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ANOTACE

Diplomova prace je zamétena na modulaci poskozeni stievni sliznice pomoci keratinocytarniho
rastového faktoru. Keratinocytarni rustovy faktor (palifermin) je jednim z mala klinicky
dostupnych rastovych faktorti a je indikovan k zmirnéni poskozeni dutiny ustni u pacient
podstupujicich radioterapii v oblasti hlavy a krku. Do jaké miry tento faktor muze ovlivnit
poskozeni jinych ¢ésti gastrointestindlniho traktu, pokud je podany po ozéfeni, neni znamo.
Prvni Cast prace je vénovana problematice ionizujiciho zafeni a KGF. Experimentalni Cast prace
hodnoti u¢inky keratinocytarniho rtistového faktoru na piezivani a regeneraci stievni sliznice u
samic myS$i kmene C57Bl/6] po ozafeni potenciadlné letalnimi davkami pfi kryti hlavy.

Zaveérecna Cast obsahuje zhodnoceni ziskanych dat.

KLICOVA SLOVA

lonizujici zafeni, stfevni sliznice, keratinocytarni rustovy faktor, palifermin

TITLE
Modulation of damage of intestinal mucosa induced by ionizing radiation using keratinocyte

growth factor

ANNOTATION

The thesis is focused on modulation of intestinal damage by keratinocyte growth factor.
Keratinocyte growth factor is one of the few clinically available growth factors and is indicated
to alleviate damage of oral cavity in patients undergoing head and neck radiotherapy. The extent
to which this factor may affect the damage of other parts of the gastrointestinal tract, if
administred after irradiation, remains unknown. The first part is devoted to ionizing radiation
and keratinocyte growth factor. The experimental part evaluates the effects of keratinocyte
growth factor on the survival and regeneration of intestinal mucosa in female C57BI1/6J mice
after irradiation by potentially lethal doses with head shielding. The final part evaluates the

obtained data.

KEYWORDS

lonizing radiation, intestinal mucosa, keratinocyte growth factor, palifermin
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UvVOD

Ionizujici zafeni na jedné stran¢ ptindsi mnoho uzitecného, zejména pokud je pouzito
k diagnostickym a terapeutickym ucelim, na druhou stranu ptedstavuje i hrozbu v podobé
jadernych zbrani a radionuklearniho terorismu. Je proto dulezité pochopit jeho u¢inky na lidsky
organismus a nalézt vhodné prostiedky, kterymi by bylo mozné jeho dopady eliminovat.

Diplomovéa prace je délena na teoretickou a experimentalni ¢ast. Teoretickd Cast je
zamé&fena na problematiku ionizujiciho zafeni, jeho zdroji, druhd, uc¢inkd na bunku a lidsky
organismus a moznosti terapie poSkozeni, ke kterym miize dojit v rdmci radia¢nich nehod ¢i
havérii. Rovnéz je feSen keratinocytarni riistovy faktor, mechanismus jeho uc¢inku a potencial
vyuziti.

Experimentalni ¢ast diplomové prace nejprve hodnoti ucinky keratinocytarniho
rastového faktoru (KGF) na pfezivani samic mysi kmene C57BI1/6J po ozafeni davkami 14, 15
a 16 Gy pii kryti hlavy. Nasledné je posouzen vliv tohoto faktoru na regeneraci jednotlivych
¢asti gastrointestindlniho traktu, v€etné dvanacterniku (duodena), laéniku (jejuna), kycelniku

(ilea) a pti¢ného tracniku (colon transversum), po ozafeni davkami 12 a 14 Gy. Na zakladé

vysledkll experimentu je vedena diskuze a uéinény zavery.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 lonizujici zafeni

1.1.1 Vlastnosti a definice

Ionizujici zafeni (IZ) je forma zafeni, které po interakci s hmotou odstranuje elektrony
z elektronového obalu atomii a tim zpasobuje jeho ionizaci. IZ existuje bud’ ve formé
Castic nebo elektromagnetického vinéni a jeho nejbéznéjsi charakterizovana jednotka je
Gray (Gy), ktera kvantifikuje absorbovanou davku IZ. Jednotka Gy je definovana jako 1 Joule
absorbované energie jednim kilogramem tkané. Pro porovnani biologické ucinnosti riaznych
typt 1Z vykazujicich stejnou absorbovanou davku se také pouziva jednotka nazyvana Sievert
(Sv), kterda méfi uc¢innou davku zatreni. Zatimco 1 Gy rentgenového nebo y zafeni se rovna 1 Sv,
u Castic s vyssi schopnosti ionizovat podél své drahy letu, jako jsou proton nebo alfa Castice,
muze byt 1 Gy zafeni ekvivalentni 10-20 Sv (Bhattacharya a Asaithamby, 2016).

Vsechny zivé organismy jsou IZ permanentné vystaveny. Kromé diagnostickych
a terapeutickych expozic je populace chronicky ozafovana i zéafenim z pfirodniho pozadi.
Ptirozena radioaktivita v Zivotnim prostiedi spolu s aplikaci ve vSeobecném lékarstvi tvori
nejveétsi  Cast  naakumulované  primémé davky 24 mGy 1Z za rok
(Desouky et al., 2015; Mortazavi a Mozdarani, 2012).

Z celozivotniho hlediska jsou ty davky povazovany za nizké a zivé organismy jsou jim
adaptovany. Jina situace nastava v piipad¢ umélych zdroji IZ. Ackoliv se ¢lovék naucil tyto
zdroje pouzivat ke svému uZitku, v situacich, kdy nad nimi ztrati kontrolu, miiZze vyznamné
nartist davka, které je organizmus vystaven. Davky vyssi, neZ ptirodni pozadi mohou mit vazné

dopady na zdravi ozareného jedince.

1.1.2 Zdrojelz

1.1.2.1 Radionuklidy

Radionuklidy jsou atomy s nestabilnim jadrem a vysokou mirou energie. Jako v§echny
energeticky nestabilni latky maji snahu dosdhnout stabilnéjSiho stavu S nizsi energii. Uvoliuji
proto energii v riznych podobach zafeni (Krebs a Dunphy, 2017). Radioaktivita radionuklidu

je tedy emise 1Z, kterd je vysledkem spontanniho rozpadu nestabilnich atomovych jader nebo
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jejich jadernych reakci. Rychlost rozpadu a dezintegrace radionuklidu jsou pfimo umeérné
hmotnosti radionuklidu (L'Annunziata, 2012).

Expozice 1Z z ptirozené vyskytujicich se radionuklidi je nepietrzity a nevyhnutelny d¢;.
Z 340 i1zotopti bézn¢ se vyskytujicich prvki, véetné vSech izotopl s atomovymi ¢isly vétSimi
jak 83, je pouze 70 radioaktivnich. VétSina z téchto radionuklidii nemé vlivem nizkého
izotopového nebo elementarniho zastoupeni signifikantni dopad. K ptirozenému pozadi zateni
piispivaji dva hlavni zdroje radionuklidd. Prvnim z nich jsou primordialni radionuklidy, z nichz
nejvetsi zastoupeni ma radon. Tento plyn se uvoliiuje ze zemské kury a kumuluje v nevétranych
mistnostech s nizkou protiradonovou ochranou. Dalsi expozice zahrnuje predevSim
radionuklidy 23%8U,%%6Ra,2%Th a“°K, které jsou plo$n& piitomny ve vSech geologickych
materidlech i lidském t&le. Druhym zdrojem jsou tzv. sekundéarni radionuklidy jako °H, "Be
a YC vznikajici interakci mezi ¢asticemi kosmického zafeni a slozkami atmosféry. Kosmické
zateni navic samo prispiva k hodnotam ptirozeného pozadi. Jeho intenzita se umérné zvysuje
s nadmoiskou Sifkou a snizuje s hustotou atmosféry, kterou prochéazi. Obyvatelé polarnich a
horskych oblasti, posaddky letadel a pravidelni letecti pasazéti proto absorbuji vyssi davky
kosmického zéfeni (Mortazavi a Mozdarani, 2012). Pfirozené zdroje radionuklidt a piisobeni
kosmogenniho zafeni pfispivaji asi z80 % kcelkové expozici IZ na clovéka
(Rangaswamy et al., 2015; Hutchinson a Hutchinson, 1997).

Syntéza radionuklidu vyzaduje znalosti jadernych reakci, které jsou dllezité pro
stanoveni optimalniho energetického rozsahu vyuzitého pii produkci pozadovaného
radionuklidu. Diky nim lze také vypocitat teoretickou vytéZnost radionuklidu a stanovit irovenl

izotopovych necistot, které piedstavuji nebezpeéi pfi terapeutické aplikaci (Syed, 2017).

Terapie

Pouziti radionuklidii ¢ini nezastupitelny zdroj IZ v medicing€. Radionuklidy mohou byt
pouzity jako vnéSitho zdroj 1Z, kterym je organismus ozafovan Vv ramci
radioterapie, tvz. teleterapie. V pfipad¢ pouziti jako vnitiniho zdroje 1Z, dochazi k jejich
aplikaci pro diagnostické nebo terapeutické ucely. Pro ucely teleterapie je pro svou dostupnost,
rozpad na neradioaktivni nikl a generovani kvant gama ozareni o vysoké energii, nejCastéji
pouzivan Co. Tento radionuklid byl rovnéz zdrojem ozafeni pokusnych zvifat v ramci
experimentalni ¢asti diplomové prace. Jen ziidka se pro teleterapii pouZivaji jiného zdroje, jako
je napf. 3Cs.

Zavedenim radionuklidu do organismu se zabyva nuklearni medicina. Kazd4 aplikace

nicméné vyzaduje specidlni typ radionuklidu, jehoz vybér zavisi na jeho rozpadovém fadu,
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farmakokinetice, radia¢ni davce absorbované pacientem a jeji distribuci, eventudlné moznostmi
efektivni detekce emitovaného zafeni. V pfipadé radioterapie musi pouzita davka piimo
sméfovat proti maligni tkani nebo zanétu. To je divod, pro¢ klinicky vyuzivané radionuklidy
vyzatuji vysoce ionizujici zaieni o kratkém dosahu. V tomto ptipad¢ je vhodné pouziti zdroji
alfa anebo beta ¢astic, Mezi klinicky vyuzivané radionuklidy emitujici alfa ¢astice, patii hlavné
LAt (T12=7,2 h) a?®Ra (T12= 11,4 d). Zdrojem beta zafeni je napiiklad 3°P (T12 = 14,3 d),
8Sr (T12=50,5d), Y (T12=2,7 d), 3 (T12=8,0 d), 13Sm (T12=1,9 d), °Er (T12=9,4 d),
Y7Lu (T12=6,7 d) a ¥8Re (T12= 17,0 h). S vyjimkou syntetickych radionuklidi ?**At, 19°Pd,
0Y a 18Re vznikaji vechny ostatni uméle vytvorené radionuklidy ozafenim a rozpadem svého
prekurzoru v jaderném reaktoru. Radionuklidy 2*At a 1%Pd jsou vytvaieny pomoci cyklotronu

(Syed, 2017).

Diagnostika

Z diagnostického hlediska jsou vhodné radionuklidy s kratkou Zzivotnosti vyzatujici
gama zaieni. Nejcastéji jsou v radiodiagnostice vyuzivané izotopy 8F (T1/2= 110 minut), *Tc
(Ti2=6h, 231 (T12=13,2 h), B (T12 = 8,0d) a ®8Ga (T12 = 68,3 h; Syed, 2017). Pokud jde o
davku zéfeni, k jejimu vypoctu je potieba kompletni sada tidaji rozpadového tadu. Pri
diagnostickém pouziti rentgenového zareni, které je schopno produkovat jednotky az desitky
MeV, je nutné, aby davka IZ prostoupila maligni tkan v n€kolika tihlech, a tak se zvysil pomér
davky mezi nadorem a zdravou tkani (Behling, 2017).

Nuklearni zobrazovaci techniky jsou zaloZeny na radioaktivnim znaceni specifickych
molekuldrnich sond pomoci radioizotopti, diky ¢emuz mohou poskytnout pohled na
morfologické funkéni zmény mnoha tkani a pozorovat specifické biochemické procesy
Vv lidském téle. Pouziti ptimého 1 nepfimého znaceni izotopl bifunk¢énimi chelata¢nimi ¢inidly
na bazi peptidd se pouziva pro zobrazeni nadorovych receptort a jinych struktur se specifickou
biologickou afinitou (Jeong et al., 2016).

Vyvoj nuklearnich zobrazovacich sond vedl k vyvoji molekularnich zobrazovani
technologii a to jedno-fotonové emisni vypocetni tomografie (SPECT) a pozitronové emisni
tomografie (PET). Kombinovany SPECT/CT je hybridni zobrazovaci systém, ktery lokalizuje
akumulované radionuklidy v lidskych tkdnich. Kombinovana terapie a zobrazovani SPECT/CT
in vivo soucasn¢ lokalizuje terapeuticka 1éciva, peptidy, geny nebo buiky prostiednictvim
znacenych radionuklidd ale 1 fluorescenénim barvivem nebo kontrastnimi latkami

(Jeong et al., 2016).
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1.1.2.2 Urychlovacde ¢astic

V soucasné dob¢ asi 2/3 pacientii s diagnostikovanou rakovinou podstupuje 1écbu
radioterapii. VétSina téchto pacientll je léCena rentgenovym zaienim, jehoz zdrojem je
rentgenka. Jedna se o trubici, ve které je vakuum a nejCastéji dvé elektrody. Mezi elektrodami
je udrzovano napéti, které urychluje elektrony uvolnéné z katody. Jejich dopadem na
wolframovou anodu vznik4 pronikavé rentgenové zareni. Napéti mezi elektrodami reguluje
vyslednou energii generovaného zareni. Pro mamografii je vhodné tzv. mékké zareni s energii
okolo 16 keV, zatimco pro radiografii se pouziva tvrdsi zateni se 150 keV (Behling, 2017).

Dalsi moznosti je ozafovani proudem urychlenych nabitych Ccastic. Myslenka
terapeutického pouziti urychlenych protont byla piivodné navrzena Robertem Wilsonem v roce
1946. Dlivodem je ptiznivé rozloZeni distribuce ionizace podél drahy nabité ¢astice, ktera ztraci
maximum své energie az tésné¢ pied koncem svého doletu. Celkova absorbovana davka
pacientem je tedy zna¢n¢ sniZena pouzitim nabitych iontdl, coz snizi toxicitu 1é¢by a umoziuji
eskalaci davky do nadoru. Vétsina radiodiagnostickych center pouzivéa protony nebo ionty *°C.
Probiha rovnéZ testovani “He a 10, které jsou jiz v klinické fazi vyzkumu. Urychlovace mohou
byt izdrojem neutroni. Pfes zna¢né vyhody ¢asticové terapie, je jejich dosavadni aplikace stale
omezena. Radioterapie ¢asticemi je podstatné drazsi nez rentgenova 1écba, kvili investicnim
nakladim na pofizeni technicky naro¢ného zafizeni (Durante et al., 2019;
Taheri a Pazirandeh, 2016).

Pouze cyklotronovy urychlovac ¢astic a jaderné reaktory s alespoil mirnym tokem ¢astic
jsou schopny produkovat radionuklidy s tak dostatecné vysokou specifitou radioaktivity, aby
jejich pouziti melo prakticky vyznam. Tyto dva zplsoby syntézy se v praxi vzajemné doplituji,
protoze neprodukuji izotopy stejného prvku. Zdrojem radionuklidi mohou byt také
systémovych radionuklidovych generatorti, ve kterych vznikaji radionuklidy *°Y a 8Re (Dunn
etal., 2012).

