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Radiologicka fyzika a radiobiologie

Zaklady radiochemie (radiobiologie )

Tato prednaska se opira prevazné o monografii E. L. Alpen: Radiation Biophysics (1998), novéjsi
radiobiologickou literaturu a internetové materialy.

1 Biofyzikalni ustav Lékarské fakulty Masarykovy university, Brno



lonizacni a excitacni procesy

VeétSina energie rozptyleneho (sekundarniho) zareni je nesena
elektrony, které ionizuji prostredi. Tyto vysokoenergetické elektrony
vznikly (v radiologickych souvislostech) fotoelektrickym jevem a
Comptonovym rozptylem zareni rentgenového i gama.

Pro nas podstatnym prostredim je voda, ktera tvori u dospelych kolem
60% vahy teéla.

Tzv. prvni ionizacni potencial vody je 12,6 eV.

Pro srovnani, elektrony o energii 20 keV ztraceji pri interakci s vodou s
nejvétsi pravdépodobnosti kvantum energie 22 eV (prumérna velikost
ztraty je 60 eV (viz obr.).

Ztraty energie maji v kazdem pripade diskretni hodnoty.



Histogram ztrat energie elektronu pri jeho interakcich
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lonizacni a excitacni procesy

Patrne podle vzhledu ionizaCnich stop

ziskanych pomoci bublinkovych komor a Vétveni stopy
mnozstvi ,predané = ztracené” energie se

tyto udalosti deli na

spuﬁ 100 to 500 eV hlnl:rs

Ostruhy (Spurs) — 6 az 100 eV — jen nékolik iontu _ Primary
Kulicky, bloby (Blobs) — 100 az 500 eV — desitky
ionthJ < 100 &V *-':.'EﬂII el
Kratké stopy (Short tracks) — 500 az 5000 eV — e >5000 eV
stovky iontd — ’“"

Eraru:h fracks
Elektron o energii 1 MeV, predava asi 65% U'!lt”ars

energie v ,ostruhach”, 15% v ,blobech” a
20% v ,kratkych stopach® (coz jsou vlastné
ionizaCni stopy terciarnich elektronu).

http://www.photobiology.com
/feducational/len/part2.htm



lonizacni a excitacni procesy

Vysledek predani energie:
ionizace — 1 nebo vice elektronl vyrazeno z molekuly
excitace

superexcitace (pfijata energie je vysSi nez ionizacni, avsak elektron zlistava vazan k
puavodnimu jadru)

Ve vSech téchto pfipadech je dusledkem nestabilita, ktera muze vést ke
zmenam struktury molekuly nebo mezimolekulovym interakcim.
Jednotlive ,ostruhy”, tj, nejmensi skupiny ionizacnich udalosti, jsou od sebe
vzdaleny v pruméru 400 nm pfi vlastni velikosti cca 1 nm, vodikovy radikal je
schopen difundovat do vzdalenosti v pruméru 180 nm, dokud nezanikne.
Dusledek: interakce (napf. rekombinace) volnych radikalu vytvarenych v
ruznych blobech, ostruhach a kratkych stopach prakticky neni mozna
(pravdepodobna).



Radiochemie vody

Primarni produkty radiolyzy vody, objevujici se v ¢ase od 10-1® do 1012 s:
Excitovana molekula vody H,0O*
Radikaly H- a OH- (dusledek rozbiti excitované molekuly)
H,0* a e (dusledek pfimé ionizace narazem)

Navazujici procesy:

H,O* - H* + OH-

e+ H,0O — H,O

e +H"— H:

e +nH,0 — € aq (solvatovany, vodny, hydratovany elektron, doba zivota pfiblizné 0,2 ms)
a také : *’

H,O- — H- + OH- ¢ _go #
et &% &
Vazba solvatovaneho elektronu obklopeného Sesti Q ® q @
molekulami vody ma 3,3 eV, na povrchu vody jen 1,6 eV 4 < | ] v & ‘q v
— méfeno na zakladé energie elektrond, vyrazenych z [ & [ [N ¢ o [N
vody svételnymi fotony!!



