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Radiosensitivita a radioresistence

* Veskeré latky a faktory, o nichz je znamo, ze modifikuji
ucinky ionizujiciho zareni, pusobi v ramci chemické
faze interakce, tj. nemohou ovlivnit primarni fyzikalni
interakci — pfimé zasahy vedouci ke zlomum atd.

» Zvlastni postaveni mezi latkami modifikujicimi ucinky
zareni ma voda, ktera je v zive hmote temer
vsudypritomna. UrCity prakticky vyznam maji uvahy o
radiosensitivizujicim ucinku vody v pfipadé pusobeni na
biologicky vyznamné molekuly v suchém stavu.

* Veskereé radiacni poskozeni biologickych molekul nebo |
bunek v dehydrovaném stavu je nutno prisoudit
pfimému ucinku, tj. zejména zasahum DNA, a to
vysokoenergetickymi elektrony.




Volneé souvisi:

» Hypotéza panspermie? Zivot v celém
vesmiru?




Vliv teploty

* Poskozeni molekuly, ktere pochazi z primeé ionizace
citiveho mista a vede k nevratne destrukci
biologickych vlastnosti molekuly, je relativhé malo
citlivé na teplotu. Predavana mnozstvi energie jsou
totiz podstatne vyssi nez aktivacni energie potrebne
pro rozbiti vazeb.

* V pripade, ze poskozeni pochazi spise z excitace, byl
navrzen tento vztah pro inaktivacni koeficient, napfr.
nejakého ozareného enzymu:

1 E/RT & /RT
— — = - 1 _gz/RT
C—D——Coe +C1€ +C2€
37




Vliv teploty

1/D5, je inaktivacnim koeficientem z jednozasahového
Inaktivacniho modelu, tj. prevracena hodnota davky nutne
pro inaktivaci 63% (aktivitu si zachovava priblizneé 37% =
1/e, e =2,71828.... ) molekul a rovna se vyrazu 1/D,,
pokud je inaktivace funkci davky prvniho radu.

Doplnujeme:

Pro urCeni aktivacnich energii se pouziva ve fyzikalni chemii obvyklé
metody Arrheniova grafu. Log C (viz pfedchozi rovnice, vlastné
logaritmus vytézku reakce) se vynasi jako funkce prevracené hodnoty
absolutni teploty v kelvinech. V nasem pripade D5, je umérna
prevracené hodnotée vytézku (Cim je D,, vetsi, tim je mensi vytezek
na jednotkovou davku). Pro jednoduché reakce je Arrheniuv graf
primkou, jehoz smérnice je €/R.

Nas vztah vyjadruje vytézek nekolika souCasné probihajicich reakci.




Vliv teploty

Data ziskana pro v suchem stavu ozarovany enzym -
lysozym - vedla k tomuto konkretnimu tvaru rovnice:

C =1 =0.005+0.02¢ K 40,7250/

D37

Prvni Clen je zjevné na teploté 1=zavisly, neprislusi mu tedy
zadna aktivacni energie, druhy a treti Clen jsou zavisle na
teplote. Vysvétleni této zavislosti spocCiva v tepelném
usnadnéni prenosu naboje z mista ionizace do jiného
kritickeho mista, jehoz destrukce vede k inaktivaci. Excitacni
energie muze vést v nékterych mistech molekuly ke vzniku
posSkozeni pfi synergickém pusobeni tepelné energie. Dle
podilu téchto mechanismu lze vymezit tfi oblasti:




Vliv teploty

T <100 K — inaktivace je nezavisla na teplote
a Je k ni nutno extremne vysokych davek.
Temer chybi migrace energie.

100 K< T <170 K - dochazi k migraci
excitonu — rotacnich a vibracnich stavu a muze
dojit k lokalizaci energie v kritickem miste, kde
pak nizka aktivacni energie vede ke vzniku
zmeny.

170 K< T <420 K — muze dochazet k interakci
mezi migrujicim nabojem a mobilizovanymi
vodiky z vodikovych vazeb, coz muze vest az
kK naruseni disulfidickych vazeb temito vodiky.




Vliv teploty

Uginek teploty Ize vysvétlit i tak, Ze inaktivace
nezavisla na teplote je dana ionizacnimi
udalostmi, zatimco excitacni udalosti jsou na
teplote zavisleé.

S ohledem na nizké aktivacni energie produktu
radiolyzy vody je zavislost ucCinku na teploté za
pritomnosti vody jen slaba.

Zesileni radioterapeutickych ucinku pri
hypertermil ma tedy vysvetleni spise na urovni
ovlivnéeni fyziologie bunky.