1.1.2.3 Jaderné reaktory

Jaderné reaktory jsou pro lidstvo dilezitym zdrojem energie a pro potfeby nuklearni
mediciny vyznamnym zdrojem radionuklidii. Mohou byt ale také vyuzity jako v rdmci zachytné
neutronové boronové radioterapie. Jeji princip spociva v tom, Ze se pacientovi nejprve poda
10B. Ten je ur¢itym zplisobem upraven, aby byl preferenéné vychytdvan nadorovymi buiikami.
Poté je lozisko ozafeno neutrony z jaderného reaktoru (nebo urychlovace). Z 1°B vznika ’Li
a alfa castice plisobici na své blizké okoli. Tento druh terapie ma zatim pouze experimentalni

charakter a jeho vysledky jsou vyhodnocovany (Moghaddasi a Bezak,2018).
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vewr

&lovéka. Jak ukazuji nehody ve Three Mile Island roku 1979, v Cernobylu roku 1986 nebo
Fukus$imé 2011 mtZze nekontrolovatelny unik radionuklid mit zavazné dasledky pro Zivot

ozafenych jedinci nebo vést ke kontaminaci a ekologickému znehodnoceni prostredi

(Johnston, 2019).

113 Typylz

Ackoliv. ma vétSina castic mikrosvéta dudlni cCasticové-vinovy charakter,
z nomenklaturniho hlediska jsou rozliSovany korpuskularni typ zareni, jako jsou napiiklad
nabité ¢astice alfa (a), beta (B) nebo neutrdlni neutrony (n°) a elektromagneticka (vlnova

zateni), které zastupuje gama (y) a rentgenové zatfeni (X; Rana et al., 2010).

1.1.3.1 Casticové 1Z

Alfa zafeni (o) tvoii masivni, nabité Castice, skladajici se ze dvou protontl a neutrond,
tedy jadra hélia. Vzhledem k jejich velikosti a ndboji nemohou ¢astice putovat prili§ daleko. Ve
vzduchu nedoleti dale nez nékolik centimetrti a jsou zcela neschopné proniknout hornimi
vrstvami epitelu pokozky nebo textilnimi latkami. Ve vnéj§im prostiedi znamenaji o Castice
pouze zanedbatelné riziko. Problém vsak nastava, dojde-li k jejich akumulaci uvniti tkani, kde
nékteré vlivem dlouhého polocasu rozpadu setrvavaji az nékolik let a mohou zpisobit
poskozeni pfilehlych bun&€k. Svou omezenou schopnosti pronikat tkanémi a potencialnim
negativnim dopadem maji a ¢asticové ionizacni radioizotopy jen omezené terapeutické vyuziti
(Hagby et al., 2009; Medalia, 2011).

Beta zareni (B) je popisovano jako rychle se pohybujici elektrony. Elektrony maji
negativni naboj a ve srovnani s alfa ¢asticemi je jejich hmotnost 7 300 x mensi. Vzhledem
K jejich malé hmotnosti a mensimu naboji je méné pravdépodobné, ze dojde k jejich interakci
s hmotou a nasledné ztraté jejich energie. Mohou proniknout az 1 ¢cm do lidské tkang€, avSak
zastavit je dokaze hlinikovy plech o tloustce nékolika milimetrt. Pravé jejich schopnost
proniknout hloubéji do mekké lidské tkané jim dava pridanou hodnotu pro terapeutickou 1écbu
(Hart, 2006).

Neutronové zaieni (n°) zastupuji ¢astice s asi jednou ¢tvrtinou hmotnosti alfa ¢astic.
Neutrony jsou povazovany za nepiimo ionizujici ¢astice. K neptimé ionizaci dojde pti zadrzeni
neutronil uvniti hmoty s naslednou emitaci gama zatfeni anebo nabitych castic. Po emitaci
dokazi putovat vzduchem, dokud nejsou absorbovény jinou latkou. Nejvyuzivanéj$im zdrojem

neutrond je jaderny reaktor (Simnad, 2001).
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1.1.3.2 Elektromagnetické 17

Uvolnéna energie po rozpadu radioizotopu nebo zbrzdéni nabité ¢astice v rentgenove
piistroji se projevi v podobé gama, respektive rentgenovych paprskii. Obé formy zaieni
piedstavuji vysokoenergetické elektromagnetické vinéni, které se pohybuji rychlosti svétla na
velké vzdalenosti a pronikaji do riznorodych materiald. Na rozdil od nabitych ¢astic neptsobi
na hmotu, kterou ionizuji, prostfednictvim svého pole. V ionizaci gama a rentgenového zareni
se uplatiuji déje jako jsou fotoelektricky jev, Comptontv rozptyl a tvorba elektron-

pozitronovych part (Dondelinger, 2012).

1.1.4 Utinky IZ

Utinky zafeni zavisi na jednotlivych typech IZ, které svou energii pfenasi na biologické
tkané. Linearni pienos energie (LET) je fyzikalni veli¢ina udavajici hustotu pfenesené energie
na latku v draze letu 1Z. Je udavéana v jednotkéch kiloelektrovolti na mikrometr [KeV/pum].
Rentgenové paprsky, gama paprsky a beta ¢astice jsou ptiklady fidce ionizujicitho zareni
s nizkou hodnotou LET. Naopak neutrony, alfa ¢astice a t€Zké ionty, patii mezi zafeni husté
ionizujici zafeni s vysokou LET. Za ucelem indukované smrti je husté ionizujici typ zafeni
biologicky u¢innéjsi nez fidce ionizujici typ. Pti zvoleni stejné absorbované davky u rozdilnych
druhti IZ se proto posSkozeni tkané hodnoti jeho relativni biologickd tucinnost
(RBE; Vandersickel et al., 2010; Scott, 2008; Kiang a Olabisi, 2019).

Absorpce IZ je charakterizovana ndhodnymi interakcemi se slozkami atomli nebo
molekul v lidské tkani. Dochazi ke vzniku energetickych depoziénich drah, které jsou
doprovazené produkci reaktivnich forem kysliku (ROS). V ptipadé€ pisobeni zafeni s nizkym
LET dochazi k ionizacnim d&jim v pribéhu celé drahy castic. U IZ s vysokym LET je
distribuce ionizovanych molekul a ROS vice heterogenni.

Vzniklé ROS jsou svymi vlastnostmi podobné formam, které neustéle vznikaji béhem
fyziologického oxidaéniho metabolismu. Pfi plisobeni endogennich ROS vznikd denné asi
1 x 10 DNA oxo-aduktii v 1 bufice. Oproti tomu vlivem 1 mGy zafeni ptirodniho pozadi
vznika celkové v lidském téle 5 x 10% defekti DNA za den. Indukované poskozeni DNA
se umérné zvySuje s mnozstvim absorbované davky. Buiky maji systémy, které umoziuji
nasledkem mohou byt genetické zmény, nebo buiika rozezna poSkozeni jako neslucitelné se
svoji fyziologickou funkci a dojte k aktivaci apoptdzy. Po ozafeni bun¢k a tkani je potom

vysledné poskozeni zavislé nejen na prostorové distribuci zasazenych bun¢k ale i na funkci
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bunék jako celku. Biologicka odezva organismu pak zavisi na celkové davce, jejim rozlozeni v

téle a frekvenci expozice (Scott, 2008).

1.1.4.1 Déleni biologickych ucinku
Biologické ucinky IZ jsou obecné déleny do dvou zdkladnich skupin a to na Uc¢inky

stochastické a deterministické.

Stochastické ucinky

Na rozdil od uc¢inki deterministickych se stochastické uc¢inky objevuji s Casovym
odstupem po expozici. Stochastické ucinky se projevi jen na bunice, ktera byla ozafenim sice
modifikovana, nikoli v§ak usmrcena a nasledné¢ mohla pokracovat ve svém bunécném cyklu.
(Wild a Pitcher, 2001). Prahova davka IZ neni pro vznik stochastickych ucinki stanovena,
a proto mozné dopady v podobé¢ rakovinného bujeni a genetickych zmén nelze odlisit od jejich
spontanniho vyskytu v populaci. Vyskyt stochastickych ucinkti je do urcité miry na davce 1Z
zavisly. Dopady jsou ale hodnoceny pouze pravdépodobnosti vyskytu zmén, a nikoli
potenciondlni zadvaznosti. Pravdépodobnost, Ze se po ozafeni projevi poskozeni tkdné urcitym
zpusobem, zavisi na n€kolika dalsich radiologickych faktorech, véetné LET.

Pro ptfedstavu alfa castice, vzhledem k vysokému LET, poskytuji za urazenou
vzdalenost vétsi hustotu ioniza¢ni energie, nez fotony ¢i elektrony. Na jednotku absorbované
davky maji proto alfa ¢astice vyssi pravdépodobnost poskozeni DNA a vyssi pravdépodobnost
vzniku stochastickych uc¢inkl. Pro zohlednéni tohoto zasadniho biologického vlivu se stanovil
faktor radiacni vahy (wg), aby se vzal v tivahu relativni u€inek absorbované davky, ktery 1ze
pozorovat u riznych typt [Z. Dal§im dilezitym faktorem je charakter ozatfované tkang. Odlisné
tkan¢ obecn& vykazuji rozdilnou radiosenzitivitu z hlediska pravdépodobnosti vzniku
stochastickych ucinkl. Pro zohlednéni tohoto jevu je pravdépodobnost vyskytu stochastickych
ucinkll dale modifikovana tkanovym vahovym faktorem (wr). Jejich vyznam se projevuje
hlavné v odvétvi diagnostické nuklearni mediciny, kde jsou davky IZ obecné nizké.
Stochastické ucinky jsou také diskutovany v souvislosti s nizko-tiroviiovymi expozicemi, které
se mohou vyskytovat v pracovnim, diagnosticko-zdravotnickém nebo Zivotnim prostiedi

(Sgouros et al., 2009; Chandna et al., 2002).

Deterministické ucinky
Deterministické ucinky jsou vysledkem takové expozice 1Z, pti které byl pocet

usmrcenych bun€k v tkdni natolik velky, ze dojde ke ztraté funkce orgdnu ¢i tkané. Poskozeni
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organu se neprojevi, pokud ozareni nedosahne prahové hodnoty. Po jejim pfekroc¢eni dochdzi
Kk projeveni klinickych symptomd, jejichz zavaznost se zvySuje se zvysujici se davkou IZ (Wild
a Pitcher, 2001). Prahova davka je stanovena pro vétSinu onemocnéni z ozateni. Jiz vystaveni
akutni davce 1 Gy napfiklad vede k depresi kostni diené. Deterministické uc¢inky casto
doprovazi radioterapii. A€ je pii ozafovani z vice smérl, frakcionaci nebo pouzitim nabitych
castic snaha selektivné ovlivnit nddorové onemocnéni, dochédzi vzdy k ozatfeni zdravé tkané
vysokymi davkami zéfeni. S tim jsou také spojeny akutni a chronické nezadouci ucinky

radioterapie (Petrinec et al., 2019; Wild a Pitcher, 2001; De Ruysscher et al., 2019).

1.1.4.2 Akutni nemoc z ozareni
znamy jako akutni nemoc z ozafeni (ANO). ANO se objevuje po celotélovém ozéfeni nebo
vyrazném ozafeni Casti téla davkou vyssi nez 1 Gy. Na davky IZ jsou nejcitlivéjsi bunky
s vysokym replika¢nim potencidlem jako napiiklad bunky lymfohematopoetické fady nebo
buiiky stfevnich krypt. Prav€ na nich se akutni Gc¢inky z ozafeni nejdiive projevi a podle
radiosenzitivity bun¢k dojde k rozvoji klinickych syndromt. V zavislosti na absorbované davce
se ptiznaky ANO mohou projevit béhem dnii az tydni od expozice IZ (Waselenko et al., 2004).
Klinické slozky ANO zahrnuji hematopoetické, gastrointestindlni a cerebrovaskularni
syndromy (viz tabulka ¢.1). Kazdy syndrom mize byt rozdé€len do 4 fazi v poradi
prodromalniho, latentniho a manifestniho obdobi, nésledovaného rekonvalescenci nebo smrti

(Rojavin et al., 2011).

1.14.3 Faze akutni nemoci z ozareni

Prodromalni faze

Prodromalni faze je nespecifickd odezva organismu na ozafeni. Prodromdlni faze se
obvykle projevi béhem prvnich 48 hodin. NejcastéjSimi symptomy jsou nevolnost,
nechutenstvi, zvraceni, inava, slabost, bolest hlavy a zvySena teplota. Pti vysSich potencialné
letalnich davkach nastupuji priymy, hypotenze, zavraté, dezorientace, kireCe a dochazi k poruse
védomi (Dicarlo et al., 2011).

Doba nastupu, intenzita symptomil a jejich skladba koreluji s absorbovanou davkou IZ.
Pokud je davka zafeni dostatecné nizkd, pak prodromélni faze mlZe nastat i bez pozdéjsiho

nastupu manifestniho obdobi ANO (Siegel, 2009).
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Tabulka ¢. 1 Pfehled dopadit ANO a moznosti jejich 1écby (Bolus, 2001)

Subklinické
rozmezi Rozmezi diavek s moZnosti preziti Letalni rozpéti davky
davky
AKkutni
radiaéni 0-1 1-2 2-6 6-10 10-50 50 a vice
davka [Gy]
Vyskyt )
. 5 % pti 1 Gy, 100 %
zvraceni Z4dné ) ) 100 % 100 % 100 %
50 % pti 2 Gy pii 3 Gy
Doba nastupu ] ] . . )
- 3 hodiny 2 hodiny 1 hodina do 30 minut minuty
zvraceni
Kritické
obdobi po - - 4—6 tydnt 4-6 tydnu 5-14 dni 1-14 dni
expozici
Poskozeny .
Zadné Kostni dienn  Kostni dfen Kostni dien Gl trakt CNS
organ
Krevni UdrZzeni )
) Infuzni terapie )
Hematologicky transfuze, homeostaze, Sedativa,
Zahijena Celkovy o i elektrolytd, )
a celkovy antibiotika,  nutnost zvazit ) symptomaticka
1é¢ba dohled _ symptomaticka
dohled rustové transplantaci 1é¢ba
lécba
faktory kostni diené
Monitoring
Cil lécby Neni nutny ) Efektivni Udrzujici 1écba Paliativni Paliativni
pacienta
Prognéza Vyborna Vyborna Dobra Nejista Beznadéjna Beznad¢jna
Incidence y .
) Zadna Zadna 0-80 % 80-100 % 100 % 100 %
smrti
Pticina Krvaceni Krvaceni Obéhovy Zastava dechu
smrti a infekce a infekce kolaps a edém mozku
Latentni faze

V latentni fazi se symptomy zmirni nebo zcela vymizi. Délka trvani latentni faze zavisi

pfedevS§im na velikosti davky radiace. Po velmi vysoké expozici nemusi tato faze nastat

a prodromalni obdobi piejde volné ve fazi manifestni (Rojavin et al., 2011).
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Manifestni faze

Manifestni faze je charakterizovana zjevnymi symptomy ANO. V zavislosti na
absorbované déavce zafeni se manifestni faze v rtiznych organech/soustavach projevi jako
syndrom hematopoetického systému, gastrointestinalniho traktu, neurovaskuldrniho systému
a/nebo kize. Tato faze mlze pretrvavat nckolik tydni a mize byt obtizné¢ zvladnutelna.

V zavislosti na davce ozareni a kvalité 1ékafského oSetfeni mliize pacient prezit nebo zemie

(Rojavin et al., 2011).

