organu, byt anatomicky intaktniho. Ve
skutecnosti jsou vysledky s ohledem na funkénost organa
nad pivodni ocekavani $patné, bohuzel i dlouhodobé. Pri
jiz zminéné nechirurgické 16¢bé pokrocilych nddorti hrtanu



se podafilo organ zachranit u vice nez 2/3 pacientii; presto
vSak 30-50 % z nich z{istava po mnoho mésicti nebo i trvale
zavislych na gastrostomii/tracheostomii, pro nezvladatelnou
dysfagii a obstrukci dychacich cest se soucasnou dysfonii.
Neodstranény, avsak nefunkéni organ v téchto ptipadech
pfedstavuje pro pacienta ¢asto pritéz pro riziko aspiraci
a recidivujicich pneumonii.

Souhrnné tedy nezbyva nez konstatovat, Ze s ohledem na
terapeutickou efektivitu a restituci kvality Zivota prokazuje
zachovny (OPP) pfistup v 1é6¢bé NHK obdobné vysledky jako
chirurgické feSeni (napf. 27). Aktudlni trendy v onkologii
NHK se proto dynamicky méni v zavislosti na aktudlnich
pokrocich v konkrétnim sméru. Po obdobi dominujici chi-
rurgické resekce dochazelo od 90. let 20. stoleti k rozvoji RT,
chemoterapie a biologické terapie a silnému ptiklonu ke
konzervativni 1é¢bé. V poslednich letech po zavedeni Setrnych
endoskopickych a robo-chirurgickych metod pozorujeme
naopak renesanci chirurgie. Napfiklad Tang et al. (28) na
zakladé dlouhodobého sledovani 6288 pacientli poukazuji
na lepsi lokalni kontrolu a preziti pacientli po chirurgické
excizi dokonce i v pfipadé velmi pokrocilych (T4) nadord.

Konzervativni 1écba s sebou navic prinasi po svém selha-
ni u radiorezistentnich typi nadort i riziko persistence, ¢i
dokonce progrese nadoru. Toto riziko neni u NHK rozhodné
zanedbatelné, protoze doposud nezname spolehlivé a klinic-
ky pouzitelné markery radiorezistence. Na ozafeni pfitom
odpovida jen asi 50 % nador HK. Toto nebezpedi potvrdily
rovnéz nase monocentrické studie retrospektivné hodnotici
vysledky 1écby (29-31). Nasledna zachrannd chirurgie miize
byt velmi naro¢na, piizasadni progresi onemocnéni potom
jiz i nemozna. Casto vyZaduje komplikované plastické re-
konstrukce, podminéné nejen rozsahem zakroku, ale také
sekundarnim hojenim v terénu radia¢né zménénych tkani.
Asociované dehiscence ran a tvorba pistéli (referovana az
u 30 % pacientll) dile snizuji kvalitu Zivota po netispésné RT.

Roste tak tlak na vcasné a presné zhodnoceni 1écebné
odpovédi a pfipadneé odhaleni rezidualniho ¢i recidivujiciho
nadoru pomoci spravné zvolenych a spolehlivych zobrazo-
vacich metod. Pro odliSeni naddoru od 1é¢bou indukovanych
tkanovych zmén lze velmi efektivné vyuzit magnetické
rezonance (MRI), vykazujici senzitivitu > 90 % a specificitu
>80 %. Vyznamny piinos slibuje nova difuzné viZzend MRI
(32). Jesté lepsi vysledky poskytuje funkéni zobrazovani na
bazi PET/CT, kombinujici pozitronovou emisni tomografii
(PET) s vypocetni tomografii (CT). Pfi této hybridni metodé
se jiz blizime 100% senzitivité a > 90% negativni prediktivni
hodnoté (pozitivni prediktivni hodnota dosahuje 100 %) (33).

PRETERAPEUTICKA PREDIKCE
ODPOVEDI NA PRIMARNI LECBU

Predpokladalo se, Ze mutilaci pacienta nasledkem chi-
rurgické excize nddoru se budeme moci vyhnout upfed-
nostnénim konzervativni 1é¢by. RT a chemoterapie v§ak
predstavuji obdobné agresivni 1é¢ebné metody doprovazené
fadou zavaznych vedlejsich efektl a vyznamnym rizikem
terapeutického selhdni a indukce sekundarnich malignit.
Uvazime-li pfiblizné 50% necitlivost NHK k RT a nepovzbudi-
vé vyhlidky zdchranné chirurgie po nelispésné RT, vynoiuje
se pfed nami dilema vybéru primarni terapie (obr. 7). Velmi
zjednodusené - rozhodneme-li se pro chirurgické reseni,
s pfiblizné 50% pravdépodobnosti zbytecné a vyznamnym

zplsobem snizime poterapeutickou kvalitu Zivota pacien-
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ta. Priklonime-li se naopak k RT, 1é¢ba se stejné vysokym
rizikem a vyznamné zhorSenou budouci prognézou vyvoje
onemocnéni selze. Kterou modalitu tedy zvolit v 1. linii,
chceme-1li maximalizovat efekt 1é¢by, a pfitom nevime, jak
na ni nador zareaguje? Bohuzel doposud nemame zadny
biomarker preterapeutické predikce radiorezistence NHK,
respektive senzitivity NHK k jednotlivym vySe popsanym
1éCebnym alternativam. Za této situace museji byt vSechny
terapeutické pristupy povazovany v uvedeném smyslu slova
za necilené.
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Obr. 1 Dilema vybéru nejucinnéjsi primdrni Iécby

(Chemo)radioterapie je doposud aplikovana pievazné na
zakladé klinickych parametrl nadoru, preferenci pacienta
a zkuSenosti chirurga. Prognodza a stratifikace 1é¢by se tak
fidi zejména stadiem pokrocilosti nadoru definovanym
klasifikaci TNM, jez se dlouhodobé zaklada mj. na velikosti
nadoru a infiltraci okolnich struktur (34). Poznamenejme
vsak, Ze souvislost mezi objemem nadoru v dobé stanoveni
diagnézy a tspéchem aplikované 1é¢by (zde sekvenc¢ni RT
a chemoterapie a poindukéni terapie) se nepodaftilo vseo-
becné prokazat; prezivani pacienti totiZ obvykle korelovalo
pouze s objemem nadoru po definitivni radioterapii (35).

Nové se do posledni, 8. aktualizace TNM Klasifikace pro-
sadily i dal$i parametry: tloustka nadoru dle hloubky invaze
u nadort dutiny ustni, extrakapsularni $ifeni metastaz
mimo pouzdro lymfatickych uzlin a u orofaryngealnich
nadorQ pak predevsim status nadoru s ohledem na infekci
HPV. Tento status, definovany nejcastéji stale diskutabilni
expresi proteinu pl6 (36), miiZeme povazovat za jediny bio-
logicky parametr nadoru, ktery odrazi jeho etiopatogenezi
a ktery ma natolik silny vliv na prognézu onemocnéni,
Ze si zaslouzil zatazeni do posledni verze Kklasifikace (37).
Pfi jinak srovnatelném rozsahu nadoru pfifazujeme HPV-
pozitivnim niddorim hltanu nizsi klasifikacni stuperi nez
HPV-negativnim a v brzké budoucnosti 1ze patrné ocekavat
inavrh deeskalace terapie u tohoto prognosticky priznivéj-
§iho typu NHK.

Prestoze HPV status (protein pl6) prokazal sviij zasadni
vyznam jako dilezity prognosticky faktor (36), stile postra-
dame dalsi spolehlivé biomarkery, které by umoznily prete-
rapeutickou kategorizaci pacientl s ohledem na nejefektiv-
néjsi primarnilé¢bu. V minulosti se za neptimy prediktivni
marker radiosenzitivity pokladala efektivita odpovédi nadoru
na neoadjuvantni chemoterapii. Oc¢ekavana korelace mezi
chemosenzitivitou a radiosenzitivitou NHK se v§ak bohuzel
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nepotvrdila (38). Ani méfeni metabolické aktivity jednotli-
vych lozisek nadorové tkané pomoci PET, jakozto parametru
umérného riziku jejich recidivy, nepfineslo informaci umoz-
nujici davkovou a intenzitni stratifikaci RT pro tato loZiska
(nebo pripadné nadory) (39).

PrestoZe jsme znacné pokrocili v identifikaci typickych
zmén NHK na urovni genomu, transkriptomu, proteomu
imetabolomu (40) a pronikame stale hloubéji k molekularni
podstaté pricin agresivniho chovani a §patné kurability NHK,
prediktivni markery jejich odpovédi na jednotlivé 1é¢ebné
modality se stale nedafi odhalit. Ackoliv existuji jisté dilci
uspéchy v nasi honbé za biomarkery na trovni vyzkumu (viz
nize), dosud nedoslo k jejich transformaci do podoby klinic-
kych studii, natoz pak aplikaci. Tento netspéch jen zddraz-
nuje komplexnost déj zodpovédnych za reakce nadort invivo.

POTENCIALNI GENETICKE MARKERY
RADIOSENZITIVITY/RADIOREZISTENCE NHK

Vzhledem k zaméfeni ¢lanku se zde omezime pouze na
markery vztahujici se k radiosenzitivité. Radiosenzitivitu
areadlnou terapeutickou odpovéd NHK navic kromé vnitrobu-
nécnych charakteristik nadorovych bunék vyznamné ovliv-
nuji také komplexni, tézko vyhodnotitelné vlivy vzijemné
se potencujici nebo naopak negujici. Jmenujme zejména
faktory souvisejici se sloZzenim nadoru (napi. zastoupeni
radiorezistentnich nadorovych kmenovych bunék a hete-
rogenita klontl) (41), hypoxii (42), vzajemné interakce mezi
burikami (6,43) a extracelularni nadorové mikroprostredi (6,
43). Vynortuje se tak zdsadni otdzka, do jaké miry analyzy
radiosenzitivity nadoru provedené na bunécné turovni (in
vitro) predikuji odpovéd nadoru na terapii in vivo.

Jako zatim jediny vyznamny ukazatel radiosenzitivity
NHK se jevi jejich asociace s infekci HPV (44). Klinicky je
vys$i senzitivita HPV pozitivnich nador@ k chemo- i radio-
terapii nesporna.

Dosud odhalené genetické zmény sice ve specifickych
pripadech koreluji s radiosenzitivitou/rezistenci nddorovych
bunék, ¢i dokonce nadord, jednotlivé defekty se véak -aZna
vyjimKky - vzhledem ke klinické i genetické heterogenité NHK
vyskytujijen u malych frakci pacientd, a tézko tedy mohou
slouzit jako samostatné obecné uplatnitelné markery pro
screening radiorezistence.

* @TumorHK
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V nasich studiich jsme testovali, zda lze jako marker
radiosenzitivity/radiorezistence NHK vyuzit monitorovani
kinetiky reparace dvoufetézcovych zlomt DNA (DSB) (obr.
2) (2), jeZ reprezentuji nejzavaznéjsi typ 1ézi DNA efektiv-
né indukovanych IR (10), pfipadné radiomimetiky (45).
Efektivitu reparace jsme sledovali na bunécnych primokul-
turach izolovanych z NHK jednotlivych pacientti a nasledné
exponovanych zafeni gama in vitro (2). V riznych casovych
intervalech (5 minut az 24 hodin) po ozafeni (PO) jsme po-
moci imunofluorescen¢ni mikroskopie (metodika popsana
v citaci 2) kvantifikovali pocty reparacnich ohnisek tvofenych
fosforylovanym histonem H2AX (yH2AX) a proteinem 53BP1,
jeZ jsou obecné povazovany za markery DSB (46).

Tento postup se miize zdat klinicky problematicky, proto-
Ze vyzaduje kultivaci bunék odebranych z nadoru (pfipadné
i separaci jednotlivych bunéénych typi), jejich ozafovani
simulujici t¢inky radioterapie a nasledné vice ¢i méné slo-
zité a nékolik dni trvajici ziskavani a vyhodnocovani dat.
Presto jsme se kviilli omezenim end-point méfeni (tj. v jed-
nom casovém bodé) a dosavadnimu netispéchu s hledanim
jednoduchych markera vydali touto o poznani slozitéjsi
cestou. Nelze vyloucit, Ze dlouhodobéjsi a komplexnéjsi in
vitro analyzy kultivovanych a v rznych casech po aplikaci
terapeutickych ¢inidel fixovanych bunék, nebo dokonce kon-
tinualni monitorovani zivych bunék budou nakonec i pres
svou ,,neprakti¢nost“ pfedstavovat perspektivni, ne-li jediny
smér vedouci k preterapeutické predpovédi 1é¢ebné odpovédi
nadort hlavy a krku. Obdobnym vyvojem si prosla naptiklad
Kklinicka mikrobiologie, kde byly metody spojené s kultivaci
mikroorganism nejprve téZ zcela zatracovany.

Vyhodou zde vyuzitého ptistupu je jednak v soucasnosti
nejvyssi mozna citlivost detekce DSB (3, 15, 46), jednak moz-
nost vramci jednoho experimentu a na omezeném mnozstvi
dostupného biologického materialu vyhodnotit integrovany
funkéni dopad nejriiznéjsich mutaci a piipadnych dalsich
faktorl na reparaci DNA. Vzhledem k provedeni studii na
primokulturach slozenych z vlastnich nadorovych bunék
a fibroblastli asociovanych s tumorem nase experimenty
zahrnuji také potencialni vlivy vzdjemného plisobeni mezi
témito bunéénymi typy daleZitymi z hlediska vlastnosti
nadoru (43, 47). Uspé$né probéhly téZ prvotni analyzy pro
nadorové buriky a nadorové fibroblasty v separovanych kul-
turach. Zavedeny systém tak reprezentuje mnohem obecnéji
vyuZitelny model pro vyzkum a monitorovani odpovédi nado-
rtina 1lé¢bu (47), ktery 1ze kombinovat naptiklad s nastolenim
podminek hypoxie rizného stupné.

Vybrané parametry reparace DSB zjiSténé vyse popsanym
zplsobem jsme nasledné korelovali s viabilitou bunéénych
kultur po ozafeni a aktivaci apoptézy kvantifikovanou po-
moci pritokové cytometrie (metodika popsana v citaci 48).

Pravé vyhodnocované vysledky a nase pfedchozi studie
(2, 49) naznacuji existenci nékolika skupin NHK s riznymi
typy odchylek od typické kinetiky a efektivity reparace
DSB. Genetické zmény asociované s pozorovanymi od-
chylkami zatim nezndme, tyto odchylky vSak specificky
poukazuji na sniZenou nebo zvySenou viabilitu nddorovych
bunék po ozafeni (nepublikovand data). Zda se, Ze jeden
typ identifikovanych reparacnich defektl se poji s HPV
pozitivitou NHK, zatimco zbyvajici typy postihuji urcité
frakce HPV-negativnich nadord. K obdobnym zavérim
s ohledem na rozdily reparace DSB mezi HPV-negativnimi
a pozitivnimi NHK dospéli s vyuzitim podobného expe-
rimentalniho designu, avSak pouze na permanentnich



nadorovych liniich rovnéz Nicksonova et al. (44). V této
praci i v nasi studii na naddorovych primokulturach mély
HPV-pozitivni buniky oproti tém negativnim zvysSeny pocet
ohnisek DSB perzistujicich v bunéénych jadrech jesté 24
hodin po ozafeni. Zatimco Nicksonova et al. vSak u zadné
z bunécnych linii (HPV* ani HPV-) nezaznamenali nadpo-
Cetna ohniska DSB v dobé pred ozafenim, nase pozorovani
odhalila tento fenomén u vyznamné frakce HPV* primo-
kultur. Mechanismy radiosenzitivity HPV-pozitivnich
NHK tak patrné alesponl v nékterych ptipadech zahrnuji
nejen pomalej$i reparaci DSB, ale i existenci permanentni
genomické nestability.

Na zavér budiz jesté zdliraznéno, Ze defekty v reparaci
DSB se tykaji jen urcité frakce NHK. Znacna ¢ast nadora se
tak chova radiosenzitivné, nebo naopak radiorezistentné,
aniz by toto bylo doprovazeno odchylkami v efektivité repa-
race DSB. Radiorezistence NHK je tak evidentné multifak-
toridlnim fenoménem.

ZAVER

NHK predstavuji agresivni, geneticky komplexni a vii¢i
1é¢bé rezistentni skupinu malignit. I pfes zdsadni rozvoj tera-
peutickych moznosti za posledni dekady se vSak tento pokrok
nedafi transformovat do ocekavaného zlepseni lécebnych
vysledkl. Z velké ¢asti 1ze tento nepovzbudivy stav piipsat
neznalosti pfihodnych biomarkerd, jez by umozriovaly ra-
cionalni vybér optimdlni primarni terapie NHK, respektive
nejucinnéjsi kombinace soucasné dostupnych modalit (chi-
rurgie, radioterapie, chemoterapie a imunoterapie nebo
dalsich biologickych metod). Lécba je tak doposud aplikovana
necilené, s vyznamnym rizikem jejiho selhdni, zna¢ného
poklesu polécebné kvality Zivota a vysoké morbidity.

Vysledky nasich studii ukazuji na existenci nékolika
skupin NHK charakterizovanych raznymi typy odchylek
efektivity reparace dvoutetézcovych zlomt DNA ve srovnani
s normalnimi bunikami. Pozorované odchylky korelovaly
se snizenou (nebo naopak zvysenou) viabilitou nddorovych
bunék po ozafeni. Pfedléfebnd kvantifikace efektivity re-
parace DNA a prezivani ozdfenych buneék invitro, provedena
na bunécénych primokulturach derivovanych z niddord jed-
notlivych pacientii, by tak mohla odhalit neopominutelnou
Castradiosenzitivnich a radiorezistentnich nadorti. Vétsina
NHK v$ak bohuzel nevykazuje signifikantni zmény v reparaci
DNA, respektive jejich dvoufetézcovych zlomda.

Preterapeutické testy radiosenzitivity individudlnich
nadord, jez by mély pokryvat celé spektrum mechanisma
radiosenzitivity/radiorezistence NHK, tak budou muset zcela
jisté zahrnovat kombinaci vét§iho mnozstvi vhodnych mar-
kerd (50), jez zatim ¢ekaji na své objeveni. Podafi-li se vSak
tyto markery v budoucnu identifikovat, bude vynalozené
asili vice neZ vyvazeno terapeutickymi benefity - moznosti
racionalniho vybéru neja¢innéjsi primarni terapie a zaroven
optimalizace ozafovacich schémat. JiZ dnes se nachazime
na cesté vedouci k efektivnéjsi a Setrnéjsi personalizované
mediciné zaloZené na kvantifikovatelnych parametrech
(40). Potrva jisté urcity cas, nez se podaii nakumulovat
dostatecné znalosti o velmi komplexni odpovédi NHK na
rizné léCebné modality a bezpecné je prenést do klinické
praxe. Zda se vsak, Ze jiz v brzké budoucnosti 1ze ocekavat
alespon parcidlni zlepSeni terapie NHK diky rozvoji robotické
mikrochirurgie a vyznamnému technologickému pokroku
na poli radioterapie.
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Seznam zkratek

BER bazova excizni reparace

DSB dvourtetézcovy zlom DNA

HPV lidsky papilomavirus

HPV+, HPV- nadory HPV-pozitivni a HPV-negativni

HR homologni rekombinace

NHK nadory hlavy a krku

OPP 1écebny protokol zachovavajici organ

PD1 povrchovy receptor programované
bunécné smrti 1

PD-L1 ligand receptoru PD1

RBE radiobiologicka efektivita

RT radioterapie

YH2AX histon H2AX fosforylovany na serinu 139

YH2AX/53BP1 vzajemné kolokalizujici jaderna ohniska
histonu yH2AX a repara¢niho proteinu
53BP1 pfedstavuji marker DSB
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PREHLEDOVY CLANEK

Trendy ve farmakologické
stimulaci regenerace ionizujicim
zarenim poskozeného savciho

organismu

Michal Hofer

Biofyzikalnf ustav AV CR, v. v. i., Brno

SOUHRN

Jako potencidlni moduldtory radia¢niho poskozenf byla testovana
fada rlznych substanci s rozdilnymi mechanismy Gcinku, a to jak
v pokusech na zvifatech, tak v nékterych pripadech i v klinickych
studiich. Jejich ucinky byly vyhodnocovany jak po podani preiradi-
acnim (jako radioprotektiva), tak postiradiacnim (v Ié¢ebném modu
- radiomitigatory). Zejména cytokiny a krvetvorné rdstové faktory jiz
byly pouzity k Iécenf obéti radiacnich nehod. Dva Iéky odvozené od
faktoru stimulujiciho kolonie granulocyt( jiz byly schvaleny pro lé¢bu
akutniho radia¢niho syndromu. Existuje nicméné Siroké spektrum
dalsich substanci, zahrnujici r&zné imunomodulatory, prostaglan-
diny, inhibitory syntézy prostaglandint, agonisty adenosinovych
receptor(, rostlinné extrakty, flavonoidy, vitaminy a dalsi, jez byly
s uvedenym Ucelem rovnéz studovany. Tyto latky s riznymi mecha-
nismy Ucinku jsou ¢asto ucinng, relativné netoxické a levné. Tento
prehledovy ¢lanek se zaméruje prevazné na vysledky experimentd,
které poukazuji na potencial netradi¢nich ¢i novych 1€k stimulu-
jicich regeneraci ionizujicim zafenim poskozeného organismu, jez
by se mohly stat soucasti terapeutickych procedur aplikovatelnych
pacientdim s akutnim radia¢nim syndromem.

KLICOVA SLOVA
akutni radiacni syndrom, radioprotektiva, radiomitigatory,
krvetvorba

AKUTNI RADIACNI SYNDROM .
A JEHO TERAPIE POUZITIM CYTOKINU
A KRVETVORNYCH RUSTOVYCH FAKTORU
Radiac¢ni nehody, stejné jako ptipadné teroristické uto-
ky vyuzivajici zdroje ionizujiciho zdfeni, mohou vyustit ve
vazné zdravotni poskozeni, jehoz manifestace jsou ozna-
Covany jako akutni radia¢ni syndrom (ARS). V zavislosti
na absorbované davce zafeni se ARS projevuje v riznych
organovych systémech jako jednotlivé organové syndromy,
a to syndrom hematopoeticky, gastrointestinalni, kutanni
a neurovaskularni. Neni divu, Ze z tohoto diivodu obdrzZela
témata ,,radioprotektiva pro preiradiac¢ni pouziti“ a , 1é¢ebna
agens pro postiradia¢ni aplikaci“ (radiomitigatory) nejvyssi
prioritu mezi vyzkumnymi oblastmi jako protiopatfeni viici
nuklearnim hrozbam. I kdyz Gsili zaméfené na vyvoj efek-
tivnich farmakologickych prostfedkd urcenych k protekci
a 1é¢bé ARS bylo iniciovano jiz pfed vice nez 50 lety, teprve
velmi nedavno byly dva 1éky, a to Neupogen a Neulasta,

Cas. Lék. Ces. 2020; 159: 275-280

SUMMARY

Hofer M. Trends in pharmacological stimulation of regeneration

of ionizing radiation-damaged mammalian organism

Many different substances with varying mechanisms of effects have
been tested both in animal experiments, as well as verified in clinical
studies as potential radioprotectors and mitigators of radiation dam-
age. Among them, especially cytokines and hematopoietic growth
factors have been used also for treatment of radiation accident
victims. Two granulocyte colony-stimulating factor-based radiation
countermeasures have been approved already for the treatment
of the acute radiation syndrome. Nevertheless, a wide spectrum
of other substances comprising, e.g., various immunomodulators,
prostaglandins, inhibitors of prostaglandin synthesis, agonists of
adenosine receptors, herbal extracts, flavonoids, vitamins, and oth-
ers, has also been studied. These agents with various mechanisms
of their influences on an organism are often effective, relatively
non-toxic, and cheap. This review concentrates predominantly on
the results of experiments which show the potential of untraditional
or new radiation countermeasures to become a part of therapeutic
procedures applicable in patients with the acute radiation syndrome.

KEYWORDS
acute radiation syndrome, radioprotectors, radiomitigators,
hematopoiesis

schvéileny americkym Ufadem pro kontrolu 1é¢iv a potravin
(FDA) jako radiomitigatory.

Krvetvorné ristové faktory jsou proteiny, které reguluji
proliferaci a diferenciaci erytrocytd a leukocytl. Cytokiny
jsou proteiny s nizkou molekuladrni hmotnosti, jez vyvijeji
stimulac¢ni nebo inhibiéni vliv na proliferaci, diferenciaci
a funkci bunék imunitniho systému. Jak Neupogen, tak
Neulasta jsou 1éky odvozené od faktoru stimulujiciho kolonie
granulocytli (G-CSF), vytvofené za Gcelem zlepSeni farmako-
kinetickych vlastnosti G-CSF (1). G-CSF patfi ke krvetvornym
rastovym faktorim, jeZ byly spolu s cytokiny intenzivné
testovany a vyhodnocovany z hlediska jejich schopnosti
modulovat akutni radiacni poskozeni (2, 3) a byly pouzity
i pro 1é¢bu obéti radia¢nich nehod (4).

Srovnatelnd pozornost byla vénovana také substancim
nepatificim mezi krvetvorné rtstové faktory nebo cytokiny
a jejich derivaty. Jak bylo ukazano zejména ve studiich na zvi-
Tatech, existuje Siroké spektrum téchto substanci, jeZ jsou casto
ucinné v modulovani ARS, jakoz i relativné netoxické a levné.
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V nasledujicim textu sumarizujeme diileZité informace o téchto
latkach a zd@raziiujeme jejich potenciil z hlediska zatazenido
1é¢ebnych schémat u pacientti s ARS.

AMIFOSTIN

Amifostin (WR-2721) je nejvice studovanym klasickym
chemickym radioprotektivem z dvodu své vysoké radiopro-
tektivni t¢innosti (5). Pfes velké mnozstvi studii vSak nebyl
schvalen pro 1écbu ARS u lidi, a to vzhledem k nezadoucim
vedlej$im ucinkdm. Své pouziti nakonec nalezl v radia¢ni
onkologii, tento aspekt vyuziti amifostinu je oviem mimo
ramec tohoto ¢lanku. Urcitd pozornost je amifostinu stale
vénovana v experimentu, napt. podavani malych davek ami-
fostinu spolu s y-tokotrienolem. Kombinované ptistupy by
tak mohly pfece jen umoznit vyuziti tohoto radioprotektiva
u pacientl s ARS.

IMUNOMODULATORY

Imunoterapie je definovana jako 1é¢ba nemoci indukci,
posilenim nebo potlacenim imunitni odpovédi. S cilem
modulovat ARS bylo testovano mnozstvi imunomodulatori
indukujicich ¢i posilujicich imunitni odpovéd - tyto imuno-
moduldtory miZeme zafadit do nékolika skupin.

BETA-GLUKAN

Glukany, a zejména B-glukan, patfi k nejstudovanéjsim
imunomodulatoriim, a to jak obecné, tak na poli farmakolo-
gické modulace radiacniho poskozeni. B-glukany jsou znamy
jako stavebni prvky bunécné stény bakterii, kvasinek, hub
arostlin. Dfivéjsi hematologické studie odhalily, Ze B-glukan
stimuluje proliferaci neozafenych mysich pluripotentnich
kmenovych bunék, jakoz i bunék nékolika krvetvornych
progenitorovych bunécnych linii (granulocytovych, granulo-
cytovych/makrofagovych, makrofagovych a erytrocytovych).
Nékolik studii provedenych zejména skupinami Patchenové
a MacVittieho (Bethesda, USA) a Hofera a PospiSila (Brno)
ukazalo, ze krvetvorbu stimulujici tcinky B-glukanu mohou
byt ispésné vyuzity v 1é¢bé hematopoetického ARS u mysi;
dtlezitym rysem vyuziti B-glukanu u ozafenych pokusnych
mysi byla moznost podat s prospéchem tuto latku jak pfed
ozatenim, tak po ném, tedy jako radioprotektivum i jako
radiomitigator (6, 7).

Pouziti B-glukanu v kombinovaném lé¢ebném rezimu se
rovnéz ukazalo byt ispéSnym. Vzajemneé se potencujici efekty
B-glukanu byly pozorovany pii jeho kombinovaném podani
s chemickymi radioprotektivy cystaminem nebo WR-2721.
Trilékova kombinovana lécba B-glukanem, WR-2721 a selenem
vykazala rovnéz pozitivni vysledky. B-glukan byl ispésné kom-
binovan také s G-CSF nebo s inhibitorem cyklooxygenaz diklo-
fenakem. Rada podrobnosti tykajicich se pokusii shrnutych
v tomto odstavci, zahrnujicich také informaci o zlepSeném
postiradia¢nim prezivani letdlné ozafenych experimentalnich
zvifat, jimz byl podan B-glukan, v nékterych z téchto studii,
muzZe byt nalezena v detailnim samostatném prehledu (7).

Pozdéjsi studie potvrdily schopnost B-glukanu stimulovat
krvetvorbu a zlepsSovat prezivani pokusnych zvirat exponova-
nych ionizujicimu zafeni a pridaly nové poznatky. V roce 2006
Cramer et al. odhalili tlohu komplementu ve Gpravé krve-
tvorby po radia¢nim poskozeni. V roce 2011 zdtiraznil Salama
moznost podat ozdfenym potkandm B-glukan peroralné. Pillai
a Deviova poukazali ve své dtikladné studii z roku 2013, v niz
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byly kromé postiradia¢niho pfezivani a krvetvorby hodnoceny
také biochemické parametry, na nepfitomnost toxicity B-glu-
kanu. Rondanelliova et al. polozili ve svém prehledu z roku
2009 dliraz na mozné vyuziti B-glukanu jak v profylaxi, tak
1é¢bé pacientd s ARS vzniklym v souvislosti s jadernou havarii.

ANDROSTENDIOL (5-AED)

5-androstendiol (5-AED) je pfirozeny steroidni hormon
klry nadledvin. Bylo zjiSténo, Ze AED stimuluje pfirozeny
imunitni systém, a proto se poc¢itan mezi imunomodulatory.
Prvni zprava o stimulaci krvetvorného a imunitniho systé-
mu u mysi exponovanych zafeni y po aplikaci AED je z roku
2000; jak preiradiacni, tak postiradiac¢ni podani 5-AED vedlo
ke stimulaci myelopoezy a posileni odolnosti vici infekci
u ozatenych zvifat (8). V nasledujici studii byla pozorovana
stimulace bunék imunitniho systému (monocytti, pfiroze-
nych zabijecli, eozinofild a bazofil) po aplikaci 5-AED. Dalsi
experimenty odhalily, Ze 5-AED je u¢inny pii subkutannim
iperordlnim podani a Ze radioprotektivni aktivita tohoto 1éku
je doprovazena nizkou toxicitou.