Kyslikovy efekt

Jiz v pocatcich radiacni biologie bylo zjisteno, ze
pritomnost kysliku velmi silné ovlivhuje schopnost
zareni vyvolat poskozeni zive hmoty nebo biologickych
materialu (Schwarz 1909). Zvysena pozornost je vsak
témto efektum vénovana az od 50. let minulého stoleti,
kdy si radiacni biologove uvedomili vyznam kysllkoveho
efektu pro odpoved nadoru na ozareni.

Princip: anoxické podminky pomahaji prezivat casti
nadorovych bunéek. Studium vlivu kysliku nelze oddélit
od studia vlivu nekterych jinych endogennich i
exogennich latek.

Tzv. konkurencni model interakce senzibilizatoru a
ochrannych latek, navrzeny jiz ve druhe polovine 350. let,
zahrnuje nekolik kroku:




Kyslikovy efekt

1.  Primarnimi udalostmi jsou tvorba radikalu organickych molekul jako
vysledek pfimeho nebo neprimého ucinku:
RH —- RH-*+ e — R- + H* + e*(pfimy ucCinek)
RH + OH- —» R- + H,0 (neprimy ucinek)

2. Chemicka oprava sulhydrylovymi slouCeninami, zejména v burice
hojné se vyskytujicim glutathionem: (chemicka oprava)
R:-+ R'SH - RH + R'S:

0 glycine
cysteine
glutamate

3. Konkurencni reakce s kyslikem, ktera fixuje radikal na biomolekule
a pravdépodobne vede k biochemicky neopravitelnému poskozeni.
Tato reakce je rozhoduijici z hlediska senzitivujiciho u€inku
kysliku:

R-+ 0O, - RO, (poSkozeni fixované kyslikem)




Kyslikovy efekt

4. Rada elektronegativnich latek muze imitovat svymi
reakcemi pritomnost kysliku (reakCni produkt ovsem
nemusi byt stejny jako pri reakci s kyslikem). Tyto
senzitizéry maji prakticky vyznam a bude o nich
podrobngji pojednano dale. Priklad reakce tohoto druhu:

R- + X(senzitizér) + H,0 — ROH + X~ + H*

5. Predchozim reakcim konkuruje vychytavani ,vodnich”
volnych radikalu slouc¢eninami s —SH skupinami. Volny
kyslik ovsem take reaguje s temito thioly a tim
shizuje jejich hladiny a ochranné ucinky.

Komplexni pusobeni kysliku jakozto senzitizéru nebylo
dosud zcela jednoznacne vysvetleno.




Kyslikovy efekt — oxygen
enhancement ratio

Uginek kysliku Ize v zasadé _popsat jako ucinek
modifikujici davku — pomér podilu prezivSich bunék za
pritomnosti a neprltomnostl Kysliku pro urcCitou davku
zustava stejny i pfi odliSnych davkach.

Stejne tak je konstantni pomer absorbovanych davek
za pritomnosti a nepritomnosti kysliku, které
vedou ke stejnému stupni preziti S. Tento druhy
pomer je oznacovan prave jako oxygen enhancement
ratio — OER:

davka v N, prodany §

OER =
davka v O, prodany S
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Preziti za oxickych a anoxickych podminek pro hypotetickou savéi bunécnou linii, jejiz

OER ma hodnotu 3,0.

davkav N, prodany S

OER =
davka v O, prodany S




Kyslikovy efekt — zavislost na
koncentraci kysliku

Kyslikovy efekt je vSudypritomny a uplatnuje se
témér vSeobecné (viz napf. Frickeluv dozimetr).
Tvar krivky preziti se ucinkem kysliku vetsinou
nemeni, meni se jen jeji strmost.

Kyslikovy efekt je slaby u zareni o vysokem LET.

Ze studia zavislosti preziti bunek na parcialnim
tlaku kysliku vyplynulo, ze kyslikovy efekt je
prahovy jev, pri velmi nizkych koncentracich
kysliku (setiny %) se neprojevuje, maximalni
zcitliveni nastava jiz pri koncentracich 2 — 3 %.




(nepovinné)

ralativni citlivost

e _4 -3 -2 =1 0 1 2 3

Relativni citlivost bakterie Shigella flexneri Y6R na rtg-zareni v zavislosti na logaritmu
parcialniho tlaku kysliku vyjadieného ptivodné v procentech.