1.1.4.4 Syndromy akutni nemoci z ozareni

Hematopoeticky syndrom

Hematopoeticky syndrom je prvni organové specificky projev ANO, coz je zpisobeno
vysokou radiosenzitivitou hematopoetického systému a citlivosti nékterych jeho slozek.
| u asymptomatickych pacienti mize expozice IZ zpusobit zmény v poc¢tu bunék krevni fady.
Kompletni selhani hematopoetického systému ale vyzaduje celoplo$né ozéfeni a nevratné
poskozeni dostatecného mnozstvi hematopoetickych kmenovych bunék tohoto systému (Dorr

a Meinekke, 2011).

Prodromalni faze byva u tohoto syndromu nej¢astéji charakterizovana nechutenstvim,
nevolnosti, zvracenim a letargii béhem 1 aZ 12 hodin po expozici, pficemZ symptomy ustupuji
béhem 36 — 48 hodin. Po pocatenich symptomech nastupuje bezptiznakové obdobi, pficemz
si postizeny pacient miiZe sté€Zovat na inavu. Prvnim pfiznakem manifestace hematopoetického
syndromu ANO je lymfopenie, nasledovana neutropenii a trombocytopenii. Produkce bun¢k
nezbytnych pro zachovani funkce imunitniho systému se snizuje az do celkové pancytopenie.
Zastaveni ustupu kostni dfen¢ vyzaduje kvalitni 1€cbu, jako je substituce krevnich elementi,
podéni kolonie stimulujicich faktorti (CSF) a nasazeni antibiotik proti pfipadnym infekcim

(Skorga et al., 2003).

Gastrointestindlni syndrom

Gastrointestindlni trakt je pomérné citlivy na Uc¢inky IZ, a proto je gastrointestinalni
syndrom indukovany radiaci hlavni prekazkou v radioterapii. Nejcitlivéj$im buntkami stfevni
sliznice jsou kmenové a progenitorové bunky nachéazejici se v Lieberkiihnovych kryptach. Pro
identifikaci kmenovych bun¢k lez pouzit nékolik ukazatelli, jako jsou napiiklad Bmil, HopX,
mTert, Lrigl a Lgr5, z nichz pouze Lgr5+ kmenové bunky se nachazeji uvniti sloupcovité

zékladny krypty mezi Panetovymi bunikami. Kmenové buniky Lgr5+ se d€li jednou za 14 dni,
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diky ¢emuz je zajiStén piisun progenitorovych bunék. Progenitory piedstavuji amplifikacni
kompartment krypt. Tyto bunky se rychle mnozi a generuji diferencované bunky stfeva, véetné
Panetovych bunck, které migruji do zdkladny krypty, enterocytli, poharkovych
a enteroendokrinnich bungk, jeZ naopak migruji do klkt a odlupuji se do sttevniho lumen. Tento
cyklus obnovy epitelovych bunék trva 3—5 dnti a vyskytuje se béhem celého prubéhu dospélého
zivota. Replika¢ni potencial a bunécny obrat stievni sliznice je vysoky, coz z ni ¢ini uziteCny

model pfi studiu repara¢nich mechanismi po ozateni (Gurley et al., 2017).

Pfi  gastrointestindlnim  syndromu dochdzi nejprve k ubytku kmenovych
a progenitorovych buné€k, coz néasledn€ narusi prisun bun¢k do klkl. Sliznice na tyto zmény
reaguje oplosténim buné€k a zkracenim délky klka a krypt. Pteziti pacientli zavisi na rychlosti
odumirani viabilnich krypt a poétu rezidualnich bunék, schopnych regenerovat klky. Pokud je
ztrata viabilnich krypt vysokd, dochazi k naruSeni slizni¢ni bariéry. Do organismu se
vstiebavaji bakterie a toxiny ze stfeva, a naopak unikaji tekutiny. Gastrointestinalni syndrom
ANO se nejcastéji objevuje po ozareni davkami vyssimi nez 6 Gy. V rozmezi davek piiblizné
6 — 8 Gy nastane po intenzivni prodromalni fazi latentni obdobi, které trva 2 — 5 dnti. Poté
nasleduje subakutni faze v podob¢ priijmu a gastrointestinalniho krvéaceni. Pfi davce > 8 — 10
Gy se gastrointestinadlnim forma ANO jiz rozvine pIn€. Po obdobi latence v tomto piipad¢ jsou
pritomny pfetrvavajici prijmy, krev ve stolici, dehydratace a sepse. Pii téchto davkach 1Z

dochazi k imrti pacienti béhem 2 tydnt po expozici (Ajakaiye et al., 2012; Saha et al., 2012).

Neurovaskuldarni syndrom

Neurovaskularniho syndromu se rozviji po ozafeni vy$$imi nez 25 — 30 Gy. Po ozateni
takto vysokym davkam dochéazi v rdmci prodromalni faze rychle k rozvoji vysoké teploty
(> 40 °C), prostrace, ataxie, zachvatu kiec¢i, dezorientace a hypotenzi. Takové symptomy sami
predikuji, Ze byl organismus exponovan jiz smrtelné¢ davce zafeni. Obdobi latence je kratké
v rozsahu nékolika hodin. Patofyziologické procesy pak pfispivaji k neurovaskuldrnimu
kolapsu, vcetné¢ vaskularniho poskozeni, zanétu, edému mozku, zvySené vaskuldrni
permeability a perivaskularniho krvaceni. Tyto zmény se projevuji téZzkou Sokovym stavem
a imobilitou postupujici ke komatu. Stav obvykle béhem 24 az 48 hodin kon¢i smrti pacienta

(Dainiak et al., 2011).
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KoZni syndrom

Kozni radiacni syndrom ANO je termin pouzivany pro zmény indukované v kuzi
ozafenych jedincii. Stupenn poskozeni ktize zplUsobeného radiaci zavisi na typu a davce
(viz tabulka ¢. 2). Pfi vysokych davkach muze IZ v podstaté narusit strukturu kuze a jeji
ochrannou funkci jako bariéry (Gerber et al., 2015).

Akutni reakce zacinaji prodromy v podobé erytému a otoku. Poté nasleduje faze latence.
I zde intenzita prodromt a délka prodromalni a latentni faze koreluji s davkou IZ. Vlastni
manifestace kozni formy ANO zacina béhem 1 — 4 tydnii po ozaieni. Zavaznost onemocnéni
mize byt rozdélena na stupnici 1 — 4 podle National Cancer Institutu. Zmény stupné 1 zahrnuji
suchou deskvamaci s generalizovanym erytémem. MuZe nastat i pruritus, epilace, Supinaténi
a lokalizovana depigmentace. Se stupném 2 propukne prudky erytém nebo lokalizované
ohnisko odlupujici se epidermis. Pfesadhne-li kumulativni davka pfi radioterapii hodnotu 20 Gy,
vyvinou se vlhké deskvamace v koznich zahybech. Pfi vihké deskvamaci se epidermalni vrstva
ztraci a hrozi riziko mikrobidlni infekce. Stupen 3 zobrazuje rozsahlou vlhkou deskvamaci
I mimo kozni zahyby. U stupné 4 nastupuji ulcerace, krvaceni a v nékterych ptipadech i nekroza
tkané, ktera vede k ulceraci.

Pokud se akutni radiacni dermatitis vyvine v ramci radioterapie, nastava zacina béhem
10 dnti obvykle reepitelizace. V zavislosti na davce se ale mize doba obnovy epitelu prodlouzit.
Akutni radia¢ni dermatitida se vétSinou pIné zhoji nebo ma jen mirné trvalé nasledky. Nejcastéji

byva popisovano piechodné vypadavani vlasu az jejich trvala ztrata (Bray et al., 2016).

Tabulka ¢. 2 Klinické kozni projevy ANO (Bray et al., 2016)

Pozorované akutni reakce kiiZe Radiaéni davka (Gy) Nastup projevi
Pfechodny erytém 2 Nékolik hodin
Slaby erytém a epilace 6-10 7-10 dni
Lokalizovany erytém a hyperpigmentace 12-20 2-3tydny
Sucha deskvamace 20-25 3-4tydny
Vlhka deskvamace 30-40 4 a vice tydnt
Ulcerace a fibroza 40 a vice 6 a vice tydna
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Pozdni zmény

Pokud jedinec piezije akutni obdobi, stale je jeho organismus ohrozen moznosti rozvoje
pozdnich nasledkl ozatreni. Mésice po expozici vykazuji plice a ledviny v disledku akutniho
zanctu zmeny, které mohou vést k funkénimu selhdni. Nebezpecné jsou zejména stavy spojené
s multiorganovou dysfunkci (Nyberg et al., 2001). Rizikem jsou také chronické zanéty
spojované s rozvojem fibrozy nebo nekroz.

Krom¢ vySe uvedenych, se mohou vyskytnout i jind poranéni a latentni ucinky.
V piipadé¢ internalizovanych radionuklidii miize dochazet ke specifickému poskozeni organii,
uvniti kterych se radionuklid akumuloval. Naptiklad radionuklidy, jako jsou nerozpustné Pu
a Am, dokazi po inhala¢ni expozici jesté dlouhou dobu setrvat v plicich a ndsledné se hromadit
v kostech. Mohou vyznamné narusSit fyziologii plicni tkang, vyvolat akutni pneumonitis nebo
fibrozu a narusit funkci kostni dfené€, ¢imZ se zhor$i hematopoetické funkce. Pozdni ucinky,
které mohou byt vysledkem radia¢ni expozice, zahrnuji rovnéz tvorbu Sedého zakalu (Nyberg
etal., 2001).

Psychologicky dopad

Intenzivni stresové situace vedou k neuropsychologickym zménam. U osob
vystavenych napfiklad jadernému vybuchu, prokazala psychologickd analyza ptimou
souvislost se vznikem posttraumatického stresové poruchy (PTSD) nebo akutni stresové
poruchy (ASD). Pacient s diagnostikovanou PTSD prozil traumatizujici zaZzitek, ktery
zahrnoval redlné riziko smrti anebo nebezpeci vazného poranéni. Reakce jedince zahrnuje
intenzivni strach, bezmoc a paniku. U téchto pacienti je dlouhodobé pozorovan deficit paméti,
pozornosti a poruchy senzor-motorickych ¢innosti. Psychické trauma se pacientovi neustale
vraci v podobé opakujicich se ruSivych uzkostnych vzpominek nebo sni. Hypervigilance
a podrazdénost neptestavaji 1 pfes snahu jednotlivedl se vyhnout podnétim souvisejici
s udalosti. Reakce na obéti radiacni nehody ze strany vefejnosti ¢i dokonce nepfipraveného
zdravotnického persondlu je Casto intenzivni ostrakismus z obavy kontaminace, ktery zhorSuje

nasledky psychologického dopadu (Landauer, 2002).

1.1.4.5 Terapie akutni nemoci z ozareni

V ptipadé kombinovanych i1 zédkladnich radiac¢nich poranéni zlistdvéa krevni transfuze,
podani elektrolytli a tekutin, pobyt v aseptickém prostiedi, selektivni dekontaminaci stfev,
antibiotickd a antiviroticka lécba, stidle zdkladem lékatského oSetfeni. Terapie ve formé

pleiotropnich nebo tkéanoveé specifickych cytokinii tvoii prvni stupeii ochrany schopnou
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pfedchazet nebo snizovat dopady ANO. Tato lécba nasleduje po ztrat€é kmenovych
a progenitorovych bun¢k nasledkem celotélového zareni organismu davkami 3 — 7 Gy. Podani
hematopoetickych rtistovych faktorti zmirnuje aplazii kostni diené a urychluje rekovalescenci

(Hérodin et al., 2005a; Reeves, 2010).

Cytokiny

Po expozici IZ 1ze pro zmirnéni nebo eliminaci dopadi ANO na lidsky organismus
vyuzit u¢inky mnoha cytokinti. Ty lze aplikovat ptfed ozafeni jako radioprotektiva nebo po
expozici. V tomto piipad¢ jsou oznaCovany jako radiomitigatory. Postup 1éCby zahrnuje
kombinaci dvou nebo vice farmak s cilem snizit jejich toxicitu pti sou¢asném zachovani nebo
dokonce zlepSeni celkového terapeutického vysledku. Ptehled cytokinli nebo latek, které

mohou produkeci cytokint nepiimo stimulovat je uveden v tabulce ¢. 3 (Hofer et al., 2017).

Terapie s vyuZitim kmenovych bunék

Po ozéafeni vysokymi ddvkami zafeni, kdy je kostni dfenl ireverzibilné poskozena, je
nutné pfistoupit k alogenni transplantaci. Alogenni transplantace hematopoetickych
kmenovych bunék vyuziva bunék pochazejicich z kostni dfené, mobilizovanych perifernich
krevnich bunék nebo bunck z pupecnikové krve. Transplantace muize probihat bez nebo
s pfedbéznym stupném selekce bunék. Dal§i moznost je ex vivo stimulace kmenovych
a progenitorovych bun€k pomoci cytokinl. Prib¢h rekonvalescence po transplantaci se odviji
od stupné histokompatibility §tépu a kombinace radiacni toxicity. Nekompatibility $t€pu by
hypoteticky bylo mozné obejit autologni transplantaci. Zdrojem hematopoetickych kmenovych
se pii ni mohou stat kmenové buniky pochazejicich z riznych tkéni, jako jsou jatra nebo kosterni
svalstvo. Ostatni mesenchymalni kmenové buriky, jako naptiklad endotelialni bunky, by mohly

byt pouzity pii 1é¢bé poskozeni nehematopoetickych organti (Hérodin et al., 2005b).

Terapie mezenchymalnimi kmenovymi buinkami

Mezenchymalni kmenové builkky (MSC) jsou multipotentni buiky se Sirokym
uplatnénim v Iékafstvi. Mezi jejich biologicky vyznamné funkce patii migrace s modulaci
chemotaxe dalSich buné€k, minimalni rejekce imunitnim systémem a vétsi odolnost viici 1Z
oproti hematopoetickym kmenovym buiikam. V zavislosti na chemotaktickych signalech,
vstupuji transplantované MSC do krevniho ob¢hu a migruji do mista poSkozeni. Infundované
buitky napodobuji rezidualni pacientovi MSC, ¢imz zmirniuji zanét, moduluji alogenni imunitni

odpovéd’ a tvorbou fady cytokinii stimuluji hematopoézu. MSC maji schopnost se diferencovat
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do mnoha typli bunéénych linii, v€etné téch, které se nachazeji v nervovém systému, kazi,
kostech, tuku, chrupavce, Slachach, srde¢nych a kosternich svalech a epitelu plic, stfev ¢i ledvin

(Fukumoto, 2016).

Terapie gastrointestindlni formy akutni nemoci 7 ozdieni

Nejnovejsi pokrok v 1€¢bé gastrointestindlni formy ANO se ubird smérem selektivni
ochrany kmenovych bunék stievni sliznice. Cilem je s vyuzitim farmak potlacit apoptdzu téchto
bunék bud’to inhibici proteinu p53 nebo aktivaci NF-kB. Dalsi navrzeny pfistup je zalozen na
pouziti farmakologickych inhibitort cyklin-dependentnich kindz (cdk). Princip zahrnuje
indukci reverzibilniho zastaveni bunééného cyklu ve fazi G1/S, po kterém nasleduje preména
fyziologického stavu buriky na radiorezistentni stav (Saha et al., 2012). Svoji roli by mohly
sehravat i MSC. Tyto buiiky jiz byly pouZity v 1é€bé radiac¢ni kolitis u pacientl po radioterapii
nadord prostaty, u kterych doslo ke zmirnéni bolesti, prijmu, krvaceni, zanétu a fistulizace
(Voswinkel et al., 2013). Tyto buiky u zvifecich modeli rovnéz podporuji regeneraci bunék
krypt, obnovu niche kmenovych bun¢k a absorpéni funkce stteva (Saha et al., 2011; Fukumoto,
2016). Vyznamné postaveni maji také ristové faktory. Bylo prokazano, ze interleukin-11 nebo
epidermalni rustovy faktor (EGF), mohou podporovat proliferaci kmenovych bun¢k uvniti
stitevnich krypt (Saha et al., 2011; Pejchal et al., 2015). Dalsi adeptem je také keratinocytarni
rustovy faktor (Hérodin, 2005).