Za jeden z mechanismi krvetvorbu stimulujicich a¢inka
5-AED byla oznacena amplifikovana produkce G-CSF, a to v pfi-
padé podani 1éku jak pied ozafenim, tak po ném. Srovnavaci
experimenty ukazaly, Ze radioprotektivni i¢innost 5-AED je
nejvyssiz 10 testovanych steroidnich hormont. Nasledné byly
prace na mysich doplnény o studie na primatech: byla nale-
zena multiliniova stimulace krvetvorby u ozdfenych makaka
(8); tato informace byla potvrzena i za situace, kdy ozareni
makakové neobdrzZeli kromé 5-AED Zadnou dalsi klinickou
podporu. Jako jeden z mechanismi zvySeného prezivani
primatd exponovanych ionizujicimu zafeni byla nalezena
indukce nuklearniho faktoru kB v pfitomnosti 5-AED.

Pro dal$i objasnéni mechanismi krvetvorbu stimuluji-
cich téinkd 5-AED byla vyhodnocena exprese fady krvetvor-
nych ristovych faktort a cytokind u mysi po podani 5-AED.
Zvysena exprese po injekci 5-AED byla zaznamenana pro
faktor stimulujici kolonie granulocyti a makrofagh (GM-
CSF) a interleukiny IL-2, IL-3, IL-6 a IL-10 ve sleziné, jakoZ
ipro G-CSF, GM-CSF, interferon gama (IFN-y), trombopoetin
(TPO) aIL-2, IL-3, IL-6, IL-10 a IL-12 v kostni dfeni. Vyznamna
role G-CSF ve zprostfedkovani efektu 5-AED byla potvrzena
studii, v nizZ byla protilatka proti G-CSF vyuzita k potlaceni ra-
dioprotektivni i¢innosti 5-AED. Synergické piisobeni 5-AED
a TPO bylo popsano u mysi se zifenim indukovanym hemato-
poetickym ARS; v této praci bylo pozorovano dvacetindsobné
zvy$eni poctu zZivot zachranujicich kratkodobé repopulujicich
bunék kostni dfené u mysi lé¢enych kombinaci 5-AED + TPO.

Vicenasobna aplikace 5-AED, zahrnujici 1 preiradia¢ni
podani a2 injekce tydné po dobu 3 tydnti po ozafeni, byla také
ovérena jako velmi tispé$né schéma pii 1é¢bé radiaci vyvolané-
ho utlumu kostni dfené (54); autori konstatovali, Ze ,,5-AED
miZe byt vjznamnym terapeutickym kandidatem pro 1é¢bu
ARS, a to zejména ve scénafi masového zasazeni obyvatelstva,
kdy je dlileZitd rychld a ekonomicka intervence*,

5-AED se nyni nachazi ve stadiu pokrocilého vyvoje a ziskal
status US FDA IND (investigational new drug) .. Stickney et al. jiz pu-
blikovali vysledky prvnich pozitivnich klinickych pozorovani
tykajicich se bezpecnosti, tolerance a hematologické aktivity
5-AED u zdravych dospélych (9).

DALSI IMUNOMODULATORY
Pravdépodobné nejstar$im imunomoduldtorem studo-
vanym jako radioprotektivum je endotoxin - bakteridlni



lipopolysacharid. JizZ v roce 1958 byla publikovana prace
informujici o poklesu mortality u mysi ozafenych paprsky
X po podani endotoxinu (10). DileZitym projevem radiopro-
tektivniho uc¢inku endotoxinu byl nar@ist poctd slezinnych
koloniformnich jednotek, jez byly v té dobé vyuzivany jako
ukazatel poctu krvetvornych kmenovych bunék. Nasledovala
bohatd publikac¢ni aktivita na téma radioprotektivnich vlast-
nosti endotoxinu. Nicméné vzhledem k zavaznym vedlej$Sim
Géinktim nebyl zafazen do uvazovanych lécebnych schémat
jako latka vyuzitelna u ozarenych lidi. Naopak, redukce
endotoxemie se stala pozadovanym efektem substanci tes-
tovanych na lé¢bu ARS, napt. antibiotik.

Broncho-Vaxom je bakteridlni lyzat, ktery vyznamné
zvySuje postiradi¢ni pfeziti mysi nékolika kment (11).
S ispéchem byl testovan pii kombinovaném podani s che-
mickym radioprotektivem WR-2721 (amifostin). V pozdé;jsi
studii byl Broncho-Vaxom podavan potkan@im v opakova-
nych injekcich zahrnujicich jednu preiradia¢ni davku a opa-
kované postiradia¢ni davky v pribéhu 3tydenniho tdobi
frakcionovaného ozafovani; autofi informovali o posileni
antioxida¢niho systému a zvySeni koncentrace sérového
gamaglobulinu.

TDM (trehaléza-dimykolat) je glykolipidova molekula,
kterd se nachdazi v bunécné sténé bakterie Mycobacterium
tuberculosis. TDM zvySuje rezistenci k infekci u ozafenych ne-
utropenickych mysi (12). Synteticky derivat TDM byl tispésné
testovan u mysi se sepsi nasledujici po ozafeni a indukova-
ném traumatu.

Zajimavou radioprotektivni kombinaci je kombinace
oligoelementd selenu, zinku a manganu podanych soucas-
né s hadim jedem druhu Lachesis muta. Tato kombinace je
autory oznacovana jako imunomodulator a byla testovana
jak u mysi (13), tak potkand (14).

Peptidoglykan je polymer bakteridlnich bunécnych stén,
ktery se sklada z cukrti a aminokyselin. V nedavné studii bylo
pozorovano zlepSeni prezivani a zmirnéni intestinalniho
a dreriového poskozeni u ozafenych mysi 1é¢enych po ozafeni
(15). Tyto parametry byly popsany jako synergicky posile-
né, pokud bylo mysim podano chemické radioprotektivum
WR-2721 pfed ozafenim a peptidoglykan po ozafeni. Vedle
radioprotekce krvetvornych a gastrointestinalnich tkani tato
kombinace permanentné ochranila tkan submandibularni
mandle pfed zafenim indukovanym poskozenim.

Dalsi recentni studie se zabyvaly polysacharidem ze
Sipunculus nudus, nesegmentovaného motského Cerva, ktery se
sklddd z mandzy, glukézy, arabindzy a fukézy. Podani pred
ozafenim vyznamné zvysilo piezivani ozafenych mysi (16).
Pii testovani u pst vyvolal polysacharid ze Sipunculus nudus
zlepseni krevniho obrazu a krvetvornou aktivitu v kostni
dfeni. V experimentu na zafenim poskozenych mysich byly
nalezeny také synergické efekty pfi spolecném podani to-
hoto polysacharidu, WR-2721, rekombinantniho lidského
interleukinu 11 (rhil-11) a rekombinantniho lidského G-CSF
(rhG-CSF). Mezi dal$i zd@raznované pozitivni vlastnosti
polysacharidu ze Sipunculus nudus patfi vyznamné a¢inky an-
tioxidativni a jeho G¢innost pii peroralnim podani.

PROSTAGLANDINY A INHIBITORY
PRODUKCE PROSTAGLANDINU

Zdanlivé piekvapivé byly jak prostaglandiny, zejménaE,
(PGE,), tak inhibitory produkce prostaglandint (inhibitory
COX) tuspésné testovany z hlediska schopnosti podporovat
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zotaveni pokusnych zvifat z ARS. Proto jsou obé skupiny
latek pojednany ve spolecné kapitole.

NéKkolik studii z 80. let 20. stoleti ukazalo radioprotektivni
ucinky prostaglandini, zejména PGE,, a syntetického derivitu
prostaglandinu E,, misoprostolu, na gastrointestinalni trakt
(GIT) (17). Tyto efekty mohly byt pfipsany nasledné potvrzené-
mu ochrannému tc¢inku prostaglandinti na gastrointestinalni
tkané. Avsak priblizné ve stejné dobé se objevily také clanky
informujici o tom, Ze PCE, stimuluje a chrani erytroidni
a multiliniové krvetvorné progenitorové buriky (18). Navic
byly publikovany prace referujici o prostaglandiny indukované
inhibici myelopoezy in vivo. Tyto vysledky pomohly pochopit
acinky inhibitord produkce prostaglandinti (inhibitor COX,
nesteroidnich protizanétlivych 1ékd) u ozafenych experimen-
talnich zvifat. V ¢asnych studiich byly testovany efekty nese-
lektivnich inhibitorti COX, inhibujicich jak cyklooxygenazu 1
(COX-1), exprimovanou konstitutivné v fadé tkani zahrnujici
i gastrointestindlni trakt, tak cyklooxygenazu 2 (COX-2), ktera
je inducibilni a odpovédna za produkci prostaglandin@ pfi
zanétlivych stavech. U subletalné ozafenych pokusnych zvifat
Dbyly efekty neselektivnich inhibitord COX pozorovany po je-
jich pre- i postiradia¢nim podani jakoZ i pii podani v priibéhu
frakcionovaného ozafovaciho rezimu. Pouziti neselektivnich
inhibitori COX bylo spojeno s pomérné vysokou incidenci
a intenzitou nezadoucich vedlej$ich efektil, zejména na gas-
trointestinalni tkané, a se zhorSenym prezivinim letalné oza-
fenych zvifat. Detailni ii¢inky neselektivnich inhibitorti COX
u ozafenych zvifat jsou popsany v prehledovém ¢lanku (19).

Pozdéjsi prace na tomto tématu pouzivaly selektivni in-
hibitor COX-2 meloxikam, pfi jehoZ podani je zachovana
aktivita COX-1 a protektivni ptisobeni prostaglandind v GIT.
Podani meloxikamu ozafenym mysim vedlo nejen k podpote
krvetvorby (20), ale i ke zlepSeni postiradiacniho pfezivani,
zejména byl-li meloxikam podan v jediné davce tésné (1 hod)
po letdlnim ozafeni (21). Tim byla potvrzena vyhodnost pouziti
inhibitori COX-2 v terapeutickém postiradia¢nim lé¢ebném
schématu.

Nedavnymi studiemi Hoggatt et al. znovu otevieli pro-
blematiku t¢inkt hematologickych a modifikujicich radiaci
indukované poskozeni na zakladé farmakologickych inter-
venci do metabolismu PGE,. Konstatovali, Ze PGE, podporuje
usidleni, prezivani a metabolismus krvetvornych kmenovych
bunék. Berouce do Gvahy dostupné védomosti o postiradiac-
ni signalizaci prostfednictvim PCE, jakoz i vlastni pokusné
vysledky sumarizovali autofi své poznatky tak, Ze zvySeného
prezivani a stimulace krvetvorby miiZe byt u ozafenych mysi
dosazeno podanim jak PGE,, tak také selektivniho inhibitoru
COX-2 meloxikamu, ale tc¢innost téchto lécebnych modalit
zavisi na nacasovani jejich aplikace (22).

ROSTLINNE EXTRAKTY

Rostlinné extrakty testované z hlediska schopnosti mo-
dulovat radia¢ni poskozeni savciho organismu zahrnuji
preparaty z mnoha rostlin. Jejich ptisobeni je komplexni
azahrnuje antiemetickou, protizanétlivou, antimikrobialni
a antioxidac¢ni aktivitu, stimulaci krvetvorby, imunostimu-
lacni a chelata¢ni aktivitu jakoZ i schopnost urychlovat ho-
jeniran. V pfehledovém ¢lanku z roku 2005 (23) jsou shrnuty
ucinky extraktl z fady rostlin na proces upravy radiacniho
poskozeni.

Rostlinné extrakty jsou obecné pokladany za ispésné pri
16¢bé ARS a jejich vyzkum pokracuje dodnes. Napiiklad bylo
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zjisténo, Ze extrakt z Cordyceps sinensis chrani jak proti hema-
topoetickému, tak gastrointestindlnimu zafenim indukova-
nému poSkozeni. Preiradia¢ni podani extraktu z Podophyllum
hexandrum vykazalo radioprotektivni acinnost, ktera byla
dale posilena postiradiacni aplikaci extraktu z Picrorhiza ku-
rroa. Bylo také zjisténo, Ze podani semipurifikované frakce
z Podophyllum hexandrum, REC-2001, vedlo k vyznamnému
prodlouzeni piezivani letdlné ozafenych mysi. Stimulaéni
ac¢inky na imunitni a krvetvorné tkané byly zaznamenany
u ozafenych mysi po podani extraktu z Vernonia cinerea. V roce
2016 publikovali Shakeri-Boroujeni et al. vysledky studie,
v niz vykazal vyznamny radioprotektivni efekt rostlinny
extrakt z Rosa canina, Urtica dioica a Tanacetum vulgare.

ANTIOXIDANTY

V této kapitole bude pojednano pomérné Siroké spektrum
substanci, vétSinou pfirozeného ptvodu. Jejich spole¢nym
rysem je jejich schopnost chranit pfed radiacnim poskoze-
nim nebo toto poskozeni 1é¢it vychytavanim zafenim indu-
kovanych volnych radikald. Tyto pfirodni antioxidanty jsou
obecné méné efektivnimi radioprotektivy ve srovnani s ami-
fostinem a dal$imi klasickymi chemickymi radioprotektivy,
ale zarover jsou vét§inou mnohem méné toxické (24).

SKUPINA VITAMINU E

Vitamin E predstavuje nékolik sloucenin, které délime
do 2 podskupin nazyvanych tokoferoly a tokotrienoly; obé
funguji jako dlilezité antioxidanty. Lisi se chemicky: toko-
trienoly obsahuji tfi dvojné vazby ve svém bocnim fetézci,
zatimco tokoferoly ne. Tokotrienoly maji vy$si antioxida¢ni
aktivitu.

Schopnost modulovat ARS byla testovana u 3 tokoferold;
a-tokoferol zlepSoval prezivani a potlacoval symptomy ARS pii
podani jak pfed ozadfenim, tak po ném. Royova et al. prirklilé-
Cebné ucinky a-tokoferolu podpote burikami zprostfedkované
imunity. Postiradia¢ni aplikace monoglukosidu a-tokoferolu,
derivatu a-tokoferolu, vedla jak ke zvySenému prezivani mysi,
tak ke stimulaci krvetvorby. Sukcinat a-tokoferolu byl odhalen
jako stimuldtor prezivani ozafenych mysi, véetné téch, které
byly vystaveny radiacnim davkam vyvolavajicim gastrointes-
tindlni ARS. Singh et al. zjistili, Ze jeho radioprotektivni
acinnost je zprostfedkovavana indukci produkce G-CSF.

Také u 2 tokotrienoldl byly posuzovany schopnosti modu-
lovat ARS. §-tokotrienol vynika vysokou antioxidac¢ni aktivi-
tou, chrani krvetvorbu a zvySuje prezivani ozafenych mysi.
V poslednich letech byla zvysena pozornost vénovana zejména
y-tokotrienolu, dalsimu derivatu vitaminu E s vysokou anti-
oxidacni kapacitou. Z perspektivy jeho pfipadného vyuziti
v terapii ARS je zdlraziiovana vyrazna ucinnost stimulujici
krvetvorbu a zlepSujici postiradiac¢ni pfezivani. Kulkarniova
etal. zdiraznuji diilezitou ilohu G-CSF pii zprostiedkovavani
radioprotektivnich t¢inkd y-tokotrienolu na zdkladé pokusu
vyuzivajiciho podani protilatek proti G-CSF. Nedavno byla
radioprotektivni t¢innost y-tokotrienolu potvrzena rovnéz
u primatd.

Radu dalSich detaild a literarnich citaci tykajicich se
radiobiologickych vlastnosti tokoferold a tokotrienolti mi-
Zeme najit v prehledovém ¢lanku z roku 2013 (25). Recentni
prehled byl vénovan y-tokotrienolu (26). Autofi konstatuji,
Ze pokud jde o postiradia¢ni regeneraci krvetvorby, v modelu
na primatech je 1 davka y-tokotrienolu bez dalsi podptrné
16¢by ekvivalentni vicendsobnym davkam 1ékti Neupogen
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a Neulasta doprovazenym plnou podpiirnou lé¢bou zahrnujici
ikrevni derivaty. y-tokotrienol byl Singhem et al. zafazen mezi
,,slibné latky v pokrocilém stadiu vyvoje*.

SLOUCENINY OBSAHUJICi SELEN

Z hlediska moznych radioprotektivnich a¢inkd bylo
studovano nékolik slouceni selenu, z toho nejintenzivné;ji
selenicitan sodny a selenomethionin, pfirozené se vysky-
tujici derivat selenu, ktery miiZeme najit v obilnych zrnech
a lusténinach. Vyznamny ptinos pro pfezivani ozafenych
mysi zjistili Weiss et al. (27) po podani selenomethioninu
24 hodin nebo 1 hodinu pfed ozafenim a 15 minut po ném.

Pravdépodobnym mechanismem G¢inku selenomethio-
ninu jakozto radiomitigatoru (latky fungujici v postiradiac-
nim terapeutickém rezimu) je posileni funkci imunokompe-
tentnich bunék. Existuje pomérné bohata literatura tykajici
se schopnosti selenu modulovat radiacni poskozeni, kde je
mozné najit fadu dalsich podrobnosti. Neddvno publikované
poznatky ukazuji, Ze selen chrani proti radia¢nimu poskoze-
niintestindlni tkdné, a naznacuji moznost vyuzit slouceniny
selenu v 1é¢bé gastrointestinalniho ARS.

DALSi ANTIOXIDANTY

Na schopnost modulovat ARS bylo testovana i fada dal-
§ich antioxidantli. Spole¢nou charakteristikou zde uvede-
nych je nizka toxicita a moznost peroralniho podavani.

Aplikace vitaminu C (kyseliny askorbové) je spojena se
zlepSenim stavu kostni dfené a zvySenym prezivanim oza-
fenych mysi. Také ozafené mysi, jimz byl peroralné podan
vitamin A nebo jeho prekurzor, B-karoten, vykazaly redu-
kovanou morbiditu i mortalitu. Nedavno byly publikovany
nalezy protektivnich uéinkd kyseliny a-lipoové na radiaci
poskozené mysi tenké stievo, které naznacuji moznost pouzit
tuto latku v terapii gastrointestinalniho ARS.

Zajimavym pfispévkem k tématu kombinovaného farma-
koterapeutického pristupu k modulaci radia¢niho poskozeni
byla zjiSténi Wambiho et al., ktefi testovali efektivnost po-
travinového dopliiku skladajiciho se z L-selenomethioninu,
vitaminu C, sukcinatu vitaminu E, kyseliny a-lipoové
a N-acetylcysteinu. Tento doplnék stravy vykazal pozitivni
vliv na krvetvorbu a pfezivani ozafenych mysi pfi podani
pfed ozafenim paprsky X ¢i po ném nebo byl-li aplikovan po
ozateni protony.

Antioxida¢ni potravinové dopliiky jsou podrobnéji roze-
brany v samostatném piehledu (28).

DALSI SLOUCENINY TESTOVANE JAKO
RADIOPROTEKTIVA Cl RADIOMITIGATORY
GENISTEIN

Genistein byl izolovan ze s6ji a jedna se o inhibitor spe-
cifické tyrosinkinazy. Jeho ucinky v ozareném organismu
jsou pravdépodobné komplexni a zahrnuji antioxidac¢ni
a krvetvorbu modulujici efekty.

V praci z roku 2003 konstatovali Landauer et al., Ze ge-
nistein podany v 1 subkutanni injekci vyznamné zvysuje
prezivani mysi. Byl-li aplikovan 1x denné po dobu 7 dnti pred-
chazejicich celotélovému ozafeni, bylo zjisténo komplexni
posileni Sirokého spektra parametrii kostni dfené a periferni
krve. Krvetvorbu stimulujici i¢inky genisteinu byly potvr-
zeny také po jeho podaniv jedné preiradiacni davce. Detaily
o zplsobech, jimiz genistein modifikuje radiacni poskozeni,
jsou shrnuty v samostatném piehledovém ¢lanku (29).



Genistein podany preiradiacné byl rovnéz tispésné kom-
binovan s blokatorem angiotenzin konvertujiciho enzymu
kaptoprilem. Pfiznivy Gcinek byl prokdzan stimulovanou
krvetvorbou a zvySenym prezivanim mysi, kterym byla kom-
binace podavana peroralné v pitné vodeé 1-30 dndl po ozafeni.
Zatimco celotélova davka 8,25 Gy vedla u nelécenych mysi
k nulovému prezivani, podavani samostatného genisteinu
zvysilo prezivani na 72 %, samostatného kaptoprilu na 55 %
a kombinace genistein + kaptopril na 95 %. Genisteinu byl
udélen status US FDA IND.

AGONISTE ADENOSINOVYCH RECEPTORU

V sérii studii na ozafenych mysich byla pouzita kombi-
nace dipyridamolu (DP), 1éku inhibujiciho vstup adenosi-
nu do buriky, a adenosinmonofosfatu (AMP), prekurzoru
adenosinu, ve snaze posilit receptory zprostfedkovany uci-
nek adenosinu. Vysledky téchto studii jasné ukazaly, Ze
preiradiacné aplikovana kombinace DP a AMP stimuluje
krvetvorbu a zvysuje prezivani za podminek jednorazového
i frakcionovaného ozareni (30).

Adenosinové receptory existuji ve 4 subtypech. Dalsi
experimenty, vyuZzivajici agonisty selektivni pro jednotlivé
subtypy, byla zaméfeny na zjisténi, ktery z téchto 4 subtypd
je odpovédny za drive pozorované krvetvorbu stimulujici
aradioprotektivni efekty neselektivnich agonistii. Z nalez
vyplyva, Ze agonista adenosinovych receptorti A, IB-MECA
neboli N¢-(3-jodobenzyl)adenosin-5’-N-methyluronamid
stimuluje proliferaci krvetvornych progenitorovych bunék
(31). Nasledné bylo zjisténo, Ze IB-MECA podporuje krve-
tvorbu a krvetvorbu stimulujici ic¢inky G-CSF u subletalné
ozafenych mysi. Vzajemné se potencujici efekty na hemato-
logické parametry ozafenych mysi byly pozorovany také pri
soucasném podani IB-MECA a inhibitoru COX-2 meloxikamu
v postiradia¢nim lé¢ebném rezimu. Tato série pokust byla
zkompletovana nalezem, ze IB-MECA a meloxikam podané
ve témz terapeutickém rezimu letdlné ozafenym mysim
zvySuji (a to kazdy zvlast i v kombinaci) pfezivani zvifat
exponovanych radiaci.

DALSI VYBRANE SLOUCENINY

EXRAD (ON 01210.Na, 4-karboxystyryl-4-chlorobenzylsul-
fon) je novou chemickou latkou s radioprotektivnim ucinkem
na prezivani po subkutannim (32) nebo peroralnim podani
(33)inazavaznost poskozeni krvetvorby a gastrointestinalni-
ho traktu. Mechanismy radioprotektivnich tué¢inkd EXRADu
zahrnuji prevenci p53-dependentni a nedependentni zafenim
indukované apoptozy, snizené radiacni poskozeni DNA a sti-
mulaci drah PI3-kindzy/AKT v burikach exponovanych zafeni.
ExXRADu byl udélen status US FDA IND.

Metformin, biguanid uzivany pfi 1é¢bé diabetu 2. typu,
nedavno prokazal i¢inky jako radiomitigator, byl-li podan
24 hodin po ozafeni samotny nebo ve farmakologickych kom-
binacich (34). Metformin je schvalen pro humanni pouziti
a ma dobfe charakterizovany bezpec¢nostni profil.

Entolimod (CBLB502) je polypeptidova substance odvoze-
na ze salmonelového flagelinu. ZlepSuje pfezivani a chrani
proti hematopoetickému a gastrointestinalnimu ARS jak
pfi preiradia¢nim, tak postiradia¢nim podani (35). Dalsimi
zjisténymi vlastnostmi entolimodu jsou jeho schopnost zvy-
Sovat klonogenni potencial bunék kostni dfené a redukovat
apoptézu v intestindlnich kryptach. Entolimod nalezl své
vyuziti také ve sniZeni radiaci indukovaného epitelidlniho
poskozeni v mysSim modelu frakcionovaného ozareni hlavy
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a krku. Bylo rovnéz demonstrovano, ze G-CSF a IL-6 mohou
slouzit jako biomarkery i¢innosti entolimodu. Jedna se o dii-
leZité pozorovani, protoZe vyuziti biomarkerl maze byt diile-
Zité pri davkové konverzi ze zvifete na clovéka, a to zejména
ve vztahu k faktu, Ze také entolimod ma status US FDA IND.

FCF-2je peptid odvozeny od vazaci domény fibroblastové-
ho ristového faktoru. Podani peptidu FGF-2 vedlo k vyléceni
vyznamného podilu mysi s gastrointestinalnim syndromem.
Jeho pouziti zlepSovalo pfezivani a repopulaci intestinalnich
krypt, obnovovalo gastrointestinalni funkce a redukovalo za-
fenim indukovanou zvy$enou hladinu endotoxinu v plazmé,
jakoZz i koncentrace prozanétlivych cytokind (36).

Deng et al. nedavno zjistili, Ze oktadecenyl thiofosfat,
mala molekula napodobujici mediator ristového faktoru
kyselinu lyzofosfatovou, chrani jak proti hematopoetickému,
tak gastrointestindlnimu ARS (37). Kromé pfimého t¢inku na
gastrointestinalni a krvetvorné tkané oktadecenyl tiofosfat
redukuje pronikidni endotoxinu do krve.

Gastrointestinalni ARS byl rovnéz cilem radioprotektivni-
ho aradiomitiga¢niho farmakologického pfistupu vyuzivaji-
ciho inhibitory enzymi obsahujicich prolylhydroxyldzovou
doménu (PHD), jejichZ podani vytstilo ve stabilizaci hypoxii
indukujicich faktorti (HIFs), jeZz chrani dtlezité bunécné
kompartmenty pred zafenim indukovanym po$kozenim.
Uloha osy PHD/HIF v zdfenim indukované gastrointestinalni
toxicité byla nedavno pfezkoumana a procedury vyuzivajici
PHDs jako stabilizatory HIFs byly navrzeny jako nova tfida
radioprotektiv.

POZNAMKY KE KUTANNIMU ARS

Kutanni ARS je klinicky relevantni jak u obéti jadernych
nehod, tak u radioterapii exponovanych onkologickych pa-
cientli. Ve farmakoterapii byly zkouseny napt. topicky nebo
systémové podané steroidy. Pro 1éCeni pozdnich nasledkd
radia¢niho poskozeni kiiZe byla aplikovana kombinace pento-
xifylinu a vitaminu E. Soucasné ptistupy k 1é6¢bé kutanniho
ARS spocivaji také v nefarmakologickych metodach, jako jsou
lokalni injekce mezenchymovych kmenovych bunék nebo
stromalnich kmenovych bunék odvozenych z tukové tkaneé.

ZAVER

Farmakologickd modulace radia¢niho poskozeni ma
nejen dlouhou historii, ale i perspektivu. Rada substanci se
jevi byt slibna z hlediska pfipadného zafazeni do postupl
zameéfenych na ovlivnéni ARS jak v podobé preiradiacniho
(protektivniho) podani, tak do schémat postiradiac¢nich
(terapeutickych). Podle minéni autora lze v této souvislosti
uvazovat zejména o B-glukanu, 5-AED, meloxikamu, y-to-
kotrienolu, genisteinu, agonistovi adenosinovych receptoriu
IB-MECA, ExXRADu a entolimodu jako o nejvice slibnych
slouceninach.

Dulezitym aspektem tvah o pfipadném vyuZiti téchto,
pripadné dalsich radioprotektiv a radiomitigatord v klinic-
ké praxi je fakt, Ze mnohé z nich jsou netoxické (nebo se
vyznacuji toxicitou pouze velmi nizkou), Ze mnohdy jsou
k dispozici v podobé 1ékt uréenych pro jiné indikace a jsou
Casto levné i pfi vyrobé vétstho mnozstvi. Dal§im vyhodou
mize byt moznost kombinace 2 ¢i vice 1é¢iv s cilem dale re-
dukovat jejich toxicitu pti zachovani, nebo dokonce posileni
celkového 1écebného efektu - v detailech v samostatném
ptehledném ¢lanku (38).
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Seznam zkratek

5-AED 5-androstendiol

AMP adenosinmonofosfat

ARS akutni radia¢ni syndrom

CBLB502 entolimod

cox cyklooxygenaza

DP dipyridamol

EXRAD ON 01210.Na,
4-karboxystyryl-4-chlorobenzylsulfon

FDA Utad pro kontrolu 1é¢iv a potravin, USA
(U.S. Food and Drug Administration)

G-CSF faktor stimulujici kolonie granulocyti

GM-CSF faktor stimulujici kolonie
granulocytl a makrofagl

IB-MECA N¢-(3-jodobenzyl)adenosin-5’-N-methyluronamid

HIFs hypoxii indukujici faktory

IFN-y interferon gama

IL interleukin

PGE, prostaglandinE,

PHDs prolylhydroxylazové domény

rhG-CSF rekombinantni lidsky faktor stimulujici kolonie
granulocytl

rhiL-11 rekombinantni lidsky interleukin 11

TDM trehaléza-dimykolat

TPO trombopoetin

WR-2721 amifostin
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SOUHRN

Riziko akutniho ozareni vétsi ¢asti populace stoupd a s nim i potreba
vyvijet nové metody, které by mohly poskytnout rychlé posouzent
obdrzenych davek za pouziti modernich vysokokapacitnich tech-
nologii. Soucasneé vzrlstd i zajem o vyvoj novych biomarker( umoz-
nujicich kategorizaci ozarenych osob, které by mohly byt pouzity
v epidemiologickych studiich, a umoznily korelovat odhadované
pfijaté davky s naslednym dopadem na zdravi pacienta. K tomu
napomanhaji rovnéz aktualni poznatky v oblasti radiacni genomiky,
metabolomiky a proteomiky.

Ackoli vétsina studif, které poskytly mnoho uzite¢nych informaci
0 biomarkerech expozice ionizujicimu zareni, byla provddéna na

na pacientech, zejména onkologickych. Pro predikci Uc¢inku zareni Ize
pouzit rlizné biologicky materidly, idealni se pro tento Ucel zdaji byt
plazmatické proteiny. Z fady kandidatnich marker( je velmi slibna
ferredoxin-reduktaza (FDXR), kterd byla v nékolika biodozimetric-
kych studiich potvrzena jak na urovni lidského genu, tak proteinu.