Relativni citlivost = S/Sy, v tomto pfipadé pomér poctu prezivsich za
pritomnosti kysliku o urCité koncentraci ku poctu prezivsich v Cistém dusiku

Kose x: -2 =0,01% 0=1% 2 =100%




Kyslikovy efekt — zavislost na
koncentraci kysliku  (nepovinné)

Zavislost sensitizace na koncentraci kysliku je pfinejmensim u bakterii
dobre popsana timto vztahem:

S _mlo|+K

S/Sy je v tomto pfipadé pomér pocCtu prezivSich za pfitomnosti kysliku o urcité
koncentraci ku pocCtu prezivsich v Cistém dusiku. Pri nulové koncentraci kysliku je
S/Sy zjevné 1. Konstanta m je bezrozmérna a konstanta K ma rozmeér jako
koncentrace kysliku (napf. pM/I). Pokud je koncentrace kysliku mnohem veétSi nez

K, pak:

S _mlo,] _
s o] "




Kyslikovy efekt — zavislost na
koncentraci kysliku  (nepovinné)

Posledné uvedeny vztah odpovida situaci, kdy pomer S/Sy dosahuje
maximalnich hodnot. Pokud ovsem K bude rovno koncentraci

Kysliku [O,], pak plati:

Sy _mK+K _K(m+1)_m+1
Sy K+K 2K 2

m a nasledné K se urcCuji z konkrétnich grafu zavislosti S/Sy na koncentraci
kysliku. (k procvicCeni Ize pouzit predchozi graf, m = 3,1, S/Sy = 2,05, pak K =
[O,] = 0,355% = 4 puM.I'") (prasecCik zhruba oznacuje v grafu cervena Sipka)

Vyznam: Lze uvazovat o dvou typech poSkozeni zpusobeného primarni
radiacni udalosti. Typem 1 je potencialne letalni leze, ktera se stava
letalni pouze za pritomnosti kysliku. Typem 2 je léze vzdy letalni. Léze
typu 1 mohou byt chemicky restituovany, coz je konkurencni proces pro
fixaci poskozeni kyslikem.




Kyslikovy efekt — zavislost na
koncentraci kysliku  (nepovinne)

m ma v tomto modelu vyznam konstanty, ktera je
spojena s pocty lézi typu 1 a 2 timto vztahem:

n,/n,=m—1

K je pomer rychlostnich konstant chemicke restituce
a kyslikove fixace poskozeni:

K=K, /K,

rep




Kyslikovy efekt — zavislost na

koncentraci kysliku

* V pokusech s mikroorganismy vystavenymi nah
oxickym podminkam, tj. pritomnosti kysliku (viz

le

nasledujici graf) bylo prokazano, ze vliv nepritomnostsi
Kysliku se na preziti bunek projevi pokud mezi ozarenim

a aplikaci kysliku nastane doba delsi nez cca 2
tedy dan interakci (nékolika ruznymi interakcem

ms — je
1) kysliku

s volnymi radikaly se srovnatelnou dobou zivota. Presny

mechanismus vSak neni znam. Jisty je vyznam
pro tvorbu peroxidoveho radikalu, u ktereho vsa
nezname jeho vyznam pro vznik radiacniho pos

Kysliku
K presne

Kozeni.
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Cas, ms
Relativni citlivost bakterie Serratia marscesens k 280 Gy impulzu elektronového
zareni. Kyslik je k dispozici bud jiZ pred ozaifenim (zaporne casy) nebo aZ po
ozareni. Impulz je aplikovany v okamziku "0".




Kyslikovy efekt — vyznam

Za pricinu radioresistence rychle rostoucich
nadoru bylo vzdy povazovano jejich
nedostatecné cevni zasobeni a z toho
plynouci ochrana nedostatkem kysliku.
Pokusy ke zvyseni ucinnosti terapie
zvysenim saturace nadoru kyslikem vsak
nevedly k valnym terapeutickym uspéchum.




Radioprotektivni ucinek thiolu

Endogenni nebo exogenni thioly slouzi jako lapacCe volnych
radikalu a mohou odstranit radiacni poSkozeni:

R-+ R'SH - RH + R'S:

Thiolové radikaly pak mohou reagovat vzajemne:

RS-+ R'S: —» R'SSR

Puvodni thioly ovSem téz reaguiji s (jsou odstranovany)
kyslikem nezavisle na pritomnosti radiolytickych produktu.