Tento rustovy faktor je v popiedi zajmu stavajici diplomové prace. Do jaké miry tento
rustovy faktor a v jakych davkovych umoziuje mitigovat poskozeni stfevni sliznice, neni

Znamo.
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Tabulka €. 3 Strucny piehled testovanych latek ve farmakologické kombinaci pti 1ébé ANO

(Hofer et al., 2017).

Latka/skupina latek

Hlavni ucinky

Adenosin monofosfat

Alfa lipoidni kyselina
AMD3100
B-glukan
Captopril
Erytropoetin (EPO)

Inhibitor glykogen syntetizujici kinazy 3 (GSK-
3)

Granulocytarni kolonie stimulujici faktor (G-
CSF)

Granulocytarni makrofagy stimulujici faktor
(GM-CSF)

Interleukin 1 (IL-1)

Interleukin 3 (11-3)
Interleukin 6 (IL-6)

Interleukin 11 (IL-11)
Ristovy faktor megakaryocytu (MGDF)

Metformin

Peptidoglykan

Prostaglandin E;

Faktor kmenovych bunék (SCF)

Faktor odvozenych od stromalnich bunék
(SDF-1)

Trombopoetin (TPO)
Tumor nekrotizujici faktor (TNF)

Vitamin E

Stimulator proliferace hematopoetickych bun¢k
Antioxidant
Ovliviiuje migraci hematopoetickych bun¢k
Imunomodulator, stimulator hematopoézy
Vasodilatator

Hematopoeticky ristovy faktor, stimulator hematopoézy

Regulator apoptdzy

Hematopoeticky riistovy faktor, stimulator hematopoézy

Hematopoeticky riistovy faktor, stimulator hematopoézy

Cytokin, regulator imunitni odpovédi, zanétu a
hematopoézy

Cytokin, regulator produkce makrofagti a granulocytt
Cytokin, stimulator myelopoézy
Cytokin, stimulator hematopoézy a lymfopoézy
Hematopoeticky riistovy faktor, stimulator trombopoézy
Antioxidant, modulator syntézy bunék

Imunomodulator, stimulator hematopoézy

Modulator proliferace hematopoetickych bunék, protektor
intestinalni tkané

Hematopoeticky rustovy faktor

Chemokin, ovliviiuje migraci hematopoetickych bunek

Hematopoeticky ristovy faktor,
stimulator trombopoézy

Modulator zanétu

Antioxidant
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1.2 Keratinocytarni ristovy faktor

1.2.1 Struktura

KGF, také zvany jako FGF-7, je specificky rastovy faktor epitelidlnich bunck. KGF se
sklada ze 194 aminokyselin a jeho velikost je 21 kDa. Je sekretovan z fibroblastli a exprimovan
in vivo v dermis. Produkuji ho také mezenchymalni buiiky v blizkosti epitelu mnoha organtl,
ato epidermis, vystelky dutiny Ustniho a gastrointestindlniho epitelu, pankreatu, jater, plic,
urotelia €1 prostatického epitelu. Poprvé byl identifikovan roku 1989 v kondiciovaném médiu
bunécné linie lidskych embryonalnich plicnich fibroblasti jako monomerni protein
(MacDonald et al., 2002; Swedish Orphan Biovitrum AB, 2012).

KGF je tazen do rodiny skupiné fibroblastovych ristovych faktort (FGF). Tato
klasifikace je podminéna 30 — 45% podobnosti genetické sekvence kodujici karboxylovy konec
s ostatnimi bilkovinami v této rodiné (MacDonald et al., 2002). FGF zahrnuji skupinu
strukturné ptibuznych polypetidickych mitogenti, kterd se u obratlovci skladaji z 22 ¢lent.
Vsechny tyto faktory maji vysokou afinitu k heparinu i heparansulfaitovym proteoglykantim
a vyzaduji heparansulfat k aktivaci jednoho ze Etyt transmembranovych receptortt (FGFR1 —
FGFR4), které zprosttedkovavaji jejich biologické ucinky (Ulrich et al., 2004). KGF pusobi
nejen jako silny mitogen pro primarni lidské keratinocyty, ale také podporuje bunécnou
diferenciaci a chrani buniky pfed indukovanou apoptdzou. Je zapojen do hojeni ran in vivo,
stimuluje migraci keratinocytl a indukuje reorganizaci aktinového cytoskeletu, ¢imz se zvySuje

motilita epitelialnich bun¢k (Rotolo et al., 2008).

1.2.2 Receptory

Funkce KGF je zprostiedkovana jeho interakci s receptorem keratinocytového
rustového faktoru (KGFR/FGFR2). FGFR2 je protein ze skupiny tyrosinkinas. Jeho mRNA
podléha alternativnimu sestiihu vedoucimu k tvorbé dvou isoforem, FGFR2-111b a FGFR2-1l1c
(Ishibashi, 1998). Ob¢ varianty vznikaji alternativnim sestfihem exont 7, 8 a 9 a odlisuji se v
druhé poloving tieti domény, strukturné podobné imunoglobuliniim, coZz zdsadné ovliviiuje
specificitu receptort vi€i ligandim. FGFR2-IIIb je exprimovan v epitelidlnich bunécnych
liniich, a kromé KGF vykazuje rovnéz afinitu FGF-10 a FGF-22 a v omezené mifte i vici FGF-
1, FGF-3. Isoforma FGFR2-IIIc je produkovana mezenchymalnimi i jinymi neepitelialnimi
bunkami a je receptorem FGF-1, FGF-2, FGF-4, FGF-5, FGF-6, FGF-8, FGF-9, FGF-16, FGF-
17, FGF-18, FGF-20, FGF-21 a FGF-23 (Keller et al.,, 2004; Rotolo et al., 2008;
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Heinzle et al., 2012). Isoforma FGFR2-IIIb podléha dalsimu alternativnimu sestfihu, ke
kterému dochazi v sekvenci kodujici intracytoplazmaticky karboxylovy konec. Existuji tfi
varianty. Nejdel$i je varianta C1, varianty C2 a C3 jsou oproti ni o 34, respektive 53
aminokyselin kratsi. Tyto sekvencni rozdily vedou k retenci tyrosinovych zbytk, které mohou
slouzit jako mista pro autofosforylaci receptoru KGFR a jako vazebna mista cytoplazmatickych
signalnich proteind. Napftiklad isoforma FGFR2 I11b-C3 jako jedina neobsahuje vazebné misto
pro signalni fosfolipasu Cy (PLCy; Matsuda et al., 2012).

1.2.3 Signalni drahy

Vazbou KGF na FGFR2 dochazi k autofosforylaci cytoplasmatické domény receptoru,
a tim k aktivaci Cetnych signalnich drah. V souvislosti s KGF nebo FGFR2 byva casto
spojovana PLC, signalni drahy spojené s extracelularnim signalem regulovanymi kinasami
(ERK) nebo proteinovou kinasou B (Akt; Braun et al., 2006). Jejich prostiednictvim je
stimulovana bunécna proliferace, je regulovana reparace DNA, posilovany antioxidacni

mechanismy, a naopak je inhibovan apoptoticky uc¢inek (Everett a Curiel, 2015).
1.2.4 Funkce KGF v radiobiologicky vyznamnych epitelialnich tkanich

1.2.4.1 Stievni sliznice

Ve stievé se KGFR nachazi na bazolateradlni membrané diferencovanych enterocytl
abunek krypt (Yang et al., 2002). KGF je exprimovan T-lymfocyty disponujicimi
v a o receptory (yoT) ve slizni¢ni vrstvé. KGF se podili na regeneraci a zméné morfologie
epitelidlni tkang. Intestinélni sliznice u transgennich mysi postradajicich yoT buiiky vykazuje
sniZenou miru proliferace a abnormalni diferenciaci, coz mize byt zplisobeno nedostatkem
produkovaného KGF yO0T buikami. Na druhou stranu je regulace rlistu a diferenciace
gastrointestindlnich bun¢k je komplexni d¢j ovlivnény mnoha faktory, v€etné epidermélniho
rastového faktoru, ristového faktoru podobného inzulinu ¢i glukagonu (Witherden et al., 2000;
Yang et al., 2001).

KGF funguje jako mitogenni ristovy faktor stfevnich buné&k. Tento ucinek je
zprostifedkovan ptevladajici expresi KGF receptoru. KGF mRNA 1 jeho receptoru je pfitomna
v celé sliznici gastrointestinalniho traktu u hlodavct i u ¢lovéka (Yang et al., 2002). Zvysena
exprese KGFR je pfimo umérna zvysené proliferaci epitelovych bunék a vysce jednotlivych
klkii. Na provedené studii se po podani rekombinantniho KGF u potkan, kteti hladovéli nebo

méli nizké hladiny luminélni vyzivy, signifikantné zvysila exprese mRNA KGFR v tenkém
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stieve, jez korelovala s proliferaci bun¢k. Zda se tedy, ze stimulace KGFR rozhoduje
0 mitogenni adaptaci stiev. KGF také vyrazné zvySuje hladiny glutathionu (GSH)
a antioxida¢ni kapacitu GSH ve sliznici tenkého stieva (Yang et al., 2002).

Exprese KGF mRNA a KGF je zvysena v oblasti lamina propria tenkého a tlustého
stieva u pacientt s ulcerativni kolitidou a Crohnovou chorobou. Jeho exprese KGF zde koreluje
se stupném zanétu sliznice a odrazi tak snahu sliznice regenerovat (Estivariz et al., 2000). Vliv
KGF na ovlivnéni stfevniho zanétu byl studovan zejména na mysich modelech po aplikaci
dextran sulfatu sodné¢ho (DSS). Tato latka ve stfevni sliznici indukuje eroze, viedy, zanétlivy
infiltrat a otok. Transgennich mysi postradajicich ydT lymfocyty trpi po podani DSS vyssi
urovni intestinalniho zanétu a pozdni regeneraci stievniho epitelu (Keller et al., 2004). Naopak
u zvifat, kterym byl profylakticky podan KGF v davce 5 — 10 mg/kg, doSlo k vyraznému
zmirnéni strukturalniho po$kozeni a zmirnéni zanétu (Miceli et al., 1999). Pokud zacal byt KGF
podén az 4. den po indukci kolitis, 7. den doslo k snizeni ztraty vahy a 12. den zacala zvitata
dokonce na vaze piibyvat (Egger et al., 1999). Bylo rovnéz pozorovano zlepSeni funkci
nervového systému stieva (Greenwood-Van Meerveld et al., 2003).

Ve vztahu K ionizujicimu zafeni byly u¢inky KGF studovany po celotélovém ozafeni
mys$i kmene C3H/SPF. KGF aplikovany v davce 1 mg/kg podany intraven6zné 3 po sobé
nasledujici dny (2 a 1 den ptfed ozafenim a 2 h po ozafeni) zvysil pocet prezivajicich krypt
V duodenu, jejunu i ileu. Podobné vysledky byly pozorovany i po subkutanni aplikaci. KGF
rovnéZ mirnil poSkozeni navozené frakcionovanym rezimem zaméfenym na oblast dutiny bfisni
(Khan et al., 1997).

Ve vztahu K ionizujicimu zafeni byly ucinky KGF studovany po celotélovém ozafeni
myS$i kmene C3H/SPF. KGF aplikovany v ddvce 1 mg/kg podany intraven6zné 3 po sobé
nasledujici dny (2 a 1 den pied ozafenim a 2 h po ozareni) zvysil pocet ptezivajicich krypt
v duodenu, jejunu i ileu 4 den po celotélovém ozatreni davkou 12 Gy. Podobné vysledky byly
pozorovany 1 po subkutanni aplikaci. KGF rovnéz mirnil poskozeni navozené frakcionovanym
rezimem zaméfenym na oblast dutiny btisni (Khan et al., 1997). Jako radioprotektivum byl
KGF pouzit i v dalsi studii. Farrel et al. (1998) aplikoval KGF v davce 5 mg/kg mys$im kmene
BDF: (2, 1 a0 den) pied celotélovym ozarenim 12 Gy v kombinaci s transplantaci kostni diené.

U tohoto modelu doslo 1 signifikantnimu ovlivnéni pfeziti stran gastrointestinalni formy ANO.
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1.2.4.2 Plice

V plicni tkani je KGF produkovan fibroblasty a hladkymi svalovymi buitkami cév.
Interaguje se receptory, které jsou na povrchu alveoldrni pneumocyti II typu (APII)
(Kingetal., 2016). Za fyziologickych podminek se KGF ucastni vyvoje i zachovani
fyziologické funkce plic. V pribéhu vyvoje musi byt exprese KGF pevné regulovana.
Transgenni mySi se zvySenou kontinudlni produkci KGF ptfed¢asné¢ umiraji z diivodu
papilarnich cystadenomt a zvétSeni bronchialniho prostoru. Na druhou stranu transgenni mysi
plicniho stromu (Ray et al., 2005). V postnatalnim obdobi fyziologicka role souvisi s aktivaci
transkripénich faktorti, které reguluji funkci lipogennich enzymi, jejichz prostfednictvim
stimuluje syntézu mastnych kyselin a fosfolipidi u APIIL. Cely proces lipogeneze je nezbytny
pro syntézu surfaktantu (King et al., 2016).

APII maji rovnéz Gzky vztah k regeneraci poskozeni. Tyto sice tvoii 60 % alveolarniho
epitelu, pokryvaji v§ak pouze 5 % povrchu. Zbyvajicich 95 % pokryvaji alveolarni penumocyty
I typu (API). Prakticky pti vSech typech poranéni plic nastdvad hyperplazie APII a jejich
diferenciace smérem k API. APIl Ize tedy vnimat jako progenitory a buniky udrzujici
homeostazu prostiednictvim obnovy epitelu (Wu et al., 2012). Uginkem KGF na APII Ize také
vysvétlit jeho ochranné ucinky. KGF stimuluje proliferaci, migraci iadhezi APII
(King et al., 2016). Pii profylaktickém podani snizoval tento ristovy faktor miru poskozeni
indukovanou napfiklad hyperoxii, chemoterapii (bleomycinem), kyselinami nebo bakteriemi
(Geiser, 2003; Portnoy et al., 2014). Svoji roli pii ochran¢ plicniho parenchymu nicméné muize
sehravat 1 pfitomnost KGFR na povrchu alveolarnich makrofagh. Jejich aktivaci se snizuje
jejich apoptoza a stoupa bakterialni clearence pii pneumonii (Lee et al., 2013).