Schéema radiolyzy vody

Excitation Radical species
N . He 4+ O

tonization Pozor,v
A pravdepodobnost
excitace a ionizace neni
stejna — zavisi na
energii elektronu a
dalSich faktorech!




Radiochemie vody

Primarni produkty radiolyzy vody tedy jsou:

H-, OH-, e",,, H*, OH-
lonty H* a OH- v8ak nemaji z hlediska pusobeni na Zivou hmotu
valny vyznam, protoze jsou ve vode a vodnych roztocich
vsudypfritomné.
Cast volnych radikald i iontl rychle rekombinuje (spojuje se do
puvodnich celku).
Nasleduje chemicka faze, popsatelna souhrnnou rovnici:
H,O (ozarena) — H-, e7,,, OH-, H;0%, H,, OH", HO,-, O,, O,, HO,,

H,0, / e T

"hydroperoxyl” nebo Superoxidovy anion  Superoxid vodiku
"perhydroxy radikal”



Hodnota G

Hodnota G — meritko chemického vytezku.
G je pocet molekul vytvorenych nebo rozpadlych v
dusledku predani 100 eV energie sekundarniho elektronu.

Vybrané hodnoty G pri neutralnim pH:

H- 0,6
€aq 2,6
OH- 2.6
H, 0,45

H,O, 0,75



Frickeuv dozimetr jako model radiochemické
reakce

Oxidace iontu zeleznatych (Fe?*) na zelezité (Fe3*). Vyuziti pro dosimetrické
ucely je omezené (coz plati i pro jiné chemické dozimetry), protoze hodnota G
silné zavisi na LET. Je to vSak o cenny model interakce volnych radikalu s
jejich lapaci. Jde o nasledujici systém reakci:

H,0* — OH: +H:
H-+ 02 — HO,

HO,+ Fe? FFe2 - HO, @

H02 T H202

OH:.+ Fe2* — OH- £ Fe**
H-+H,O — OH-+H

~NOoO OB WN -



Frickeuv dozimetr jako model radiochemické
reakce

Reakce (7) nastava jen za absence kysliku.

Prostudovani téechto reakci vede k zaveru, ze za pritomnosti kysliku a v
kyselém prostredi kazdy vodikovy radikal zpusobi oxidaci tfi zeleznatych
iontl na ionty zelezité.

V reakci (2) vznika superoxidovy radikal HO,-, ktery nasledné oxiduje prvni Zeleznaty iont.
Ze superoxidoveho aniontu a vodikoveho iontu vznika peroxid vodiku, ktery pak oxiduje

druhy iont Fe?*.
V této reakci (6) vznikly hydroxylovy radikal pak oxiduje treti iont Fe2* (5).

Je dale zjevné, ze jinym zpusobem (radiolyticky) vznikly H,O, sam
poskytuje 2 ionty Fe3* (reakce 5 a 6). Radiolyticky vznikly radikal OH-
(reakce 1) stvofi v reakci (5) dalSi iont Fe3*.



Frickeuv dozimetr jako model radiochemické
reakce

Pro celkovy vytézek Fe3* pak mizeme napsat:
Gres+) = 28202 * 3G + Gon)

Za nepristupu kysliku analogicky
Gres+) = 28 202) * Gy + Gion



Frickeuv dozimetr jako model radiochemické

reakce

Pro y-zareni Co-60 o nizkém LET jsou platné hodnoty:
G(H,0,) = 0,75

G(H) = 3,65

G(OH) = 3,15

Takze s ohledem na

G(Fe’*) = 2G(H,0,) + 3G(H*) + G(OH"),

je G(Fe3*) rovno 15,6

a za nepritomnosti kysliku analogicky 8,30.