KLICOVA SLOVA
radia¢ni ochrana, biomarker, proteomika, metabolomika,
biodozimetrie

uvob

Nebezpedi radia¢nich havarii nebo zneuZiti jadernych
zbrani v soucasnosti poukazuje na rostouci vyznam biologické
dozimetrie. V pfipadé hromadnych nehod 1ze ocekdvat vysta-
veni velké ¢asti populace ionizujicimu zafeni (1Z) za soucasné
absence pfesnych fyzikilnich dozimetrickych dat. Diilezita
uloha pfi bezprostfedni selekci ozafenych a neozafenych
jedinct tak pripadne biologickym testlm, jez vSak prozatim
trpi mnoha problémy (¢asova narocnost, nizka senzitivita,
vyrazny pokles signalu s ¢asem po ozafeni apod.). Pro toto
prvni, rychlé tfidéni jsou tedy nezbytné G¢innéjsi a pokro-
Cilejsi testovaci metody zaloZené na biomarkerech, jejichz
kvalitativni zmény umozni stanovit asovou intenzitu a inter-
val od ozafeni organismu (1). Velké tsili bylo proto vénovano
nalezeni vhodnych biomarkerti expozice zafeni, které mohou
poskytnout informace o efektivni davce (2).

Hlavni zasaZenou biomolekulu pro IZ predstavuje DNA,
jejiz poskozeni ma pro organismus nejvétsi disledky.
Genetickou informaci a spravné fungovani bunék ohrozuji
zejména dvourfetézcové zlomy DNA (DSB), jeZ mohou byt
generovany bud nepfimo, reaktivnimi kyslikovymi radikaly
(ROS) vznikajicimi radiolyzou vody, nebo pfimo, interakci
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SUMMARY

Kultova G. et al. Biological dosimetry and modern (-omic) methods
The increased risk of acute large-scale radiation exposure of the
population underlies the necessity to develop new methods that could
provide a rapid assessment of the doses received while using modern
high-throughput technologies. At the same time, there is a growing
interest in discovering new biomarkers enabling the categorization
of irradiated individuals that could be used in epidemiological stud-
ies to correlate the estimated absorbed doses with the consequent
impact on patient’s health.

The aim of this study was to summarize the current literature on bio-
logical dosimetry, specifically ionizing radiation-responsive biomark-
ers. We briefly describe current knowledge in the field of radiation
genomics, metabolomics, and proteomics.

Although the majority of studies that provided a plethora of useful
information were conducted in animal models, oncological patients
remain the crucial experimental model. The authors describe various
biological materials that could be potentially used to predict the ef-
fect of ionizing radiation. Plasma proteins appear to be ideal for this
purpose. Out of many candidate markers, the ferredoxin reductase
(FDXR) seems to be promising, as it has been confirmed in several
biodosimetric studies at the level of both human gene and protein.

KEYWORDS
radiation protection, biomarker, proteomics, metabolomics,
biodosimetry

DNA se zafenim. IZ ovSem poskozuje také proteiny, lipidy
a aktivuje repara¢ni mechanismy DNA, které mohou nasledné
vést k oslabeni buriky, v dlisledku ¢ehoz dochéazi k projeviim
genotoxického stresu. Buriky jedincti vystavenych IZ casto
zvySené produkuji ROS v mitochondriich, coZ vede k fadé
molekularnich procesti, na jejichZ konci miiZze byt rozvoj
akutni nemoci z ozafeni (3).

Obecné vzato poskozeni vyvolana IZ zahrnuji senescenci
a rizné formy bunécné smrti, starnuti bunéénych struktur
a abnormality v kompartmentu kmenovych bunék (3). Tyto
procesy vedou k aktivaci proteinu p53, coZ je duleZity tran-
skrip¢ni faktor mnoha genti zapojenych v bunééné odpovédi
na ozareni (4).

Velikost absorbované davky IZ ma pro obéti udalosti vy-
znamné disledky. Nizké davky maji systémoveé za nasle-
dek poskozeni krvetvorby a traviciho traktu, zatimco vysoké
davky vyvolavaji poskozeni kardiovaskularni a centralniho
i periferniho nervového systému (5). Nizké davky nemuseji
mit okamzité rozpoznatelné projevy, po delsi dobé mohou
vést ke vzniku nadort (6). Na druhou stranu akutni radiacni
syndrom doprovazi okamzité zmény stavu organismu s vy-
raznymi patologickymi projevy (7). V obou pfipadech vsak
nasledkem ozatreni dochazi k rychlym, avsak pouze docasnym
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zménam exprese nékterych proteind, které miZzeme nasledné
analyzovat v télnich tekutindch (krev, moc¢, sliny apod.). Pro
co nejpresnéjsi zpétny odecet obdrzené davky by proto mély
byt vzorky biologického materialu odebirany a zmény hladin
biomarkerd kvantifikovany pokud mozno jiz béhem prvnich
dnt po ozafeni. Individualni reakce na ozafeni je nicméné
komplexni. Vedle davkového ptikonu, typu zafeni a absor-
bované davky zavisi také na genetickych a epigenetickych
predispozicich kazdého jednotlivce (8).

Idealni radia¢ni biomarker by mél poskytovat informace
0 obdrzené davce a mél by byt nezavisly na environmental-
nich a dalsich faktorech (kouteni, 1ékova terapie, vék atd.)
(9). Takovy biomarker dosud nezname, ale jiz byly navrzeny
zpisoby zpétného odhadu davky spojenim nékolika gene-
tickych a metabolickych biomarkert (10). K tomu 1ze pfidat
i proteomické biomarkery krevni plazmy, jejichz zvySené
hladiny zejména po vysokodavkovém ozafeni lze pozorovat
v relativné kratkém case (1).

GENOMIKA V RADIACNI BIODOZIMETRII

Analyza zmén v expresi genl nabizi novodoby pfistup
k radiac¢ni biodozimetrii (11). Jak jiz bylo uvedeno, mnoho ge-
ni, které reaguji na IZ, ovliviiuje protein p53. Oh et al. (2012)
studovali 13 gentl indukovanych zafenim, ze kterych bylo 12
regulovano pravé proteinem p53; 9 z nich je dobfe znamych:
BBC3,CDKNIA, CCNGI, DDB2, FDXR, GADD45, MDM2, MYCaPCN (12).

Manningova et al. (2013) provedli podobny experiment,
kdyz studovali expresi 13 gend na tirovni mRNA v lidské krvi
ozafené ex vivo rentgenovym zafenim. Zjistili, Ze kombinace
gentl FDXR, DDB2 a CCNGI by mohla byt pouzita pro stanoveni
nizkych davek zafeni a kombinace FDXR, DDB2 a PHPTT potom
davek vysokych. Dillezitym poznatkem je, Ze u poslednich 3
jmenovanych gent ziskali statisticky vyznamnou odpovéd
s linedrnim charakterem, coz naznacuje dobrou citlivost a re-
produkovatelnost tohoto ptistupu (13).

Urovenl exprese 8 genil (BBC3, FDXR, CDKNIA, PCNA, XPC,
GADD45A, DDB2 a POLH) ve vzorcich krve byla 24 hodin po ce-
lotélovém ozafeni vyssi nez ve vzorcich pred timto ozafenim
a v kontrolni skupiné zdravych jedincti. Déle bylo zjisténo, Ze
pro vSechny testované davky se lisila tirover exprese mezi dvé-
ma Casovymi intervaly, kdy 6 hodin po ozafeni byla vyssi nez
po 24 hodinach (14), coZ signalizuje urcitou ¢asovou zavislost.
Ghandhiova et al. (2015) informovali o genech, které byly cit-
0,56 Gy, 2,23 Gy a 4,45 Gy. Vysledkem bylo, Ze u gen{ FDXR, AEN,
DDB2, PHLDA3, PCNA, GADD45A a ZMAT3doslo ke zvyseni jejich ex-
prese a u gent MYC, PFKP a PTCDS naopak k jejimu sniZeni (15).

Recentné uvedli Lacombe et al. (2018) dalsich 5 top gent
s nejvyssi korelaci mezi davkou a tirovni exprese: FDXR, TNFSF4,
TMEM304, ZMAT3 a AEN (16).

Rada kandidatnich genti (AEN, CCNGI1, CDKNIA, DDB2, FDXR,
GADD45A, PCNA, SESNT1a ZMAT3) byla identifikovana jako slibna
a byla uvedena v nékolika publikacich. V sou¢asné dobé se na
zakladé nékolika studii dostava do popfedi zajmu FDXR, ktery se
ukazuje byt slibnym transkriptomickym kandidatem. Lacombe
et al. shrnuli dalsi informace o genomovych biomarkerech ve
své resersi (16).

METABOLOMIKA V BIOLOGICKE DOZIMETRII
Biomarkery vyskytujici se v krvi, moci, slinach, pod-
koznim tuku ¢i stolici mohou poskytovat fadu tidaju pro
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hodnoceni radia¢ni zatéZze u savcl vcetné clovéka. Podle
Byrumové et al. jsou nejbéznéjsimi biologickymi vzorky pro
detekci biomarkerti moc¢ a plazma (1).

Soucasné metabolomické studie poukazuji na nékolik
potencialnich biomarkerti. Napfiklad vyssi hladina valinu,
alaninu, laktatu, argininu, malatu, leucinu, 2-aminobu-
tyratu, taurinu a glutathionu byla detekovana ve tkani
sleziny u mysi po ozafeni ddvkou 3a7,8 Gy (17). V dalsi studii
stanovili Cheemova et al. vy$$i hladinu fenylalaninu, glu-
tathionu, kreatininu a nizsi hladinu adeninu a D-aspartatu
ve stfevni tkani mysi (jejuno-iledlni oblast), kterd byla izo-
lovana 2 mésice po ozateni davkou 2 Gy (18). V jiné své praci
Cheemova et al. pti analyze mysich jater a ledvin pozorovali
zmeény v metabolomickych a lipidovych profilech v ¢asovém
intervalu 60 dni po ozafeni. Zjistili také vyrazné zmény v me-
tabolismu karnitinu, cholinu a kyseliny arachidonové (19).
V dalsi studii tento tym prokazal zmény ve sloZzeni metabolitd
exosomt a plazmy po ozafeni ddvkami 5,8 Gy a 6,5 Gy (20).

Metabolity, jako je GSH, NAD* a spermin, by také mohly
slouzit jako dlileZiti ukazatelé ozafeni (21). Laiakisova et al.
pozorovali zvySené vylucovani taurinu, nikotinatu, alantoi-
nu a kyseliny mocové po expozici davkam 8 a 15 Gy. Tento tym
uvedl, Ze pomoci metabolomiky mtizeme rovnéz rozliSovat
riizné stresory (22).

Pravdépodobné nejvice vyuzivanou biologickou tekutinou
v metabolomickych studiich je moc¢. Obsahuje metabolity,
které 1ze pouzit k detekci rtiznych onemocnéni nebo stavi,
véetné ozafeni. Tyto metabolity odrazeji specifi¢nost kon-
krétnich tkani a jejich zmény jsou detekovatelné v riiznych
Casovych intervalech, na rozdil od ukazateld stanovovanych
v krvi (23).

V jiné studii byli onkologicti pacienti vystaveni celotélové
davce 1,25 Gy. Bylo zjiSténo, Ze dva metabolity, konkrétné
trimethyl-L-lysin a hypoxanthin, jsou v moci az 10x zvySené
ve srovnani s kontrolni skupinou (24). ZvySené hladiny hy-
poxanthinu u celotélové ozafenych pacientli potvrdili také
Chen et al. (25).

Sliny mohou byt pouzity k predikci tiZe radia¢niho po-
§kozeni organismu, protoZe obsahuji metabolity citlivé na
zateni i po nizkych davkach (26).

Mooreova et al. ve své studii, kde analyzovali vzorky slin
onkologickych pacientti celotélové ozafenych davkami 1,5,
1,65 a 2 Gy, identifikovali monocytovy chemoatraktantovy
protein 1 (MCP-1), interleukin 8 (IL-8) a intercelularni adhez-
ni molekulu 1 (ICAM-1) jako potencialni slinné biomarkery
ozafeni. Bohuzel zatim nebylo publikovano mnoho studii
o vyuziti slin jako biologického materidlu v radia¢ni biodozi-
metrii, zejména kvilli metodologickym potizim s piipravou
vzorku (27).

V kalcifikovanych ¢i zrohovatélych lidskych tkanich (zu-
by, vlasy, nehty) se tvofiradikaly, které jsou natolik stabilni,
Ze jsou detekovatelné pomoci elektronové paramagnetické
rezonance (EPR) i v del$ich ¢asovych intervalech po ozafreni
(28). Demidenko et al. ve své studii uvadéji, Ze vyssi davky
1Z vyvolaly u exponovanych lidi zvySené signaly EPR (29).

EPR méfi tzv. radiacné indukované signaly (RIS) napt. ze
vzorkl nehtd po expozici IZ. RIS jsou natolik stabilni, Ze je
1ze povazovat za vhodné kandidaty pro biologickou dozimetrii
(30). Vyuziti EPR zubni tkané invivo zvysuje pfesnost odhadu
absorbované davky zasazeného organismu, coz by mohlo vést
k vyuZiti této metody pfi tfidéni velkého poctu obéti (31).

Podrobnéji se touto problematikou zabyvaji ve svych
pracich Kulkarniova et al. a Singh et al. (10).
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Moc se zda byt idedlnim substratem pro stanoveni radi-
atnich biomarkert, ale vhodné;jsi volbou z proteomického
hlediska se ukazaly byt plazma a sérum, jez navic obsahu-
ji dalsi molekuly vetné proteinti. Analyzy téchto télnich
tekutin poskytuji cenné informace napftiklad o poskozeni
tkané, metabolickém fenotypu, zanétlivém a protizanétli-
vém stavu tkani apod. (32). Vhodnou metodou pro detekci
proteind ze séra a plazmy je vysoce rozliSovaci hmotnostni
spektrometrie kombinovana s vysokotii¢innou kapalinovou
chromatografii (HPLC), cozZ je robustni, reprodukovatelnd
a velmi citliva technika (33).

Avsak biomarkery akutni nemoci z ozateni byly stu-
dovany i na mysich modelech (34). Jako mozny biomarker
mizZe byt pouzita v biodozimetrii aminokyselina citrulin
(35) obsazena v enterocytech, které jsou vlivem zafeni po-
Skozeny. Byla zjisténa korelace mezi koncentraci citrulinu
a poskozenim CIT, coz z citrulinu ¢ini idedlni biomarker pro
gastrointenstinalni formu (36). Tato domnénka se potvrdila
ivjiné studii na modelu nehumannich primatti (NHP), kde
byla pouzita davka 10 Gy a hladina citrulinu byla dale zazna-
mendvana i v nasledujicich dnech (1, 2, 3 a7 dni) po ozafeni
(37). NHP modely byly pouzity k identifikaci proteinovych
biomarkerti SAA, IL-6 a FIt3L jako indikatort expozice 7 dni
po ozéfeni (38).

Yi et al. identifikovali zmény 18 proteind v mysi krvi po
ozateni100 a 250 uGy/hod. Nejvyraznéjsi zména byla zazna-
mendna u glycin-N-methyltransferazy a nukleofosminu,
u kterych doslo ke zvyseni jejich hladiny, a glutathion-S-
-transferazy A3, jejiz hladina se snizila (39).

Leeova et al. pouzili k identifikaci novych biomarkert 3
dny po ozafeni humanizované mysi. Z celkem 46 identifiko-
vanych protein reagujicich na ozafeni byly vybrany jako 4
hlavni biomarkery ozafeni FDXR, BAX, DDB2 a ACTN1 (40).
Dalsi studie tyto kandidaty (FDXR, DDB2 a ACTN1) identifiko-
vala také v lidské krvi a potvrdila je jako vhodné biomarkery
pro odhad davky zateni (14).

Biologické testy provadéné na zvifecich modelech po-
skytly mnoho uzitecnych znalosti (biomarkery zafeni v krvi
amoci), do budoucna je ovSem nezbytné vysledky validovat
také u lidi. Unikatni pfilezitost tak v tomto sméru poskytuji
vzorky ziskané od pacient s nddorovym onemocnénim, ktefi
podstupuji radioterapii (41). Proteinovy profil téchto vzorki
vSak miiZe byt ovlivnén probihajici malignitou, a neni proto
vzdy snadné odlisit marker reagujici na zafeni od markeru
samotného onemocnéni.

V poslednim desetileti byly jako prioritni markery ozate-
ni odhaleny molekuly podilejici se na signalizaci poskozeni
DNA, napt. kindza ATM, inhibitor cyklin-dependentni ki-
nazy 1A, histon H2AX fosforylovany na serinu 139 (YH2AX)
a protein p53 (42).

Turnerova et al. odebrali vzorky krve od zdravych darc(,
jez nasledné ozafili ex vivo divkou 0-8 Gy. Dosli k zavéru,
Ze vy$8i davky zpusobily zvySeni hladiny proteinu yH2AX
ve srovnani s davkami niz§imi (43). Mnoho studii uvedlo
podobny zavér o linedrni korelaci mezi davkou a zvysujici se
hladinou yH2AX (44). Ohniska yH2AX se objevuji v buné¢ném
jadre v mistech dvoufetézcovych zlomt DNA jiZ 3-15 minut
po ozédfeni, svého maxima pak dosahuji zhruba v 30 minut
azlhodinu po ozafeni. AvSak vzorky museji byt odebrany od
pacienti co nejdfive po ozafeni, jelikoz po 24-48 hodinach
se fluorescenc¢ni signdly diky tspésné reparaci vétSiny DSB
podstatné snizuji (43). V disledku této casové nestability
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neni yH2AX idealnim kandidatem pro vysokokapacitni bio-
dozimetrii véts$ich populaci.

ZAVER

Biomarkery radia¢niho poskozeni s potencidlem apli-
kace v praxi, zejména pro tfidéni ozarenych osob neboli
tridz, mohou narozdil od fyzikalnich dozimetr poskytnout
informace jak o obdrzené davce, tak o ucinku IZ na biolo-
gické funkce pacienta. Tento pristup zatim neni dokonaly
a analyza uvedenych markert je pomérné problematicka,
co se tyka znalosti, ¢asu a ceny.

V minulosti jiZ bylo navrzeno nékolik metod ke stano-
veni absorbované davky, ale Zadna z nich neni optimalni.
Nejroz§ifenéjsi metodu pro odhad obdrzené davky pred-
stavuje analyza dicentrickych chromosomi (45). BohuZel
je Casové velmi naro¢nd, a proto nevhodna pro tzv. me-
dicinu katastrof, kde predpokladame desitky azZ stovky
tisic suspektné ozafenych jedinch. V takovych piipadech
potfebujeme rychlé a efektivni metody (46). Nékolik studii
potvrdilo vliv IZ na genovou expresi (14). Gen FDXR pfedsta-
vuje horkého kandidata na radia¢ni biomarker, jelikoZ jeho
exprese se vyznamneé zvySuje béhem 24 hodin po ozafeni
v §irokém davkovém rozmezi. O’Brienova et al. nepozorovali
rozdil mezi expresi FDXR u exvivo a in vivo ozafenych vzorki
a prokazali jeji ddvkovou zavislost (2).

Velmi slibné se jevi vysledky vyzkumu zaméfeného na
zpracovani vlasii, zubti a nehtil. Odbér vzorki je totiZ rela-
tivné snadny a zafenim indukované volné radikaly mohou
byt v téchto vzorcich méfeny pomoci EPR jeSté velmi dlouho
po ozéafeni (28, 31).

V neposledni fadé existuje mnozstvi proteind, jejichz
hladiny se po ozafeni méni davkové zavislym zplsobem
(47). ACkoliv je identifikace plazmatickych proteinti velmi
naro¢na a pracna, Cetné proteomické studie identifikovaly
radia¢ni biomarkery v plazmé a dal$ich tkanich (40). Jelikoz
je vSak pristup k lidskym vzorkim plazmy omezeny, vét§ina
experimentdl byla provedena na zvifecich modelech (10).
Metoda exvivo se zda byt do budoucna vhodnym experimen-
talnim modelem pro predikci i¢inku ozatenti in vivo (48).

Soucasny trend v biologické dozimetrii nespociva v hle-
dani jediného biomarkeru pro odhad vsSech davek (46),
nybrz v pouziti panelu vice ,,-omickych“ biomarkerd s pa-
tfiénym davkovym a ¢asovym oknem (49). Dale se zda byt
1Z nez samotna informace o obdrzené davce, i kdyby byla
velmi pfesna.

Uvazime-li, Zze dostupné zavedené biomarkery stale
nedisponuji optimalnimi parametry, je pfirozené, Ze vzni-
ka jasna potfeba tento stav zlepsit. Pfedpokladame, ze
s rostoucim tusilim a mnozstvim finané¢nich prostfedki
vénovanych na vyzkum biologické dozimetrie a s nastupem
novych ,,-omickych“ metod se v pfistim desetileti dockame
vyrazného pokroku v této oblasti.

Cestné prohlaseni

Autori prdce prohlasuji, Ze v souvislosti s tématem, vznikem a publikaci
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podporeny Zddnou farmaceutickou firmou.
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Seznam zkratek

ACTN1 alfa-aktinin 1

AEN apoptosis-enhancing nuclease

ATM ataxia-telangiectasia mutated kinase

ARS akutni radia¢ni syndrom

BAX Bcl2-associated X apoptosis regulator

BBC3 Bcl2-binding component 3

CCNG1 cyklin G1

CDKN1A inhibitor cyklin-dependentni kinazy 1
DDB2 DNA damage-binding protein 2

EPR elektronova paramagneticka rezonance
FDXR ferredoxin reduktaza

FIt3L FMS-like tyrosine kinase 3 ligand

GADD45A growth arrest and DNA damage-inducible alpha

GIT gastrointenstinalni trakt

GNMT glycin-N-methyltransferaza

GSH redukovany glutathion

GSTA3 glutathion-S-transferaza A3

HPLC vysokou¢inna kapalinova chromatografie
IL interleukin

1z ionizacni zafeni

MS hmotnostni spektrometrie

MDM2 mouse double minute 2 homolog

MYC myelocystomatosis oncogene

NAD nikotinamidadenindinukleotid

NPM nukleofosmin

PCN WD repeat-containing protein PCN

PCNA proliferacni antigen bunécného jadra
PFKP destickova izoforma fosfofruktokinazy
PHPT1 protein-histidin fosfataza

PHLDA3  pleckstrin homology-like domain family A member 3
POLH DNA polymeraza eta

PTGDS  prostaglandin H, D-izomeraza

RIS radia¢né indukované signaly

SAA sérovy amyloid A

SESN1 sestrin 1

TMEM30A transmembranovy protein 30A

XPC xeroderma pigmentosum, complementation group C
ZMAT3  zincfinger matrin-type protein 3
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Pokroky ve vyzkumu poskozeni
areparace DNA v bunkach
vystavenych ruznym druhum
ionizujiciho zareniv ére
superrozliSovaci optické mikroskopie

Martin Falk', Michael Hausmann?

BiofyzikaIni Ustav AV CR, v. v. i., Brno
2Kirchhoffliv institut pro fyziku, Univerzita Heidelberg

SOUHRN

K novym poznatkdim o vlivu rliznych druh( ionizujiciho zafeni na
bunky patfi mikro- a nanodozimetrické aspekty poskozeni chromatinu.
Fyzikdlni vlastnosti incidentniho ionizujiciho zafeni (fotond gama,
protond a iontl s vysokym LET) souvisi s charakterem poskozeni
chromatinu, moznostmi bunky opravit a prezit vytvorené léze DNA
a rizikem genetickych zmén. Prestoze vysledky jednoznacné potvrzuji
pozitivni korelaci mezi LET ionizujiciho zareni, komplexnosti induko-
vanych dvoufetézcovych zlomd DNA (DSB) a biologickou uc¢innosti
(RBE) zareni, zaroven odhaluji, ze témto vztahlm jesté dostatecné
nerozumime. Prikladem budiz zjisténi, Ze rlizné urychlené ionty s po-
dobnym LET mohou poskozovat DNA odlisnym zpdsobem a zabijet
tak bunky s nestejnou uc¢innosti. Stale také neumime vysvétlit mnoho
aspektl reparace DSB, naptiklad co rozhoduje o aktivaci urcité re-
paracni drdhy v misté konkrétniho DSB a jak je tento vybér ovlivnén
pouzitym ionizujicim zafenim a strukturou chromatinu.
Diskutované vysledky mohou byt mj. dilezité z hlediska nové se
rozvijejici hadronové terapie nadorovych onemocnéni a planovani
pilotovanych meziplanetarnich let(l. Z metodického hlediska potom
tato prace ilustruje obrovsky pokrok, ktery se udal na poli optické
mikroskopie a jejich vyzkumnych aplikaci. Detailnéji je pfedstavena
metoda lokaliza¢ni mikroskopie s rozlisenim jednotlivych molekul
(SMLM - single-molecule localization microscopy).

KLICOVA SLOVA

ionizujici zaFeni riznych typu, radiaéni poskozeni DNA

a reparace, reparacni ohniska indukovana ionizujicim zafenim
(IRIF), architektura chromatinu, superrozliSovaci mikroskopie,
lokalizac¢ni mikroskopie s rozliSenim jednotlivych molekul
(SMLM)

IONIZUJICi ZARENI o
A JEHO STALE MYSTERIOZNI HAV

Plsobeni ionizujiciho zafeni (I1Z) na lidské zdravi je dvou-
secné. Aplikovano v ramci radioterapie predstavuje jeden
z doposud nejucinnéjsich nastroji pro eliminaci nadorti. Na
druhé strané muze vést ozafeni, v zavislosti na zdvaznosti
expozice, k okamzité smrti organismu nebo rozvoji pozdnich
zdravotnich nasledkdl, zejména niadorového bujeni. 1Z je
schopno poskozovat biologické objekty uz v relativné nizkych
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SUMMARY

Falk M., Hausmann M. Advances in research of DNA damage and
repair in cells exposed to various types of ionizing radiation

in the era of super-resolution optical microscopy

The present work introduces new findings about the influence of
different radiation types on the cells, with the concern on the micro-
and nanodosimetric aspects of chromatin damage. Emphasized is
the relationship between the physical parameters of the incident
radiation (y-rays, protons and high-LET heavy ions), character of
chromatin damage, ability of cells to repair and survive DNA damage,
and risk of genetic changes. While confirming a positive correlation
between the LET of ionizing radiation, complexity of induced DNA
double-strand breaks (DSB), and biological effectiveness (RBE) of
radiation, at the same time, we show that our understanding of this
relationship is only incomplete. Our discovery that various accelerated
jons with similar LET can damage DNA in different ways and kill cells
with unequal efficiency, could serve as an example. In addition, many
aspects of DSB repair remain to be explained, for instance, how the cell
activates the particular repair pathway at sites of individual DSBs, and
how it depends on the radiation used and the chromatin architecture.
The discussed results may be important, above all, for newly de-
veloping hadron therapy and in the context of manned interstellar
flights planning. From the methodological point of view, we point
to a tremendous progress in the field of optical microscopy and its
research applications. In more detail, we introduce single-molecule
localization microscopy (SMLM).

KEYWORDS

ionizing radiation of different types, DNA radiation damaging
and repair, ionizing radiation-induced foci (IRIF), chromatin
architecture, super-resolution microscopy, single-molecule
localization microscopy (SMLM).

davkach, pficemz ho ale nedokdZeme vnimat svymi smysly.
Proto si stale zachovava ¢ast svého odnepaméti mystického
havu. V soucasné dobé navic existuje vyznamné riziko zne-
uziti IZ a obrovské energie jadernych reakci a zcela vyloucit
nelze ani jaderné nehody, piipadné s nedozirnymi nasledky.
Nedavno jsme si zrovna pfipomnéli 30. vyro¢i nejvétsi lidmi
zapric¢inéné nevojenské katastrofy v déjinach - havarie jader-
né elektrarny v Cernobylu. Jen malo fyzikilnich fenoménii
proto v lidech vyvolava tak protichidné emoce jako IZ.



Ionizujici zdfeni navic z@istava do ur¢ité miry mysteri-
6zni i z biologického a medicinského pohledu, jelikoz stile
ne zcela rozumime jeho G¢inkdm na Zivé systémy (1, 2).
Prestoze poskozeni DNA bylo odhaleno jako kriticky aspekt
biologickych ucéinki IZ a vcelku detailné se podatilo popsat
ikaskadu bunécnych procestt nasledné aktivovanych v ramci
bunécné odpovédi na ozafeni, fada zasadnich otazek radiac-
niho poskozeni bunék a organismd zistava nezodpovézena
(3). Jako pfiklad zdsadniho vyznamu budiz uvedena nase
neznalost biologickych t¢inkd nizkych a velmi nizkych davek
1Z (1). Tento paléivy problém se s lidstvem tahne jiz od objevu
radioaktivity, a ani s dnesnimi technologiemi nejsme schop-
ni rozhodnout, zda IZ v nizkych davkach ptsobi na burky
stejnym zptisobem a mechanismem jako pii expozici ddvkam
vysokym. Debatuje se, zda nizké davky IZ vyvolavaji hyper-
senzitivni odpovéd, napt. kvilli nedostatecné aktivaci repa-
racnich systémt DNA, nebo jsou naopak za jistych okolnosti
pro burnky prospésné diky permanentni mirné stimulaci
reparacnich systémi DNA a - na vyssich drovnich organi-
zace organismu - imunitniho systému (efekt hormeze) (1).
Tyto protichiidné procesy mohou pfitom piisobit paralelné.

Vezmeme-li vavahu, Ze zivot vznikal v dobé vyrazneé vys-
§ich davkovych pfikonti I1Z, neZ je tomu dnes, nelze dokonce
vyloucit, Ze bunky urcitou nizkou troven zareni ke svému
Zivotu potiebuji. Prokazat nebo vyvratit tuto hypotézu by
mohly pravé iniciované experimenty v nové budovanych
»~podzemnich* laboratofich s extrémné nizkym radia¢nim
pozadim. K témto a podobnym studiim vsak potfebujeme
velice citlivé metody detekce po§kozeni DNA, které byly az
donedavna nedostupné a obsirnéji se jim vénujeme i v tomto
¢lanku (4). Lep$Simu porozumeéni t¢inkt 1Z na lidské zdravi
brani také neodliSitelnost radia¢né indukovanych procest
od spoluptisobeni dalsich faktort prostiedi a spontanni
karcinogeneze.