KGF také vykazuje ochranné G¢inky vuci I1Z. Brizel et al. (1996) podali 5 mg/kg KGF
potkanim kmene Lewis/SPF intratrachedlné¢ ve 2 davkach 72 a 48 h pfed oboustrannym
ozafenim hrudniku davkou 18 Gy. Ackoliv u tohoto modelu nebyl pozorovan vliv na mortalitu,
doslo k vyznamnému sniZeni rozsahu akutni pneumonitis a fibrotickych zmén 80 dni po
ozateni. Chen et al. (2004) naopak aplikovali 5 a 15 mg/kg KGF potkanim kmene Fisher 10
min po dokonceni frakcionovaného ozéfeni hrudniku 40 Gy (5 frakci/5 dni). Zatimco ob¢ dve
davky KGF od 6. tydne snizovaly dechovou frekvenci ozafenych zvifat, vliv na miru
fibrotickych zmén v 6ti mé&si¢nim intervalu byla zaznamenéna pouze u vyssi davky rustového

faktoru.
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1.2.4.3 Kiize

V ktzi jsou hlavnim zdrojem KGF v kiizi jsou fibroblasty dermis. Minoritni ulohu zde
sehravaji 1 yoT-lymfocyty. Receptory FGFR2 jsou exprimovany na povrchu keratinocytl
a melanocytli. Vzhledem k dulezitosti KGF pro vyvoj plic byly transgenni modely mysi
designovany pouze za ucelem zmény exprese KGF nebo jeho receptoru pouze na
urovni pokozky. Nadmérna exprese KGF u téchto modeli vyvolala hyperproliferaci
keratinocytli a zbytnéni epidermis. Vyfazeni genu pro KGF véazné biologické dopady
nevyvolalo. Srst mysi, zejména samct, se jevila matn¢ a mastné. Role KGF v pokozce je tedy
do zna¢né miry zastupitelna jinymi ristovymi faktory. Pokud byl vSak vytazen gen pro KGFR2
byly pfitomny vyrazné zmeény, vcetné atrofickych zmén, desorganizace a snizeni miry
proliferace keratinocytii, abnormality morfologie vlasovych folikuli a ubytek ochlupeni o
60 —80 % (Werner, 1998). Tato zvifata rovnéz trpi opozdénym hojenim koznich defektt
(Keller et al., 2004).

KGF je tedy spojovana s hojenim ran. Ackoliv po poranéni dochazi pouze k minoritnim
zméndm exprese receptortl, transkripce KGF mRNA v granulaéni tkani roste vice nez
150ti nasobné (Keller et al., 2004). Uginek aplikace KGF na regeneraci poranéni pokozky byl
testovan naptiklad pti hojeni popalenin u prase¢iho modelu. Ackoliv KGF zvySoval rychlost
reepitelizace, celkovy efekt nebyl piilis vysoky (Finch a Rubin, 2004). Podkozni podani tohoto
rustovy na druhou stranu pfispiva k ochrané pokozky pfed UV zafenim. Tento ucinek neni
zpusoben anti-apoptotickou aktivitou, ale syntézou novych proteinii (Braun et al., 2006).
Vzhledem k vyznamu melaninu pfi ochrané kiize pied ucinky UV paprskii, svoji roli by zde
mohl sehravat vliv KGF na melanocyty. Jejich stimulaci dochdzi k pfesunu melanosomi
smérem ke keratinocytiim a ty jsou nasledné fagocytovany (Guo et al., 2010; Scott et al., 2003).

Co se tyce ionizujiciho zéafeni, byla nalezena pouze jedind studie demonstrujici vliv
KGF na pteziti a regeneraci vlasovych folikult u mysi kmene BDF1. KGF byl podén podkozné
v davce 12,5 — 125 ug/mys (Booth a Potten, 2000).

1.2.5 Rekombinantni forma KGF

Klinicky dostupnou formou KGF je palifermin. palifermin je produkovan pomoci
bakteridlni expresnich systému s vyuzitim DNA rekombinantni technologie. Oproti
endogennimu KGF je u ng odstranéni prvnich 23 N-terminalnich aminokyselin a jeho
molekulova hmotnost je pouze 16,3 kDa. Palifermin se specificky vaze na FGFR2b

a exprimovan v mnoha tkanich (Rzepecki et al., 2009).
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Palifermin ma nékolik biologickych funkci, které pfevazné chrani epitelovou vrstvu
sliznice a podporuji jeji Casnou regeneraci po poskozeni zplisobeném ozarenim a chemoterapii.
Patii mezi n¢ inhibice apoptozy epitelovych bunék, inhibice poskozeni DNA, vyssi produkce
detoxika¢nich enzymii a sniZeni exprese prozanétlivych cytokini. Dale podporuje migraci,
proliferaci a diferenciaci epitelovych bunék (Blijlevens a Sonis, 2007).

Palifermin je indikovan u pacientli s hematologickymi malignitami, ktefi podstupuji
myeloabla¢ni 1é¢bu s navazujici transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék. U téchto
pacientl snizuje vyskyt, zavaznost a trvani oralni mukositidy (Blijlevens a Sonis, 2007). Dalsi
potencialni aplikace jsou zkoumany (Ellison et al., 2011). V klinické praxi se nicméné
palifermin aplikuje spiSe vyjimecné.

Z ¢asti je to zpusobeno dennim parenterdlnim podavanim léku. Prevence posSkozeni
a regenerace tkani je totiZz zavisla na spravné nacasovaném terapeutickych davek. Uginky pii
nacasovani paliferminu vici terapii mohou byt obecné rozdéleny do tii kategorii. Pokud je
podan pied chemoterapii ¢i ozafenim dominuji cytoprotektivnimi mechanismy zahrnujici
indukci detoxika¢nich enzymi a anti-apoptotickych faktord. Pti aplikaci jak pted, tak
bezprostiedné po ozéfeni je modulovan pfirozeny profil cytokinti, ktery posune rovnovéahu
po chemoradioterapii, je podporovana regenerace tkané stimulaci proliferace, migrace,
rozsifeni a tvorbé té€snych bunécnych spojeni (Kelly, 2009).

DalSim rizikem jeho aplikace pfi 1é€bé solidnich epitelovych malignit je skute¢nost, Ze
tato modifikovana forma KGF miize svym anti-apoptickym ucinkem chranit nejen piirozeny
epitel, ale 1 nador. U malignit, kde je velmi nizka exprese mRNA KGFR nebo je endogenni
exprese tohoto faktoru ¢ini nezavislé na exogenni poddni KGF, mize byt dosaZeno urcité

selektivity jeho pisobeni smérem ke zdravym tkanim (Hille et al., 2010).
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d)

Cile diplomové prace

Vyhodnotit vliv ristového faktoru KGF na piezivani mysi C57BI/6J po jednorazovém
celotélovém ozéfeni pii kryti hlavy davkami 14, 15 a 16 Gy.

Vyhodnotit vliv ristového faktoru KGF na poskozeni jednotlivych ¢asti stfevni sliznice
(duodenum, jejunum, ileum a colon transversum) mysi C57Bl/6] 6. den po
jednorazovém celotélovém ozareni pii kryti hlavy davkami 12 a 14 Gy.

Vyhodnotit vliv ristového faktoru KGF na zmény v krevnim obraze mysi C57B1/6]
6. den po jednordzovém celotélovém ozareni pti kryti hlavy davkami 12 a 14 Gy.

Zhodnotit v§echny ziskanych vysledky a moznosti jejich aplikace.
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3  Experimentalni Cast

3.1 Experimentalni zvirata

Pro experimenty byly zvoleny samice laboratorni mysi kmene C57BL/6J (Velaz s.r.o.,
Unétice, Ceska republika). Staii jednotlivych zvitat bylo v rozmezi 12 a 16 tydni a jejich vaha
se pohybovala od 18 do 23 g. Zvifata byla drZzena v akreditovaném vivariu v mistnosti
s regulovanou teplotou v rozmezi 20 — 24 °C. V mistnosti byla udrzovana relativni vlhkost
40 — 60 % s pravidelnymi intervaly osvétleni v dobé od 7:00 do 19:00. Jejich potravu
predstavovalo krmivo DOS-2B (BIOPO spol. s.r.0., Brno, Ceska republika). Mysi mély rovnéz
V napajeCce neustale k dispozici vodu z vodovodniho tadu. Pied zahajenim samotného
experimentu byla vSechna zvifata adaptovdna na nové prostfedi po dobu nejméné 15 dni.
Veskera prace a manipulace se zvifaty byla schvalena etickou komisi Fakulty vojenského
zdravotnictvi Univerzity obrany v Hradci Kralové (Ceska republika) a byla v souladu s platnou

¢eskou a evropskou legislativou pro zasady prace s laboratornimi zviraty.

3.2 Zdroj zareni

Zdrojem 1Z byl kobaltovy ozafova¢ (°°Co) od spolecnosti Chirana (Praha, Ceska
republika). Revize piikonu zdroje probiha jednou za rok pomoci dozimetru PTW-Unidos 1001
(vyrobni/sériove ¢islo 11057) vybaveného ioniza¢ni komorou PTW TM 313 (vyrobni/ sériové

¢islo 0012) od firmy RPD Inc. (Albertville, Minnesota, Spojené staty americké).

3.3 Postup ozarovani experimentalnich zvirat

U prvniho experimentdlniho modelu bylo provedeno ozafeni zvifat s davkovym
ptikonem 0,43 Gy/min ze vzdalenosti 1 metr (viz kapitola 3.4.1). Druhy experimentalni model
byl uskuteénén ze stejné vzdalenosti s davkovym piikonem 0,29 Gy/min (viz kapitola 3.4.2).

Pfed ozatfenim byla laboratorni zvifata uvedena do stavu lehké narkdézy pomoci
intramuskularni aplikace smési roztoku Rometaru o koncentraci 20 mg/ml (Spofa, Praha, Ceska
Republika), Narkomonu o koncentraci 50 mg/ml (Zentiva, Praha, Ceskd Republika)
a fyziologického roztoku (B Braun Melsungen AG, Melsungen, Némecko). Smés byla
namichana v poméru 1:3:12 (Rometar:Narkoman:fyziologicky roztok) a nasledné aplikovana
v davce 10 ml/kg k uvedeni subjektti do lehké narkozy.

Pro samotné ozéfeni byla pouzita komirka z plexiskla o délce 6,5 cm, Sifce 3 cm a vySce

2,5 cm (VLA JEP, Hradec Kralové, Ceska republika). Pro dalsi znehybnéni a konzistentni
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jednostranné zadoptedni ozafeni byla zvifata navic fixovana drzatky okolo krku. Hlava 1 krk

byla zvitatiim kryta 10 cm vrstvou olova (Chirana, Praha, Ceska Republika).

3.4 Experimentalni modely

3.4.1 Experimentalni model |

Tento model zkoumal vliv rastového faktoru KGF (Orphan Biovitrum, Stockholm,
Svédsko) na pieziti experimentalnich mysi po jednordzovém ozafeni davkami 14, 15 a 16 Gy
s krytim hlavy. Celkové bylo pouzito 100 laboratornich mysi, které byly podle pouzité davky
1Z, davky KGF nebo fyziologického roztoku rozdéleny do 10 skupin (viz tabulka ¢. 4).

KGF byl aplikovan ve tfech odlisnych mnozstvich, a to 1 a5 mg/kg. KGF i fyziologicky
roztok byly jedincim aplikovany subkutanné v objemu 10 ml/kg vahy zvifete v intervalech
1, 24 a 48 hodin po ozafeni. Piezivani bylo hodnoceno denné¢ od ozéatfeni do umrti posledniho

experimentalniho zvifete.

Tabulka ¢&. 4 Rozdé€leni laboratornich zvitat do skupin v prvnim experimentu

Interval aplikace

Koncentrace Interval
. Pocet Davka fyziologického )
Cislo pouZzitého aplikace KGF
_ zvirat ve 1z roztoku
skupiny KGF po ozaieni
skupiné [Gy] po ozareni
[mg/kg] [hod]
[hod]
1 10 0 1,24,48 - -
2 10 14 1,24,48 - -
3 10 14 - 1,0 1,24,48
4 10 14 - 50 1,24,48
5 10 15 1,24,48 - -
6 10 15 - 1,0 1,24,48
7 10 15 - 50 1,24,48
8 10 16 1,24,48 - -
9 10 16 - 1,0 1,24,48
10 10 16 - 5,0 1,24,48

40



3.4.2 Experimentalni model |1

Na zéklad¢ vysledka predeslého experimentu byla pro druhy model zvolena davka
5 mg/kg KGF. Pro pokus bylo vybrano 63 laboratornich mysi rozdélenych do 9 skupin. Schéma
experimentu je znazornéno v tabulce ¢.5. Kontrolni skupiné (skupina 1) byla vystavena stejnym
podminkam jako ostatni testované skupiny, s vyjimkou kroku ozateni. Skupiny 2 — 5 byly
jednorazoveé ozareny davkou 12 Gy s krytim hlavy. Skupiny 6 — 9 byly obdobnym zptisobem
vystaveny davce 14 Gy. Z diavodu odlisnych schémat aplikace KGF nebyl kontrolnim mySim
a zviratim ozafenym a neléCenym aplikovan fyziologicky roztok. Odbér vzorkl pro analyzu
krevniho obrazu a morfologickych zmén tenkého a tlustého stieva probéhl u tohoto modelu

6. den po ozafeni po usmrceni zvifat cervikalni dislokaci.

Tabulka €. 5. Rozd¢leni laboratornich zvirat do skupin ve druhém experimentu

. Pocet Doba podani KGF po
Cislo Dévka ozafeni  Pocet divek KGF o
) zvirat ve expozici 1IZ
skupiny [Gy]
skupiné [hod]
1 7 - - -
2 7 12 - -
3 7 12 2 1,24
4 7 12 3 1,24,48
5 7 12 3 24,48,72
6 7 14 - -
7 7 14 2 1,24
8 7 14 3 1,24, 48
9 7 14 3 24,48,72

3.5 Analyza krve

P11 pitve byla mySim punkci odebrana krev z pravé komory. Krev byla odebrana sterilni
heparinem (5000 MJ/ml; Zentiva) potazenou injekéni jehlou o velikosti 21 G (Chirana T.
Injecta a.s, Stara Turna, Slovenska republika) do 2ml stiikacek s obsahem 2 pl 80 MJ heparinu
(Scanlab Systems, Praha, Ceska republika). Vzorky krve byly nasledné vyhodnoceny
vV hematologické laboratofi katedry radiobiologie na hemoanalyzatoru ABX Pentra 60 C+ od
firmy Trigon-Plus s.r.o. (Cestlice, Ceska republika), kde byl v triplikatu experimentalné

stanoven absolutni pocet bun¢k krevniho obrazu.
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3.6  Odbér vzorku stireva

Pro histologické vysSetfeni gastrointestindlniho traktu byla odebrand c¢ast duodena
(dvanéctnik), jejuna (la¢nik), ilea (kycelnik) a colon transversum (pfi¢ny tracnik) podle ptfesné

nadefinovanych parametrti uvedenych v tabulce €. 6.

Tabulka ¢&. 6 Useky odebranych tkani gastrointestinalniho traktu

Druh tkané Oblast odbéru
duodenum 0,5—1 cm aboralnim smérem od gastroduodenalniho ptechodu
jejunum 4 — 5 cm aboralnim smérem od gastroduodenalniho piechodu
ileum 1 — 2 cm oralnim smérem od ileocekalni chlopné

colon transversum 2 — 3 cm aboralnim smérem od ileocekalni chlopné

Po pitvé byly odebrané casti gastrointestinalniho traktu zafixovany v roztoku 10%
neutralniho formalinu od firmy Bamed s.r.o. (Litvinovice, Ceska republika). Po zafixovani byly
vzorky nakrajeny a upraveny na mikroskopické preparaty, které byly obarveny hematoxylinem

a eozinem.

3.7 Zhotoveni preparati

3.7.1 Odvodnéni preparatu a zaliti do parafinu

Zafixované ¢asti tenkého a tlustého stieva byly nejprve minimalné 1 hodinu promyvany
pod tekouci vodou pro odstranéni formalinu. Poté byly vzorky odvodnény pomoci lazni
alkoholu (Kulich, Hradec Kralové, Cesky Republika) a xylenu (Lach-Ner, Neratovice, Ceské
Republika) a néasledné zality do parafinu (Paramix, Holice, Ceska Republika). Tento proces
probihal v tkanovém procesoru Leica TP1020 od firmy Leica (Wetzlar, Némecko) za pouZiti
podtlaku. Doba setrvani vzorkt v jednotlivych laznich a koncentrace pouzitych alkoholt jsou
uvedeny v tabulce ¢. 7.