Pozn: Tyto hodnoty jsou ovSem nizSi nez jejich teoreticky odhad, protoze Cast energie zareni
nevyvola zmeény lapace radikalu (Zeleznatych iontu nebo jinych redukujicich molekul).

Za predpokladu spotreby 17 eV na vytvoreni jednoho paru H- a OH- by hodnota G méla vyjit
pro Fe3* 23,53.



Primy a neprimy ucinek
Primy ucinek: misto molekul vody jsou zasahovany primo biologicky

vyznamné molekuly, zejména DNA. PocCet neposkozenych molekul N po
pusobeni davky D je dan puvodnim pocCtem neposkozenych molekul N,

Kde k je tzv. inaktivaéni konstanta s jednotkou Gy, jejiz pfevracena
hodnota udava davku (D = 1/k), ktera snizi poCet neposkozenych molekul
faktorem 1/e, tj. na 37% puvodni hodnoty (uvazme N = N,.e, tj. N = Ny/e).
Tato davka se oznacuje tez D, nebo D.

Uvahy plati, pokud jediny zasah inaktivuje biomolekulu.



Primy a neprimy ucinek

Zejména v souvislosti s tzv. zasahovou teorii ma velky vyznam pojem terce. Timto terCem
myslime zpravidla néjakou molekulu. Existuje vztah mezi molekulovou hmotnosti a velikosti

terCe (v.t.).
Molekulovou hmotnost Ize dokonce povazovat primo za velikost terce (pfi inaktivaci

jedinym zasahem).
D, povazujeme za inaktivacni davku. Je-li experimentalné zjisténa hodnota pramérného

mnozstvi energie predané pri jedné interakcni udalosti 75 eV, plati:

. _ 75x1,602.107° []] 75 [eV] . 75 [eV]
v-t.(9) = D3, [J.g71] " D37.6,2.10%5[eV.g™1] 6,2.101> [eV. g™ 1]

Pro lepSi pochopeni rovnic: ,energie potrebna pro inaktivaci terCe délena inaktivacni
energii na gram poskytuje poCet gramu pfipadajicich na jeden terc”. Numericky vyraz ve
druhém ¢i tfetim jmenovateli je pfepoditaci faktor z Gy, tj. J.kg™!, naeV.g'. kje
vysveétleno na predchozim snimku.




P‘I"'imy d nep‘r"imy l’léinEk (priklad uvahy, pochopit ale nebiflovat)

Molekulova hmotnost terCe je dana soucinem Avogadrovy konstanty a
velikosti terCe v.t. vyjadrenou jako hmotnost v gramech. Po vypoctu s
vyuzitim vyrazu z predchoziho snimku dostavame:

Musi se

. experimen-
talne zjistit!

D,, je dosazena za prevracenou hodnotou k a je ji nutno vyjadrovat v
eV.g'. Mezi mol. hmotnosti uréenou z radiochemického experimentu a
mol. hmotnosti ur¢enou nezavisle na ozareni je znacna shoda, coz
naznacuje platnost jednozasahové inaktivacni hypotézy. Teorie plati v
plném rozsahu pro molekuly v suchém stavu, ve vodném prostredi

se vice uplatnuje neprimy ucinek.




Primy a neprimy ucinek

Neprimy ucinek: poskozeni tercové biomolekuly je
zprostredkovano radikalovymi produkty radiolyzy
vody. Proces je rizen difuzi.

Pokusy se specifickymi lapaci radikalu ukazaly, ze
rozhodujici vyznam ma pro poskozeni biomolekul

radikal OH-.



Rekombinace, restituce, oprava

3 zpusoby obnovy stavu molekul pred ozarenim:

Rekombinace muze nastat prakticky jen velmi kratce po interakéni udalostsi
— s ohledem na rychlost difuze je tento ¢as kratsi nez 10-'" s. Rekombinace
je prostym znovuspojenim iontového nebo radikaloveho paru.