Studium biologickych u¢inkd IZ se proto stale vice pre-
souva na bunéénou a molekuldrni droverl. Radiobiologicky
vyzkum se tak neodmyslitelné vaze k pokrokim v oblasti mi-
kroskopie (dnes zejména superrozliSovaci mikroskopie) nasti-
nénym dale (5, 6). Zde se zabyvame zejména vztahem mezi
fyzikalnimi parametry riznych druht ionizujiciho zafeni,
architekturou bunéc¢ného jadra (chromatinu), mechanismy
vzniku a charakteristikami DSB a organizaci jejich reparace
v prostoru a Case. Pfedstavujeme nékteré své vysledky v tom-
to sméru, jez jsou diilezité medicinsky, mohou pfispét ke
zmeéné urcitych radiobiologickych paradigmat a podaftilo se
jich dosahnout primarné s vyuzitim mikroskopie. Zaroven
ilustrujeme zdsadni vyznam unikatni vlastnosti mikroskopie
spocivajici ve schopnosti pfimé vizualizace radiobiologickych
déjii, navic na multidimenzionalni (mikro-, meso-, nano-)
urovni. Princip superrezolu¢nich mikroskopickych metod
prekondavajicich Abbeho (Rayleightiv) difrakéni limit je vy-
svétlen na prikladu superrezolucni lokalizacni mikroskopie
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(SMLM - single-moleculelocalization microscopy) (7, 8), hojné vyuZzi-
vané v naSem vyzkumu. Pro detailni popis experimentdlnich
metod a procedur pojicich se k prezentovanym vysledkiim
nicméné odkazujeme na prislusné citované prace. Druhy
1Z, k nimz se vysledky vztahuji, a zdkladni charakteristiky
téchto zafeni jsou shrnuty v tab.1.

OBJEV OHNISEK REPARACNICH PROTEINU
INDUKOVANYCH ZARENIM (IRIF)

A JEJICH MIKROSKOPICKA VIZUALIZACE

= ZASADNI PRELOM V RADIOBIOLOGII

Ackoliv nékteré nase studie i vyzkumy jinych laboratofi
zacinaji poukazovat na vyznam cytoplazmatického radiaéni-
ho poskozeni bunék (9-11), jaderny chromatin ziistava i nada-
DNA jsou jen tézko opravitelné dvoutetézcové zlomy (DSB)
této molekuly, které nejucinnéji indukuje 1Z (4).

V fadu nékolika minut po ozareni dochazi v mistech DSB
v ramci jejich reparace (viz nize) k fosforylaci histonu H2AX
na serinu 139 (12). Tato fosforylace zahrnuje ptfiblizné 2 Mb
chromatinu, ¢imz se v bunécném jadre formuji mikroskopic-
ky vizualizovatelné oblasti takto modifikovaného histonu,
oznacované jako ohniska yH2AX. Tato ohniska nasledné
funguji jako signal poskozeni DNA podilejici se na iniciaci
aregulaci reparace DNA. Pfitomnost ohnisek yH2AX zaroveri
rozhoduje o fadé procesti doprovazejicich reparaci DNA,
naptiklad o zastavé a reaktivaci bunécného cyklu a v pripadé
zavazného poskozeni o spusténi apoptézy (4). Ohniska yH2AX
v mistech DSB v kooperaci s dal§imi proteiny navozuji struk-
turu chromatinu vhodnou pro pribéh reparace a vytvareji
platformu pro sestaveni slozitych repara¢nich komplext
(13). Jednotlivé reparacni proteiny tak v ¢asové specifické
sekvenci a mnozstvi postupné kolokalizuji s yH2AX, ¢imz
se formuji tzv. zafenim indukovand ohniska (IRIF - ionizing
radiation-induced foci).

Jelikoz pro fidce ionizujici zafeni (rtg, y) koreluje pocet
reparacnich ohnisek tizce s poctem DSB (4), pfedstavuji IRIF
kvantitativni, a v dnesni dobé dokonce nejcitlivéjsi marker
DSB (obr. 1). Ve vétsiné radiacnich situaci tak lze prostym spo-
¢itdnim IRIF v jadfe odvodit (s korekcemi na ¢as uplynuly od
ozafeni) burikami absorbovanou davku IZ. Vede-li absorbovana
davka 1 Gy zafen{ y k vytvoreni pfiblizné 30 IRIF v bunécném
jadre, pak 1IRIF odpovida detekovatelné davce v fadu desitek
mQGy (4). Této citlivosti nedosahneme sledovanim zadného
jiného biomarkeru, napt. mikrojader, chromosomovych
translokaci ¢i jinych aberaci. Vystac¢ime si pfitom se stan-
dardni imunofluorescen¢ni mikroskopii nebo pritokovou
cytometrii. Pomoci IRIF navic méfime pfimo rozsah posko-
zeni DNA, a nikoliv aZ nasledky nepfesné reparace tohoto
poskozeni (chromosomové aberace, mikrojadra), jez zaviseji
na typu bunék, jejich stavu a dalsich faktorech (4). Objev

Tab. 1 Druhy ionizujiciho zafeni vztahujici se k diskutovanym vysledk{m a jejich zakladni parametry

Geometrie [°]

Energie [MeV/n]

Castic na jadro

LET [keV/um]

y (8°Co) - 90 1,33 +117 0,3 mnoho
p* 1 90 30 19 mnoho
"B 5 10 75 148,3 33
BN 7 10 131 181,4 2]
20Ne 10 10 339 170,9 2,7

Pozn.: Sloupec ,geometrie” uruje, pod jakym uhlem byla ozarena bunécna monovrstva. Z = protonové Cislo.
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detekce ohnisek yH2AX a asociovanych reparacnich proteiné
proto predstavuje v radiobiologii zasadni pfelom s rozsahlymi
aplikacemi vyzkumnymi (2, 4, 14) i biodozimetrickymi (15).

Pro vysoké davky v fadu Gy pretrvavaji IRIF v bunikach
po fadu dnl az tydnd od ozafeni. Moznost jejich detek-
ce je tak Casové limitovana, a navic i pomérné narocna.
Obdobné jako jiné biodozimetrické markery (14, 16) proto
prinasi kvantifikace IRIF uzitek pfedevsim v situacich, kdy
nemame k dispozici pfesna fyzikalni dozimetricka méteni,
nebo pokud potfebujeme primo sledovat radia¢ni poskozeni
specifickych tkani, ¢i dokonce bunék exponovaného orga-
nismu. Kvantifikace IRIF zarovenl pfedstavuje metodu pro
odhad individualni radiosenzitivity nebo radiosenzitivity
riznych typl bunék (napif. nadorovych vs. krevnich) (17),
byt korelace mezi perzistujicimi IRIF a radiosenzitivitou
zlstava diskutovana. Do téchto scénafi spadad napf. triaz
ozatenych osob v pfipadé rozsahlé radiacni nehody nebo
identifikace pacient hypersenzitivnich k zafeni pfed zapo-
Cetim radioterapie. V obou pripadech pouzivame k méfeni
lymfocyty periferni krve, které 1ze jednak snadno ziskat,
anavic se nachazeji uniformné ve fazi G0 bunécného cyklu,
coz stanoveni davky zpfesniuje. Lze uvazovat také o pfimém
preterapeutickém testovani reparac¢ni kapacity nadorovych
bunék u jednotlivych pacientd. Musime v§ak vést v patrnos-
ti, Ze odpovéd nadoru mlze byt ovlivnéna nejen repara¢nimi
schopnostmi, ale i fadou dal$ich faktord, zejména hypoxii.
Své predbézné vysledky v tomto sméru podrobnéji diskutu-
jeme v ¢lanku Horakova et al. v tomto vydani a v citované
publikaci Falk et al. (17). Detekce IRIF nas tak privadi o krok
bliZe k personalizované 16¢bé.

Maximum image

80Co y-rays

X-Z
.‘.{"' _.bn-"f\-. -~
S N

stanovovat pocty DSB prostfednictvim méfeni integralni
intenzity signdlu yH2AX pomoci pritokové cytometrie, kterd
je ve srovnani s mikroskopii rychlejsi, umoznuje analyzu ob-
rovského mnozstvi bunék a poskytuje vyssi moznosti automa-
tizace. Nicméné i v praktickych situacich nabizi mikroskopie
oproti pritokové cytometrii nékolik vyhod, plné docenitelnych
zejménav piipadé ,nestandardnich* radia¢nich situaci (napt.
vystaveni astronautti smisemym radia¢nim polim), kdy mi-
krodozimetricka topologie IRIF dovoluje usuzovat (kromé
davky dané poctem IRIF) také na druh incidentniho zafeni,
tedy jeho LET a RBE (obr. 2). Kvantifikace pouze téch IRIF, kde
spolu kolokalizuje yH2AX s nékterym z reparacnich proteini
(naptf. 53BP1), pritom zpfestiuje urceni poctu DSB a odhad
davky 1, 2, 4, 14).

Zdlraznit vS§ak musime zejména prispévek védecko-vy-
zkumny. Pouze mikroskopie dovoluje pfimo zkoumat vzajem-
né prostorove-casové vztahy mezi ohnisky yH2AX, reparacnimi
proteiny a prostifedim v okoli DSB (architekturou chromatinu,
jeho epigenetickymi modifikacemi atd.) (obr.1) (2, 4). Tato
skutecnost s sebou prinasi bezprecedentni experimentalni
potencial, a objev IRIF a jejich mikroskopické vizualizace tak
predstavuje milnik v (radio)biologickém vyzkumu. Navic 1ze
analyzovat uc¢inky I1Z individudlné v jednotlivych, pripadné
iZivych burikach (18, 19). Vyznam této prednosti spo¢iva nejen
vmoznosti kontinudlniho sledovani zkoumanych procest, ale
také ve skutecnosti, Ze jednotlivé buriky v populaci se vyskytuji
v ruznych fazich bunééného cyklu, charakteristickych prefero-
vanymi reparacnimi mechanismy a riznou radiosenzitivitou.
Primeérovani vysledki pro véechny buriky, jak k nému dochazi

@ 7H2AX
@ TOPRO3

Obr. 1 Detekce ohnisek IRIF (yH2AX = zelend, 53BP1 = ¢ervend) pomoci imunofluorescencni konfokalni mikroskopie.
Vlevo: 2D obraz jadra (TOPRO3, modrd) lidského kozniho fibroblastu, ozareného 4 Gy zareni gama, vytvoreny superpozici 30 optickych fez

silnych 0,25 um (tzv. maximalni obraz).

Vpravo: Konfokalni fezy stejnym jadrem (0,25 um) v rovindch x-y, x-z a y-z protinajicich vyznaceny (Cervena elipsa) klastr ohnisek IRIF. Cervené
Sipky na fezu rovinou x-z demonstruji, jak Ize pomoci 3D fixace preparatt a konfokalni mikroskopie odlisit v 3D prostoru jednotlivé IRIF,
jez spolu v 2D prostoru splyvaji. Konfokalni fez jadrem zaroven ukazuje pozice IRIF v{ci strukturné a funkcné specifickym chromatinovym
doménam - euchromatinu (tmavé nebo slabé barvené oblasti) a heterochromatinu (intenzivni modra). Studovat Ize téz rlizny rozsah
kolokalizace ohnisek yH2AX s proteinem 53BP1 a dalsi morfologické parametry IRIF na mikroskopické trovni.

Rozmér horizontaIni hrany snimku je cca 10 um.
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napftiklad pti experimentech provadénych na izolovaném bu-
nécném materialu, proto casto vede k zamaskovani nékterych
dalezitych jevl, nebo dokonce dezinterpretaci vysledki. Pro
vyzkumné tcely ma zasadni vyznam také skutecnost, Ze pti
pouziti vhodnych postupti fixace mtizeme studovat stejné
vzorky soucasné pomoci riznych mikroskopickych metod,
véetné superrozliSovaci a elektronové mikroskopie, a rekon-
struovat tak objekty zajmu (zde IRIF) na vzajemné korelované
mikro - mezo - a nano urovni (2, 3, 20, 21).

V nasledujicich kapitolach se budeme podrobnéji vénovat
vyznamu architektury chromatinu s ohledem na vznik DSB
a IRIF v burikich exponovanych rtiznym typtim ionizujiciho
zateni a nasledné regulaci reparace DSB.

STRATEGIE REPARACE DSB, GLOBALNI
A LOKALNI FAKTORY JEJI REGULACE

Reparacni mechanismy DNA (22) bez nadsazky umoznuji
bunécny zivot v jeho zndmé podobé. Kromé nasledki ozafeni

%Co y-rays
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vznikaji DSB také ucinkem dal$ich environmentalnich fakto-
1 (23, 24), predevsim vSak nasledkem samotnych vitalnich
procest v burice (22). DNA je tak permanentné poskozovana
a neobejde se bez tcinnych opravnych systém.

V lidskych burikach operuji dvé zakladni drahy reparace
DSB - nehomologni spojovani koncii (NHEJ) a homologni
rekombinace (HR) - a nékteré zaloZni (nebo téZ alternativni)
mechanismy, které do rizné miry spojuji principy NHEJ
a HR, a jejichz klasifikace je proto stale nejednotnd. Dnes
jiz zndme pomérné detailné postupné biochemické kroky
jednotlivych reparacnich drah (22). Zstava vsak zahadou,
jaké jsou mezi NHEJ, HR a pfipadné dal$imi mechanismy
oprav DSB vzdjemné vztahy, zejména jak se burika rozho-
duje pro aktivaci uré¢itého mechanismu v misté konkrétniho
DSB. Pfitom je tfeba zd@raznit, Ze vybér reparac¢ni drahy
v kontextu okolniho prostfedi pfedstavuje kriticky moment
opravy DSB, protoze urcuje rychlost - a zejména pak vysle-
dek - celého usili s ohledem na preziti buriky a riziko mu-
tageneze. Nalezeni u¢innych technik inhibice nebo naopak

p* (30MeV)

Obr. 2 Mikroskopicka struktura a jaderna distribuce ohnisek IRIF (yH2AX = zelena, 53BP1 = ¢ervend) generovanych indikovanymi druhy
ionizujiciho zafeni vzajemné se liSicimi energii a linedrnim pfenosem energie (LET) (viz tab. 7).
Snimky predstavuji maximalni obrazy vytvorené superpozici 30 optickych konfokalnich fezl silnych 0,25 um (tzv. maximaini obraz).
Prerusovana ¢ara vyznacuje oblast bunécného jadra, jehoz barveni zde bylo vynechano za Gcéelem lepsiho zviditelnéni struktury IRIF.
Dolni obrézky dobre ilustruji multiplicitu IRIF a jejich klastrovani v bunkach ozarenych urychlenymiionty s vysokym LET. V pfipadé protond
s energii 30 MeV vidime spiSe obraz odpovidajici zafeni gama (vlevo nahore) v souladu se vzdjemné podobnym nizkym LET
nez urychlenym iontdm ve spodnim fadku. Pfesto si nemUzeme nevsimnout nékolika mnohocetnych/klastrovanych IRIF.
Rozmér horizontdIni hrany snimkd je cca 10 wum.Rozmér horizontalni hrany snimkd je cca 10 um.
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podpory aktivity specifickych reparac¢nich procesti tak mize
predstavovat dilezity a znacné univerzalni terapeuticky pro-
stfedek, aplikovatelny naptiklad v radioterapii nadord, 1é¢bé
nékterych nemalignich (zejména neurodegenerativnich)
onemocnéni a boji proti starnuti.

Ve fazi G2 (25) mohou buriky nasledovat dvé reparacni
strategie, z nichz kazda ma své logické opodstatnéni. V prv-
nim pifipadé burka iniciuje reparaci primarné jako NHE],
kterd diky své rychlosti poskytuje $anci na véasny prubéh
reparace, zejména u organismi s velkymi genomy. Prestoze
NHE]J trpi urcitou nepfesnosti (v mistech zlomt dochézi
zejména k malym delecim ¢i inzercim), dokaze ve velké
mife zabranit vzniku chromosomovych aberaci, které jsou
pro buriku Casto smrtelné. Jelikoz v lidském genomu tvori
kédujici sekvence pouze asi 2 %, 1ze riziko vzniku mutaci
v dilezitych genech nasledkem NHE] povaZovat za relativné
malé a vice nez vykompenzované jejim pfinosem.

S ohledem na evolucni stafi HR, dominantni tilohu
tohoto mechanismu u kmenovych bunék a v souladu s jeho
vyrazné vyssi pfesnosti oproti NHE] v§ak nezni nelogicky
ani opacny scénar, kdy primarni HR pfechazi v NHE] tehdy,
nemtiZe-li rekombinace tspé$né pokracovat (25). At uz vsak
burika zahajuje NHE] primarné nebo az po selhdni HR, NHE]
(nebo alternativni mechanismy spojovani koncti DNA - viz
ddle) opravuji cca 70 % DSB vytvofenych fidce ionizujicim
zafenim, a to jak ve fazi bunécného cyklu G1, tak i G2. Vysoce
precizni, nicméné pomalou HR tudiZ patrné aktivuji pouze
urcité DSB. Kromé HR a NHE] navic existuji i jiz zminéné
reparacni drahy, jez svym mechanismem lezi nékde mezi
vySe uvedenymi klasickymi drahami a jsou vysoce muta-
genni. Povazujeme je proto za alternativni nebo zalozni
zpusoby oprav DSB (22). Tyto reparacni drahy vyuzivaji pro
rekombinaci kratké homologie, takze nepotfebuji ke svému
pribéhu sesterské chromatidy a mohou potencialné probihat
béhem celého bunécného cyklu.

Extenzivni resekce DNA, a tudiZ HR je v lidskych buni-
kach ve fazi Gl obecné inhibovana. Pfedpokladalo se proto,
Ze HR je timto cilena pouze na fazi bunécného cyklu S/G2,
kdy jsou dostupné sesterské chromatidy pro bezchybnou
(error-free) reparaci. Vysledky prezentované letos na konfe-
renci ICRR v Manchesteru nicméné toto paradigma meéni
odhalujice, Ze HR, byt za specifickych situaci, probihd
béhem celého bunécného cyklu. DSB v intenzivné transkri-
bovanych genomovych lokusech jsou reparovany pomoci HR
s vyuzitim nascentni RNA jakoZto reparacniho templatu
namisto sesterské chromatidy (26). Tento objev pfinasi
logické a velmi ocekavané rozuzleni problému, jak bunka
chrani dulezité (geneticky aktivni) lokusy genomu pied
mutacemi nejen ve fazi S/G2, ale také G1. Dale se napriklad
ukazalo, Ze mysi embryondlni kmenové buriky jsou na HR
dominantné zavislé v prubéhu celého bunécného cyklu,
pficemz ve fazi G1 slouzi jako templat pro rekombinaci
homologické chromosomy (27).

Bunéény cyklus je tudiz diilezity, nikoli vSak jediny faktor
ve vybéru reparacni drahy. Jasné se ukazuje, Ze vybér nej-
vhodnéjsi reparacni drahy netidi pouze ,,globalni“ faktory,
jako jiz zminény bunéény cyklus a naptiklad téz bunécny typ,
stupen diferenciace, genetické pozadi, fyziologicky stav, vék
a hladina kysliku (27-30). Velice zalezi téZ na faktorech lokal-
nich, jez se 1isi pro jednotlivé DSB. Prvnim znamym lokalnim
faktorem byly chemické vlastnosti zlomenych koncii DNA.
Pozdéji se ukazalo, Ze vybér reparacni drahy ovliviiuje i fada
dal$ich vzajemné provazanych lokalnich faktori danych in-
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terakci incidentniho zafeni s chromatinem. Zasadni vjznam
pritom majinejen specifické vlastnosti zafeni (zejména LET)
a chromatinu (architektura, epigeneticky kéd, transkripéni
aktivita, lokalizace v bunécném jadre), ale zejména jejich
vyslednd kombinace (31).

Abychom shrnuli vys$e feCené, rizné studie naznacuji, ze
prostfednictvim HR jsou reparovany predevsim tézko opra-
vitelné DSB nebo DSB nalézajici se v genomickych lokusech
s vysokou potfebou zachovani nepo§kozené genetické infor-
mace, tedy uvnitf aktivné transkribovanych geni (32). Tézko
opravitelné DSB pfitom zahrnuji jednak mnohocetné a/nebo
komplexni 1éze, jednak DSB lokalizované v architektonicky
nevyhodnych chromatinovych doménach, napt. v hete-
rochromatinu. Situace bude patrné ale komplikovanéjsi (33).
Napftiklad komplexni/mnohocetné DSB musi butika umeét
opravit nejen ve fazi bunécného cyklu G2, ale téz ve fazi Gl1.
Heterochromatin zase pfedstavuje pro HR velmi nebezpecny
substrat, ponévadz umoznuje nelegitimni rekombinaci mezi
repetitivnimi sekvencemi (34), pritomnymi zde ve velkém
mnozstvi (vizddle). Architektura chromatinu tudiz hraje kri-
tickou roli v mnoha aspektech tvorby i reparace DSB.

ARCHITEKTURA CHROMATINU A IRIF
- KRITICKE FAKTORY V TVORBE DSB
A REGULACI JEJICH REPARACE?

Relativné nedavno odhalila Penny Jeggova se svymi
spolupracovniky a fada dal$ich badatelii, Ze zatimco pro
reparaci DSB v euchromatinu postacuji tzv. korové proteiny
NHE]J, tentyz proces v heterochromatinu se neobejde bez fady
dal$ich proteinti a probiha pomaleji (32). Reparace DSB tudiz
vykazuje dvoufazovou (rychlou a pomalou) kinetikou nejen
ve fazi bunécného cyklu G2, kde spoluptisobi principidlné
rozdilné NHEJ a HR, ale i ve fazi G1, kde tento fenomén ne-
1ze objasnit kooperaci NHE] a HR. Vysvétleni naopak nabizi
architektura poS§kozenych chromatinovych domén.

Otazkou, kterou se aktudlné zabyvame, je, zda se mlze
architektura chromatinu podilet na tvorbé architektury IRIF
a spolu s ni potom na regulaci repara¢nich procest a pfipadné
ivybéru urcité repara¢ni drdhy v misté konkrétniho DSB (3,
20, 35, 36). Jelikoz kazdy protein plni v ramci reparace DSB
jiné ukoly a reparace probihad v rizném chromatinovém
prostfedi, 1ze oCekavat, Ze se budou liSit také strukturni
parametry jimi tvofenych IRIF. Zafeni navic deponuje svou
energii stochasticky, coZ se projevuje zna¢nou heterogenitou
radiacné indukovanych DSB, pficemz na LET zafeni zasad-
nim zpisobem zavisi i vzdjemné topologické usporadani
DSB/IRIF v jadie. MiiZeme proto pfedpokladat, Ze architek-
tura a ¢asova dynamika repara¢nich komplext IRIF odrazi
zvoleny reparacni mechanismus, nebo dokonce pfispiva
kjeho vybéru. Zda mlze architektura ranych IRIF nasledné
ovliviiovat dalsi vyvoj IRIF, a tudiz reparac¢ni procesy, je nyni
pfedmétem intenzivniho vyzkumu (31).

V nasledujicim textu predstavime nékteré indicie vy-
znamneé naznacujici, Ze kromé , biochemického* stavu burniky
a faze bunécného cyklu sehravaji diilezitou roli ve vybéru
reparacnich drah i strukturdlni aspekty DSB 1ézi a obklopuji-
ciho chromatinu. Lze se domnivat, Ze kompozici a strukturu
formujicich se IRIF stejné jako jejich dynamicky vyvoj v case
ovliviiuji nejen biochemické interakce mezi repara¢nimi
proteiny, ale i nejriiznéjsi dalsi faktory, souhrnné se takto
podilejici na selekci a nasledném priibéhu vybrané reparacni
drahy v misté daného DSB. Jednim z téchto faktoru, jak se



stale vice ukazuje, je patrné lokalni architektura chromatinu
v misté daného DSB.

Existenci vzdjemnych vztahi mezi architekturou chro-
matinu v misté DSB, architekturou IRIF, mechanismem
reparacnich procesti, a dokonce i mechanismem vzniku
chromosomovych aberaci podporuje fada praci srovnavaji-
cich tvorbu a reparaci DSB v geneticky aktivnim a strukturné
»otevieném®* euchromatinu, a naopak neaktivnim a konden-
zovaném heterochromatinu. Kromé obecného zjisténi, Ze
transkripéné neaktivni oblasti genomu jsou méné nachylné
k indukci DSB fidce ionizujicim zafenim (rtg, y) nez oblasti
intenzivneé transkribované, zarover vsak trpi mnohem vétsi-
mi obtiZzemi béhem reparace, se nam spolu s dals§imi autory
podafilo odhalit zajimavé role architektury chromatinu v (de)
regulaci reparace DSB (37, 38). Pfi¢inu pozorovanych rozdild
predstavuje nejen stupen kondenzace chromatinu, ale jeho
komplexni architektura v §ir§im slova smyslu dana asociaci
se specifickymi strukturnimi proteiny, napt. HP1. Navazané
proteiny totiZ na jednu stranu chrani DNA ptfed G¢inky ne-
bezpecnych volnych radikali vznikajicich radiolyzou vody,
na stranu druhou ovSem komplikuji aktivitu reparac¢nich
enzymi (37, 38).

Aby mohly byt DSB v kondenzovaném heterochroma-
tinu opraveny, museji se poskozené domény jesté pred
zahajenim vlastni reparace podrobit rozsahlé dekondenzaci
areorganizaci (34, 39). Zatimco k resekci DNA a pokryti ssD-
NA konct proteiny RPA1 dochdazi jiZz uvnitf kondenzované
domény, k vyméné RPA1 za rekombindzu RAD51, kterd je pro
pribéh HR nezbytnd, miZe dojit az po dekondenzaci hete-
rochromatinu. Dekondenzace heterochromatinu je patrné
nezavisla na aktivité ATM kinazy (18) a zda se, Ze minimalné
z velké Casti se jedna o proces fizeny fyzikalnimi silami.
Zdtraznéme téz, Ze dekondenzace heterochromatinu se
déje beze zmény jeho originalniho epigenetického kédu,
a zplisobuje tak docasné rozpojeni dvou az doposud tzce
propojenych regulacnich systému - epigenetického kédu
a fyzické architektury chromatinu. Nezménény epigene-
ticky kéd tak patrné uchovava informaci pro rekonstrukci
chromatinu po reparaci (brani epimutacim) (40), zatimco
architektura chromatinu definovana fyzikalnimi procesy
docasné prebira kontrolu nad HR. Pro Gspésny pribéh HR
musi dekondenzaci domény nasledovat jesté reorganizace
poskozeného chromatinu na nano uirovni (34). Tento proces
patrné zprostfedkovava spolu s dalsimi proteiny kindza
ATM, ktera je pro reparaci v heterochromatinu nezbytna
ve fazi bunécného cyklu G2 i G1 a drive se predpokladalo,
Ze zodpovida pravé za dekondenzaci. Situace vSak neni
doposud jasnd, protoZe ve fazi Gl probiha reparace hete-
rochromatickych DSB bez klasické rekombinace, pfesto v§ak
zavisi na ATM. Za zminku stoji, Ze taktéZ ribosomové geny
protruduji béhem reparace DSB mimo jadérko a tézko opra-
vitelné DSB jsou u nékterych organismu (napf. kvasinek)
transportovany a pfichyceny k jaderné obalce (31).

Nutnost uvedenych reorganiza¢nich kroki tak poukazuje
na presnou vicestupriovou regulaci reparace DSB, zde kon-
krétné HR, a dlezitost architektury chromatinu a fyzikal-
nich procesii obecné v tomto procesu. Popsany scénar také
vysvétluje pomalejsi pribéh reparace DSB v heterochroma-
tinu a zaroven odhaluje zajimavy zptisob, jakym burika fesi
paradox s reparaci heterochromatickych DSB. Komplexni
architektura chromatinu na jednu stranu preferuje reparaci
pomoci HR. Heterochromatin vSak zdrover obsahuje mnoho
repetic, které zvysuji riziko nelegitimni rekombinace a vzni-
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ku chromosomovych translokaci (31, 39) (CemuZ se vénujeme
v posledni kapitole tohoto ¢lanku).

Ziskané vysledky tak kolektivné naznacuji, Ze lokalni
architektura chromatinu muiZe ovliviiovat vytvafeni a ar-
chitekturu IRIF, a tudiz i mechanismus, kinetiku a pfesnost
reparace DSB. Existence nespocetnych globalnich a lokdlnich
faktorti podilejicich se na rozhodovani o aktivaci urcité repa-
racni drahy v misté jednotlivych DSB vede k zamysleni, jak
burika dokaze tyto Casto protichidné podnéty vyhodnotit
natolik rychle a spolehlivé, aby byla schopna vcéas zahajit
nejvhodné;jsi reparacni proces. V kontextu vySe uvedeného
se nabizi hypotéza, Ze architektura IRIF, formujici se na za-
kladé komplexnich okolnich podminek, miiZe pfedstavovat
integrujici signal jednotlivych faktorli, ktery je pro burku
snadno a rychle interpretovatelny (31). Moznosti pro ovéfeni
této hypotézy se nyni otviraji s rozvojem superrozliSovacich
technik optické mikroskopie.

NAHLED DO BUDOUCNA B i
- PRINESE ROZVOJ SUPERROZLISOVACI
MIKROSKOPIE REVOLUCI V NASEM
POROZUMENI ARCHITEKTONICKYM
ASPEKTUM REPARACE DSB?

Na zakladé vySe uvedenych prikladti, nasich drivéjsich
praci (4, 14, 38, 39, 41-43) a dnes jiz velmi obsirné literatury
mizeme konstatovat, ze studium kinetiky tvorby a zaniku
ohnisek yH2AX a kolokalizujicich reparac¢nich proteinti po-
moci konfokalni mikroskopie stoji z velké ¢asti za dneSnim
porozuménim biochemickym procesiim spojenym se vzni-
kem radiacniho poskozeni DNA a jeho reparaci. Mikroskopie,
jakozto unikitni metoda v tomto sméru, ndm navic oteviela
dvere také k poznani organizace repara¢nich procest v ¢a-
soprostoru (4).

Prestoze standardni optickd mikroskopie prokazala a na-
dale prokazuje svoji nezastupitelnost zdaleka nejen v radio-
biologickém vyzkumu, chceme-li proniknout do skutecné
podstaty vzniku radia¢niho poskozeni a reparace DNA, mu-
sime se s mikroskopii ponofit jesté hloubéji, az na troven
interakci mezi jednotlivymi molekulami (3, 20, 21, 35, 36,
44, 45), Zatimco vSak konfokalni mikroskopie umoziiuje
sledovat tvorbu a dynamicky vyvoj IRIF, a do jisté miryijejich
kompozici a strukturu okolniho chromatinu, pro detailni
popis téchto objektl a souvisejicich procesti na molekularni
arovni je nabizené rozliSeni nedostatecné (43).

Doneddavna tim padem byla jedinou alternativou elektro-
nova mikroskopie, jez sice nabizi bezprecedentni rozliseni,
av$ak za cenu pomérné destruktivni fixace vzorki a nutnosti
jejich rozfezani na ultratenké fezy. Vizualizace prostorovych
struktur v nepoSkozeném stavu je tak casto velmi problema-
ticka a pozorovani mohou byt zatiZena nejriznéj$imi expe-
rimentalnimi artefakty. Vlastnosti reparac¢nich komplexa
a poSkozeného chromatinu v rozliSovaci oblasti mezi pozo-
rovaci arovni mikroskopie optické (200 nm) a elektronové
(nanometry), ktera je pro biologické systémy kriticka, proto
zlstavaly dlouho ukryty v pomyslné Pandofiné skfirice (2).