Vzorky byly po odvodnéni zality do parafinovych blockl. Z blo¢ki byly odkrojeny

minimalné 3 tenké fezy o tloustce 5 pm pomoci mikrotomu SM 2000R (Leica).

3.7.2 Naneseni preparatu na podloZni sklo
Nejprve byla podlozni skla od firmy Bamed s.r.o. odmasténa ethanolem. Poté na né byl
nakapan v rozsahu fezu 0,5% roztok zelatiny (Bamed s.r.0.), na ktery byl nanesen tkanovy tez.

Podlozni skla byla dale poloZzena na vyhtatou ploténku o teploté 37 — 40 °C, aby se nadbyte¢ny
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parafin rozpustil a vzorek vyrovnal. Nadbytek Zelatiny byl nésledné slit a sklicko nechano
okapat. Pro odpafteni prebytecné tekutiny a dosuseni fezi byly preparaty nasledné umistény do

termostatu modelu Memmert BE 500 (Memmert GmbH + Co.KG, Schwabach, Némecko).

Tabulce €. 7 Schéma pribéhu odvodnéni v tkanovém procesoru

Cislo kroku Obsah (ev. koncentrace) lazné Doba lazné [hod.]
1 70% ethanol 1
2 70% ethanol 1
3 80% ethanol 2
4 90% ethanol 1
5 95% ethanol 1
6 95% ethanol 1,5
7 99% ethanol 3
8 xylen 15
9 xylen 15
10 xylen 1,5
11 parafin 4
12 parafin 5)

3.7.3 Odparafinovani preparatu
Nasledovalo obarveni preparatli, z kterych musel byt nejprve odstranén parafin.
Podlozni skla byla, podle postupu uvedeného v tabulce ¢. 8, umisténa do lazni xylenu

a alkoholu.

3.7.4 Barveni preparatu hematoxylinem-eozinem

Prvni krok barveni zahrnoval ptipravu Gillova hematoxylinu (viz tabulka ¢. 9). Za
stalého michani byl v deionizované vodé (vyrobené piistrojem Aqual 29 od firmy Aqual s.r.o.,
Brno, Ceskéa republika) nejprve rozpustén Hematoxylin (Merck, Kenilworth, New Jersey,
Spojené staty americké), jodi¢nan draselny a siran hlinity (obé latky od firmy Sigma-Aldrich,
Missouri, Spojené staty americké). Do takto pfipravené smés byl vmichan ethylenglykol

a nasledné ledova kyselina octova (ob¢ latky od firmy Sigma-Aldrich).
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Tabulka €. 8 Postup odparafinovani ukrojenych a na sklicka natazenych fezu.

Cislo kroku Obsah a koncentrace lazné Doba 1azné [minuty]
1 xylen 10
2 xylen 10
3 xylen 10
4 96% ethanol 10
5 96% ethanol 10
6 70% ethanol 10
7 deionizované voda 5)

Tabulka €. 9 Slozeni zasobniho roztoku Gillova hematoxylinu

Latka Hmotnost/objem
hematoxylin 44
K103 049
Al>(SO4)3 3529
deionizovana voda 710 ml
ethylenglykol 250 ml
CH3COOH 40 mi

Do pftipraveného roztoku Gillova hematoxylinu byly vloZeny preparaty a ponechany
3 minuty. Nasledné byly oplachnuty deionizovanou vodou a podle postupu v tabulce ¢. 10 byly
vlozeny do 70% roztoku ethanolu a diferencovany. Pro diferenciaci a zabarveni tkani do modra

se vzorky vlozily do roztoku kyselého alkoholu vyrobeného dle nadvodu v tabulce ¢. 11.

Tabulka €. 10 Schéma prib¢hu diferenciace vzorki

Cislo kroku Obsah lazné Doba lazné
1 70% ethanol 5s
2 kysely alkohol 5s
3 kohoutkova voda 20 min
4 deionizované voda 1 min
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Tabulka €. 11 Piiprava kyselé¢ho alkoholu

Latka Objem
ethanol 200 ml
37% HCI 7,5 mi
deionizovana voda 900 ml

HCIl byla dodana firmou Sigma-Aldrich

Po diferenciaci byly preparaty barveny po dobu 1 min 1% vodnym roztokem eozinu
(Merck) a nasledné oplachnuty deionizovanou vodou a odvodnény laznémi alkoholu, acetonu

(Sigma-Aldrich) a xylenu podle postupu uvedeného v tabulce ¢. 12.

Tabulka ¢. 12 Postup odvodnéni vzorkl barvenych eozinem

Cislo kroku Obsah lazné Doba lazné
1 deionizovana voda 30 sec.
2 70% ethanol 2 min
3 80% ethanol 2 min
4 96% ethanol 2 min
5 aceton 2 min
6 xylen 5 min
7 xylen 5 min
8 xylen 5 min

3.7.5 Zamontovani vzorki

Zamontovani preparatu byl posledni krok pfed histologickym vyhodnocenim vzorkd.
K jeho provedeni bylo na preparat nakapano montovaci médium DPX (Sigma-Aldrich). Na
medium bylo opatrn¢ naneseno kryci sklicko (Bamed s.r.0) tak, aby byly z preparatu vytlaceny

vSechny bubliny. Zamontované vzorky byly vlozeny do v termostatu a ponechany zaschnout.
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3.8 Hodnoceni preparati

Po obarveni preparatii hematoxylinem-eozinem nésledovalo vyhodnoceni stavu stievni
sliznice po ozareni.

Nejprve byly spocitany viabilni krypty ve vSech preparatech duodena, jejuna, ilea
acolon transversum. Poté bylo ve vSech tusecich stfeva provedeno méfeni vysky klki
(s vyjimkou colon transversum) a hloubky krypt.

Hodnoceni vzorku bylo provedeno pomoci mikroskopu Olympus BX-51 (Olympus,
Tokyo, Japonsko). Pro méfeni vysky klkii a hloubky krypt byla navic pouzita kamera Olympus
DP-71 (Olympus).

3.8.1 Pocet viabilnich krypt

Z kazdé casti tenkého a tlustého stfeva (deuodenum, jejunum, ileum a colon
transversum) byly vyhotoveny na zakladé¢ predchozich postupli minimalné 3 fezy. Pro
hodnoceni byly pouzity pouze ty, které vykazovaly v celém cirkuldrnim priifezu nenaruseni
kontinuity.

V jednotlivych fezech pak bylo provedeno pocitani viabilnich krypt pii 320nasobného
zvétSeni svételného mikroskopu. V tenkém stievé se o viabilni kryptu jednalo tehdy, bylo-li
Vv krypté nalezeno alespon 10 a vice bun¢k nepanethova typu (Witherse a Elkind, 1970).

V tlustém stfevé byly za viabilni povazovany krypty s 5 a vice zZivymi
(neapoptotickymi) bunikami v zékladné, jeZ nevykazovala kompenzaéni zmény (pokles vySky
enterocytu, oplosténi jadra, ztrata kontinuity epitelové vrstvy).

Pocet viabilnich krypt byl vzdy hodnocen ve 3 fezech v kazdé ¢asti stfeva, ze kterych

byl pocitan pramér.

3.8.2 Méreni délky klkii a hloubky krypt

Délka klku byla méfena v pfi¢ném prifezu klku a piedstavovala ji spojnice centra jeho
zakladny a vrcholku. Samotné méteni bylo provedeno pii celkovém 160ndsobném zvétSeni.
Mikroskopické fotografie byly potfizeny pomoci programu CellSens Entry vyvinutého
spolec¢nosti Olympus. Délka klka a hloubka byla poté zméfena v programu uréeného pro
analyzu obrazu ImagePro verze 7.0 od spolecnosti Media Cybernetics Inc. (Rockville,

Maryland, Spojené staty americké).
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Pro analyzu délky klkt byl u kazdého zvitete jeden optimalni fez, kde byly pofizeny
mikroskopické snimky 15 az 20 nejdelSich klkd. Vyslednou hodnotu analyzy ptedstavoval
u kazdého zvitete vzdy pramér pouze 10 nejdelsich klku.

Podobn¢ jako u klki byly nejprve potizeny mikroskopické snimky 15 az 20 nejvétsich
krypt. Vyslednou hodnotu analyzy piedstavoval u kazdého zvitete vzdy primér pouze 10
nejdelsich krypt.

3.9 Statistické zpracovani dat

Ziskana data byla zanalyzovana pomoci programu IBM SPSS Statistics verze 24
vyvinutého spole¢nosti IBM (Armonk, New York, Spojené staty americké).

Piezivani zvifat bylo hodnoceno pomoci Kaplan-Meierovy analyza a post hoc log-rank
testu pro urceni rozdili mezi jednotlivymi skupinami nasledoval. Hodnota Grovné statistické
vyznamnosti byla stanovena na hladiné p < 0,05

Pro vypocet vyznamnosti rozdilit mezi v§emi skupinami byl zvolen Kruskal-Wallistv
test s post hoc Mann-Whitneyho testem. Hodnota urovné statistické vyznamnosti byla
stanovena na hladin¢ p < 0,05

V tabulkach jsou uvedeny priameéry jednotlivych skupin + dvojndsobek smérodatné

odchylky priméru skupiny.
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4  Vysledky

4.1 Experimentilni model | (vliv KGF na preZivani experimentalnich zvirat)

Ptezivani zvitat po jednorazovém ozareni davkami 14, 15 a 16 Gy s krytim hlavy bylo
testovano na laboratornim kmenu C57B1/6J. Testovana skupina ¢inila 10 jedinct. Byla
pritomna kontrolni neozarend (svétle modré kiivka) a ozarend neléCena skupina (Cervena
kiivka), kterym byl subkutanné aplikovan fyziologicky roztok v intervalech 1, 24 a 48 h. KGF
byl podan u dalsich dvou skupin v davce 1 mg/kg (zelena kiivka) nebo 5 mg/kg (fialova ktivka)
télesné hmotnosti v ¢ase 1, 24 a 48 hodin po ozafeni.

Ve srovnani s kontrolni skupinou doslo po ozateni 14 Gy k poklesu pteziti u nelécené
skupiny (medidn = 195 dni, p < 0,001) a skupiny lécené¢ 1 mg/kg (medidn = 177 dni,
p < 0,001) a 5 mg/kg KGF (median = 178 dni, p < 0,001). Mezi ozafenymi skupinami
signifikantni rozdily nalezeny nebyly (graf ¢. 1).

Graf ¢. 1 Piezivani mysi po jednorazové expozici 14 Gy s krytim hlavy v zavislosti na podani
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Déavka 15 Gy vedla k poklesu ptezivani u vSech tii skupin (median = 163, 152,
respektive 157 dni, vSechna p < 0,001). I zde rozdily mezi ozafenymi skupinami nalezeny
nebyly (graf €. 2).

Ozareni 16 Gy vyrazné snizilo dobu pfeziti rovnéz u vsech tii skupin (median = 10, 8,
respektive 8,5 dni, vSechna p < 0,001). Signifikantni rozdil byl navic nalezen pfi srovnani

nelécené skupiny se skupinou, které byl podan KGF v davce 1 mg/kg (p = 0,038; graf ¢. 3)
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Graf ¢. 2 Prezivani mysi po jednorazové expozici 15 Gy s krytim hlavy v zavislosti na podani
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Graf ¢&. 3 Piezivani mysi po jednorazové expozici 16 Gy s krytim hlavy v zavislosti na podani

KGF
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Statisticky vyznamny rozdil proti ozafené nelécené skupiné: * p < 0,05

49



4.2 Experimentalni model 11

4.2.1 Vaha zvirat (vliv KGF na vahu zvirat)

Po ozafeni 12 a 14 Gy nastalo snizeni vahy mysi 0 17 %, respektive 20 % (obé
p = 0,001).

Oproti nelécené skupiné doslo po ozafeni 12 Gy k signifikantnim vahovém naristu o 12
% (p=0,017),9 % (p =0,026) a 12 % (p = 0,007) pii lécbe 2, 3 Casnymi, respektive 3 pozdnimi
davkami KGF. Mezi lé¢enymi skupinami vyznamné rozdily nalezeny nebyly.

Pii ozafeni davkou 14 Gy nemélo pouziti ristového faktoru v Zadném davkovacim
schématu vliv na vahu laboratornich mysi. Nebyly také zaznamenany rozdily mezi jednotlivymi

1é¢enymi skupinami (graf ¢. 4).

Graf ¢. 4 Vaha experimentalnich zvifat 6. den po jednorazovém ozafeni davkou 12 a 14 Gy

s krytim hlavy v zéavislosti na podani KGF
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4.2.2 Duodenum

4.2.2.1 Vliv KGF na pocet viabilnich krypt
V duodenu doslo po expozici davkou 12 a 14 Gy u nelééenych skupin k ubytku poctu

viabilnich krypt o 52 %, respektive 55 % (ob¢ p = 0,001).
Ve srovnani s neléCenymi skupinami nevykazovalo podani KGF jakykoliv vliv.
Signifikantni zmény nebyly rovnéZz nalezeny pii porovnani jednotlivych aplikac¢nich schémat

mezi sebou pfi jednotlivych davkach IZ (graf ¢. 5).

Graf ¢. 5 Pocet viabilnich krypt v duodenu experimentalnich zvitat 6. den po jednorazovém

ozafeni davkou 12 a 14 Gy s krytim hlavy v zavisloti na podani KGF
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4.2.2.2 Vliv KGF hloubku krypt

Hloubka krypt se po ozéfeni zvysila 0 47 % pti 12 Gy (p <0,001) a 0 104 % pii 14 Gy
(p <0,001).

Po ozateni 12 Gy zpusobila aplikace 3 casnych davek KGF prodlouzeni o 11 %
(p =0,008). Mezi 1é¢enymi skupinami vyznamné rozdily nalezeny nebyly.

Po ozafeni 14 Gy nemélo podani KGF ucinek a nebyly pozorovany jakékoliv

signifikantni rozdily mezi 1é¢enymi skupinami (graf ¢. 6).

Graf ¢. 6 Hloubka krypt v duodenu experimentalnich zvifat 6. den po jednorazovém ozaieni

davkou 12 a 14 Gy s krytim hlavy v zavislosti na podani KGF
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4.2.2.3 Vliv KGF na délku klki

Jednorazova expozice 12 Gy nevyvolala u experimentélnich zvifat statisticky vyznamné
zmény hodnot. Zkraceni klkii bylo proti kontrolni skupin€ pozorovano az pii 14 Gy, ato 028 %
(p <0,001).

Pti 12 Gy doslo oproti ozafenym nelécenym mySim po 1é¢be 2, 3 ¢asnymi a 3 pozdnimi
davkami KGF k prodlouzeni délky klkii 0 11 % (p = 0,016), 24 % (p < 0,001) a 15 % (vSechna
p < 0,001). Nejucinngjsi bylo ¢asné 3 davkové schéma, které ve srovnani s 2 davkami
a 3 pozdnimi davkami KGF vykazovalo o 12 % (p = 0,001), respektive 8 % delsi délku klka
(p =0,010).

Po ozafeni davkou 14 Gy vyvolalo ve srovnani s ozafenymi nelééenymi zvitaty podani
3 ¢asnych davek KGF 25% prodlouzeni klkt (p = 0,003). Tento rezim vykazoval o 31 % vyssi

ucinnost ve srovnani s 2 davkami ristového faktoru (p < 0,001; graf ¢. 7).

