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Experimentalne navozeny akutni radiacni
syndrom u pokusného zvirete

1  Ustav patologické fyziologie LF MU
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Co je to ionizujici zareni?

casticove nebo ANRTOM 775,
elektromagnetické zareni, kdy T e Y
castice/foton nesou dostatecnou __ f@m
energii k ionizaci atom( a et O, AT
molekul (odstranénim elektronu z e {}
jejich orbity) oo
produkuje elektricky nabité Castice (=

lonty) kS
lonizace je v makromolekulach, z nichz Ay

je slozen organizmus, biologicky velmi

vyznamna




Typy ionizujiciho zareni?

o = o—Castice (atomy Helia) gﬁpﬁé ______
B = elektrony nebo positrony B
v = elektromagnetické vinéni GRIA ool L
(fotony) GAMMA, X-
neutrony Vecinos =
NEUTRONS 2 oot
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<—— JONISING RADIATION ——>
(potentialiy harmfal or beneficial o hutans)
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Jednotky?

davka ionizujiciho zareni kterou osoba obdrzela se vyjadruje
jako absorbovana energie, jednotkou je gray (Gy)
1Gy = 1 J/kg (dfive rad)
stejna davka v Gy ruznych typu zareni zpusobuje ruzny
biologicky efekt (1Gy a-radiace ma vétsi efekt néz 1Gy -zareni)
— radiacni efekt se vyjadruje jako efektivni davka, jednotkou je
sievert (Sv)
bez ohledu na typ zareni, 1 Sv vede ke stejnému biologickému efektu
priklad: 1Gy=1Sv pro y- nebo B-zareni, 1Gy=10Sv pro neutrony a 1Gy=20Sv
pro a-zareni
rychlost radioaktivniho rozpadu radioaktivni latky vyjadfuji

jednotky becquerel (Bq)
1 Bg=1 atomicky rozpad/s



Co je to radioaktivita?

vétSina atomu je stabilnich: uhlik-12 nebo kyslik-16
nekterée maji prebytek vnitrni energie a spontanne se rozpadaji za
vzniku novych prvku =“radioaktivni rozpad”

pfi rozpadu se prebytek vnitfni energie uvoliuje jako y-zareni nebo Castice



Zdroje ionizujiciho zarizeni?

Prirozene Arteficialni
kosmicke medicina

expozice roste s nadmorskou vyskou : diagnostika, terapie, sterilizace
solarni prumyslove |

zejm. y-zareni nuklearni energetika
pozemske zdroje zemeédélstvi

radioaktivni rozpad pfirozenych radioizotopu ~ --ee.
(puda a skala)
Radon
plyn, vznika rozpadem Radia-226 (z uranu)
ma nejvetsi podil na celk. davce ionizujiciho
zareni



Biologicky efekt a nasledky
ionizujiciho zareni?
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Pfima ionizace makromolekul el o]~ - - - ko 3
Nepiimo prostiednictvim “radiolyzy” " j\\ RN

+ F ",
vod ", Hydrogen \ o,
volng kyslikové radikaly o ﬂ\ radicirh

Dusledky:

blokada cyklu — apoptoza
mitoticka Ci post-mitoticka smrt
proliferujici bb.)

mutace égenova’ Ci chromozomova)
reparace
nereparovana zmena




Typy a dtsledky lézi DNA?

bodoveé mutace
DNA reparace: mismatch repair

single strand breaks (SSB) RpStsmREEEEREREEEEREEE=S1 i unnE

DNA reparace: base excision repair

double strand breaks (DSB)
letalni (apoptoza) TTTTT |%\’_ﬁ*m T
DNA reparace: homologni rekombinace (nékdy) a
jindy nehomologni pfipojeni
translokace
inzerce

FRAGMENTED
INSERTION

! !
&

%
damaged chromosome #2 in a
post-flight metaphase sample

Normal chromosome #2 and #4
in a post-flight metaphase sample




DNA reparace

P

| DAMAGETO excisni reparace
TRERTRAND base excision repair

R nucleotide excision repair
EER LR RS mismatch repair

TR ‘ EXCISION OF

DAMAGED REGION

oot Trn

DMNA POLYMERASE MAKES
step 2

NEW TOP STRAND USING
BOTTOM STRAND AS
& TEMPLATE
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stegs | DNALIGASE
P SEALS NICK
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Charakter biologickeho ucCinku