Za zasadni prilom nejen v radiobiologii lze proto pova-
Zovat vynalez prukopnickych metod superrozliSovaci optické
mikroskopie (3, 8, 21), kterym se riznym zptisobem podatilo
prolomit Abbeho difrakéni limit a pribliZit se svou rozliso-
vaci schopnosti k hranici 10 nm (obr. 3). Toto rozliSeni sice
stale nedosahuje hodnot elektronové mikroskopie, je vSak

jiz natolik velké, Ze pfinasi mozZnost vizualizovat jednotlivé
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Obr. 3 Vizualizace YH2AX v jadre téhoz buné&ného jaddra pomoci standardni imunofluorescenéni mikroskopie (A) a lokaliza¢ni mikroskopie
s rozliSenim jednotlivych molekul (SMLM) (B).
Obraz B byl vytvoren uméle na zakladé matice koordinat ziskanych ze 4000 snimkd pomoci SMLM v pribéhu ¢asu po vysviceni vzorku
silnym laserem. Obraz C predstavuje detailni zobrazeni nanostruktury vybranych molekularnich klastrd yH2AX z panel A a B.
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molekuly pfi zachovani vétSiny vyhod standardni optické
mikroskopie. Popis jednotlivych superrezolué¢nich mikro-
skopickych technik jde nad ramec této prace, a ¢tenare tak
odkazujeme na drive publikované ¢lanky (8). Zde se omezi-
me jen na vysvétleni principu metody SMLM (single-molecule
localization microscopy), jejiz aplikaci v kombinaci s konfokalni
mikroskopii pro reSeni stéZejnich radiobiologickych otazek
se budeme nasledné vénovat (46).

SMLM patii mezi metody lokaliza¢ni superrozliSovaci
mikroskopie a jeji obrovska vyhoda zahrnuje, kromé dtive
nepredstavitelného optického rozliseni kolem 10 nm, také
stejny zplsob pfipravy vzorki a jejich znaceni jako pfi stan-
dardni konfokalni mikroskopii (3, 8, 20, 21). Jedinou pod-
minkou je, aby znacici fluorochromy dokazaly po inicidlnim
vysviceni ,blikat“, jak vysvétlime niZe. Nabizi se tak unikatni
prilezitost studovat stejné vzorky pomoci standardni konfo-
kalni mikroskopie a SMLM. Tuto vyhodu shleddvame z hle-
diska studované problematiky jako naprosto zdsadni, protoze
dovoluje ziskat korelované vysledky pro tytéZ preparaty na
mikro-, mezo- a nanotrovni (3, 45). Vzajemné porovnani
téchto multidimenzionalnich dat ndm mize poskytnout
zcela nové vhledy do mechanismi radiacniho poskozovani
DNA a jeji reparace. Nezanedbatelny piinos ma soubézné
pouziti konfokalni mikroskopie a SMLM také z metodologic-
kého hlediska, zejména s ohledem na interpretaci ziskanych
vysledkili, komplikovanou v pfipadé samotné SMLM zcela
novym charakterem generovanych dat. Korelace vystuptl
SMLM a konfokalni mikroskopie tak maze s vyuzitim zna-
losti jiz dfive dostupnych na mikroskopické drovni pomoci
pochopit nové poznatky plynouci ze SMLM.

Prolomeni Abbeho limitu otvirajici dvefe k superrozliSeni
spociva v pfipadé SMLM na principialné velmi jednoduchém
triku - separaci signald jednotlivych fluorochromt v ¢ase
(8, 47). Nejdrive je pomoci standardni mikroskopie v §iro-
kém poli (widefield) potizen orientacni obraz sledovaného
objektu (obr. 3), v naSem ptipadé bunééného jadra s imu-
nofluorescencné znacenymi histony yH2AX a/nebo dal§imi
repara¢nimi proteiny podilejicimi se na tvorbé IRIF. Timto
ziskame predstavu o vlastnostech (orientacni pocet, distribu-
ce) IRIF v ramci celého jadra. Za dané situace sviti soucasné
vSechny molekuly fluorochromi, takze jejich signaly se
prekryvajia vzajemné interferuji, diky cemuz lze dosahnout
jen bézného rozliSeni. Vysvitime-li v§ak nasledné vSechny
fluorochromy silnym laserovym pulzem (v fadu kW.cm?2),
uvedeme je do doCasné nesvitivého stavu, z néhoz nahodné
prechazeji do stavu docasné svitivého — blikaji. V kazdém
okamziku tak zafi pouze uréity maly pocet fluorochrom, coz
nam poskytuje prileZitost izolovat jejich signaly v prostoru
a Case. Za této podminky nedochazi k vzdjemné interferenci
mezi signaly, a intenzitni profil kazdého z nich tak mizZzeme
prolozit Gaussovou funkci a s velmi vysokou presnosti urcit
pozici jeho barycentra. Pofizenim ¢asové série nékolika tisic
obrazkli pozorovaného objektu s kratkym rozestupem (100
ms) pak ziskame matici pfesnych soutadnic vSech signala
ajejich dalsich parametrii, véetné chyb méfeni. Tyto matice
1ze pfimo podrobit nejriznéjsim matematickym vypoctim
(36) bez nutnosti casto velmi obtizné analyzy obrazu, bez
které se u vétSiny ostatnich mikroskopickych technik ne-
obejdeme. Na druhou stranu muzeme jak ze surovych tak
i matematicky zpracovanych dat zkonstruovat umély obraz
pointilistického charakteru a jeho prostfednictvim vizualné
demonstrovat odhalené fenomény (obr.3) (3, 21, 36, 46). Jesté
podotknéme, Ze byt pointilisticky obraz ptisobi pro nezkuse-
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né oko jako méné ptirozeny a prinasejici méné informaci ve
srovnani se ,standardnim* obrazem, opak je ve skutecnosti
pravdou. Pointilisticky obraz se totiZ mnohem vice blizi rea-
lité, jelikoz neobsahuje Sum vznikajici interferenci signald,
na néjz si uz nase mozky privykly.

Jako priklad vyuziti SMLM v radiobiologii uvedme praveé
probihajici analyzy nanostruktury ohnisek IRIF, konkrétné
YH2AX a vybranych reparacnich protein@ acéastnicich se
NHE] a/nebo HR v butikach vystavenych riznym druhtim IZ.
Prestoze se vyzkum teprve rozbiha, uz dnes mtiZeme fici, Ze
ohniska yH2AX v heterochromatinu vykazuji jiné strukturni
znaky a vétsi vzajemnou homogenitu nez korespondujici
ohniska v euchromatinu (20, 46).

Zjistili jsme také, Ze struktura IRIF a jejich proteinova
kompozice, respektive pomér repara¢nich proteinti detekova-
nych uvnitf a mimo ohniska IRIF se 1i$i pro riizné typy bunék,
alesporn pro normalni lidské kozni fibroblasty a radiorezis-
tentni buriky U87 derivované z glioblastomu, jeZ byly doposud
do nasi studie zahrnuty (3). Pfitom se zda, Ze tyto strukturni
a kompozi¢ni odlisnosti koreluji s efektivitou reparace DSB
a viabilitou bunék po ozafeni. V ¢lanku Bobkové et al. (3)
jsme naptiklad dospéli k poznatku, ze bunky U87 potfebuji
k vytvofeni IRIF a nasledujici reparaci mensi frakci jader-
ného proteinu 53BP1 nez normalni lidské kozni fibroblasty.
Z méfeni postiradiacnich zmén velikosti ohnisek IRIF a poctu
molekul proteinu 53BP1v téchto ohniscich zaroven vyplyva,
Ze zatimco kinetika reparace DSB v burikdch U87 se obecné
podoba normalnim fibroblastim, prvné jmenované burnky si
dokazou efektivnéji poradit s nebezpecnymi klastrovanymi
lézemi DSB. Tato nase strukturalni zjisténi dobte koreluji
s vysokou radiorezistenci nadorovych bunék U87.

Conam tedy superrozliSovaci techniky odhaluji o povaze
a funkcich IRIF? Dnes dostupné vysledky vykresluji mikrosko-
picky detekovatelné IRIF jako klastry nanoskopickych ohni-
sek YH2AX a reparacnich proteint (3, 20, 21, 36, 46, 47). Zda
se jedna o funk¢ni a organizovanou nanostrukturu v ramci
jednoho IRIF, klastr vice IRIF (DSB) na mikroskopické tirovni
nerozliSitelnych, nebo jen artefakt imunofluorescencniho
znaceni projevujici se pfi takto vysokém rozliSeni, zistava
pfedmétem dal$iho badani. Vzhledem ke skutecnosti, Ze
jednotlivé reparacni proteiny vytvareji nestejné velké a struk-
turované nanoklastry, riznym zptisobem kolokalizujici
s ohnisky YH2AX, jevi se zatim jako nejpravdépodobnéjsi
prvni mozZnost (3, 20, 21, 36, 46, 47). Tento zavér podporu-
je i skutefnost, ze pocty nanoklastrii yH2AX pozorované
v chromatinu bunék vystavenych urcité davce zateni fadoveé
prevysuji hodnoty ocekavané z dosavadnich méfeni pomoci
standardni konfokalni mikroskopie a nékterych dalsich
metod (napf. pulzni elektroforézy) (44).

Predstavena pozorovani tak kromeé zcela novych vhledd
do nanostruktury IRIF a okolniho chromatinu velmi dobfe
ilustruji nutnost vzajemné korelace ¢asto prekvapivych na-
noskopickych dat s pfeci jen snaze uchopitelnymi vysledky
mikroskopie. Jen tak se totiz 1ze pfibliZit spravnym zavéram.
Zavedeni SMLM pro ucely studia poskozeni IRIF indukova-
nych husté ionizujicim zafenim bliZe rozvadime v nedavno
publikovanych ¢lancich (3, 20, 21, 46).

SPECIFIKA INTERAKCE CHROMATINU
S HUSTE IONIZUJICIM ZARENIM

Do oblasti, kde se bez superrozliSovaci mikroskopie té-
méf neobejdeme, spada vyzkum biologickych téinkd husté
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ionizujiciho zafeni. Specifikem DSB indukovanych husté
ionizujicim IZ je totiZ jejich multiplicita a komplexnost (43).
Prvni termin odkazuje na situaci, kdy se vice zlomi DNA
vyskytuje v tésné vzajemné blizkosti 1-2 helikalnich otacek
(tj. <3-4nm), o komplexnich DSB, respektive komplexnich
1ézich DNA potom mluvime, vznikaji-li v misté DSB i dalsi
typy poskozeni (43). Nasledkem velice lokalizované depozice
energie dochazi podél drahy letu ¢astic husté ionizujiciho
zateni k tvorbé mnohocetnych klastrii DSB tvoticich tzv.
stopy (obr. 2). Castice s riiznym LET tak v chromatinu logicky
generuji stopy odliSnych mikroskopickych struktur, pficemz
na této struktufe zavisi i schopnost buriky poskozeni opravit
(43). Expozice zafeni s vysokym LET, doprovazena tvorbou
stop vyrazné klastrovanych DSB (obr. 2), proto koresponduje
s mnohem vyraznéj$im rizikem smrti buriky nebo alesporn
chybné reparace a mutageneze nez pii ozatfeni fidce ionizuji-
cim zafenim (22). Vysoka RBE tudiz kromé vyhodného profilu
depozice energie (Braggovo maximum) predstavuje jeden
z d@ivodi, proc jsou Castice s vysokym LET tolik atraktivni
z hlediska nové vyvijenych radioterapeutickych pfistupt
(hadronova terapie), a naopak obavané v kontextu planovani
pilotovanych meziplanetarnich letdi.

Pozitivni korelaci mezi RBE a LET (22, 43) se podafilo ex-
perimentalné prokazat az do hodnoty LET pfiblizné 100-200
keV/pum, v zavislosti na druhu ¢astice 1Z, sledovaném biolo-
gickém efektu a typu ozafené bunky. Pro jesté vyssi LET se
pak uz objevuje tzv. overkill efekt (22), kdy RBE zac¢ina s LET
Klesat. PfestoZe komplexnost klastrii v ¢asticemi zasazenych
burnikach vzrista spolu s LET i naddle (energie zafeni se
uvolnuje ve stale vétsich ,, kvantech®), zaroven ubyva bunék
zafenim zasazenych, jelikoZ danou davku predava stale men-
$1pocet Castic. Po pfekroceni vyse uvedené hodnoty LET tak
dospéjeme do situace, kdy zateni ,vyplytva“ zbytecné moc
energie na usmrceni kazdé jednotlivé buriky, a ve vysledném
efektu naopak prevazi rostouci pocet neozafenych, a tudiz
neposkozenych bunék.

Vysokou biologickou tcinnost urychlenych iontd tak
1ze evidentné piipsat vzniku klastri komplexnich/mnoho-
Cetnych DSB, které burika dokaZe opravit jen velmi obtizné,
pokud viibec (43, 48). Zd4 se pritom, Ze rostouci komplexnost/
multiplicita klastri DSB vede k preferenci reparace pomoci
homologni rekombinace, coz je jeSté umocnéno, nachazi-1i
se DSB v heterochromatinu. Zavéry v§ak nejsou doposud
jednoznacné. Studium vztahu mezi fyzikalnimi parametry
incidentniho IZ, strukturnimi charakteristikami DSB a jejich
Klastril, distribuci DSB a jejich klastrli v ramci stop a lokalni
architekturou chromatinu v misté daného DSB proto pred-
stavuje jeden ze zdkladnich tkold dnesni radiobiologie.

Vyzkumu na tomto poli jsme se vénovali v publikaci
Jezkové et al. (43). Ackoliv jsme potvrdili jiZ obecné akcepto-
vany fakt, Ze multiplicita/komplexnost generovanych DSB
vzrlstd spolu s LET incidentniho zafeni a rozdily (49) v mi-
krodozimetrické topologii stopy ¢astice vyznamné ovliviiuji
efektivitu reparace DSB a prezivani ozafenych bunék (43,
48), dospéli jsme i k nékterym dal$im zajimavym zjisténim.
nejen pro zafeni y a urychlené ionty !B a 2Ne, s vysokym
a vzadjemné si podobnym LET (tab. 1), ale pfekvapivé i mezi
uvedenymi ionty. Ionty neonu pfitom vytvaiely v DNA DSB
1éze o vys$$i multiplicité nez ionty boru (43). Nasledné pro-
vedené simulace ioniza¢nich stop iontl “B a 2Ne pomoci
software RITRACK (NASA) pritom naznacuji, Ze divodem
rozdilné multiplicity klastri DSB generovanych uvedenymi
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ionty je patrné odlisny mikrodozimetricky zptisob depozice
energie zafeni, a to i pfes podobné hodnoty LET obou typ
zateni. Tento vysledek ukazuje na nutnost podrobnéji sledo-
vat jednotlivé fyzikalni charakteristiky ¢astic, a nejen ,vSe
zastfeSujici“ LET, chceme-li odhadnout radiobiologickou
Gacéinnost husté ionizujicich zafeni, at uz za icelem vybéru
ionth potencidlné vhodnych pro radioterapii nebo stanoveni
zdravotniho rizika vyplyvajiciho z expozice.

1Z s vysokym LET predstavuje nejen unikatni radiote-
rapeuticky prostredek ale také experimentalni nastroj pro
studium regulace reparace DSB, protoze nabizi vSechny
mozné kombinace vlastnosti DSB, topologie DSB a charak-
teristik chromatinu. Zatimco energetické ¢astice vytvareji
primdrné velmi komplexni a mnohocetné DSB klastrované
podél drahy jejich letu, sekundarné emitované castice ge-
neruji v DNA vétSinou jednoduché a prostorové izolované
1éze. Fragmentace chromatinu brani vazbé masinérie NHEJ,
takze reparace mnohocetnych DSB vyZaduje HR (50). V pfi-
padé komplexnich DSB dochazi i ke kolizi drah opravujicich
DSB a dalsi typy DNA 1ézi. Jednoduché DSB pak v zavislosti
na okolnim chromatinu a dal§ich faktorech mohou byt re-
parovany prostfednictvim NHE]J, HR nebo i alternativnich
reparacnich drah (31).

Zde je tfeba podotknout, zZe husté ionizujici casticové
zareni, které poskozuje DNA pfimo, interaguje s euchroma-
tinem a heterochromatinem v podstaté opa¢nym zptsobem
nez fidce ionizujici fotonové zafeni napadajici DNA nepfti-
mo prostfednictvim volnych radikald. Architektura hete-
rochromatinu, jez stini DNA pfed G¢inky radikald (37), totiz
neposkytuje ochranu pred pfimym poskozenim prolétajici
Castici. A protoze heterochromatin nabizi atakujici ¢astici
vice cili na jednotku objemu nez euchromatin, mohou v he-
terochromatinu naopak vznikat mnohocetnéjsi, a tudiz htife
opravitelné DSB neZ v euchromatinu (2, 31). Dezintegrace
heterochromatinu nasledkem koncentrované depozice ener-
gie navic narusuje ochrannou funkci architektury téchto
domén proti prfed¢asné HR mezi repetitivnimi sekvencemi
(vizvySe). Reparace klastri DSB v heterochromatinu je proto
velmi riskantni, jelikoZ NHEJ na téchto substratech nemiize
probihat a HR se kviili deregulaci eventualné méni z velmi
precizniho reparacniho mechanismu na mechanismus s vy-
sokym rizikem tvorby chromosomovych aberaci (31).

Neprekvapi proto, Ze komplexni prestavby chromoso-
mi pfedstavuji charakteristicky rys expozice bunék husté
ionizujicimu zafeni. Na zakladé mikroskopickych a na-
noskopickych studii 1ze pfedpokladat, Ze se architektura
poskozeného chromatinu a IRIF bude lisit pro rzné typy
1Z, a tudiz ovliviiovat i zplisob reparace (43). Vyzkum je vSak
zatim jen v pocatcich, a bude proto zajimavé sledovat, co
odhali o vyznamu architektonickych aspektd v regulaci
reparace DSB v nadchazejicich letech.

CO PROZRAZUJI IRIF O MECHANISMU _
VZNIKU CHROMOSOMOVYCH ABERACI

Na zavér tohoto clanku zminme jesté jeden velice dllezi-
ty fenomén, jenz vyplyva ze syntézy vyse uvedenych vysled-
ki, a sice rozdilny mechanismus tvorby chromosomovych
translokaci (pfipadné i jinych aberaci) v burikach ozafenych
zafenim s nizkym nebo naopak vysokym LET (39).

Z predchozich kapitol vime, Ze husté ionizujici zafeni
generuje v DNA téZko opravitelné klastry DSB jiz samotnym
nasledkem prostorové koncentrované depozice energie, jez



vede k lokalni fragmentaci chromatinu. Takto vznikajici
Klastry tedy nazvéme klastry primarnimi (2,18). Neni pfitom
obtiZné si pfedstavit, Ze tato ohniska vzdjemné si blizkych
volnych koncli DNA reprezentuji idedlni substrat pro snad-
nou tvorbu komplexnich chromosomovych translokaci a dal-
$ich aberaci. Ridce ionizujici zafeni naopak deponuje svou
energii v jaddfe mnohem homogennéj$im zplisobem, takze
nevytvari ohniska (nebo dokonce stopy) fragmentovaného
chromatinu a vzniknuvs$i DSB jsou od sebe vice vzdaleny.
Nicméné i v burikach ozafenych fidce ionizujicim zafenim
obcas pozorujeme komplexni chromosomové translokace.
Jak tedy tyto translokace vznikaji?

Drive existovaly dvé protichtidné hypotézy vysvétluji-
ci tvorbu chromosomovych translokaci (4). Prvni hypotéza
(znama pod oznacenim position first) povazuje DSB za vicemé-
né imobilni. Predpoklada tak, Ze k vzajemnym vyménam
chromatinu mtze dochazet pouze mezi genetickymi lokusy
nachazejicimi se ve vzajemné blizkosti jiz pfed ozafenim.
Jak se vsak za danych podminek formuji translokace mezi
v jadfe si vzdalenéjsimi lokusy, nebo dokonce translokace
komplexni, 1ze vysvétlit jen stézi. Druha hypotéza (breakage
first) v podstaté kontradikuje hypotézu prvni, jelikoZ pocita
s ¢ilou migraci DSB do nékolika reparacnich center, kde se
vice DSB opravuje spole¢né. Nastava tak situace z hlediska
nasledki podobna tvorbé primarnich klastrii DSB po expozici
husté ionizujicimu zafeni. Tato hypotéza tak sice elegantné
vysvétluje vznik translokaci mezi vzajemné vzdalenymi a pfi-
padné i mnohocetnymi lokusy, komplexni translokace by vsak
za téchto podminek patrné musely vznikat mnohem Castéji,
nez ve skutecnosti pro fidce ionizujici zafeni pozorujeme.

Rika se, Ze pravda lezi vZdy nékde uprostied a nimi prove-
dena mikroskopickd pozorovani ohnisek IRIF (39) toto réeni,
zda se, potvrzujiiv pfipadé mechanismu tvorby chromoso-
movych translokaci. V jadrech bunék ozafenych zafenim y
jsme totizZ nenaméfili celkové vyznamnéjsi nartist mobility
ohnisek IRIF oproti neposkozenému chromatinu, odhalili
jsme vsSak frakci IRIF, jez vykazovala vyrazné vyssi pohyb
(39). Zvysenou pohyblivost vykazovaly predevsim IRIF lokali-
zované v kondenzovaném chromatinu (,,heterochromatinu®),
pfi¢emz jejich pohyb obvykle korespondoval s relokalizaci do
jadernych subkompartmentd s nizkou hustotou chromatinu
(,euchromatinu®). Kvlili omezenému objemu téchto prostor
zde mezi IRIF pifleZitostné dochdzelo k obasnym kolizim
a tvorbé ,,sekundarnich* klastri dvou, tfi nebo nékdy i vice
ohnisek. Pfi¢inu tohoto chovani se ndm nésledné podaftilo
asociovat s dekondenzaci poSkozenych heterochromatino-
vych domén, kterd podminuje dalsi sestavovani/aktivitu
repara¢nich komplexi. Sekundarni klastry IRIF tak na rozdil
od primarnich vznikaji nikoliv pfimo nasledkem depozice
energie zafeni, ale az ndsledkem procest reparace DSB (2,18).

Uvedena pozorovani nds tak vedla k postulovani nové
hypotézy mechanismu vzniku chromosomovych aberaci,
jez spojuje zdanlivé protichfidné aspekty obou dfive zminé-
nych hypotéz (4). Strucné feceno, vétSina DSB je prostorové
viceméné stabilnich a jejich oprava probiha samostatné
v mistech jejich vzniku. DSB lokalizované v heterochroma-
tinu vSak nasledkem jeho dekondenzace v ramci reparacnich
procest ziskavaji vétsi pohyblivost a eventudlné vytvareji
sekundarni klastry s rizikem nelegitimnich chromatinovych
vymeén. Tvorba sekundarnich klastri DSB tak vysvétluje, jak
mize ptileZitostné dochazet k translokacim mezi vzdalenéj-
§imi lokusy nebo i komplexnim translokacim v burikich
poskozenych fidce ionizujicim zafenim. N4§ model také
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ozfejmuje, proc se komplexni translokace generované husté
afidce ionizujicim zafenim tolik 1isi v poctu participujicich
DSB a proc¢ expozice husté ionizujicimu zafeni vyvolava
predevsim intrachromosomové aberace a vice versa. Zda se
proto, Ze dominantni mechanismus tvorby chromosomo-
vych translokaci je pro husté a fidce ionizujici zateni zcela
odlisny. Jen dodejme, Ze sekundarni klastry se mohou béhem
reparace formovat i v burikdch ozafenych husté ionizujicim
zafenim. Z primarnich klastrii pfitom vznikaji vysoce kom-
plexni klastry vyssiho fadu (2).

Diilezitym zjisténim plynoucim z vyS$e uvedenych pozo-
rovani (4, 39) je také skutecnost, ze pravdépodobnost vzniku
chromosomové translokace mezi dvéma konkrétnimi gene-
tickymi lokusy zavisi nejen na prostorové vzdalenosti téchto
lokusl v bunééném jadie (dané jadernou architekturou), ale
také na lokalni struktufe chromatinu v oblasti mezi témito
lokusy. Struktura chromatinu totiz ovliviiuje vzdjemny
pohyb jednotlivych DSB, a tudiZz vyznamnym zptsobem
i pravdépodobnost jejich vzajemné interakce.

ZAVER

Objev ohnisek IRIF pfedstavoval zdsadni milnik v ra-
diobiologii a bunécné biologii. Kromé praktickych aplikaci
vbiodozimetrii poukazal jejich vyzkum na zasadni dileZitost
architektonickych faktorti pii vzniku radiacniho poskozeni,
reparaci DNA a tvorbé chromosomovych aberaci. Vzajemné
interakce mezi ionizujicim zafenim a chromatinem zaviseji
na fyzikalnich parametrech zafeni a architektufe chroma-
tinu v misté DSB. Tyto interakce a dalsi faktory mohou
nasledné ovliviiovat architekturu formujicich se reparac-
nich komplext (IRIF), a tudiz i vybér a pribéh reparacnich
mechanismil. Pro potvrzeni nebo vyvraceni této hypotézy
jsou vsak nezbytné studie IRIF na nanourovni.

Dal$im milnikem nejen v radiobiologii je proto prolo-
meni Abbeho difrakéniho limitu doprovazené rozvojem
superrozliSovacich mikroskopickych metod, jeZ posouvaji
strukturdlni analyzy IRIF a reparacnich déj az na moleku-
larni troven. Bude bezesporu nesmirné vzrusujici sledovat,
porozumeéni NHEJ, HR, alternativnim reparac¢nim draham
a jejich vzajemné regulaci.
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Seznam zkratek

DSB dvoufetézcové zlomy DNA (DNA double-strand breaks)

yH2AX histon H2AX fosforylovany na serinu 139

HR homologni rekombinace

IRIF reparacni ohniska indukovana (v mistech DSB)
ionizujicim zafenim (ionizing radiation-induced foci)

1z ionizujici zareni

LET linedrni pfenos energie (linear energy transfer)

MMEJ spojovani konci (DNA) zprostfedkované mikro-

homologiemi (microhomology-mediated end joining)
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NHE]J nehomologni spojovani koncti (DNA)
(non-homologous end joining)
RBE radiobiologicka efektivita IZ

SMLM lokaliza¢ni mikroskopie na trovni jednotlivych
bunék (single-molecule localization microscopy)
SSA jednotetézcova hybridizace (single-strand annealing)
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SOUHRN

Uplynul jiz vice nez rok ode dne, co se prvni ¢lovék nakazil novym ty-
pem koronaviru, SARS-CoV-2, zpUsobujicim infekéni akutni respiracni
onemocnéni COVID-19 s pomérné vysokou morbiditou i mortalitou.
Nejohrozenéjsi skupinu obyvatel z hlediska nakazy timto koronavirem
predstavuji zdravotnici, starsi lidé a zvlasté pacienti s chronickymi
nemocemi, mj. obezitou a diabetem mellitem. Kvdli komunitnimu
Siteni ndkazy zavedli viadni predstavitelé vétsiny evropskych zemi tzv.
lockdown, kdy omezili pohyb osob, zavfeli vétsinu sluzeb a zavedli
povinnou ochranu Ust a nosu.

Nadéji v ndvrat Zivota do obdobi pfed pandemif predstavuje vyvoj
uc¢inné a bezpecné vakciny proti SARS-CoV-2, jez by pravdépodobné
snizila vyskyt téZkych forem onemocnéni COVID-19 a zabrdnila ma-
sivnimu $ifeni ndkazy. Ke konci listopadu bylo ve lll. fazi klinického
testovani 13 klinickych studii zahrnujicich vakciny proti SARS-CoV-2
na bazi inaktivovanych vird, rekombinantnich nepatogennich virovych
vektor( a proteind. Prvni vakcina zalozena na bazi mRNA byla ne-
davno schvalena, distribuovana a aplikovana vybranym obyvatelim
Spojenych statl americkych, Izraele, Velké Britanie a posléze i v ¢len-
skych stdtech Evropské unie veetné Ceska.

V prehledovém ¢lanku prezentujeme probihajici klinické studie se
zameérenim na jejich Ill. fazi, a to véetné mechanismu ucinku jednot-
livych typl vakein.

KLIiCOVA SLOVA
COVID-19, SARS-CoV-2, vakciny, klinické studie

uvop

Na zacatku prosince roku 2019 se z ¢inského mésta Wu-
chan zacal $ifit koronavirus SARS-CoV-2 zplisobujici tézky
akutni respiracni syndrom pozdéji pojmenovany COVID-19®,
S rozsifenim onemocnéni z Asie do Evropy, Australie a dalsich
svétovych kontinentdi se Svétova zdravotnicka organizace
(WHO) dne 11. bfezna 2020 rozhodla vyhlasit stav pandemie (2).

Onemocnéni COVID-19 se klinicky manifestuje velmi
rozmanité. U symptomatickych pacientl je zpravidla prv-
nim klinickym pfiznakem horecka a suchy drazdivy kasel
doprovazeny unavou. Castym projevem nemoci je také ztrata
Cichu, méné Casto i chuti (3). VaZnéjsi pfipady mohou vést
k rozvoji pneumonie ¢i sekundarniho hemofagocytujiciho
syndromu (zvaného téZz syndrom aktivovanych makrofagi
- MAS) a mohou vyustit az v amrti nemocného (4). Tyto
zavaznéjsi formy onemocnéni COVID-19 vyzadujici oxyge-
noterapii, mechanickou ventilaci ¢i v krajnich pfipadech
mimotélni membranovou oxygenaci jsou ¢astéji popisovany
u chronicky nemocnych a starsich 1idi (5). Uvadi se, Ze zhruba
20 % pacientl z@istava asymptomatickych (6).
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SUMMARY

Smetanova J. et al. Principles and new perspectives

in the vaccination against SARS-CoV-2 virus

It has been a year since the first person on Earth became infected
with a new type of coronavirus SARS-CoV-2, causing infectious acute
respiratory disease COVID-19 with relatively high morbidity and mor-
tality. The most endangered population by coronavirus SARS-CoV-2
are healthcare professionals, the elderly and people with associated
comorbidities. Due to the fast community spread, governments of
different European countries introduced precaution measures includ-
ing limited socializing of people, closing of most public services and
introducing mandatory facial protection.