Graf ¢&. 7 Délka klka v duodenu experimentalnich zvifat 6. den po jednorazovém ozaieni

davkou 12 a 14 Gy s krytim hlavy v zavislosti na podani KGF
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4.2.3 Jejunum

4.2.3.1 Vliv KGF na pocet viabilnich krypt

Ozateni v davce 12 a 14 Gy zpisobilo snizeni poctu krypt o 46 %, respektive 62 % (obé
p = 0,001).

Oproti neléCenym skupinam nevedla aplikace KGF k vyznamné zméné tohoto
parametru. Mezi lécenymi skupinami byl pozorovan jediny rozdil, kdy skupina lécena
3 Casnymi davkami KGF byla po ozafeni 14 Gy o 23 % ucinnéjs$i nez 2 davkovy rezim

(p = 0,022; graf &. 8).

Graf ¢. 8 Pocet viabilnich krypt v jejunu experimentalnich zvifat 6. den po jednorazovém

ozéfeni davkou 12 a 14 Gy s krytim hlavy Vv zavislosti na podani KGF
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4.2.3.2 Vliv KGF na hloubku krypt
V jejunu doslo po ozateni 12 a 14 Gy k prodlouzeni krypt o 89 %, respektive 177 %

(obé p <0,001).

Ve srovnani s neléCenymi skupinami nevykazovalo podani KGF jakykoliv vliv.

Mezi 1é¢enymi skupinami byl pozorovan jediny rozdil. Aplikace 3 pozdnich davek KGF po

ozafeni 14 Gy vykazovala 0 14 % vyssi hodnotu ukazatele (p = 0,025) ve srovnani s 2 davkami

rustového faktoru (graf €. 9).

Graf ¢. 9 Hloubka krypt v jejunu experimentalnich zvitat 6. den po jednorazovém ozaieni

davkou 12 a 14 Gy s krytim hlavy v zavislosti na podani KGF
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4.2.3.3 Vliv KGF na délku klki

Jednorazova expozice 12 Gy nevedla k vyznamné zméné. Zkraceni klki bylo proti
kontrolni skupiné zaznamenano az pii davce 14 Gy, pii které se tento ukazatel snizil o 34 %
(p <0,001).

Pii 12 Gy doslo oproti ozafenym neléCenym mySim 1é€bou 3 ¢asnymi davkami KGF
k 19% prodlouzeni délky klka (p < 0,001). Tento rezim byl ve srovnani s 2 davkami
a 3 pozdnimi davkami rastového faktoru ucinngjsi o 11 % (p = 0,023), respektive 15 %
(p =0,001).

Po ozéfeni 14 Gy nebyl vliv KGF na délku klkii v jejunu zaznamendn. Vyznamné

rozdily nebyly pfitomny ani mezi léCenymi skupinami (graf ¢. 10)

Graf ¢. 10 Délka klka v jejunu experimentalnich zvifat 6. den po jednorazovém ozafeni davkou

12 a 14 Gy s krytim hlavy Vv zavislosti na podani KGF
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424 lleum

4.2.4.1 Vliv KGF na pocet viabilnich krypt
Ve srovnani s kontrolni skupinou nastalo po ozafeni davkou 12 a 14 Gy signifikantni

snizeni poc¢tu krypt o 45 %, respektive 71 % (obé p = 0,001).
Aplikace KGF neprojevila oproti nelécené skupiné vyznamny rozdil.
Mezi lé€enymi skupinami byl pozorovan jediny rozdil. Aplikace 3 casnych davek po ozafeni

12 Gy vykazovala o 20 % ¢innéjsi (p = 0,005) ve srovnani s 3 pozdnimi KGF (graf €. 11).

Graf ¢ 11 Pocet viabilnich krypt v ileu experimentalnich zvifat 6. den po jednorazovém

ozéfeni davkou 12 a 14 Gy s krytim hlavy v zavislosti na podani KGF
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4.2.4.2 Vliv KGF na hloubku krypt v ileu

Po ozateni 12 a 14 Gy doslo k prodlouzeni hloubky krypt 0 58 %, respektive 78 % (obé
p <0,001).
Po ozateni 12 Gy doslo pti podani 3 ¢asnych a 3 pozdnich davek KGF k 23% (p <0,001) a 12%
narustu hlobky (obé p = 0,042). Mezi léCenymi skupinami vyznamné rozdily nalezeny nebyly.

Mezi skupinami ozafenymi 14 Gy nebyly také nalezeny signifikantni zmény (graf €. 12).

Graf ¢ 12 Hloubka krypt vileu experimentalnich zvifat 6. den po jednorazovém ozafeni

davkou 12 a 14 Gy s krytim hlavy v zavislosti na poddni KGF
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4.2.4.3 Vliv KGF na délku klku

Jednorazova expozice 12 Gy nevedla k vyznamné zméné. Zkraceni klki bylo proti
kontrolni skupiné zaznamenano po ozafeni 14 Gy, kdy se tento ukazatel snizil o 28 %
(p <0,001).

Pti 12 Gy doslo oproti ozarené nelécené skupiné 1é€bou 2 a 3 ¢asnymi davkami KGF
k 12% (p = 0,023), respektive 29% prodlouzeni klki (p < 0,001). Casny 3 davkovy rezim byl
ve srovnani s 2 davkami a 3 pozdnimi davkami ristového faktoru t¢innéjsi o 15 % (p = 0,013),
respektive 16 % (p = 0,001).

Po ozéfeni 14 Gy nebyl mezi ozéfenymi skupinami jakykoliv rozdil zaznamenéan

(graf ¢. 13).

Graf ¢. 13 Délka klki v ileu experimentalnich zvitat 6. den po jednorazovém ozafeni davkou

12 a 14 Gy s krytim hlavy Vv z&vislosti na podani KGF
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4.25 Colon transversum

4.2.5.1 Vliv KGF na pocet krypt

Po ozateni 12 a 14 Gy doslo k signifikantnimu 32% (p = 0,017), respektive 48%
(p = 0,001) ubytku poctu viabilnich krypt.

Vliv terapie na stav pozorovany po ozafeni 12 Gy zaznamenan nebyl. RovnéZz nebyly
pozorovany vyznamné rozdily mezi skupinami.

Pii 14 Gy vedla terapie 2 a 3 Casnymi a 3 pozdnimi davkami KGF oproti ozéaiené
nelécené skupiné k 41% (p = 0,015), 29% (p = 0,026), respektive 30 % (p = 0,008) poklesu
poctu krypt. Mezi 1é€enymi skupinami vyznamné rozdily nebyly (graf ¢. 14).

Graf ¢. 14 Pocet viabilnich krypt v colon transversum experimentalnich zvifat 6. den po

jednorazovém ozareni davkou 12 a 14 Gy s krytim hlavy v zavislosti na podani KGF
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4.2.5.2 Vliv KGF na hloubku krypt v colon transversum

Davka 12 Gy nevedla k vyznamné zméné. Prodlouzeni krypt bylo proti kontrolni
skupin€ patrné az po ozareni 14 Gy, kdy se tento ukazatel zvysil 0 29 % (p < 0,001).

Oproti nelécenym skupinam nevedla aplikace KGF Kk vyznamné zméné tohoto
parametru.

Mezi l1écenymi skupinami byl pozorovan jediny rozdil, kdy skupina [é¢ena 3 pozdnimi

davkami KGF byla o 11 % G¢innéjsi nez 2davkovy rezim (p = 0,047; graf €. 8).

Graf ¢. 15 Hloubka krypt v colon transversum experimentalnich zvifat 6. den po jednorazovém

ozéteni davkou 12 a 14 Gy s krytim hlavy v zavislosti na podani KGF
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4.2.6 Krevni obraz

4.2.6.1 Vliv KGF na pocet erytrocytu

Po ozafeni doslo k poklesu poctu erytrocyti o 15 % pti 12 Gy (p =0,001) ao 11 % pfi
14 Gy (p = 0,002).

Mnozstvi téchto krevnich bun€k zaznamenalo ve srovnani S neléCenou skupinou
vzestup pii 16€bé 2 (7 %, p = 0,038) a 3 ¢asnymi davkami KGF (8 %, p = 0,026) po ozafeni
12 Gy a pti lécbe 2 (11 %, p = 0,022) a 3 Casnymi davkami KGF (8 %, p = 0,026) po

ozafeni 14 Gy. Mezi 1é¢enymi skupinami nebyly vyznamné rozdily pozorovany (graf ¢. 16).

Graf ¢&. 16 Pocet erytrocyti experimentalnich zvifat 6. den po jednorazovém ozateni davkou

12 a 14 Gy s krytim hlavy v zavislosti na podani KGF
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4.2.6.2 Vliv KGF na mnozZstvi hemoglobinu

Koncentrace hemoglobinu v krvi zaznamenala 14% a 10% (ob¢& p = 0,001) snizeni po
ozéfeni 12, respektive 14 Gy.

Oproti ozafené nelécené skupiné se zvysila hodnota tohoto ukazatele o 6 % (p = 0,038)
po ozateni 12 Gy pfi 1é¢bé 3 ¢asnymi davkami KGF a o 8 % (p =0,001) a5 % (p = 0,017) pii
14 Gy po podani 2, respektive 3 casnych davek KGF.

Mezi 1é¢enymi skupinami rozdily pozorovany nebyly (graf ¢. 17).

Graf ¢. 17 Mnozstvi hemoglobinu experimentalnich zvitat 6. den po jednorazovém ozafeni

davkou 12 a 14 Gy s krytim hlavy v zavislosti na podani KGF
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4.2.6.3 Vliv KGF na hematokrit

Ve srovnani s neozatenou kontrolou klesl hematokrit mysi klesl po ozatfeni 12 a 14 Gy
0 17 %, respektive 12 % (obé& p = 0,001).

Oproti ozafené nelé¢enym skupinam se zvysila hodnota tohoto ukazatele pouze pii 1écbé
3 ¢asnymi davkami KGF po ozafeni 12 Gy, ato o 8 % (p = 0,038). Pokles hematokritu u tohoto
davkového rezimu byl oproti 2 ¢asnymi davkama a 3 pozdnim davkam o 7 % (p = 0,017),
respektive 6 % (p = 0,038) nizsi.

Pii 14 Gy signifikantni rozdily mezi ozafenymi skupinami zaznamenany nebyly
(graf ¢. 18).

Graf ¢. 18 Hematokrit experimentalnich zvifat 6. den po jednorazovém ozafeni davkou 12 a 14

Gy s krytim hlavy Vv zavislosti na podani KGF
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4.2.6.4 Vliv KGF na stfedni objem erytrocyti

Ozareni 12 a 14 Gy signifikantné snizil stfedni objem erytrocytii o 3 % (p = 0,002),
respektive 6 % (p = 0,001).

Pti 12 Gy se snizila hodnota tohoto ukazatele po 1é€bé 2 casnymi davkami KGF o 2 %
ve srovnani s nelécenou skupinou a o 3 % oproti 3 casnym davkam (obé p = 0,007).

Po ozateni 14 Gy vykazoval tento parametr obdobny pokles po 1é¢bé 2 casnymi davkami

v

srovnani s 3 ¢asnymi a 3 pozdnimi dadvkami KGF (p = 0,002 a 0,014; graf ¢. 19).

Graf €. 19 Stiedni objem erytrocytll experimentalnich zvitat 6. den po jednorazovém ozareni

davkou 12 a 14 Gy s krytim hlavy v zavislosti na podani KGF
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4.2.6.5 Vliv KGF na mnoZstvi hemoglobinu v erytrocytech

Oproti kontrolnim skupindm nevyvolalo ozéfeni 12 a 14 Gy u testovanych zvifat zménu
vV mnozstvi hemoglobinu v erytrocytech.

V porovnani s ozafenymi nelééenymi skupinami byl signifantni rozdil pozorovan pouze
po aplikaci 2 casnych davek KGF, kdy se tento ukazatel snizil o 4 % pii 12 Gy (p =0,007)
a naopak zvysil o 2 % pti 14 Gy (p = 0,035).

Mezi lé€enymi skupinami byl pozorovan jediny rozdil, kdy skupina lé€end 2 ¢asnymi
davkami rstového faktoru po ozareni 12 Gy vykazovala o 4 % vySssi pokles neZ skupina, které

byly podany 3 pozdni davky KGF (p = 0,004; graf ¢. 20).

Graf ¢ 20 Mnozstvi hemoglobinu v erytrocytech experimentalnich zvirat 6. den po

jednorazovém ozafeni davkou 12 a 14 Gy s krytim hlavy v zavislosti na podani KGF
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4.2.6.6 Vliv KGF na pocet trombocyti
Po ozateni 12 a 14 Gy nastal u laboratornich zvifat signifikantni pokles poctu
trombocytt 0 40 % a 36 % (obé p =0,001).
Lécba KGF vyvolala zmény pouze po ozateni 12 Gy, kdy, na rozdil od nelé€enych
zvirat, tento ukazatel klesl po podani 3 ¢asnych a 3 pozdnich davek o dalsich 19 % (p = 0,007),
respektive 15 % (p = 0,026).

Mezi 1écenymi skupinami rozdily pozorovany nebyly (graf €. 21).

Graf ¢. 21 Pocet trombocytl experimentalnich zvifat 6. den po jednordzovém ozafeni davkou

12 a 14 Gy s krytim hlavy Vv z&vislosti na podani KGF
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4.2.6.7 Vliv KGF na trombokrit

Trombokrit vykazoval 66% a 34% pokles po ozafeni davkou 12, respektive 14 Gy (obé
p = 0,001).

Lécba KGF vyvolala, podobné jako v pfipadé poétu trombocyti, zmény pouze po
ozateni 12 Gy. Na rozdil od neléCenych zvifat tento ukazatel klesl po podani 3 casnych
a 3 pozdnich davek o dalsich 25 % (p = 0,002), respektive 23 % (p = 0,002). Ob¢ tyto skupiny
vykazovali statistickou odlisnost oproti ¢asnému 2 davkového rezimu (o 26 %, respektive 22 %,
ob¢ p =0,004).

Mezi skupinami ozatenymi 14 Gy rozdily pozorovany nebyly (graf ¢. 22).

Graf ¢. 22 Trombokrit experimentalnich zvitat 6. den po jednorazovém ozafeni davkou 12 a 14

Gy s krytim hlavy Vv zavislosti na podani KGF
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4.2.6.8 Vliv KGF na stfedni objem trombocyti

Po ozéafeni davkami 12 a 14 Gy nedos$lo k signifikantni zméne stfedniho objemu
trombocytl.

V porovnani k ozafenym nelécenym zvitatim lze nalést jediny signifikantni rozdil po
ozafeni 12 Gy pfi pouziti 3 pozdnich davek KGF, kdy hodnota tohoto parametru vzrostla o 4 %
(p = 0,026).

Pokud bychom hodnotily 1é¢ené skupiny mezi sebou u jednotlivych davek, rozdily
nalezeny nebyly (graf €. 23).

Graf ¢. 23 Stredni objem trombocyti experimentalnich zvifat 6. den po jednorazovém ozareni

davkou 12 a 14 Gy s krytim hlavy v zavislosti na podani KGF
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4.2.6.9 Vliv KGF na pocet leukocyti

Mnoznstvi leukocyti kleslo po ozateni 12 a 14 Gy o 72 %, respektive 63 % (ob¢
p = 0,001).

Oproti neléCenym skupinam nevedla aplikace KGF k vyznamné zmén¢.

V ramci 1é¢enych skupin byl pozorovan signifikantni rozdil pouze mezi 3 Casnym
a 3 pozdnimi davkami KGF po ozafeni 14 Gy. Casné 1é¢ba vedla k 0 25 % niz$imu propadu
poctu leukocytt (p = 0,026; graf ¢. 24).