Restituce je chemicka (neenzymova) obnova puvodni molekuly. Dochazi k
ni v Casech kratSich nez je jedna ms. Prikladem takového procesu je
reakce radikalu DNA s molekulou obsahujici sulfhydrylovou skupinu -SH:

DNA:- + RSH — RS- + DNA (s obnovenym H)

Opravy jsou enzymatické a vyzaduji podstatné delSi Cas.



Makromolekularni ter¢ v bunce

Dnes je jasné, ze hlavnim terCem je DNA, at se jedna o
ucinek primy nebo neprimy.

Ostatni makromolekuly (bilkoviny i RNA) mohou byt pomérne
snadno nahrazeny resyntézou.

Dukazy:

A) korelace existence dvouvlaknovych zlomd DNA se ztratou biologické
aktivity.

B) Bunky neschopné oprav DNA nebo s chemicky zablokovanymi
opravami DNA jsou mnohem citlivéjSi na pusobeni ionizujiciho
zareni.



Chemické reakce vyvolané produkty radiolyzy
vody

Neni jiste, ktere z nasledujicich radikalovych reakci jsou

7 u LD a4

vsechny v zavislosti na podminkach procesu.

1. Vytrzeni vodikového atomu
RH+H - R +H,
R-H + OH- = R- + H,0

2. Disociativni reakce
R-NH,* + e, — R- + NH;,
R-NH, + H- — R- + NH,



Chemicke reakce vyvolanée produkty radiolyzy
vody

3. Adicni reakce
R-CH=CH-R + OH: - R-CHOH-CH--R

4. Restituce
R- + R-SH — R-H + R-S-

5. Fixace poskozeni (radikalu biomolekuly) vazbou kysliku — vznika
peroxid

R-+ 0O, - R-0-O:

Peroxidovy radikal je dosti stabilni, nepodleha restituci, ale neni to
finalni produkt.



Reakce s DNA

Jedna se o interakce s OH-, H- a e-
hydroxylem:

Funkcni skupiny na bazich a cukrech mohou byt zmeneny — vznika chybny
nukleotid.

PosSkozeni bazi muze byt tak silné, Ze dochazi k jejich ztratam, vznikaji mista
bez purint nebo pirimidinu v DNA.

Presun radikalu z baze na cukr-fosfatovou pater muze vést ke ztraté baze.
Vznikaji i jednovlaknove a dvouvlaknové zlomy. Blizké (max. 10 bazi vzdalené)
soucasne zlomy na obou retezcich se oznacuji jako dvouvlaknové — vedou k
preruseni dvousroubovice.

V experimentech s viry se zjistilo, ze hydroxylovy radikal nejCasteji napada vodik
deoxyribozy v poloze 4 (obr.), odnima jej cukrovému zbytku za vzniku vody.
Latky se sulfhydrylovymi skupinami (thioly) vznik radikalt na DNA tlumi
(mechanismem restituce), pritomnost kysliku je naopak stabilizuje.

aq» PiCemz nejdulezitejsi jsou interakce s
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Preruseni retezce DNA

Jednovlaknovy zlom — single-strand break (SSB): Pomeérne snadna
bezchybna reparace, v radiacnim poskozeni bunek hraje jen malou roli.
Dvouvlaknovy zlom — double-strand break (DSB): Reparace obtizna,
protoze pro ni chybi presny templat (predloha), Casté chyby projevuijici se
mutacemi. RUzné mechanismy vzniku:

a) Jeden zasah DNA vede k primému vzniku DSB v komplementarnich mistech retézce.
b) Jeden zasah DNA muze vést k tzv. kooperativhimu vzniku DSB v blizkych mistech
obou fetézcu.

c) Dva nezavislé zasahy komplementarnich rfetézcl v mistech vzdalenych od sebe max.
10 bazi. Pri vetsi vzdalenosti udrzi dvousroubovici vcelku vodikove i jiné vazby.