The hope for a return to the life before the pandemic is the de-
velopment of an effective and safe vaccine against SARS-CoV-2
which would presumably reduce the incidence of severe forms of
COVID-19 and prevent the massive spread of the disease. At the end of
November, we have 13 clinical trials in phase lll involving SARS-CoV-2
vaccines based on inactivated viruses, recombinant non-pathogenic
viral vectors and proteins. The first mMRNA-based vaccine is currently
being evaluated in phase II/1ll clinical trial and is already being distrib-
uted and applied to high-risk population in the United Kingdom, the
United States, and Israel, followed by the countries of the European
Union, including the Czech Republic.

In the review article we present currently ongoing clinical studies
with a special focus on the phase llI clinical trials and discuss the
mechanisms of action of each type of vaccine.

KEYWORDS
COVID-19, SARS-CoV-2, vaccines, clinical trials

Dle celosvétovych statistik k datu 30. 12. 2020 onemocnélo
COVID-19 80 453105 1idi, z toho 1775 776 onemocnéni podlehlo
(7). PoCet nakazenych a zemfelych osob v souvislosti s onemoc-
nénim COVID-19 se nyni nejen v evropskych statech, ale také
naptiklad v USA a dalsich zemich zvySuje. Tento stoupajici
trend by mohl byt zastaven ve chvili, kdy by doslo k proocko-
vani vétsi casti populace Géinnou anti-SARS-CoV-2 vakcinou.

STRUKTURA A TAXONOMIE
KORONAVIRU SARS-COV-2

Nositelem genetické informace koronavirt je jednovlak-
nova molekula RNA (ssRNA). Koronavirus SARS-CoV-2fadime
do podskupiny p spole¢né s virem SARS-CoV, jenz v roce 2002
vyvolal epidemii syndromu ndhlého respiracniho selhani
(SARS), a virem MERS-CoV, ktery o 10 let pozdéji v zemich
Blizkého vychodu rovnéz zplsobil epidemii respira¢niho
selhavani s velmi vysokou smrtnosti (8-10).

Spolecnym znakem téchto vird vyvolavajicich pneu-
monie je jejich prenos ze zvifete na ¢lovéka, jedna se tedy



0 zoondzy. Jako primarni zvifeci hostitel pro onemocnéni
COVID-19 byl identifikovan netopyr, nebot izolované korona-
viry netopyri se v nukleotidové sekvenci shoduji s lidskym
SARS-CoV-2ve vice nez 90 %, v pfipadé viru betaCoV RaTG13
dokonce v 96 % (11). Vice nez 90% genetickou shodu vykazuji
i koronaviry luskounti, ktefi jsou v Ciné loveni pro Supiny
a maso, a predstavuji tak s nejvétsi pravdépodobnosti me-
zihostitele. Navic jsou tito savci hojné dostupnym zbozZim
na trznici ve Wu-chanu, kterd je povazZovana za epicentrum
nakazy (12, 13).

TEmeET rok se védci zabyvaji strukturou nového korona-
viru SARS-CoV-2, o némz je doposud znamo pouze omezené
spektrum informaci. Lipidovy obal koronaviru obsahuje
nékolik proteinti, z nichz nejdilezitéjsi llohu pro vstup
do hostitelské buriky hraje glykoprotein spike (S), ktery se vaze
na lidsky receptor ACE2 (angiotenzin konvertujiciho enzymu
2) (14). ZvySena exprese tohoto receptoru s enzymatickou akti-
vitou byla prokazana predevsim u epitelovych bunék dolnich
cest dychacich. Jeho pfitomnost ovSem byla popsana i na
fadé dalsich bunék téla, napiiklad na endoteliich, burikich
jicnu, stfev, ledvin ¢i srdce, jejichZ postizeni miZe pacienta
pfimo ohroZovat na zivoté (15). Pro sviij Zivotni cyklus SARS-
CoV-2dale vyuziva membranové glykoproteiny svého obalu
(E) i (M) a protein nukleokapsidy (N) nachéazejici se v matrix
samotného viru (16, 17). Struktura nového koronaviru je
znazornéna na obr. 1 (18). VSechny 4 zminéné glykoproteiny
(S, E, MaN) by se vbudoucnu mohly stat podstatnym cilem

Spike (S) glykoprotein

/

glykoprotein lipidového

obalu (E) \A

Protein nukleokapsidy

(N)
ssRNA

Hemaglutinin-esteraza (HA)
glvkoprotein

Obr. 1 Struktura koronaviru SARS-CoV-2 vytvorena pomoci programu Biorender
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1ékt zamérenych na lécbu onemocnéni COVID-19 a jeho
pridruzenych komplikaci.

ZPUSOB SIRENi SARS-COV-2

K $ifeni viru SARS-CoV-2 dochdzi ze 2 hlavnich pficin.
Prvniz nich je pfima cesta, tedy pfenos z ¢lovéka na clové-
ka, a to pomoci kapének, jez clovék fyziologicky vylucuje
pfi mluveni, kychani a kaslani (19, 20). Pred touto formou
pfenosu nas ¢astecné chrani osobni ochranné pomticky,
predevsim rousky. Druhou moznost $ifeni pfedstavuje ne-
primy kontakt, tedy dotek virem kontaminovaného povrchu
ajeho mechanicky pfenos na sliznice o¢i ¢i st (21). Z tohoto
dtivodu je doporuceno dbat zvysené hygieny, pficemz casté
myti a dezinfekce rukou a povrchii snizuje pravdépodobnost
nakazy. Doposud se védcim nepodafilo s jistotou Fici, jak
dlouho virus na povrchu pfeziva, a tedy jak dlouho ohro-
Zuje jedince ndkazou. Sifeni infekce napomaha i relativné
dlouhd inkubac¢ni doba trvajici v priméru 5-7 dni, pficemz
nakazeny je infekéni obvykle 2 dny pfed propuknutim pii-
znakd, a nevédomky tak infekci dale $ifi (22).

Nékteré studie také naznacuji, Ze ¢ast pacientd si nevy-
tvori dostatecné mnozstvi protildtek a pamétovych bunék,
které by je chranily pfed opakovanou nakazou (23). Mnozstvi
vytvofenych protilatek je zavislé na zavaZznosti pribéhu
onemocnéni. Nicméné jejich koncentrace v Case mize
velmi rychle klesat (24). Nadéji v boji s novym typem koro-
naviru tak pro lidstvo zlistava vyvoj
bezpecné a ucinné vakciny, kterda
by pravdépodobné vedla ke snizeni
vyskytu tézkych forem onemocné-
ni COVID-19. Problémem se vSak
jevi Cetny vyskyt mutaci, kterym
SARS-CoV-2 stejné jako virus chtip-
ky podléha (25, 26), a vSeobecné
nizka dlouhodoba ochrana vakcin
proti respiracnim onemocnénim.
Je proto pravdépodobné, Ze vakcina
proti SARS-CoV?2 se stane sezénni
zalezitosti s nutnosti pravidelnych
preockovani u rizikovych osob, po-
dobné jako je tomu u vakciny proti
chfipce (27).

Pravé ziskané poznatky o in-
terakcich viru SARS-CoV-2 s imu-
nitnim systémem jsou vyuzity pro
vyvoj nové vakciny, kde dulezitou
roli hraje zptisob aplikace ockovaci
1atky, jeji davkovani, typ pouzitého
antigenu a pfitomnost samotného
adjuvans. Ke konci listopadu by-
lo v americké databazi klinickych
studii ClinicalTrials.gov pod zastitou
National Institutes of Health (NIH) vede-
no celkem 68 klinickych hodnoceni,
rozdélenych do péti fazi: I, I/II, 1I,
1I/111, III (28). V nésledujicim pte-
hledu uvadime ptiklady vyvijenych
vakcein, jez jsou rozdéleny z pohledu
mechanismu u¢inku. Diskutovany
jsou predevsim vakciny v pokro-
¢ilych fazich vyvoje a klinického
hodnoceni.

Membrdnové (M)
glykoproteiny
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DRUHY VAKCIN PROTI SARS-COV-2

Dle vyroby a typu pouzitého antigenu délime vakciny
na 4 zakladni typy. Prvni typ pfedstavuji vakciny zaloZené
na prenosu genetické informace kédujici patogenni pro-
teiny koronaviru ve formé mRNA nebo DNA. K translokaci
genetické informace do bunécného jadra dochazi pomoci
speciadlnich geneticky upravenych plazmidi, jeZ nesou
kromé antigenu i silny promotor (Casto SV40) (29, 30). Po
tomto pfenosu dokazi buniky hostitele exprimovat na svém
povrchu fragmenty patogennich proteint (virové antigeny)
v komplexu s molekulami MHC I. tfidy. Rozpoznani kom-
plexu virového antigenu s molekulami MHC zapfic¢ini cyto-
toxickou imunitni odpovéd mediovanou CD8* T burikami.
Naopak v aktivaci pomocnych CD4+ T bunék a k produkci
protilatek je nezbytné zapojeni bunék prezentujicich an-
tigen (APC) (31). Vyhodou v porovnani s vakcinami obsa-
hujicimirekombinantné pfipravené proteiny je bezesporu
skutecnost, Ze po prepsani genetické informace do sekvence
aminokyselin dochazi k posttranslacnim modifikacim
proteindl. Z tohoto dlivodu se genové vakciny podobaji
skute¢nému priabéhu nakazy. Negativni strankou je hro-
zici nebezpeci vzniku nekontrolovatelné genové exprese,
mutace a postizeni somatickych bunék. Na vyvoji DNA
vakcin pracuji napfiklad v Kanadé nebo v Koreji, jejichz
vakciny AG0301-COVID19 a GX-19 jsou momentalné ve fazi
I/11 klinického testovani (28).

Vakciny na badzi mRNA sdileji nékolik spole¢nych prvki
s DNA vakcinami. Jejich bezpecnost je vsak v porovnani
s DNA vakcinami vyss$i, protoze exprese kédovanych pro-
teinti probiha v cytoplazmé, a nehrozi tak inkorporace do
genomu hostitele. Na druhou stranu molekula mRNA ne-
vykazuje tak vysokou stabilitu jako molekula DNA, proto je
mRNA chranéna transportnim systémem lipidové castice,
kterd navic usnadni jeji doruceni do cilové buriky (32, 33).
Na vyvoji této skupiny vakcin pracuje mj. biotechnologicka
spolecnost Moderna ve spolupraci s 1ékafskym vyzkumnym
centrem NIH sidlicim ve Spojenych statech americkych,
jejichz vakcina mRNA-1273 vykazujici téméf 95% ucinnost
nedavno ukoncila nabér dobrovolniki icastnicich se studie
III. faze klinického testovani (34) a zacala jiz i jeji aplikace
v praxi v USA. Vakcinu na bizi mRNA BNT162 vyvinula
i némecka spole¢nost BioNTech v kooperaci s americkou
spolecnosti Pfizer. Jejich vakcina se rovnéz nachazi ve II./
III. fazi klinického testovani (28) a po schvaleni jiz byla
distribuovana a aplikovana lidem ve Velké Britanii, Izraeli
nebo Spojenych statech americkych; od konce prosince -
po schvaleni Evropskou lékovou agenturou (EMA) - potom
rovnéz v Clenskych zemich Evropské unie véetné Ceska.

Podobného mechanismu vyuziva i druha skupina vak-
cin na bazi rekombinantnich nepatogennich virovych
vektorli, kterymi nejcastéji byvaji adenovirové vektory,
ale néktefi vyrobci vyvijeji také vakciny s pouzitim vektorti
poxvirovych, paramyxovirovych (virus spalnicek) a fady
dal$ich (35, 36). Cilem téchto postupil je pomoci vektorti
dopravit do buniky genetickou informaci koronaviru SARS-
CoV-2 spolecné se slozkami potfebnymi k zahajeni exprese
vybraného antigenu. Tim potom dochazi k produkci koro-
navirovych proteind a k imunitni reakci vii¢i nim. Virovy
vektor pfedstavuje pro organismus pomérné silny podnét
imunitni odpovédi. Pro samotnou vakcinu je tfeba brat
v ivahu volbu virového vektoru, nebot jiZ existujici imunita
hostitele proti viru miiZze vyznamné snizit i¢innost vakciny
(37). Slibné vysledky klinického testovani vykazuje vakci-
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na Ad5-nCoV vyvijena ¢inskou firmou CanSino Biologics
nebo vakcina Sputnik V vyrobena ve vyzkumném tstavu
Gamaleya v Rusku. Obé dvé jsou momentalné ve III. fazi
klinického testovani a nesou genetickou informaci kédujici
glykoprotein S. Naopak §vycarska firma ImmunityBio vnasi
kromé DNA kédujici glykoprotein S i protein N. Od této
kombinace si slibuje vyvolani silné imunitni odpovédi, ale
latka hAdS je teprve v 1. fazi klinického testovani. Ve III. fa-
zi klinického testovani je rovnéz vakcina AZD1222 od britské
firmy AstraZeneca vyuzivajici adenovirovy vektor ChAdOx1,
jez slibuje pomérné vysoké procento ucinnosti (28).

K navozeni imunitni odpovédi proti koronaviru jsou
vyvijeny i vakciny obsahujici rekombinantné pripravené
patogenni proteiny ¢i pouze jejich fragmenty. Testované
vakciny proti onemocnéni COVID-19 nejcastéji obsahuji
glykoprotein S spole¢né s adjuvans, které je nesmirné
dtlezité k vyvolani imunitni odpovédi proti samotnému
antigenu (38). K pfipravé rekombinantnich proteind se
hojné vyuzivaji bakteridlni expresni systémy, jezZ ovSem
nejsou vhodné pro antigeny, které podléhaji posttranslacni
modifikaci. V téchto pfipadech je pro rekombinantni pfi-
pravu proteind efektivnéjsi vyuzit hmyzi nebo savci buriky.
Jako expresni systém proteint slouzii transgenni rostliny,
konkrétné pro glykoprotein S tabdk (39). Tento druh vakcin
je vyrazné bezpecnéjsi nez vakciny s atenuovanymi viry.
Vyvijené proteinové vakciny naptiklad UB-612, CoVac-1nebo
Recombinant New Coronavirus se nachazejivI., respektive
I./I1. fazi klinického testovani (28).

Kvili bezpecnosti se dnes neockuje plné virulentnimi
kmeny mikroorganismi, ale vyuzivaji se kmeny inakti-
vované nebo atenuované. Inaktivované vakciny obsahuji
cely usmrceny organismus bez schopnosti jeho replikace.
K inaktivaci se pouzivaji pfedevsim chemicka ¢inidla,
a to formaldehyd nebo B-propiolakton. U vét§iny inakti-
vovanych vakcin je pro tvorbu protilitek a pamétovych
bunék potieba nékolik davek, jako v pfipadé ockovani proti
hepatitidé typu A (40). Inaktivované viry jsou naptiklad
soucasti vyvijenych vakcin Coronavac a SARS-CoV-2 inacti-
vated vaccine, jez jsou ve III. fazi klinického testovani (28).
Hlavnim tkolem pfti ptfipraveé Zivych atenuovanych vakcin je
vytvorit takové kmeny, které nevyvolaji v organismu klinic-
ké priznaky onemocnéni. Ateunované kmeny se nejéastéji
pfipravuji nékolikanasobnym pasidzovanim virulentnich
kment ve specidlni bunécné kultufe nebo pomoci gene-
tického inzenyrstvi indukci genovych mutaci vedoucich
k nevirulentnim kmentim. Nebezpeci atenuovanych vakcin
predstavuje riziko nezadoucich mutaci, kterymi se z neviru-
lentnich kment mohou stat kmeny virulentni. V soucasné
dobé neni zaznamenana jedina Ziva atenuovana vakcina
proti onemocnéni COVID-19, ktera by byla registrovana ke
klinickému testovani.

DISKUSE

S neustale znepokojivé se zvysujicim poc¢tem nakazenych
a hospitalizovanych pacientli s onemocnénim COVID-19 se
cely svét uchyluje k zavadéni restrikci a nafizeni, jako je
noseni rousek, zvySena hygiena rukou a omezeni socialnich
kontaktll na minimum. Zavedena opatfeni cili na snizeni
reprodukéniho ¢isla (R) a snazi se ochranit zdravotnictvi
pfed moznym Kolapsem. Primérné je jedinec po prodélaném
infekénim onemocnéni COVID-19 imunni cca 90 dni. Pfipady
opétovné nakazy jsou zdokumentovany jak ve svété, tak



v Cesku (41). Nadé&ji v ochrané obyvatelstva tak pfedstavuje
oCkovani, které by snizilo vyskyt infekéniho onemocnéni
a pomohlo by k navratu k béZnému Zivotu z dob pfed pan-
demii (42).

Na zacatku roku 2020 zapocal celosvétovy doposud neu-
konceny zavod o vyvoj i¢inné a bezpecné vakciny. Jednotlivé
farmaceutické firmy se predhanély v tom, kdo prvni zaregis-
truje svoji vakcinu a zacne ji distribuovat do celého svéta.
Laboratofe zvolily jak klasické metody k vyvoji vakciny,
jako jsou inaktivované viry nebo rekombinantné pripravené
proteiny, tak také modernéjsi genové metody zaloZené na
DNA, mRNA nebo na virovych vektorech. Ty jsou kupodivu
v klinickém vyvoji nejdale, aniz kdy byly v jinych indika-
cich indukce protiinfekéni imunity v minulosti ispésné.
Problémem ov§em miiZe byt stabilita vakcin - vakciny na bazi
mRNA obvykle vyzaduji skladovani pti -70° C aZ do aplikace,
coz miize komplikovat jejich masovou distribuci. V dobé pfi-
pravy clanku bylo celkem 13 klinickych studii zaméfenych na
efektivitu a bezpecnost vakcin v prevenci SARS-CoV-2 ve III.
fazi klinického testovani (28), ktera je nezbytnym krokem
k registraci, a tedy k masové vyrobé, distribuci a podani
bézné populaci.

Stejné jako v pfipadé vakcin proti jinym respira¢nim
onemocnénim se v pfipadé anti-SARS-CoV-2 vakciny pred-
poklada jeji prednostni podani rizikovym osobam, jako
jsou pacienti s riznymi komorbiditami nebo osoby ve
zvySeném riziku nakazy (zdravotnici, klienti socidlnich
zafizeni aj.). Vzhledem k tomu, Ze téZké formy COVID-19
zpravidla nepostihuji déti, a klinické registrac¢ni studie
proto probihaji pouze v populaci dospélych dobrovolni-
kii, nepfedpoklada se v nejbliz§i dobé zavedeni plosného
oc¢kovani déti (28, 43).

ZAVER

Cely svét posledni dobou upina zrak na vyvoj novych
vakcin, které by zpomalily $ifeni infekéniho onemocné-
ni COVID-19 a snizily podil vyskytu tézkych forem tohoto
onemocnéni. Aktudlné probihaji klinické studie zaméfené
na testovani bezpecnosti a i¢innosti riznych typl vakcin
proti SARS-CoV-2. Ve III. fazi bylo ke konci listopadu celkem
13 klinickych studii. Vakcina mRNA-1273 od firmy Moderna
dokonce ve druhé poloviné listopadu ve III. fazi ukoncila
nabér novych dobrovolniké. Prvni masové dostupnou oc-
kovaci latkou se stala vakcina na bazi mRNA od spole¢nosti
Pfizer a jeji aplikace a distribuce jiZ byla zahdjena. Brzy
se oCekava ukonceni III. faze i dal$ich testovanych latek.
V prvni poloviné roku 2021 by mély byt proockovany rizikové
skupiny i v Cesku.

Cestné prohlaseni

Nikdo ze spoluautorii neni v souvislosti s tématem, vznikem a publikaci
tohoto cldnku ve stetu zdjmii a vznik ani publikace cldnku nebyly podpo-
feny Zddnou farmaceutickou firmou.

Seznam zkratek

APC buriky prezentujici antigen

EMA Evropska agentura pro 1éc¢ivé pripravky
MERS Middle East respiratory syndrome

MHC hlavni histokompatibilni komplex
NIH Narodni institut zdravi, USA

SARS tézky akutni respira¢ni syndrom

SV40 opici virus 40
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Stari neni nemoc:

Vyvoj hladiny ochrannych protilatek
proti koronaviru SARS-CoV-2

u senioru z Domova Brevnice

Vaclav Fejt!, Zuzana Kratka? 5, Hana Zelena* ¢, Tomas First* 5

'‘Oddéleni spole¢nych laboratofi, Nemocnice Havli¢kiv Brod
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SOUHRN

V. Domové se zvlastnim rezimem v Brevnici bylo v bfeznu 2020
koronavirem SARS-CoV-2 infikovano 21 z 23 seniord a 3 z nich
v souvislosti s infekci zemreli. PfedloZena studie monitoruje tvorbu
protildtek u této skupiny seniorl v obdobi od zac¢atku dubna do
listopadu, tedy 1-8 mésicl po prodélaném onemocnéni. Studie také
srovnava nékolik rdznych metod stanoveni protilatek.

Protilatky byly stanovovdny opakovang, vzdy s odstupem néko-
lika tydnU, a to jak virus-neutralizacnim testem, tak metodami
ECLIA Roche (celkové imunoglobuliny), CMIA Abbott (IgG) a ELISA
Euroimmun (IgG a IgA). Neutraliza¢ni protildtky byly detekovany
u 18 z 20 osob v sérech odebranych po 6 mésicich od prodélané
infekce. Vysoké hodnoty neutralizacnich protildtek korelovaly s vys-
$imi hodnotami imunoglobulin(i v ostatnich testech a predikovaly
vzestup protilatek 19G v podzimnim obdobi, kdy probihala druha
vina epidemie.

Na podzim v domové neonemocnél zadny klient ani zaméstnanec,
prestoze v kraji Vysocina bylo tou dobou vice nez 5 % osob s po-
zitivnim PCR testem. Infekce novym koronavirem nebyla zjisténa
ani antigennimi testy:.

Tato studie ukazuje, Ze seniofi si po prodélaném onemocnéni
COVID-19 tvofi ochranné protilatky, a jsou tedy zfejmé imunni vUci
reinfekci po dobu del$i nez 8 mésict. Na zakladé tohoto zjisténi
bychom chtéli otevfit diskusi o testovani séroprevalence v domo-
vech seniord a podobnych zafizenich, o Upravé epidemiologického
rezimu v zavislosti na rizicich infekce a o pfipadnych oc¢kovacich
schématech v domovech seniord.

KLICOVA SLOVA
SARS-CoV-2, COVID-19, senior, protilatky, dynamika,
domov diichodcti, demence, reinfekce

uvob

Mezi nejrizikovéjsi osoby z hlediska onemocnéni COVID-19
patii lidé starsi 70 let, u kterych dochézi ¢astéji k tmrti nez
u osob mladsich (1). Pfi popisu smrtnosti uzivime dva termi-
ny, které se k ni vztahuji: Case fatality rate (CFR) je pomér
poctu zemfelych k poctu diagnostikovanych (tedy pozitivnich
v PCR testu). Infection fatality rate (IFR) vyjadfuje pomér

Cas. Lék. ces. 2020, 159: 303-311

SUMMARY

Fejt V. et al. Age is not a disease: Evolution of protective antibodies
against SARS-CoV-2 in seniors from the Bfevnice nursing home

In the nursing home in Brevnice, 21 out of 23 seniors were infected
with the SARS-CoV-2 virus in the spring of 2020. Three of them died
from the infection. This study monitors the antibodies formation in
group of seniors who have overcome the infection.

Between April and November (1-8 months after the infection), the
antibodies were measured repeatedly within the period of several
weeks. The virus neutralizing tests was used as well as the ECLIA
assay by Roche (total immunoglobulins), CMIA assay by Abbott
(IgG) and ELISA assay by Euroimmun (IgG and IgA). Six months from
the infection, neutralizing antibodies were detected in 18 out of 20
seniors. High levels of neutralizing antibodies correlated with higher
levels of immunoglobulins and were a good predictor of an increase
of I9G in the autumn during the second wave of the epidemic in the
Czech Republic.

During the autumn wave, neither any of the clients, nor any staff
contracted the virus, although the prevalence of PCR positivity in
the Vysocina region reached around 5 %. The antigen tests also
came out all negative.

This study shows that in the senior population, the production of
protective antibodies follows a normal pattern, and the seniors are
probably immune to a repeated infection for at least 8 months from
the first infection. Based on these results, we would like to open the
discussion on the testing for seroprevalence in nursing homes, pos-
sible changes to the epidemiologic regime in relation to the risk of
infection, and about vaccination schemes in these centers.

KEYWORDS
SARS-CoV-2, COVID-19, elderly, antibodies, dynamics,
nursing home, dementia, reinfection

poctu zemfelych a poctu vSech infikovanych (at uz tato in-
fekce byla detekovana ¢i nikoliv). CFR je velmi ovlivnén §ifi
a kvalitou diagnostiky. MiiZe se dostat u libovolné infekce az
ke 100 % jenom tim, Ze budeme testovat pouze zemtelé osoby.
IFR je nezavisly na strategii testovani, zavisi ovSem jak na
nemoci samotné, tak na sledované populaci, stavu zdravotni-
ho systému a jeho piipadném zahlceni. V ¢eStiné neexistuje
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ustalena terminologie, proto doporucujeme pouzivat termin
,smrtnost odhalenych pfipadd“ pro CFR a ,,celkova smrtnost*
neboli letalita pro IFR.

V metaanalyze provedené Johnem loannidisem je uve-
den odhad celkové smrtnosti (IFR) 0,05 % pro populaci
mlads$i70 let a 0,23 % pro populace vékové neomezené (1).
Je tfeba si uvédomit, Ze tento odhad je zaloZen na stano-
veni séroprevalence (tedy na urceni poctu nemocnych
detekci protilatek), a redalnou IFR tedy pravdépodobné
nadsazuje. Skutecny pocet infikovanych osob bude vyssi,
protoze nékteti infikovani jedinci nevytvareji protilatky,
ale na infekci reaguji aktivaci nespecifické nebo bunécné
imunity (2). I tak ale plati, Ze celkova smrtnost s vékem
strmé roste. Dle §védské studie dosahovala IFR v populaci
star$i70 let témér 5 % (3).

V Cesku zemielo do 30. prosince 2020 s koronavirovou
infekci 11 429 osob, z toho téméf 70 % bylo starSich 75 let
(4). Velmi rizikova byla zejména zafizeni, ve kterych je
ubytovan vétsi pocet star§ich lidi - domovy seniorti, domo-
vy s pecovatelskou sluzbou nebo domovy se specialni péci
(5, 6). Infekce se v téchto zafizenich §ifi zpravidla velmi
rychle a zvladnuti epidemie predstavuje organizacné velmi
slozitou situaci. Nakaza zdravotnického personidlu mnohdy
vede k vyraznému omezeni kapacity zatizeni a nezfidka
je nutné situaci fesit za pomoci dobrovolniki ¢i armady.
Nicméné po pfekonani epidemie se personal i klienti sta-
vaji diky ziskané imunité méné rizikovymi z hlediska dalsi
viny epidemie, ¢emuz se v§ak vliibec nevénuje pozornost.

Velké diskuse se vedou nad tim, zda se po prodéla-
ni nemoci COVID-19 vzdy vyskytuji protilatky, zda maji
ochranny charakter a jak dlouho v téle pretrvavaji (2).
Vétsi nadéje se upinaji k ockovani, ale zapomina se na
to, Ze stejné jako u jinych virovych onemocnéni je i v pti-
padé COVID-19 vysoce pravdépodobné, Ze jednou ziskana
specificka imunita ma protektivni charakter. Po prodéla-
ném onemocnéni ma imunitni systém pfi opakovaném
kontaktu s virovou infekci pfedpfipraveny cely arzenal
zbrani, ktery miiZe pouzit, pficemz nejdilezitéjsi je spe-
cifickd T-bunéénd i humoralni imunita. Diky tomu pfi
druhém kontaktu bud neonemocni viibec, nebo by mél
byt pribéh onemocnéni vyrazné slabsi (7, 8). Je mozné, zZe
vétsinu pacientt s ,,opakovanym onemocnénim COVID-19¢
predstavuji lidé, ktefi sice napoprvé méli pozitivni PCR
test, nicméné poté neméli zadné priznaky onemocnéni
nebo jejich potiZe mély jinou pfi¢inu. V tomto piipadé
neni mozné vyloudit, Ze $lo o faleSné pozitivni vysledek.
Déle je dosti pravdépodobné, Ze posloupnost PCR vysledki
pozitivni - negativni - pozitivni jde spiSe na vrub velmi
nizké kvantité RNA po prodélani infekce, ktera je blizka
detekénimu limitu metody. Jsou ovSem znamé i pripady
skutecné reinfekce (tedy opakované prokazané infekce
novym koronavirem doprovazené opakovanym nastupem
symptomi), tyto pfipady jsou vS§ak mimoiadné vzacné
(9). Kellam et al. ve svém piehledu uvadéji, Ze pfi vét§iné
reinfekci jinymi typy koronaviri, ke kterym dojde v obdobi
6-12 mésict po prvni infekci, je zjiSténa slabsi virova ndloz
a onemocnéni ma velmi mirny pribéh (8).

V této studii popisujeme vyvoj imunity u seniordi po
prodélaném onemocnéni COVID-19. Vychazime z dat zis-
kanych z Domova se zvlastnim reZimem v Bfevnici, kde
se staraji o seniory s riznymi typy stafecké demence.
Onemocnéni COVID-19 u prvniho klienta v zafizeni bylo
prokazano v ptilce bfezna 2020. Mezi 23 klienty, 21 ¢leny
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zdravotnického personalu a jejich 18 rodinnymi prislus-
niky se nakaza velmi rychle roz§ifila a vzbudila i medi-
alni zajem (10). Do feSeni epidemie byli zapojeni nejen
zameéstnanci tstavu, ale také zdravotnici z Nemocnice
Havlickiiv Brod. V domové bylo nutné provést vySetfeni
infekce u vSech klient a pracovniki, bylo potfeba nasta-
vit karanténni opatfeni, poskytnout zdravotnickou péci
viem nemocnym. Situace byla dale ztiZzena tim, Ze klienti
trpéli demenci a nahld zména rezimu pro né byla velmi
stresujici. Naprosta vétSina osob se uzdravila, 3 klienti
onemocnéni podlehli. Zdravotni stav klientd i personalu
byl pravidelné monitorovan i v nasledujicich mésicich.
V ramci zdravotnich kontrol bylo provedeno 5 cykl odbéru
krve na stanoveni protilatek proti SARS-CoV-2. V 1été ani na
podzim jiz dal$i zaméstnanci nebo klienti neonemocnéli.
Jedna klientka v ustavu sice zemrfela, ale nikoli v sou-
vislosti s COVID-19. Zadnd infekce novym koronavirem
nebyla zjiSténa ani v poloviné listopadu pii nafizeném
testovani pomoci antigennich testli, a to ani u klientd,
ani u zaméstnanca.