Roli aktivnich thiolu nemohou hrat —SH skupiny bilkovin,
musi se jednat o malé molekuly (tripeptid glutathion —
glutamova kys.-glycin-cystein - v redukovane forme — tedy
GSH, a tez cystein, cysteamin). Vzhledem k nizkym
nitrobunéénym koncentracim zejména druhych dvou thiolu
a velké reakéni rychlosti kysliku s volnymi radikaly
biologicky vyznamnych latek, je vsak vyznam
endogennich thiolu pro opravu radiacniho poskozeni
nejisty. Potvrdily to pokusy — viz dale:




Radioprotektivni ucinek thiolu

« Existuji vyznamneé latky ovliviujici hladinu GSH: DL-
buthion-S,R-sulfoxim (BSO) a diamid, tj. bis(N,N"-
dimethylamid kyseliny diazen dikarboxylové. BSO rusi
ICDBiCS)SSngtéZU GSH a diamid oxiduje GSH na disulfid

R ]

kmeny (GSH) Ildskych bunecnych linii. Tyto kmeny
poskytovaly na pritomnosti kysliku nezavisly (OER = 1)
vytézek jednovlaknovych zlomu. GSH+ kmeny
vykazovaly typicke hodnoty OER. Takto mel byt
prokazan vyznam intracelularnich thiolu, byt z hlediska
ochrany pred zarenim velmi maly.

* Podstatne vetsi a zcela prokazatelny vyznam maji
exogenni thioly.




Radioprotektivni ucinek thiolu

Dostatecne navysené intracelularni koncentrace jinak
prirozené se v bunkach vyskytujicich thiolu, jako je cystein a
cysteamin, maji prokazatelny ochranny Gcinek — az 2x
zvySuji letalni davku, zfejmé pusobenim profi kyslikovému
efektu — reparaci poskozenl a jako lapace volnych radikalu.

Druhy z procesu je patrné vyznamnéjsi.
a) S hydroxylovym radikalem reaguiji:
RSH + OH- - RS- +H,0 nebo
RS-+ OH- - RS- + OH-
b) S vodikovym radikalem reaguiji:
RSH+H- — RS- +H, nebo
RSH+H- —- R-+H,S
c) Se solvatovanym elektronem reaguiji:
RSH +e,, — R+ SH-
RSH +e,, > RS+ H




Radioprotektivni ucinek thiolu

Radioprotekce pomoci syntetickych thiolu je v praxi
omezena jednak jejich toxicitou a take potrebou
jejich podani minimalneé minuty az desitky minut
pred ozarenim. Toto muze mit urCity vyznam v
radioterapii a snad ve voienstvi. Faktor snizeni
davky dosahuje u nekteych syntetickych thiolu az
hodnot kolem 3. Nejuspesnejsi je latka
oznacovana jako WR2721, tj. S-(2-(3-amino
propylamino))ethyl- -fosforothiolova kyselina,
produkt vojenskeho vyzkumu U.S. Army. Jeji
nevyhodou je nerovnomerna distribuce ve tkanich,
zejmena nizka koncentrace a tim i ochrana v
mozku. Nicméene pod nazvem Amifostin se
pouziva pri radioterapii napr. nadoru hlavy a krku.




Sensitizéry na bazi aromatickych
nitrosloucenin

Vyvoj techto latek byl motivovan snahou o zvyseni
ucinnosti radioterapie. Vesmes se jedna o elektrofilni
cinidla, ktera mohou v anoxickych nadorech nahradit
chybegjici kyslik v jeho funkci Cinitele fixujiciho radiaCni
poskozeni nebo likvidujiciho thioly, | kdyz musi mit k
témuz efektu podstatné vyssi koncentraci. V kyslikem
dobre zasobenych tkanich se jako senzitizery
neprojevuji. Problémem techto latek je obecne jejich
toxicita.

Jako prvni vzbudil pozornost 2-methyl-5-nitroimidazol-1-

ethanol (metronidazol, Flagyl), nasledoval 5-nitro-2-
furalaldehyd semicarbazon (nitrofurazon).




5-halogen substituovane pyrimidiny

Jde o skupinu senzitizeéru, které funguiji .
zcela odlisné a nezavisle na kyslikovem T
efektu. HN =

Zakladnim pyrimidinem je uracil. Uracil | "

substituovany halogenem v poloze 5 je 0""“‘"?*”"
iInkorporovan do DNA misto thymidinu, 5
musi tedy byt k dispozici v dobe

replikace bunek.

Senzitizujici ucinek 5-bromouracilu, resp. 5-
bromodeoxyuridinu je vysvetlovan
citlivosti atomu bromu k radiolytickemu
stepeni — bromovy radikal se odstepia v
puvodni pozici bromu vznika také volny
radikal. K podobnéeému vysledku vede |
reakce 5-bromouracilu se solvatovanym
elektronem a nelze vyloucit ani dalsi
neprimé mechanismy.
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