Deterministicky
zavaznost zavisi (‘je determinovana”) na
davce
manifestace specificka
poskozeni typickych tkani a organu
efekt se objevuje jen pfi prekroCeni prahoveé
davky
poskozeni je dusledkem zaniku velkého
mnozstvi bunék
nastup pfiznaku brzy po expozici (kratka
latence)
typy: .
akutni radiacni syndrom (ak. nemoc z
ozareni)
celotélové ozareni davkou >1Gy
chronicky post-radiacni syndrom
(celkové nebo lokalné)
sterilita, katarakta, radia¢ni
dermatitida, alopecie, endarteritis
obliterans, pneumonitis, ...
posSkozeni plodu in utero

Stochasticky
pravdépodobnost roste s davkou (ne
zavaznost!)
manifestace nespecificka
poSkozeni ruznych tkani a
organu
plynuly narust rizika bez “bezpeéné”
prahové davky
k efektu staCi poSkozeni jediné bunky
manifestace opozdéna (dlouha latence,
typicky roky)
typy: . ,
somatické mutace - nadory
leukemie, 8t. Zlaza, plice, ml.
Zlaza, skelet
germinativni mutace (oocyt,
spermie) — vrozeny geneticky
defekt



Deterministické x stochasticke

[ DETERMINISTIC effects

hematologic intestinal

severity/mortality (%)

STOCHASTIC effects

/

cancer / inherited disease

/

dose (Gy)

probability (%)




Akutni radiacni syndrom

1-2 Gy

postlhu.je her_na’topoeticky, I | I

gastrointestinalni a cerebrovaskularni ;':;“ -1 ;g A
7 g 1 K i R

system .o T s S G

casovy prubéh, rozsah a zavaznost odstupnovana
podle davky - deterministicky efekt!!!

od nékolika hodin do nékolika mésicu po

3-4 Gy

Relative Severity of
Signs and Symploms
Relathve Severity of
Signs and Symptoms

expozici b

Tirme after Exposure

— Hematologic changes
= Gl gymptoms
=== (NS symptoms



Akutni radiacni syndrom

Hematopoeticky syndrom (>1Gy)
1) retikulocytopenie, lymfopenie + granulocytoza
2) granulocytopenie (— imunodeficience)
3) trombocytopenie (— krvacivost)
4) anemie (— hypoxie)
GIT syndrom (>10Gy)
casny (hodiny) — nevolnost, zvraceni, diarrhea
pozdni (dny) — ztrata intestinalni integrity
malabsorpce, dehydratace, toxemie/sepse, ileus, krvaceni
Cerebrovaskularni syndrom (desitky Gy)
bolest hlavy, porucha kognitivnich funkci, dezorientace, ataxie, kfeCe, vyCerpani a hypotenze
Kozni
erytém, popaleniny, edém, porucha hojeni ran
epilace



Hematopoeticky syndrom

ozareni kostni difené (>1Gy) vede k
exponencialnimu zaniku bunék -
hematologicka krize

hypoplazie az aplazie difené + periferni
pancytopenie (infekce, krvaceni)
subpopulace kmenovych bb. je
selektivné vice radio-rezistentni,
lgpravdepodobne diky pfevaze bb. v G,
azi

nezt))ytne pro regeneram - e T
anemie je pozdnim dusledkem 0 2 4 6789 101214 16182022 24 26283032 34363840
(erytrocyty ~120 dni)! Time since Exposure, d
masivni stresova reakce
(glukokortikoidy) pfispivaji k lymfopenii
(cytolytlcky efekt) a paradoxné oddaluji
nastup granulocytopenie (uvolnéeni granulocytes  grVEhrocytes
zasob. granulocytl z dfené a sleziny)

Leukocyte Count, cells/mm?

blood elements (%)

Z

\12 3 4 5 6 7 3 months

time (days)
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Super quick explanation of the what the Chernobyl nuclear disaster and reactor number 4 including it’s timeline of events in the seconds and

minutes and days following April 26™, 1986 and what radioactivity is
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Bioakumulace

Origin Relationship w/ territory Place w/in Food Web

Originates w/in Lives on/in ground Higher in web

Originates outside
of zone

Lower in web

Lives above ground

Gulakov, Andrey Vladimirovich 2014. Rask, Martti 201 2.