Cilem publikace je shrnuti vysledka vySetfeni protila-
tek u seniort i zdravotniki, ktefi prodélali onemocnéni
COVID-19 v jarni viné epidemie SARS-CoV-2, srovnani
riznych testd na stanoveni protildtek a popis dynamiky
vyvoje protilatek po dobu 8 mésicti od infekce. V Ceské ani
zahranic¢ni literatufe si nejsme védomi zadné srovnatelné
studie.

SOUBOR PACIENTU

Skupina seniord zahrnovala 23 osob (17 Zen a 6 muzi)
v prumeérném véku 84 let (v rozpéti 73-94 let). VSichni seniofi
trpéli demenci a dal§imi potizemi obvyklymi ve vysokém
véku, ale byli v kompenzovaném stavu. Skupina zdravotnic-
kého personalu zahrnovala 21 osob (19 Zen a 2 muze), v pra-
mérném véku 52 let (v rozpéti 20-65 let). Skupinu rodinnych
prislusniki tvofilo 18 osob (6 Zen, 12 muzd) v pramérném
véku 38 let (v rozpéti 11-78 let).

V tab.1je uvedeno zastoupeni osob v jednotlivych skupi-
nach podle priibéhu onemocnéni. Osoby s leh¢im klinickym
pribéhem onemocnéni COVID-19 mély alespori 1 z nasle-
dujicich pfiznaki: zvySend teplota (37,0-37,9 °C), dusnost,
kasel, anosmie ¢i vy$si iinava. Priznaky onemocnéni u nich
pretrvavaly maximalné 2 tydny. Osoby s téz$im pribéhem
onemocnéni byly nemocné déle nez 2 tydny, mély horecku,
vysokou inavu, byly silné dusné. 4 osoby byly hospitalizovany.
U 4 osob s pozitivnim vysledkem testu RT-PCR viibec nedoslo

Tab. 1 Prehled osob dle zédvaznosti onemocnéni COVID-19.

Seniofi Zdravotnici 3°dilm,i .

prislusnici
Zdravi (PCR negativni) 2 9 13
Asymptomaticky priibéh 4 1 3
Lehky pribéh 9% 6 2
Tézky pribéh 5 5 0
Umrti 30 0 0
Celkem 23 21 18

S vyjimkou osob uvedenych na prvnim fadku tabulky méli vSichni

ostatni alespon 1 pozitivni PCR test.

Pozn.: ® Zapoctena je i 1zena s hrani¢nim vysledkem PCR testu.
** Zapocten je i prvni senior, ktery zemrel v bfeznu pred
zavedenim PCR testd.



ke klinickym projeviim onemocnéni. Zdrava a negativni na
RT-PCR zlistala 1 seniorka. 3 seniofi zemfeli.

METODIKA
RT-PCR TEST

Testovani pomoci RT-PCR testu probihalo v obdobi od 26.
bfezna do 29. dubna 2020. VSem osobam byl proveden stér
nazofaryngealni sliznice zkuSenym zdravotnikem. VySetfeni
ptitomnosti SARS-CoV-2 metodou RT-PCR provedli v laborato-
ti Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Celkem bylo zjiSténo
pozitivnich 21z 22 seniorii, 12 z 21 zdravotnikl a pozdéji jesté
5z 18 rodinnych pfislusnikdi (tab.1).

Jedna seniorka byla opakované PCR-negativni, klinicky
nemocna nebyla, ale protilatky proti novému koronaviru u ni
byly detekovany. Druhd seniorka méla opakované nepriikaz-
ny vysledek PCR testu, méla projevy lehkého respiracniho
onemocnéni a protilatky proti novému koronaviru u ni byly
detekovany. Tfeti seniorka méla pozitivni vysledek PCR testu,
projevy lehkého respiracniho onemocnéni, ale nebyly u ni
detekovany neutraliza¢ni ani specifické protilatky IgG ci
IgM. U 1 seniora nebyl PCR test viibec proveden, protoZe na
respira¢ni onemocnéni (pravdépodobné COVID-19) zemfel
jesté pfed testovanim.

PUVODNI PRACE

ODBERY PERIFERNI KRVE

Odbéry periferni krve probéhly 5x v obdobi od dubna do
listopadu. Po odbéru zZilni krve bylo centrifugaci separovano
sérum, které bylo uchovano pti2-8 °C. Stanoveni protilatek
probéhlo vzdy do 7 dni od odbéru. Dalsi alikvéty séra byly
zmraZeny na -20 °C.

STANOVENI PROTILATEK

Na jate 2020 se postupné zacaly objevovat na trhu dia-
gnostické soupravy na stanoveni protilatek proti SARS-CoV-2.
Podle typu antigenu se li§ila jejich senzitivita (tedy schop-
nost spravné odhalit jedince s protilatkami) a specificita
(tedy schopnost spravné odhalit jedince bez protilatek).
Nukleokapsidovy antigen (N) je spole¢ny riznym typim
koronaviri, naopak antigen S1 (spike protein) je specificky pro
SARS-CoV-2 (2). Tfetim typem antigenu, ktery je v soupravach
pouzivan, je RBP (receptor-binding protein), ktery je soucasti
podjednotky S1. Obecné vice specifické byvaji soupravy s an-
tigenem S1, vy$§i senzitivitu mivaji soupravy s proteinem
N. Cast&jsi zkfiZzend reakce byva zjistovana zejména u IgM
protilatek, a to napfiklad u pacienti, ktefi prodélali EBV
infekci (11) nebo infekci jinymi betakoronaviry.

V této praci uvadime vysledky vySetfeni protilatek meto-
dami ECLIA Roche, CMIA Abbott a ELISA Euroimmun (tab. 2).

Tab. 2 Prehled pouzitych testll a jejich parametr(, datum jejich provedeni a kvalitativni vysledky.

Izotyp Certifikace Metoda Vyrobce Senzitivita Specificita Cut-off
VNT virus-neutraliza¢ni test V\’rologmka laborator neuvedena | neuvedena
ZU Ostrava
PCR polymerase chain 709 95
reaction
ECLIA Elecsys I ) )
Anti-SARS-CoV-2 - US FDA EUA, g\ectrochemﬂummescent Roche D\agnost\cs, 853-995 | 99,81 .
CE-IVD immunoassay Mannheim, GE
Roche (N)
chemiluminescent
CMIA Abbott Architect US FDA EUA } )
i . a)
SARS-CoV-2 (S) le[€} CE-IVD mlcropart\cle Abbott, USA 86,36-1002 | 99,63 1,4
immunoassay
US FDA EUA, )
ELISA Euroimmun 196 | v enzyme-linked EUROIMMUN, 43,7-94,4” 199,60 0,8-11
Anti SARS-CoV-2 (S1) imunosorbent assay Lubeck, GE
IgA CE-IVD 88,2-96,99 | 92-98,3 0,8-11
lgG CE-IVD i ini 95,10 99,00 0,9-11
ELISA TestLine EIA g enzyme-linked TestLine Clinical
IgA CE-IVD ) Diagnostics, s. 1. 0., 97,40 97,70 0,9-11
COVID-19 (N) imunosorbent assay _
IgM | CE-IVD Brno, CR 95,7 977 0,9-11
l9G i ini 99,90 99,10 0,9-11
ELISA TestLine EIA IgA enzyme-linked gei;tigiticchsmscarl o 96.60 98.90 0911
COVID-19 RBD (S1) 2 imunosorbent assay GRS, &2 6 ’ ‘ S
IgM Brno, CR 97.50 95,10 0,9-11
l9G ) neuvedena | neuvedena |0,9-1]1
VIDIA anti-SARS-CoV-2 enzyme-linked VIDIA, s.r. 0., Vestec,
IgA ) o neuvedena | neuvedena | 0,9-1]1
(N) imunosorbent assay CR
IgM neuvedena | neuvedena | 0,9-1]1
i laG ) neuvedena | neuvedena | 0,9-1]
VIDIA anti-SARS-CoV-2 enzyme-linked VIDIA, s.r. 0., Vestec,
IgA . . neuvedena |neuvedena | 0,9-1]1
(sn imunosorbent assay CR
IgM neuvedena | neuvedena | 0,9-1]1

Rozmezi cut-off hodnot udané jako a-b znamena, ze vysledek je pozitivni, je-li pomér zmérené hodnoty vzorku a kalibratoru vétsi nez b,
negativni, je-li tento pomér mensi nez a, a hrani¢ni v ostatnich pripadech.

Pozn.:

@ Senzitivita do 14 dnli od pozitivity PCR testu a po 14 dnech od pozitivity PCR testu.
» Senzitivita do 10 dnid od pozitivity PCR testu a po 10 dnech od pozitivity PCR testu.

9 Senzitivita v kitu verze 4 a 5 (s novym pufrem).

* Hodnoty senzitivity a specificity testu RT-PCR jsou prevzaté z publikace Watsonové et al. (25).
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Tyto metody maji certifikaci US FDA EUA (12). V pribéhu
sledovaného obdobi se vS§ak mirné ménilo slozeni téchto
souprav. U ELISA Euroimmun IgA byl v zafi zménén pufr,
¢imz se zlepsila specificita vySetfeni.

Zlatym standardem v serologické diagnostice je virus-ne-
utraliza¢ni test (VNT). Pfitomnost neutraliza¢nich protildtek
byla zjistovana v sérech ziskanych v zafi a vySetfeni bylo prove-
deno virologickym oddélenim Zdravotniho tistavu v Ostrave,
které ma tuto metodu akreditovanou (13-15). Na 96jamkové
sterilni mikrotitra¢ni desticce se spolecné inkubuje suspenze
Zivého viru SARS-CoV-2 s fedénym sérem pacienta (v fedénil:
10do1:2560). Jsou-li v séru piitomné neutraliza¢ni protilatky
proti SARS-CoV-2, navazi se na specifické epitopy proteinu S1
virové ¢astice, ¢imz zabrani jeho vazbé na bunécné receptory
a vstupu do butiky. Po inkubaci virt s protilatkami se pfida
suspenze bunék opicich ledvin linie CV-1a vzorky se 3 dny kul-
tivuji. Po ukonceniinkubace se do véech jamek pfida neutrdlni
Cerven, kterd obarvi cytoplazmu vitalnich neinfikovanych
bunék, zatimco buriky usmrcené v dusledku virové infekce
zlistanou neobarvené. To umozni makroskopické odecteni
reakce - jsou-li buriky v jamce obarvené, tedy zivé, pak byly
v séru pfitomné neutraliza¢ni protilatky, které ochranily buri-
ky pfed virovou infekci. V jamkach, ve kterych nebyl dostatek
neutralizacnich protilatek, virus buriky usmrtil. Vysledek se
uvadi jako neutralizacni titr, ktery je prevracenou hodnotou
nejvyssiho fedéni séra, jez ochrani pfed infekci minimalné
50 % bunék v prislusné jamce.

Dalsi skupinu vysetfeni tvorily testy ELISA mensSich vy-
robcti uvedené v tab. 2. Do publikace jsme je zafadili proto,
abychom ukazali, jak velka je heterogenita vysledki ziska-
nych dostupnymi diagnostickymi soupravami. Celkovy pocet
provedenych vysetfeni a pozitivnich nalezd je uveden v tab. 3.

VIZUALIZACE DAT A STATISTICKA ANALYZA
Vzhledem k nizkému poctu sledovanych osob jsme se ma-
ximalné snazili vyuzit mozZnosti vizualizace dat. Jako idedlni

Tab. 3 Prehled provedenych vysetreni.

nastroj se nam jevi takzvany nitovy diagram (parallel coordina-
tes graph), ktery umoznuje vizualizaci ¢iselnych a kategoric-
kych dat v mnoharozmérném prostoru. Bylo-1i ticelné spo-
C¢itat korelace, volili jsme neparametrickou (Spearmanovu)
korelaci, ktera zachycuje, jak dobfe si vzajemné odpovida
pofadi hodnot dvou veli¢in, ale nepfedpoklada mezi nimi
linedrni vztah.

VYSLEDKY
DYNAMIKA TVORBY PROTILATEK
ECLIA Elecsys ROCHE - Anti SARS-CoV-2

Vysledky vySetfeni celkovych protilatek u seniorii sta-
novenych testem ECLIA Elecsys Roche ukazuje obr.1. V§ichni
seniofi méli véechny vysledky testil po celou dobu pozitivni.
Zajimavé je, Ze hodnota vysledku testu u vétsiny osob v ¢ase
rostla. Barevné rozliSeni jednotlivych osob je zvolené podle
vysledku testu VNT provedeného v zafi. Cervené jsou ozna-
Ceni lidé s nejvyssim mnozstvim neutraliza¢nich protilatek,
zelené se stfednim a modfe s nejniz§im. Celkova hladina
protilatek ve sledovaném obdobi u vétSiny osob rostla.
Nejvys$si nartist protilatek pozorujeme u osob s vysokym
titrem VNT.

ELISA Euroimmun

Vysledky vysetfeni protildtek IgG a IgA metodou ELISA
Euroimmun jsou uvedené na obr. 2. Opét jsou Cervené
oznaceny vzorky s nejvyssim mnozstvim neutralizacnich
protilatek, modfe pak s nejnizsim. V hornim panelu obr.
2 jsou uvedené protilatky IgG. Vysoké hodnoty byly dete-
kovatelné jiz prvni mésic po infekci (v dubnu), pak doslo
kjejich poklesu. V zaii se hladina protildtek opét zvysila,
v listopadu poklesla, ale hodnoty zlistaly u vétsiny osob
vy$$i nez v Cervenci. Lidé, ktefi méli vysoké hladiny ne-
utraliza¢nich protilatek, méli vysoké hladiny protilatek
IgGiv listopadu.

Imunoglobulin 4. dubna 15. kvétna 16. Cervence 17. zafi 27. listopadu
VNT nepr nepr nepr 18/20 nepr
ECLIA Elecsys Anti-SARS-CoV-2 Roche (N) total Ig 15/17 12/12 20/20 20/20 17717
CMIA ABBOTT Architect SARS-CoV-2 (S) fel€ 14/17 10/10 nepr nepr nepr
i . l9G 13/17 nepr 15+2/20 17+1/20 14+1/20
ELISA Euroimmun Anti SARS-CoV-2 (S1)
IgA 16+1/17 nepr 17/20 17/20 16/19
lgG 19/20
ELISA TestLine EIA COVID-19 (N) IgA nepr nepr nepr 10/20 nepr
IgM 12/20
lgG 19/20
ELISA TestLine EIA COVID-19 RBD (S1) IgA nepr nepr nepr 14+2/20 nepr
IgM 20/20
lgG 20/20
VIDIA anti-SARS-CoV-2 (N) IgA nepr nepr nepr 9+2/20 nepr
IgM 2/20
l9G 20/20
VIDIA anti-SARS-CoV-2 (S1) IgA nepr nepr nepr 18+2/20 nepr
IgM 0+1/20

Udaj a+b/c znamena, ze z ¢ provedenych testd v tento den jich vyslo a s pozitivni hodnotou a b s hrani¢ni hodnotou. Pokud nebyly zjistény

hrani¢ni vysledky, jsou uvedené jen pozitivni hodnoty a.
Pozn.: nepr - neprovedeno
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Obr. 1

Vysledek testu

Vysledek testu

4.4, 15.5. 16.7. 17.9. 27.11.
Datum testu

Vysledek stanoveni celkovych protilatek u seniorti pomoci testu ECLIA Elecsys Roche v obdobi od dubna do listopadu

(tedy 1-8 mésicli po prodélaném COVID-19).

Osa y zachycuje vysledek testu, tedy pomér chemiluminiscencniho signalu vzorku a kalibratoru. Kazda lomena ¢ara predstavuje 1 0sobu.
Osoby jsou barevné rozlisené dle vysledku VNT (virus-neutralizacniho testu), ktery probéhl v zafi.

— VNT <20

40 < VNT <80 ELISA |gG

= VNT 2 160

14—

12—

Datum testu

Obr. 2 Vysledek stanoveni protilatek 19G (horni panel) a IgA (dolni panel) u seniorii metodou ELISA firmy Euroimmun.

Osa y zachycuje hodnotu OD ratio (pomér optickych hustot vzoru a kalibratoru; hodnoty > 11 odpovidajf pozitivnimu vysledku). Kazda
lomena ¢dra predstavuje 1 osobu. Osoby jsou barevné rozlisené dle vysledku VNT (virus-neutralizacniho testu), ktery probéhl v zafi.
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Dolni panel obr. 2 zachycuje stejnym zptisobem vyvoj pro- Nejdtilezitéj$Sim poznatkem této ¢asti studie je, Ze po
tilatek IgA. Vysoké hladiny IgA jsou patrné v prvnim odbéru, prodélaném onemocnéni se u seniorl tvoii specifické proti-
pak hodnoty klesaly. V obdobi mezi Cervencem a listopadem  1atky IgA i IgG. Narust protilatek mezi zafim a listopadem
protilatky IgA rostly u vétSiny osob. Jejich hladina vlistopadu miiZe souviset s opakovanym kontaktem s virovou infekci

opét pomeérné dobfe koreluje s vysledkem VNT v zafi. pti druhé viné epidemie.

14
——— VNT <20

2 IgG 40 < VNT <80

10| ——— VNT = 160

Vysledek testu
»
|

| | \ I I
10 EllgG 4 TLN 1gG 4 TLSIgG 4 Vidia N 1gG 4 VIDIAS IgG 4

Vysledek testu

|
EllgA4 TLNIgA4 TLSIgA4 VIDIAN IgA 4 VIDIAS IgA 4

Vysledek testu

-1 | |

TLN IgM 4 TLS IgM 4 VIDIAN IgM 4 VIDIAS IgM 4

Obr. 3 Srovnani riznych ELISA testl pro stanoveni protilatek IgG (horni panel), IgA (prostfedni panel) a IgM (dolni panel) pfi odbéru v zafi
2020 (6 mésict po infekci).
Kazdd lomena ¢ara predstavuje 1 pacienta. Na horizontdIni ose jsou vyneseny jednotlivé metody, nikoliv ¢as. Osoby jsou barevné rozlisené
dle vysledku VNT (virus-neutralizacniho testu), ktery probéhl v zafi.
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CMIA Abbott, Architect

Metodou Abbott byly stanoveny protilatky IgG ve vzor-
cich odebranych v dubnu a v kvétnu. V dubnu byla u 14 ze 17
vzorki zjisténa pozitivni hladina protilatek IgG. Pouze u 10
osob mame Kk dispozici hodnoty z kvétna, pfi¢emz vSechny
byly pozitivni. U 8 osob hodnota oproti dubnu vzrostla a u 2
poklesla.

KORELACE JEDNOTLIVYCH METOD

V zafi se nam podafilo pouzit nejsirsi baterii ELISA testl
na stanoveni protilatek IgG, IgA a IgM. Na obr. 3 jsou vysledky
stanovené 5 riznymi metodami. Kromé ELISA Euroimmun
vyuzivajici antigen S1, byly pouzité testy Testline s (RBD)
antigenem S a proteinem N a soupravy Vidia s proteiny S1
a N. V pripadé ELISA Testline a Vidia jsme stanovovali IgM,
u ELISA Euroimmun jsme IgM neméfili.

Vsechny testy IgG korelovaly s vysledkem VNT (horni
panel obr. 3). Vétsina testd na IgG mezi sebou statisticky vy-
znamneé korelovala. Nekorelovaly mezi sebou pouze dva pary
testli: ELISA Euroimmun s VIDIA N a potom testy Testline
S s Vidia N. Nicméné z obr. 3 je zfejmé, Ze se hodnoty namé-
fené jednotlivymi testy mezi sebou dosti 1isi.

V ptipadé protilatek IgA (prostfedni panel obr. 3) je situace
mnohem méné pfehledna nez u IgG. Hladina protilatek IgA
nijak neodpovida vysledktim VNT. Korelace jednotlivych me-
tod mezi sebou neni nijak vysoka. Nejvyssi shoda (c = 0,81;
p < 0,0001) byla naméfena mezi testy ELISA Euroimmun
a VIDIA S. Dal$i vyznamna a vysoka korelace je mezi testy
VIDIA S a TestLine S. Pfevazuje tedy ocekavana korelace podle
pouzitého antigenu. Ostatni korelace dosahuji hodnoty jen
kolem 0,5 nebo nejsou statisticky vyznamné viibec. Ciselné
§kaly jednotlivych metod jsou opét dosti rozdilné.

V ptipadé protilatek IgM (dolni panel obr. 3) se vétSina
vysledkl pohybuje v negativni oblasti. Pozitivni IgM byly
zjistény spise ojedinéle, a to u metod pouzivajicich méné
specificky protein N. VSechna vysetfeni sledujici IgM proti
specifickému proteinu S byla negativni. Vysledky IgM zfej-
meé antikoreluji s VNT - pacienti s vysokymi titry VNT maji
typicky negativni protilatky IgM, a naopak vyssi hodnoty
IgM vykazuji ¢astéji pacienti s nizkou hodnotou VNT. Zddna
z korelaci mezi jednotlivymi dvojicemi testl v tomto piipadé
neni vyznamna, coz je ale zfejmé dano tim, Ze vétSina vy-
sledki se pohybuje v pAsmu negativity.

VYSLEDKY VYSETRENI PROTILATEK
U ZDRAVOTNICKEHO PERSONALU
A RODINNYCH PRISLUSNIKO

U zdravotnika a rodinnych pfislu$nika byly protilatky
stanoveny v Cervenci a v zati. U vSech 15 vySetfenych osob
byly zjiStény pozitivni celkové imunoglobuliny metodou
Roche. Pozitivni IgG protilatky byly zjiStény metodou ELISA
Euroimmun u 9z 11 (v ervenci) a7z 10 osob (v zafi) a pozitivni
IgA bylo zjiSténo u 4 z 11 (v Cervenci) resp. u 9 z 13 osob (v za-
Ii). Neutralizacni protilatky byly testem VNT v zafi zjistény
u 13 osob, u 1 osoby byly negativni, u 1 nebyly neutraliza¢ni
protilatky stanoveny vibec.

DISKUSE

Onemocnéni COVID-19 se sice vyrazné podili na vyssi
smrtnosti osob star$ich 70 let (1), nicméné mnohem vétsi
pocet seniorti infekci novym koronavirem pfekona a ziska
dlouhodobou imunitu. K dispozici v§ak neni mnoho studii,
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které by imunitu seniorti dlouhodobé sledovaly. V této publi-
kaci jsme shrnuli své pozorovani tvorby protilatek u skupiny
seniorti, ktefi COVID-19 prodélali na jafe 2020.

Domov Bfevnice byl jednim z prvnich dstavit v Cesku
postiZenych epidemii. Zatimco na jafe byla v nasi zemi
situace relativné mirnd, na podzim zasdhla epidemie velky
pocet, ne-li vétsinu téchto zarizeni. JelikoZ nemame pristup
k centralnim datlim, pozadali jsme o data v jednom z kraji,
se kterymi dlouhodobé spolupracujeme, a to ndméstkyni
hejtmana Jihoceského kraje pro socialni oblast doc. Lucii
Kozlovou. Z internich dat odboru socidlnich véci zdejsiho
krajského tradu za obdobi bfezen az prosinec 2020 vyplyvaji
nasledujici informace: V Jihoceském kraji je celkem 47 poby-
tovych zatizeni - 32 domovi pro seniory s cca 3 tisici osob a 19
domov se zvlastnim reZimem s cca 970 osobami. Na jafe se
koronavirova infekce prokazala u vét$iho poctu klientt (vice
nez 15 osob) pouze v 1zatizeni, na podzim jiz v 15 zatizenich.
Nejvice se epidemie rozsifila v Méstském tustavu socidlnich
sluzeb - domové pro seniory ve Strakonicich, v Domové dii-
chodctl v Dobré Vodé, v Domové pro seniory v Jindfichové
Hradci, v Alzheimercentru v Ceskych Bud&jovicich, v Domové
pro seniory Hvizdal, v domové Socidlni pohoda v Javorniku
a na jafe jeté v Zafizeni socialnich sluzeb SOVY v Ceském
Krumlové. Pouze ve 3 zafizenich se na podzim onemocnéni
nevyskytlo viibec.

Celkem bylo v téchto zafizenich pobytovych socidlnich
sluZeb od fijna do 6. prosince 2020 1é¢eno 886 seniort (tedy
22,3 % ze vSech ubytovanych seniorl). Z nemocnych klient
bylo 714 osob (80,6 %) léCeno pfimo v pobytovych zatizenich,
172 osob (19,4 %) bylo hospitalizovano. Celkem zemfelo 78 osob
(8,8 % z nemocnych osob).

Podobnd data jsou k dispozici ze Svédska. Ve Stockholmu
bylo na jafe zasazeno koronavirovou infekci 61 % domovi
pro seniory. Z 921 seniori, ktefi ve Svédsku zemfeli, 380
Zilo v téchto zatizenich (5). Jind studie z USA uvadi vyskyt
COVID-19 v 31,4 % domovech s pecovatelskou sluzbou (6).

Také zaméstnanci téchto Ustavil patfi mezi vysoce rizi-
kové skupiny z hlediska ndkazy. Séroprevalence 23 % byla
zjiSténa napf. u zaméstnanci téchto zatizeni ve Stockholmu
(5). Podobné ve stockholmskych nemocnicich byla zjisténa
séroprevalence 22-25 % u zdravotnich sester, 19 % u lékard
a 13 % mezi ostatnimi zaméstnanci nemocnic (17).

Je dlilezité si uvédomit, Ze mezi jednotlivymi zafizenimi
panuji velké rozdily. Nékde neonemocni témér nikdo, jinde
vét§ina klientdi a zaméstnanct. Tak vyznamné postizenych
zafizeni, jako byla Bfevnice, vSak neni mnoho. V ni jsme
protilatky zjistili u 20 z 22 seniord (90,9 %) a 9 z 21 zdravot-
nikd (42,9 %).

V nasi studii jsme pomoci série vySetfeni provedenych
v obdobi od dubna do listopadu 2020 potvrdili, Ze u naprosté
vétsiny seniortl se protilatky tvoii a dlouhodobé pretrva-
vaji. V zati tedy pfiblizné po 180 dnech byly u vétSiny osob
detekovany neutraliza¢ni protilatky testem VNT. Podobné
Wajnbergova et al. detekovali dlouhodoby vyskyt neutrali-
zacnich protilatek u osob s COVID-19 (18). Na podzim jsme
detekovali vzestup protilatek IgG. Domnivame se, Ze tento
vzestup muZe souviset s expozici novému koronaviru pti
druhé viné epidemie. JestliZe na konci listopadu bylo v kraji
Vysocina zjisténo vice nez 5 % osob PCR testu jako pozitiv-
nich, pak je velmi pravdépodobné, Ze se virus objevil znovu
iv bfevnickém domové (4). Co je kli¢ové - nikdo z klientli ani
personalu na podzim neonemocnél. Podobné nikdo opako-
vané neonemocnél napf. ani ve studii, kterou publikovali
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Sekine et al., v niz sledovali specifickou T-bunécnou odpo-
véd (7).

V souvislosti s ministerskym natizenim bylo v listopadu
provedeno testovani antigennimi testy. Zadosti, aby testova-
ninebylo provddéno u klientd, ktefi jiz COVID-19 prodélali,
nebylo vyhovéno. U nikoho z klientii ani zaméstnanca nebyla
infekce zjisténa.

Spole¢nost vnima seniory jako osoby s kfehkou imunitou
a podlomenym zdravim. JenZe tento odli$ny pohled na zdravi
aimunitu mladych a starych lidi neni podloZeny daty a v si-
tuaci infekce SARS-CoV-2 muZe vést k diskriminaci starsich
spoluobc¢anti. U mladych osob, které COVID-19 prodélaly,
predpoklddame, Ze jsou vici infekci odolni a maji velmi
nizké riziko opakované nakazy. Plazma osob, jezZ maji neu-
tralizacni protilatky, se dokonce pouziva pro 1é¢ebné tcely
(18, 19). Seniory, ktefi COVID-19 prodélali a ktefi, jak jsme
prokazali, také maji neutraliza¢ni protilatky, mame ovSem
potfebu inaddle chranit. Tyto postupy ov§em vedou k tomu,
Ze jim opakovaneé zbytecné provadime nazofaryngealni stéry,
branime jim v kontaktu s rodinnymi pfislusniky i mezi se-
bou v ramci spole¢nych aktivit a v pohybu mimo zatizeni. Je
tfeba si uvédomit, Ze na psychiku seniorti maji tato omezeni
zasadni negativni dopad a vedou k vyraznému duSevnimu
ifyzickému stradani. Proto musime vénovat vice pozornosti
tomu, abychom maximalné vysli vstfic pozadavkiim na
navrat rekonvalescentli do normdalniho Zivota. Chranit je
vhodné pouze rizikové jedince, ne ty imunni.

Na zékladé uvedenych vysledkii chceme navrhnout re-
vizi opatfeni, kterd jsou nyni uplatiiovina. Domnivame
se, Ze je vhodné po prodélaném onemocnéni (po ukonceni
epidemie) vSem klientlm zafizeni stanovit protilatky proti
novému koronaviru kvalitnim laboratornim vysetfenim krve,
avpripadé, ze vdaném zafizeni zjistime vys$si procento osob
s protilatkami, je mozZné povazovat kolektiv za méné rizikovy
a preventivni opatfeni v ném mtizeme zmirnit (u osob s pro-
tilatkami jiZ nemusime neprovadét antigenni testy, mtizeme
jim umoznit navstévy nebo volny pohyb mimo zatizeni). Je
pravdépodobné, Ze tito lidé nebudou muset byt o¢kovani
nebo bude stacit o¢kovat je pozdéji.

Vys§i riziko infekce maji pouze ti, ktefi jeSté protilatky
nemaji (i kdyz nékteti z nich mohou mit aktivovanou bunéc-
nou imunitu, ale tu zatim neumime stanovit). Podle vyja-
dfeni odbornych spolecnosti ma testovani osob antigennim
testem smysl pouze tehdy, pokud dani jedinci maji klinické
pfiznaky respiracniho onemocnéni nebo byli v kontaktu
s pozitivni osobou (20, 21).