JEDNOVLAKNOVE | DVOUVLAKNOVE ZLOMY MOHOU VZNIKNOUT
TAKE JAKO DUSLEDEK NEPRIMEHO UCINKU - PUSOBENI| VOLNYCH
RADIKALU.
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Vliv konfigurace DNA na jeji radiacni poskozeni

V zivych bunkach se DNA nachazi ve vysoce kondenzovanéem
stavu (supercoil, superhelix, nadsroubovice, supervinuti — viz napfr.
biofyzika, prednaska o strukture zivé hmoty) a v pevné vazbe s
histony — hovorime o chromatinu. Tato vazba je ovlivhovana
lonizujicim zarenim jiz pri davkach radove jednotek Gy.

Relaxace ,supervinuti® (tj. rozvinuti onoho supervinuti) v dusledku
dvouvlaknovych zlomu zfejmé znemoznuje reparacni procesy.



Reparace DNA

Odhaduje se, Ze pocCet DSB v jedné bunce je 15-60 na 1 Gy,
zatimco pocCet SSB je vice nez 1000 na 1 Gy. Poskozeni DNA
vSak pusobenim SSB vznika jen minimalné.

Poskozeni DNA v dusledku pusobeni ionizujiciho zareni:
a) DSB a SSB v dvousroubovici
b) Chemické zmeéeny bazi
c) Chemické zmény cukrovych zbytku
d) Vznik spojek (cross-links) mezi bilkovinnou matrix a DNA nebo v DNA
samotné.

Tato poSkozeni jsou opravovana nékolika riznymi zpusoby, jejichz
detailni popis je predméetem zajmu molekularni biologie.



Reparace DNA — Excizni oprava

Excizni oprava — typicka pro jednoviaknové zlomy v nereplikujicich
se molekulach DNA.

Templat (predloha) komplementarniho viakna musi byt k dispozici!
Nejdrive dochazi k odbourani dalsich bazi z okoli zlomu, a pak se
od 3'-hydroxyloveho konce vlakna doplnuje chybégjici sekvence
(pusobenim enzymu DNA-polymerazy 1).

Podobne se opravuji poskozené baze nebo cukrove zbytky.



Rekombinacni oprava DSB

Opravy DSB patri mezi tzv. error-prone (k chybam nachylné) opravy. Klicovou
roli v téechto opravach hraje bilkovina recA (mutace genu pro recA podstatnée
zvysuje citlivost k radiacnimu poskozeni). Prokazano u bakterii a néco
podobného se projevuje i u savcich bunek.

Pro castecnou rekonstrukci mista s DSB je vyuzito homologniho duplexu =
chromosomu (u diploidni bunky).

RekombinacCni oprava zacina odbouranim jednoho viakna duplexu
exonukleazou na obou fragmentech. Bilkovina recA se vaze k obnazenym
Jednovliaknum® a iniciuje vymeénu vlaken s homolognim duplexem, ¢imz
vznikaji dve blizka rekombinacni mista. Dalsi postup viz obr.



Rekombinacni oprava DSB

A
B

— Clvousroubovice

jednovlaknova
DNA

Obnovena

D —— dwvouvlaknova
DNA

E

A — dvouvlaknovy zlom, B — CastecCné odbourani jednoho z vlaken v okoli zlomu a asociace
s homologni dvousroubovici (duplexem), C — pod vlivem recA nastava rekombinace
poskozenych a neposkozenych useku, D — syntéza komplementarnich fetézcu (viaken) DNA
polymerazou, E — opravené dvousroubovice



Vernost oprav (repair fidelity)

Excizni opravy SSB jsou vSeobecne povazovany za temer
bezchybné. Pravdépodobnost chyb je vyjadfovana pomérem 1 : 107
az1:10".

Pravdepodobnost bezchybného spojeni DSB je odhadovana na jen
asi 75% a dochazi k nemu zejména béhem prvnich dvou hodin po
poskozeni.
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