Praktikum:

EXPERIMENTALNE NAVOZENY
AKUTNI RADIACNI SYNDROM U
POKUSNEHO ZVIRETE



Cil praktika

na hematologickych parametrech dokumentovat deterministickou
povahu ucinku zareni

sledovat dynamiku zmeén perifernino krevniho obrazu jako nasledku
znem b kostni dreni

akutni radiacni syndrom je modelovou situaci, na ktere lze ukazat
princip regulace hematopoezy



Praktikum | - design

ANESTEZIE i.p.

| B

heparinizovana
strikacka

odbér krve ze srdecnich komor
vynéti sleziny, zvazeni

VYSLEDKY

srovnani hladin kr.
elementii 3 a 20 dni
po ozaieni
(1) leukocyty

(2) erytrocyty

(3) trombocyty

natér periferni krve na diferencialni obraz bilé rady
(4) hmotnosti sleziny a retikulocyty
(5) stanoveni Hb a pocitani erytrocytl, leukocytd, trombocytl
hematokritu stanoveni koncentrace hemoglobinu a hematokritu




Praktikum | — operacni postup




Praktikum | - hodnoceni

vzorek periferni krve kontrol a
ozarenych zvirat

T~

& o

Turkuv roztok
hematokrit

LEUKOCYTY

hemoglobin

Burkerova
komurka

'
5 &

Hayemuv roztok prokainovy roztok

nater periferni krve

ERYTROCYTY

TROMBOCYTY

barveni LEUKO DIF 200
a brilantkrezylovou modri



Uéinky ionizujiciho zafeni na
krvetvornou tkan

Praktikum Il — hodnoceni natéru
periferni krve

o a4

a



Kontrolni otazky

Co je to ionizujici zareni?
Co je to radioaktivita?
Cim jsou zprostfedkovany biologické efekty ionizujici zafeni?

Typy biologickych efektu zareni + priklady?



Hematopoeza

LT-Hsc ¢ @
L Stem Cell
sTHsc | @@ A\
¥ Miusltipotent
VPP o @ progenitor
Mysioid & Lugphoid v
CFU-GEMM cmp T T T TTTETEEEEEE "'l.‘.ll"_ - CLP
L v I : Committed
O wer O owe l l | Pro-B Pro-T | progenior
[ i
v L I ?
BFUE CFU-meg  CFU-M CFU.G CFU-Eoc CFU-Baso ! Pre-B v
) ) 0 © ©Q o : . v
v v Y v v Y o,
CFU-E Magakaryocyte ST S . Matu
O “ 2 %-:{'-" 1-133 0 0 'O cells
v '- v Nwmﬁf‘“i"""““mphi,‘i B Cell TCell NKCell
2 . @

Erythrocyte Platelets  Macrophage a ¥
Dendritic Call



Krvetvorna tkan = kostni dren

kostni dren
(1) krvetvorné bb.
(2) hematopoetické stroma — nezbytné nutné k normaini
produkci krevnich bb.
fibroblasty, adipocyty, makrofagy, T-lymfocyty, vazivo, tu
vlastni krvetvorné bb. — kmenové bb.
pluripotentni hematopoetické kmenova burika
diferenciace do vSech fad + sebeobnova !!!
nejasny fenotyp — antigenni klasifikace CD34*
ve dieni <0.01%
progenitorové (determinované) kmenoveé bb.
nemaji schopnost dlouhodobé sebeobnovy
nejasny fenotyp — klasifikace podle schopnosti tvofit
kolonie (CFU-E, CFU-M, CFU-G, CFU-Meg, ...)
prekurzory krevnich bb.
jasny fenotyp (morfologie, histochemie)
ve dreni ~90%
proerytroblast — bazosilni erytroblast — polychromatofilni
erytroblast — ortochromni erytroblast — retikulocyt - erytrocyt
myeloblast — promyelocyt — myelocyt — metamyelocyt —
granulofcyt (ty¢ka)

promonocyt — monocyt
megakaryoblast - megakaryocyt

zralé elementy

—— Red Blood Cells ——

—— White Blood Cells —

L— Platelets

Lymphocyte

Monocyte

Eosinophil

Basophil

Meurophil



Kmenoveé bunky

=

zakladnimi vlastnostmi KB jsou
schopnost sebeobnovy

tj. déleni bez diferenciace (asymetrick¢) & 7
produkce specializovanych bb. N Differentiated
(regenerace tkani) AN Ea
typy KB o e
zralé KB (pluripotentni) Q
adultni, somatické

jednotlivé KB davaji vznik
omezenému repertoaru bb.

napf. hematopoetické KB,
mesenchymalni KB, ...

casné KB (toti-/omnipotentni)
embryonalni (blastocysta)
davaji vznik vSem typum bunék téle
jako jediné nepotfebuji ke stimulaci
déleni rustove faktory, u vSech
ostatnich je bunécny cyklus
startovan mitogeny