Ve druhé ¢asti studie jsme ukazali, jak velka je hetero-
genita mezi soupravami, které se pouzivaji pro stanoveni
protilatek. Vyznamneé nedoporucujeme pouzivat rychlotesty
(lateralni chromatografické testy), jelikoz jejich senzitivita
je obecné velmi nizka, coz se ukazalo napi. pfi pouZiti testl
Wantai v celorepublikové studii Preval (22) a také pti pouziti
testu Innovita v testovani zdravotnickych pracovnikd v Plzni
(23). Na jafe jsme testem Innovita detekovali IgG protilatky
pouze u 12 ze 17 osob, na podzim jen u7 z 20 osob. Navic fada
testll neméla funkéni kontrolni zénu. Protilatky IgM byly
pozitivni u 7 z 17 osob na jafe a na podzim u 1z 20. Do této
prace jsme proto vysledky nezafadili. Na trhu jsou k dispozici
velmi kvalitni metody jako chemiluminiscen¢ni metody
(napf. od firem Roche, Abbott, Diasorin) nebo nékteré me-
tody ELISA (napf. Euroimmun). Tyto metody byly otestovany
americkym Centrem pro kontrolu a prevenci onemocnéni
(CDC) a maji certifikaci US-FDA EUA (12). Otestovali jsme
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vSak i testy ELISA od Ceskych vyrobcti TestLine a Vidia. Tyto
metody s testy ELISA Euroimmun Korelovaly, nicméné mezi
nimi byly velké rozdily. PotéSitelné bylo zjiSténi, Ze vzorky
s vysokym titrem neutraliza¢nich protilatek stanovenych
testem VNT se vét§inou objevily jako pozitivni i v téchto
testech ELISA. Pfi hodnoceni vysledkd je tfeba kaZdou pub-
likovanou studii posuzovat i s ohledem na pouzity test, jeho
senzitivitu a specificitu. Vysledky séroprevalence je nutné
kriticky hodnotit v souvislosti s pozitivitou testi PCR v dané
oblasti ¢i v daném zatizeni - jen tak davaji jednotlivé stfipky
informaci smysluplné zavéry.

Plo$na pravidla vedou v fadé pfipadd nejen k nesmysl-
nému zatiZzeni testovanych lidi, zatiZeni personalu prova-
déjiciho odbér, ale také k plytvani finan¢nimi prostredky.
Stanoveni protilatek kvalitnimi laboratornimi testy umoziu-
je vytipovat imunni osoby (24). Pokud pted dalsi vinou koro-
navirové epidemie zjistime, kdo jiz infekci prodélal, mtzeme
1épe posoudit riziko infekce pro dany kolektiv a pfizptsobit
tomu intenzitu protiepidemickych opatfeni. To plati nejen
pro domovy dfichodctl, ale i pro zdravotnicka zatfizeni, $koly
a velké pracovni kolektivy.

Podékovani

Dékujeme pracovnikiim Domova se zvldstni pé¢i v Brevnici a hlavné
vSem Klient(im domova za dlouhodobou spoluprdci a viem kolegiim zlabo-
ratofi za pomoc s provedenim testii. Ddle dékujeme ndméstkyni hejtmana
Jihoceského kraje doc. Ing. Lucii Kozlové, Ph.D., a vedouci odboru socidlnich
véci KUJC Mgr. Pavle Doubkové za poskytnutiinformaci o priibéhu epidemie
COVID-19 v pobytovych zafizenich v Jihoceském kraji.

Cestné prohlaseni

Pro cdst z provedenych testii poskytly firmy Roche, TestLine, Vidia,
Dynex a Abbott materidlni podporu v podobé souprav zdarma nebo poskytly
vyrazné jednordzove slevy. V Cervenci 2020 Vdclav Fejt napsal o této studii
pro Roche honorovany cldnek do firemniho casopisu.

Ostatni autori prdce prohlasuji, Ze v souvislosti s tématem, vznikem
a publikaci tohoto cldnku nejsou ve stretu zdjmii a vznik ani publikace
cldnku nebyly podporeny Zddnou farmaceutickou firmou a Zddnd farma-
ceutickd firma nebyla ani jejim zadavatelem.

Seznam zkratek

CE-1IVD invitro diagnostika

CFR celkova smrtnost (case fatality rate)

CMIA chemiluminescent immunoassay

COVID-19 coronavirus disease 2019

ECLIA electrochemiluminescent immunoassay

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

EUA emergency use authorizations

FDA Utad pro kontrolu 1é¢iv a potravin, USA
(U.S. Food and Drug Administration)

IFR smrtnost odhalenych piipadl

(infection fatality rate)
IgA, IgG, IgM imunoglobuliny A, G, M

N nukleokapsidovy antigen

OD ratio pomeér optickych hustot vzorku a kalibratoru
v testu ELISA

PCR polymerazova fetézova reakce

RBP receptor-binding protein, soucast S1

RT-PCR polymerazova fetézova reakce
s reverzni transkripci

S1 spike protein antigen 1

SARS-CoV-2  severe acute respiratory syndrome coronavirus 2

VNT virus-neutraliza¢ni test
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Roc¢ni obdobi, vitamin D

a COVID-19
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SOUHRN

Preventivni efekt vitaminu D na akutni respiracni infekce potvrzuji
dvé metaanalyzy. Kauzalni efekt nizké hladiny vitaminu D z hlediska
vyssiho rizika bakteridlni pneumonie potvrzuje jedna mendelovska
randomizacni studie. Tyto studie pochazeji z obdobi pfed pandemif
COVID-19. Nékolik asocia¢nich studii nalezlo vyssi vyskyt jedincl po-

nebo vyssi riziko umrti na néj u jedinct s deficitem vitaminu D ve
srovnani s nedeficitnimi osobami.

V tomto sdéleni upozornujeme na rozdilny vyvoj relativni mortality
na COVID-19 v Evropé ve srovnani se staty jizni polokoule - Australif,
Brazilii a Jihoafrickou republikou v zavislosti na ro¢nim obdobi, coz
mUZe souviset s intenzitou slunecniho zareni a naslednou fluktuaci
sérovych hladin vitaminu D. Prestoze se zatim nelze jednoznacné
vyjadrit k vlivu vitaminu D na COVID-19, je vhodné v obdobf ne-
dostatku slunecniho zafeni, které je hlavnim zdrojem vitaminu D,
doplnit jeho zasoby spravnou vyzivou ¢i v podobé doplnkd stravy,
aby se predeslo jeho deficitu.

KLiCOVA SLOVA
COVID-19, SARS-CoV-2, vitamin D

uvob

Zajem o potencialni roli vitaminu D v prevenci akutnich
respiracnich infekci (ARI) 1ze vystopovat do 30. let 20. stole-
ti, kdy byl zkouman efekt podavani rybiho tuku na redukci
pracovni neschopnosti pro nachlazeni (1). V metaanalyze
dvojité slepych randomizovanych placebem kontrolovanych
studif (25 studii, 10 933 dcastnikd) byl zjistén preventivni
efekt vitaminu D na rozvoj ARI (NNT = 33) (2). Benefit byl
vétsi pfi podavani dennich ¢i tydennich davek bez pridavku
bolusovych davek (NNT = 20). Tato metaanalyza prokazala
nejvétsi prospéch u jedinct s bazdlnimi sérovymi hladinami
vitaminu D (25(0H)D) < 25 nmol/l (NNT = 4) (2).

V nerecenzované novéjsi metaanalyze stejného vyzkum-
ného tymu (45 studii, 73 384 iiCastnikid) byl preventivni efekt
vitaminu D na rozvoj ARI potvrzen (pomér $anci [OR] 0,91;
95% interval spolehlivosti [CI] 0,84-0,99), pfestoZe byla zjis-
téna vyznamna heterogenita zafazenych studii. Na rozdil
od pfedchozi prace nebyl zjistén statisticky vyznamny efekt
bazalnich hladin 25(0OH)D. Nejsilnéjsi protektivni efekt na
rozvoj ARI byl spojen s podavanim dennich davek 400-1000
jednotek vitaminu D (OR 0,7; 95% CI 0,55-0,89) (3). Autoti
studie upozornuji na mozné zkresleni a pfecenéni preventiv-
niho efektu vitaminu D. VSechny studie zahrnuté v metaa-
nalyzéach byly z obdobi pfed pandemii COVID-19.

0d 27. fijna 2020 je ve Velké Britanii organizovana 6mésic-
ni studie CORONAVIT, kterd 5440 jedincim nabidne nahodné
zafazeni do jednoho ze 3 ramen. Prvni skupina je kontrolni
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SUMMARY

Kopecek M., Hoschl C. Season of the year, vitamin D and COVID-19
Vitamin D supplementation reduced the risk of acute respiratory
tract infection in two meta-analyses. Mendelian randomization shows
a causal effect of low vitamin D on bacterial pneumonias risk. These
studies involved patients before COVID-19 pandemic. Several associa-
tion studies found higher incidence of SARS-CoV-2 positivity, greater
COVID-19 severity and higher risk of mortality in vitamin D deficient
subjects compared to vitamin D non-deficient controls.

We draw attention to the trend of inverse relative COVID-19 mortality
in Europe versus the states of the Southern Hemisphere (Australia,
Brazil, South Africa) in dependence on season, which may be associ-
ated with intensity of ultraviolet radiation and consequent seasonal
fluctuation of serum vitamin D levels. Although we cannot yet confirm
causal role of vitamin D in SARS-CoV-2 positivity or COVID-19, we
recommend consumption of vitamin D rich food or vitamin D sup-
plementation in the non-sunny season to prevent vitamin D deficiency.

KEYWORDS
COVID-19, SARS-CoV-2, vitamin D

neintervencni, jiz je doporuceno uzivat 400 IU vitaminu D
denné, ve dvou aktivnich ramenech potom bude jedincim se
sérovou hladinou 25(0OH)D < 75 nmol/l podavano 800 IU nebo
3200 IU cholekalciferolu (vitaminu D,) denné. Studie bude
odpovidat na otazku, zda se 1isi frekvence jakékoliv respiracni
infekce mezi tfemi rameny studie. V sekunddrnich cilech
studie bude sledovana rovnéz redukce rizika a zavaznosti
infekce COVID-19.

VYSLEDKY ASOCIACNICH STUDII
Z OBDOBI PANDEMIE

Ctyfi (4-7) z péti studii uvadéji vyssi vyskyt jedincti po-
zitivnich na SARS-CoV-2 u pacientl s anamnézou deficitu
25(0OH)D nez bez ného. Mozné vysvétleni negativniho vysled-
ku studie (8) je skuteCnost, Ze autofi pouZzili anamnesticka
data o hladinach 25(0OH)D z obdobi 10-14 let pied infekci,
zatimco 4 pozitivni studie pouzily anamnesticka data, ktera
nebyla star$i nez 1 rok. Zminéna negativni studie nalezla
vztah pfijednorozmérné analyze, ten se vSak vytratil pii vice-
rozmérné analyze, kterd brala v potaz zkreslujici proménné.

Nejrozsahlejsi pocet jedinct (190 tisic) zahrnula studie
z USA (7). Ta prokazala inverzni vztah mezi pozitivitou na
SARS-CoV-2 a cirkulujici hladinou 25(0OH)D v séru. Tento
vztah pretrval pfi zvaZeni demografickych faktort, jako je
zemépisna §itka, rasa/etnikum, pohlavi a vék. Upraveny po-
mér Sanci (OR) ¢inil 0,984 pti navyseni o 1ng/ml (2,5 nmol/l)



(95% C10,983-0,986; p < 0,001) (7). Studie Meltzera et al. (6)
nasla vyznamné vice jedincti s deficitni hladinou 25(0OH)
D v nebélosské populaci a zaroven vice jedincl pozitivnich
na SARS-CoV-2 z nebélosské populace z oblasti Chicaga. To
mize souviset s faktem, Ze kozni fototyp modifikuje tvorbu
25(0OH)D z UV zateni (vyssi fototyp je spojen s nizsi syntézou
vitaminu D z UV zafeni).

Jiné malé studie poukazuji na to, Ze mortalita na
COVID-19 byla vyssi u jedinci s deficitem 25(0OH)D v Italii (n
=48) (9), muzii ve Svycarsku (n = 65) (10) nebo Ze onemocnéni
ma u pacientli s deficitem 25(0OH)D vysS$i zavaznost (n = 62)
(11), vyzaduje pfijeti na JIP (n = 134) (12) ¢i mechanickou ven-
tilaci pro ARDS (n = 33) (13). Studie z Turecka (n = 149) pomoci
multivariacni logistické regrese zjistila, Ze pocet lymfocytd
a hladiny sérového albuminu a 25(0OH)D (OR 0,927; 95% CI
0,875-0,982; p = 0,01) byly nezavislym prediktorem morta-
lity (14). Némecka prospektivni studie (n = 185) udala pomér
rizik (HR) 6,12 (95% CI 2,79-13,42; p < 0,001) pro invazivni
mechanickou ventilaci a 14,73 (95% CI 4,16-52,19; p < 0,001)
pro umrti pfi deficitu 25(OH)D definovaném jako sérova
hladina 25(0OH)D < 30 nmol/1 (15).

Publikovany byly i 4 negativni studie (n = 109) (16), (n =
413) (17), (n = 347) (18) ovérujici vztah mezi hladinou 25(0H)
D a zavaznosti COVID-19. Ctvrtd studie (n = 129) po Gpravé
na zkreslujici faktory nasla dokonce neocekavanou pozitivni
asociaci mezi zvy$ujicim se koncentraci 25(0H)D a tmrtnosti
v nemocnici s pomérem Sanci (OR) 1,73 (95% CI1,11-2,69; p =
0,016) (19).

Uvedené studie jsou asociacni, nepotvrzuji tedy kauzalni
vztah mezi COVID-19 a deficitem 25(0H)D. K priikazu kau-
zalniho vztahu je tfeba intervencnich studii ¢i mendelovské
randomiza¢ni analyzy.

MENDELOVSKE RANDOMIZACNI ANALYZY

Mendelovska randomizac¢ni (MR) analyza vyuziva ptiro-
zené randomizace genetickych variant jako zastupcti expozic-
nich proménnych. ProtoZe jsou alely nahodné distribuovany
v dobé poceti, genetické varianty nemohou byt asociovany
s potencialné soucasné piisobicimi faktory na hladinu 25(0H)
D, jakymi jsou napt. obezita, vék, onemocnéni ledvin ¢ijiné
chronické nemoci. MR analyza tedy neni nadchylna k reverzni
kauzalité, jak tomu miiZe byt u asociacnich studii. Pfikladem
reverzni kauzality je niz§i hladina 25(0H)D nasledkem obe-
zity (cholekalciferol je lipofilni a uklada se do tukové tkané),
nemoci ledvin nebo chronickych nemoci, jeZ jsou spojeny
s nizsi venkovni aktivitou a s ni spojenou nizsi expozici ul-
trafialovému zafeni. Ultrafialové zafeni se podili na tvorbé
vitaminu D azz 80 %. 1 hodina expozice slunecnimu zafeni
vedla v Némecku ke zvysSeni hladiny 25(0H)D o 0,04 nmol/l
(95% CI 0,04-0,05 nmol/1) (20).

Urceni kauzality, které je doménou nékterych intervenc-
nich randomizovanych kontrolovanych studii, tak mtize byt
provedeno i z observa¢niho uspofddani studie. V MR analyze
(n =116 335) byl pomér Sanci (OR) 1,12 (95% CI 1,02-1,23) pro
bakteridlni pneumonii pfi geneticky ur¢eném snizeni plaz-
matické hladiny o 10 nmol/125(0OH)D. Vysledky nebyly asoci-
ovany s rizikem infekce mocovych cest, infekci kiiZe, sepsi ¢i
gastroenteritidou, které byly pouzity jako negativni kontrola
(21). Ve stejné studii byla obsazena i observa¢ni analyza (n =
35833), ve které byla hodnocena sérova koncentrace 25(0H)D
a vyskyt bakterialni pneumonie. Pomeér rizik (HR) pro bakte-
ridlni pneumonii byl v pfizptisobené multivariacni analyze

PREHLEDOVY CLANEK

1,27 (95% CI 1,16-1,40) pro jedince s 25(0H)D < 25 nmol/l ve
srovnani s jedinci s hladinou > 25 nmol/1 (21).

Aktudlné jsou v recenznim fizeni 3 MR analyzy ové-
fujici kauzalitu mezi genetickymi variantami pro 25(0OH)
D a onemocnénim COVID-19 (22-24). VSechny pracuji se
stejnou primarni databazi UK Biobank, kde jsou k dispozici
vedle podrobnych demografickych tidaji rovnéz zaznamy
o zdravotnich rizikovych faktorech, stylu Zivota i sérovych
koncentracich 25(0OH)D pifed v medidnu 11 lety.

Jednotlivé studie se 1isi v metodickych detailech. Prvni
MR analyza pouzila data od britskych bélochl evropského
puvodu a zjistila, Ze geneticky zvySena hladina 25(0H)D o 1
smérodatnou odchylku (SD) na logaritmické §kale neméa
jasny efekt na vnimavost k infekci (n = 3432 pfipadd a 41 285
kontrol), ale vede ke zvySeni pravdépodobnosti hospitaliza-
ce (n = 867 pripadl a 229 kontrol; OR 2,34; 95% CI 1,33-4,21)
a zavaznosti onemocnéni COVID-19 (n = 293 pfipadl a 607
kontrol; OR 2,21; 95% CI 0,87-5,55), coz potvrdily i dalsi
analyzy citlivosti (22). Geneticky urcena hladina 25(0OH)D
vysvétlovala rozptyl hladin 25(0OH)D ze 4,9 %. Autofi této
studie nedoporucuji uzivani vitaminu D k prevenci COVID-19
anabadaji k monitorovani rizika u probihajicich studii.

Druha studie pouzila data z UK Biobank k datu 1. Cervence
2020, kdy v ni bylo 3523 jedinct pozitivnich na COVID-19 a 36
636 jedinct negativnich na COVID-19 a dale 536 pacientii se
zavaznym pribéhem COVID-19 a 329 391 jedinctl z obecné
populace (23). Tato studie nepotvrdila kauzdlni vztah mezi
geneticky ur¢enou hladinou 25(0OH)D a vnimavosti k infekci
¢i zavaznému pribéhu COVID-19.

Vyhoda dvou vyse uvedenych MR studii tkvi v metodické
Cistoté ohledné pfirozené randomizace, ale ke genetickym
dat@m chybi aktudlni hladina 25(0OH)D nebo alespori zo-
hlednéni ¢asového faktoru, ktery bere ohled na expozici
UV zafeni. Pokud by vys$si hladina 25(0H)D byla opravdu
rizikova, pak by v letnich mésicich méla byt mortalita vyssi
nasledkem vyssi intenzity UV zafeni ve srovnani se zimnimi
ajarnimi meésici. Naopak v jiné studii byla zjisténa vyznam-
na negativni asociace mezi indexem UV zafeni a poctem
umrti na COVID-19 ve 152 zemich v pribéhu ledna az kvétna
2020, coz poukazuje na protektivni roli UVB zafeni z hlediska
sniZeni po¢tu tmrti na COVID-19 (25). Z usporadani studie
nelze rozhodnout, zda byl efekt UVB zafeni zprostfedkovan
piimym efektem na virus, nebo jde o vliv zprostfedkovany
vitaminem D ¢i o nepfimy vliv UVB zafeni na venkovni
aktivity. Ze nelze opomijet sezonni vlivy, ukazuje studie
dvojcat, ktera prokazuje, Ze role dédicnosti 25(0H)D je vyssi
vzimnich mésicich a nizsi v meésicich letnich, coz naznacuje
meénici se vliv genetickych faktorti zavislych na intenzité
UVB zéfeni (26).

Treti MR studie (testy na pfitomnost COVID-19 u 7898
Gcastniki, z toho 1596 pozitivnich, 1020 hospitalizovanych
a 399 umrti na COVID-19) zjistila inverzni asociaci mezi vy-
pocitanou expozici UVB zatfeni z okoli relevantni pro syntézu
vitaminu D pfed pocatkem onemocnéni a hospitalizacemi
iamrtimi na COVID-19 (24). Expozice UVB zafeni vysvétlovala
rozptyl hodnot 25(0H)D z 12,4 %, zatimco genetické skore
vysvétlovalo rozptyl jen ze 4,2 %. Tato MR studie nezjistila
v senzitivni MR analyze kauzalni efekt geneticky urc¢ené hla-
diny 25(OH)D pro COVID-19, ale nalezla potencialni kauzalni
efekt v metodé vaZzeného maédu.

Ani jedna ze 3 citovanych MR studii nema dostate¢nou
statistickou silu a je nutné pocitat s tim, Ze jesté mohou byt
upraveny v recenznim fizeni. Mendelovské analyzy jsou
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usporadany pro prikaz linearnich vztahti, nikoliv pro neli-
nearni vztahy, které jsou v nékterych observacnich studiich
oznacovany hrani¢nimi hodnotami, jeZ se vS§ak mezi sebou
velmi 1i$i (< 25-30 nmol; < 50 nmol; < 75 nmol/l). MR analy-
zy stoji metodicky vySe nez studie observacni, ale nize nez
randomizované kontrolované studie. Na jasny prikaz efektu
Ci absence efektu je tak nezbytné pockat na reprezentativni
randomizované kontrolované studie.

RANDOMIZOVANE INTERVENCNI STUDIE

Pilotni randomizovana intervencni studie s podanim
hydroxylovaného vitaminu D, (0,532 mg kalcidiolu prvni den,
3.-7.den 0,266 mg a dile 0,266 mg v tydennich intervalech)
pridaného k nejlepsi dostupné 16¢bé u hospitalizovanych pa-
cientl pozitivnich na COVID-19 ukazala, Ze v aktivnim rame-
ni bylo na oddéleni JIP pfesunuto vyznamné méné pacient
(2 %) nez v kontrolni skupiné, kde to bylo 50 % (27). V aktivni
skupiné nikdo nezemiel, v kontrolni skupiné 2 pacienti. Slo
omalou studii (n =76), jejiz vysledky jsou nadéjné, ale nelze
je zatim generalizovat. Hydroxylovana forma vitaminu D,
ma ve srovnani s cholekalciferolem vyhodu v tom, Ze neni
potfeba hydroxylace v jatrech, a proto je navySeni hladin
25(0OH)D rychlejsi neZ po podani cholekalciferolu a déle je
3,2x silnéjsi (28).

Mala kvaziexperimentdlni studie porovnavajici béznou
1é¢bu s perordlnim bolusem 80 000 IU vitaminu D, v pocatku
onemocnéni COVID-19 nebo mésic pfed jeho propuknutim (n
=57) v kombinaci s dostupnou 1é¢bou ve srovnani bez bolusu
vitaminu D (n = 9) u kfehkych senior@ a kontrolujici zkres-
lujici proménné byla spojena s nizsi zavaznosti COVID-19
a vys$im prezitim (29).

Jind mald kvaziexperimentalni studie (n = 77) porovnavala
3 skupiny pacient@ primérného véku (88 + 5 let). Skupiny se
od sebe li§ily intervenci: Jedna skupina dostavala oralni bolus
50 000 IU vitaminu D, mési¢né nebo 80 000 IU a 100 000 IU
kazdé 2-3 mésice. Nikdo nedostaval vitamin D, ¢i intramus-
kularni injekce. Ve druhé skupiné byli zahrnuti pacienti bez
suplementace, ale do nékolika hodin od diagnézy COVID-19
dostali peroralné davku 80 000 IU vitaminu D,. V prvni
skupiné (n = 29) pfezilo 14 dni 93,1 % pacientli s COVID-19,
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Obr. 1 Krabicovy graf sérovych koncentraci 25(0OH)D
v pribéhu roku.
Jednd se o data 357 pade_ntﬁ_‘ve véku 31,6 + 11,8 roku,
dusevniho zdravi (32). Krabicovy graf oznacuje medidn,
25.a 75. percentil a dale 5. a 95. percentil.
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ve druhé skupiné (n =16) 81,2 % a ve tfeti (n = 32) potom 68,7
% jedincl. Pokud by byla skupina 3 brana jako referencni
(pomér rizik [HR] =1), pak plné pfizptisobené HR pro 14denni
mortalitu bylo 0,07 (p = 0,017) pro skupinula 0,37 (p=0,28)
pro skupinu 2 (30). Tato studie ukazuje mozny preventivni
potencial cholekalciferolu u seniorti s ohledem na 14denni
mortalitu na COVID-19, ale absenci efektu 1 bolusové davky
cholekalciferolu.

Jesté nerecenzovana prospektivni randomizovana studie
(n =240) prezentovana v databazi medRxiv neprokazala benefit
1 peroralni bolusové davky 200 000 IU cholekalciferolu na
délku hospitalizace ani dalsi sekundarni parametry (31).

V posledni dobé bylo v databazi ClinicalTrials.govregistrova-
no nékolik intervenénich studii s riznymi formami vitaminu
D v prevenci ¢i 1é¢bé COVID-19, které snad pomohou rozhod-
nout, zda je tato intervence prospésna, ¢i nikoliv. Neobjevili
jsme zadnou klinickou studii hodnotici efekt kalcitriolu,
ktery je az 4000x silnéjsi nez kalcidiol.

FAKTOR SEZONNICH ZMEN

Lze predpokladat, Ze sérové hladiny 25(0OH)D Kkolisaji
v Cesku béhem roku obdobné jako u psychiatrickych paci-
entd (obr. 1) diky zméné intenzity UV zafeni (32). Mortalita
na 1 milion obyvatel vypocitana na podkladé situacnich
zprav vydavanych Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO)
v jarnich mésicich (bfezen - kvéten) byla v Evropé (33) vyssi
nez v letnich mésicich (Cerven-srpen) a opét rostla v obdobi
podzimu (zafi - listopad) (obr. 2) (34).

Letni pokles relativni mortality muZe byt dan lepsi pfi-
pravenosti zdravotnického systému, epidemiologickymi
opatfenimi, oslabenim viru ¢i sezénnimi vlivy, kam lze
zapocitat i zlepSeni saturace 25(0OH)D v populaci. Tyto pa-
rametry ovSem az na vyjimku sezonnich vlivii nevysvétli
podzimni nardst mortality v Evropé. Pfesné opacné trendy
ve zméndach relativni mortality l1ze vypozorovat na jizni po-
lokouli (v Australii, Brazilii, Jihoafrické republice). Nejvyssi
relativni mortalita na jizni polokouli byla v obdobi zimy (obr.
2), kdy v Evropé bylo 1éto a relativni mortalita byla nejnizsi.

Zména sérovych hladin 25(OH)D jde ruku v ruce se sezén-
nimizménami, jako jsou zmény venkovni teploty, vlhkosti
a UV indexu. Tyto fyzikalni parametry mohou ovliviiovat
jak Sifeni viru, tak chovani lidi nezavisle na zméné hladin
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Obr. 2 Srovnani relativni mortality na COVID-19 béhem 3 roc¢nich
obdobi na vybranych tizemich severni a jizni polokoule



25(0H)D. Na druhou stranu je vitamin D hormonem steroid-
ni povahy, ktery ovliviiuje imunitni funkce ptisobenim na
dendritické buriky a T lymfocyty (35), a tim muZe ovliviiovat
bunéénou imunitu i pribéh COVID-19. Pfedpoklada se, ze
virus SARS-CoV-2 je odvozen od netopyiiho koronaviru Bat-
CoV RaTG13 (36), a no¢ni savci z tiidy letount trpi deficitem
25(0OH)D (37, 38), ktery mlZe umoznovat snadnéjsi siteni
viru.

DISKUSE A ZAVER

Klepsimu objasnéni vztahu sérovych koncentraci 25(0H)
D a tiZe onemocnéni COVID-19 by bylo nezbytné znat nejen
aktudlni hladiny 25(OH)D u hospitalizovanych pacientd
pozitivnich na COVID-19, ale i jejich hladiny pfed propuk-
nutim onemocnéni, nebot hladina 25(0H)D je povazovana
za negativni zanétlivy reaktant, jenz v obdobi zanétu klesa
(39). A predevsim by bylo tfeba provést vice dvojité slepych
placebem kontrolovanych intervencnich studii s vitaminy,
prohormony ¢i hormony vitaminu D. Pokud nebude podnik-
nuta efektivni intervence nebo nedojde k oslabeni viru, 1ze
predpokladat dalsi sezénni kolisani mortality na COVID-19.

Protoze s ubyvajicim sluncem se béhem podzimu a zimy
snizuje 25(0H)D v séru, je vhodné ho doplnit v potravé bohaté
na motské tu¢né ryby nebo v podobé vitaminovych dopliika.
Doporucené davky pro prevenci deficitu vitaminu D jsou dle
Evropské agentury pro bezpecnost potravin 600 IU/den (15 pg/
den) pro dospélé a 800 IU/den (20 pg/den) pro dospélé starsi
70 let (40). U rizikovych skupin (s BMI > 30 a pti uzivani kor-
tikoid ¢i antiepileptik) se doporucuje 2-3x vyssi denni davka
(35). K feseni deficitu vitaminu D se pouzivaji vyssi davky
a odpovéd na tuto 1é¢bu je potom dobré monitorovat (41).

Seznam zkratek

25(OH)D 25-hydroxyvitamin D

ARDS syndrom akutni dechové tisné

ARI akutni respiracni infekce

Bat-CoV RaTG13 netopyii koronavirus

BMI body mass index

CI interval spolehlivosti

COVID-19 coronavirus disease 2019

HR pomér rizik

U mezinarodni jednotka

JIp jednotka intenzivni péce

MR mendelovska randomizace

NNT number needed to treat (poCet pacientd, které
je tfeba 1é¢it, aby nastal 1é¢ebny efekt)

OR pomér Sanci

SARS-CoV-2 severe acute respiratory syndrome coronavirus 2

SD smérodatna odchylka

uv ultrafialovy

WHO Svétova zdravotnicka organizace
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Predstavujeme publikaci

Jan Evangelista Purkyné a jeho
vyznam pro soucasnou i budouci
medicinu

Publikace byla vydana k pripomenuti 230. vyroci narozeni slavného

Ceského lékare a védce Jana Evangelisty Purkyné (18. prosince 1787

Libochovice - 28. ¢ervence 1869 Praha). Jan Evangelista Purkyné

patFi k ve svété nejznaméjsim Cechdim a jeho objevy ovlivnily Fadu

|ékaFskych obor(. V zavéru zivota se pak jako vlastenec podilel vy-

znamnou merou na vzniku moderni Ceské spolecnosti. Publikace je

pripravena vice nez 50 autory z fad historikd, 1ékar zabyvajicich se

dlouhodobé osobnosti Jana Evangelisty Purkyné a znamych pred-

stavitel( nejvyznamnéjsich lékarskych obor0. Publikace pfinasi pri-

spévky ke tfem tématim:

1. Historicky pohled na osobnost Jana Evangelisty Purkyné a pur-
kyriovské tradice.

2. Purkynovy objevy a koncepce ve vztahu k dnesku.

3. Co nas Ceka aneb jak se budou medicina a pfirodni védy vyvijet
do konce tohoto stoleti.

Kniha tak vychazi z purkynovskych tradic a shrnuje, co Purkyné

objevil a jak se medicina vyvinula od doby Purkynovy a kam dale

sméruje.
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Tomas Tré
Doporucena cena 550 K&
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