Pancreatic Hematopoletic Cardiomyocytes Neurons Hepatocytes
islet cells cells



Kmenoveé bunky

Hierarchy of Stem Cells

Nerve

Bone



Somatické kmenoveé bunky

lokalizovany ve vetsine tkani téla jako
zdroj bunek pro neustalou sebeobnovu a
nahrazovani

jsou pluripotentni

davaji vznik vSem bb. konkrétniho typu tkane, ne
vS§ak jiného (tuto schopnost maji pouze
embryonalni KB)

nicmene ukazuje se, ze jista univerzalita
je mozna

Blood cells



Regulacni faktory hematopoezy

Normal

souhra pusobeni faktoru Red Dlood anomia
autokrinnich, parakrinnich a
endokrinnich -
endokrinni
erytropoetin (ledviny)
trombopoetin (jatra) Ren Hupoxia
cytokiny Blood
para-/autokrinni o Bone  yidney
hematopoetické rustové faktory
(cytokiny)
produkovany bunkami W
stromatu, napf. CSFs (colony- Erythropoietin
stimulating factors)
Erythropoietin | ron

Red
Erythroblast Cell



Erythropoetin (EPO)

a Normoxia

S €D

Ascorbate @ID?} @-T 0«3

b Hypoxia

Mucleus

" HIF-1 target genes

Angiogenesis ‘// \\‘ Proteclysis

Erythropoiesis pH regulation

Apoptosis Glucose metabelism

Cell proliferation and survival

HIF-1a regulation by proline hydroxylation

90% kysliku v organizmu je vyuzito pro ox.
fosforylaci — produkci ATP
kyslik je ve vodé relativné nerozpustny — Hb
umoznuje transportovat krvi 100x vice kysliku nez
by bylo mozné pouze ve fyzikalné rozpusténé
formé
EPO je hl. regulatorem konc. Hb a tedy
dostupnosti kysliku
1893 — vysokohorské prostredi (Alpy) vede k T Hb u lidi
— hypoxie!
1950 — humoralni faktor produkovany ledvinami
stimulujici eryrtropoézu

bilateralni nefrektomie u krys vedla k anémii
1977 purifikace EPO z moci pacienta s aplastickou
anémii
1983 naklonovani genu pro EPO — produkce
rekombinantniho EPO (epoetin)

dlouhodoba léCba renalniho selhani a nékterych
anemii

produkce EPO — peritubularni fibroblasty ledviny

(hluboky v kortex a vnéjsi kura)

pro¢ ledvina?
fylogeneze — u nizSich organizmu je ledvina
hemopoeticky organ
ci‘tlivéjSi sensing skutecného obsahu Hb a tedy
H/sll'ku (po separaci plazmy a kr. elementu) pfi glom.
iltraci



Krevni obraz — ref. hodnoty

Zeny
polet Ery [RBC] (x10'2/]) 3.8-5.2

poc”:etv Leu [WBC] (x109/1) &\\\\\&i&&\g}\\\\\\\\\\:
pocet Tromb (x109%/1) AN &\\i\\&\\\\\\\

hematokrit (%) 0.35 - 0.46
hemoglobin (g/l) 120 - 168
str. objem Ery [MCV] (fl) 80 - 95
prum. obsah Hb v Ery [MCH] (pg) 27 - 32
MCH = Hb x 10/RBC
prum. konc. Hb [MCHC] 0.32 - 0.37
MCHC = Hb x 100/hematokrit

sz AL




Bunky periferni krve

Uncormmitted stemn oell gives rize to
: " cormnm itted cells
proeruthroblast monablast rmvelablast lyrmphablast megakarvoblast

i

rnegal-:ar ocyte

=

bazaphilic
0 arvthroblast

. ervthroblast

4

nu:-rmu:-l:-last
&.l

retolloote

ervthrocyte Fhon o cyte neutrophil  basophil  eosinophil lymphoote  platelets



Diferencialni rozpocet bilé krevni rady

(“diferencial’)
“ neutrophil @ ‘
&

9 monocyte

B2

B2

: neutrophil
blood platelet

’asophll

\\ B2

blood platelet

v




Praktikum Il

VYSLEDKY

(1) pocet retikulocyth

(n ret/1000 erytrocytd)

{2) zhodnoceni natéru
periferni krve

(ze vzork( kontrol a 3 a

20 dni po ozareni 4Gy)

obarveno v LEUKO DIF 200 / brilantkrezylové modfi

prohlizeni krevniho natéru

|
!

LEUKOGRAM

TYCKY | ; f 3%
seanent [t e et [T J0 ML DL D gt o] | s
EOZINOFIL l | s
BAZOFIL | 1%
eywrocyt (| L 0[O0 LI LE f ] 28 %
MONOCYT | |1 | | iy

10/10] 10f10 |10 |10 |10 |10 |10 {10 || 100%