Graf €. 24 Pocet leukocytli experimentélnich zvitat 6. den po jednordzovém ozatreni davkou 12

a 14 Gy s krytim hlavy v zavislosti na podani KGF
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4.2.6.10 Vliv KGF pocet lymfocyti
Pocet lymfocyti zaznamenal 82% a 81% propad pti davce 12 a 14 Gy (obé p = 0,001).
Oproti nelééenym skupinam nevedla aplikace KGF k signifikantni zméné.

Mezi 1é¢enymi skupinami nebyl vyznamny rozdil pozorovan (graf ¢. 25).

Graf ¢ 25 Pocet lymfocytii experimentalnich zvitat 6. den po jednordzovém ozéteni davkou

12 a 14 Gy s krytim hlavy v zavislosti na podani KGF
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4.2.6.11 Vliv KGF na pocet monocyti
Oproti neozatfené kontrole doslo po aplikaci 12 Gy ke znacnému signifikantnimu
narustu monocyti o 321 %. Naproti tomu davka 14 Gy nevyvolala Zadné pocetni zmény hodnot.
Oproti ozafenym nelé¢enym skupinam nevykazovala aplikace KGF k signifikantni vliv.
Pti zhodnoceni 1é¢enych skupin mezi sebou byly nalezeny vyznamné odliSnosti pouze
pii srovnani 3 Casnych a 3 pozdnich davek KGF pii ozateni 12 Gy (61 % rozdil, p = 0,002)
a mezi 2 ¢asnymi a 3 pozdnimi davkami KGF pfti 14 Gy (300% rozdil, p = 0,030; graf ¢. 26).

Graf ¢. 26 PocCet monocytl experimentalnich zvifat 6. den po jednorazovém ozéieni davkou 12

a 14 Gy s krytim hlavy v zavislosti na podani KGF
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4.2.6.12 Vliv KGF na pocet neutrofilnich granulocyti
Ozafeni davkami 12 a 14 Gy vyvolalo ve srovnani s kontrolou 46% (p = 0,038),
respektive 65% (p = 0,001) pokles neutrofilti v krevnim obraze experimentalnich zvifat.
Lécba KGF u Zadné¢ z davek vliv nevykazovala.
Mezi 1é¢enymi skupinami byl nalezen pouze jediny rozdil. Casna aplikace 3 davek KGF

po ozaieni 12 Gy snizila pokles o 38 % (p = 0,011) oproti pozdnimu podani (graf ¢. 27).

Graf ¢. 27 Pocet neutrofilnich granulocytl experimentalnich zvifat 6. den po jednorazovém

ozéfeni davkou 12 a 14 Gy s krytim hlavy Vv zavislosti na podani KGF
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4.2.6.13 Vliv KGF na pocet eozinofili

Signifikantni snizeni poctu eozinofili v krevnim obraze bylo zaznamenano po expozici
12 Gy (0 79 %, p = 0,001) a 14 Gy (0 67 %, p = 0,001).

Podani KGF u zadné z davek vliv nevykazovalo.

Vyznamné rozdily nebyly nalezeny i mezi lécenymi skupinami (graf ¢. 28).

Graf ¢&. 28 Pocet eosinofili experimentalnich zvifat 6. den po jednorazovém ozaieni davkou 12

a 14 Gy s krytim hlavy v zavislosti na podani KGF
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4.2.6.14 Vliv KGF na pocet basofili

Davka 12 Gy nevedla k vyznamné zmén¢. Nartst basofili proti kontrolni skupiné byl
patrny az po ozéateni 14 Gy, kdy se tento ukazatel zvysil o 83 % (p = 0,004).
Oproti nelééenym skupinam nevedla aplikace KGF k vyznamné zméné.
Mezi 1écenymi skupinami byl pozorovan jediny rozdil, kdy skupina lé¢end 3 ¢asnymi davkami
KGF po ozafeni 12 Gy zaznamenala o 50 % vys$i hodnotu tohoto krevniho ukazatele ve

srovnani s 3 pozdnimi davkami rastového faktoru (p = 0,038; graf ¢. 8).

Graf €. 29 Pocet basofili experimentalnich zvifat 6. den po jednorazovém ozareni davkou 12

a 14 Gy s krytim hlavy v zavislosti na podani KGF
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Statisticky vyznamny rozdil proti neozatrené kontrolni skupiné: * p < 0,05
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4.2.7 Celkové zhodnoceni signifikantnich zmén ve stievni sliznici
Tabulky ¢. 12 a 13 byly vytvoreny pro celkové zhodnoceni G¢inku KGF aplikovaného
Vv jednotlivych davkovacich reZzimech na regeneraci stievni sliznice (tabulka ¢. 13)
a zhodnoceni u¢innosti mezi sebou (tabulka ¢. 14)
Vysledné skore regenerace bylo po ozafeni davkou 12 Gy 3, 6 a 3 po aplikaci
2 a 3 Casnych, respektive 3 pozdnich davek KGF.

Podani KGF po ozareni 14 Gy k pozitivnim hodnotam skore regenerace nepiispélo.

Tabulka €. 13 Signifikantni zmény stfevnich ukazatelli pozorované pii 1écbé KGF oproti

ozéafené nelécené skupin€ vV experimentadlnim modelu 2

skupina
12 Gy 14 Gy
ukazatel 2D 3D 3 Dp 2D 3D 3 Dp
vaha 1 1 1
duodenum Pocet krypt
hloubka krypt 1
délka klka 0 0 0 0
o pocet krypt
Jejundm hloubka krypt
délka klku 1
pocet krypt
ileum hloubka krypt 1 1
délka klka 0 1
colon pocet krypt ! ! !
transversum hloubka krypt
celkové skore 3 6 3 -1 0 -1

1 signifikantni vzestup a | signifikantni pokles proti ozafené nelécené skupiné
D — casny davkovy rezim, Dp — davkovy rezim podany s latenci

Casna aplikace 3 davek KGF vykazovala nejvyssi Gi¢innost, zejména pii ozafeni 12 Gy
(tabulka ¢. 13).
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Tabulka €. 14 Signifikantni zmény stfevnich ukazateli pozorované pii porovnani ¢asného

2 davkového a pozdniho 3 ddvkového rezimu proti ¢asné aplikaci 3 davek KGF

skupina
12 Gy 12 Gy
ukazatel 2D 3 Dp 2D 3 Dp
vaha
duodenum pocet krypt
hloubka krypt
délka klka ! ! !
pocet krypt !
jejunum hloubka krypt
délka klka ! !
pocet krypt l
ileum hloubka krypt
délka klka ! !
colon transversum pocet
hloubka krypt
celkové skore -4 -4 -1 0

| signifikantni pokles proti ozafené skuping 1é¢ené 3 Casnymi davkami KGF
D — casny davkovy rezim, Dp — davkovy rezim podany s latenci

4.2.8 Celkové zhodnoceni signifikantnich zmén v krevnim obraze

Tabulky ¢. 14 a 15 byly vytvoreny pro celkové zhodnoceni u€inku KGF aplikovaného
Vv jednotlivych davkovacich rezimech na obnovu krevnich elementi (tabulka ¢. 15)
a zhodnoceni u¢innosti mezi sebou (tabulka ¢. 16).

Vysledné skore regenerace bylo po aplikaci 2 a 3 ¢asnych, respektive 3 pozdnich davek
KGF 1, 0, respektive -1 po ozafeni davkou 12 Gy a 1, 1, respektive 0 po ozafeni 14 Gy.

Casné aplikace 3 davek KGF vykazovalo vyssi Gi¢innost jen pii srovnani s pozdnim

podanim po ozafeni 12 Gy (tabulka ¢. 16).
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Tabulka €. 15 Signifikantni zmény v krevnim obraze pozorované pti 1é6cbé KGF oproti ozarené

nelécené skupiné v experimentalnim modelu 2

skupina
12 Gy 14 Gy

ukazatel 2D 3D 3 Dp 2D 3D 3 Dp
erytrocyty T T T T
trombocyty ! !

lymfocyty

monocyty

neutrofily

eozinofily

basofily

celkové skore 1 0 -1 1 1 0

1 signifikantni vzestup a | signifikantni pokles proti ozarené nelécené skupiné
D — ¢asny davkovy rezim, Dp — davkovy rezim podany s latenci

Hodnoceny jsou pouze pocty jednotlivych krevnich elementii

Tabulka €. 16 Signifikantni zmény stievnich ukazateltt pozorované pii porovnani ¢asného

2 davkového a pozdniho 3 davkového rezimu proti Casné aplikaci 3 ddvek KGF

skupina
12 Gy 14 Gy
ukazatel 2D 3 Dp 2D 3 Dp
erytrocyty
trombocyty
lymfocyty
monocyty !
neutrofily !
eozinofily
basofily !
celkové skore 0 -3 0 0

| signifikantni pokles proti ozarené skupiné Iécené 3 ¢asnymi davkami KGF
D — casny davkovy rezim, Dp — davkovy rezim podany s latenci
Hodnoceny jsou pouze poéty jednotlivych krevnich elementti
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Diskuze

Ukolem diplomovéa prace bylo vyhodnotit moZnosti modulace poskozeni stievni
sliznice vyvolané ionizujicim zafenim pomoci KGF. V experimentech byl pouzit KGF ve formé
paliferminu. Palifermin je farmakum dostupné v humanni mediciné pod obchodnim nazvem
Kepivance a je indikovan za t¢elem protekce sliznice dutiny tstni pied rozvojem mukositidy
po myeloablativni chemoradioterapii u hematologickych malignit (Radtke a Kolesar, 2005).

Oproti endogennimu KGF se tento polypeptid 1isi délkou fetézce, kterd je zkracené
0 23 N — termindlnich aminokyselin. Diky této modifikaci je zvySena stabilita molekuly a jeji
polocas eliminace je prodlouzen na 4,5 h (3,3 — 5,7 h; Rzepecki et al., 2009). Palifermin se v
epitelidlnich tkanich véaze na stejny receptor jako endogenni KGF, proto je mu moZzné
prisuzovat srovnatelné biologické ti¢inky, které zahrnuji naptiklad posileni pevnosti epitelialni
bariéry, stimulace bunécné proliferace, migrace, diferenciace a indukce enzymi, zapojenych
do detoxikace ROS (Yildirim et al., 2010). Tyto ucinky s nejvyssi pravdépodobnosti vysvétluji
radioprotektivni u¢inky tohoto riistového faktoru vici sttevni sliznici, pokud je aplikovan pted
ozafenim (Farrel et al., 1998; Khan et al., 1997). Takovy scénaf podani je ale neuskutecnitelny
v piipadé€ nenadalych radiacnich nehod vedoucich k ndhodnému ozéieni jedince. Do jaké miry
vsak muze palifermin slouzit jako radiomitigator podany po ozateni, neni znamo.

Odpovédi na tuto otazku se zabyva stavajici diplomova prace. V ni byly hodnoceny
2 experimentalni modely. K obéma byly pouZity samice mySi kmene C57Bl/6J ozéfené
vysokymi davkami IZ s krytim hlavy a ¢asti krku. Neozafeni této ¢asti téla vede k zachovani
dostate¢né velkého mnoZstvi nepoSkozené kostni diené€ a je tak zabranéno rozvoji potencialné
letdlniho hematopoetického syndromu ANO, které by jinak v piipadé celotélového ozareni
muselo byt feSeno (s riznym stupném uspésnosti) transplantaci kostni diené (Filip et al., 2009;
Pejchal et al., 2015).

V ramci prvniho experimentu byly mysi ozafeny davkami 14, 15 a 16 Gy. Odpovédi u
neléCenych zvifat byly kiivky piezivani s bifazickym charakterem pribéhu. V této skupiné
doslo k prvnimu poklesu ptezivani 6. — 11. den po ozéfeni. Jeho na¢asovani v kontextu velikosti
pouzit¢é davky IZ koresponduje s rozvojem gastrointestindlni formy ANO
(Gong et al., 2016; Lee et al., 2008). Ve druhé fazi byla pozorovana umrti 119. — 242. den.
Ackoliv u zvitat nebyla provedena pitva k ur€eni pfi¢iny umrti, je vysoce pravdépodobné, ze
tato umrti mohla souviset s poSkozenim dalsi kritické epitelové organové soustavy —

respiraéniho systému. Po expozici hrudniku davce > 12 Gy dochdzi u samic myS$i kmene
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C57BL/6] k rozvoji radiaéniho poskozeni plic (Jackson et al., 2016). Toto poskozeni probiha
pod obrazem akutni pneumonitis nebo plicni fibroézy. V zavislosti na davce 1Z se akutni radiacni
pneumonitis obvykle rozviji 1 — 6 mésict po ozafeni. K manifestaci radiacni fibrézy plicni
tkan€ naopak dochazi v intervalu 6 — 24 mésicia (Lierova et al., 2018).

Podani paliferminu neovlivnilo vyznamné ptezivani zvifat po ozafeni 14 a 15 Gy.

Signifikantni zména byla pozorovana pouze pii 16 Gy a podani paliferminu v davce 1 mg/kg,
kdy doslo k snizeni medianu pfeziti o 2 dny. Mechanismus, ktery by tento jev vysvétloval,
zustava neznamy. Davka 16 Gy se zda byt vysoce letalni ze stran gastrointestinalni formy akutni
nemoci z ozatfeni (Booth et al., 2012; Paris et al., 2001). Pfeziti organismu po ozafeni stfev
potencialn¢ letdlnimi davkami 1Z zévisi ve vysoké mife na tom, zdali po obdobi progresivnich
ztrat, charakterizované indukci apoptdzy a zastavou cyklu, je zachovano dostate¢né mnozstvi
viabilnich krypt, z nichz by se sliznice mohla zacit regenerovat (Kim et al., 2017). Zastava
bunééné cyklu v pocatecni fazi je dulezita pro reparaci DNA (Hashimoto et al., 2012).
Pokud by vsak podani nizsi davky na druhou stranu vedlo ke stimulaci cyklu, aniz by tento stav
byl dostateéné¢ kompenzovan anti-apoptotickym plisobenim, mohla by obnova proliferace u
bunék s pretrvavajicim poskozenim DNA bunénou smrt naopak indukovat
(Darzynkiewicz et al., 2012).

Ackoliv palifermin na pfezivani ozafené¢ho organismu celkové vliv spiSe nevykazoval,
negativni signifikantni nalez pfi 1 mg/kg paliferminu a literalni zdroje Casto testujici praveé
5 mg/kg (Chen et al., 2004; Farrel et al., 1998; Brizel et al., 1996), vedly k pouziti vyssi davky
rustového faktoru v druhém experimentalnim modelu. U tohoto modelu byly davky IZ snizeny
na 12 a 14 Gy. Vzhledem k exponencialnimu charakteru kiivek prezivani bunéénych populaci
po ozafeni, redukce davky IZ zakonité vede k zachovani vétSiho poolu kmenovych bunék
a progenitort, jejichZ pfitomnost je pro fungovani terapie ristovymi faktory nezbytna (Herodin
a Drouet, 2005).

Odbér vzorkt byl proveden v intervalu 6 dni po expozici IZ. V tenkém stievé bylo
mozné v tomto obdobi pozorovat ubytek krypt. Za uc¢elem kompenzace dochazi ve zbyvajicich
kryptach k zvyseni mitotické aktivity (Pejchal et al., 2015), coz se u naseho modelu projevilo
prodlouzenim délky krypt. V duodenu pii ozéteni 12 Gy byla produkce novych bunék natolik
intenzivni, Ze se to odrazilo v povrchovém kompartmentu zvySenim délky klku. Pfi zvySeni
davky na 14 Gy histopatologické zmény dale progredovaly. Ubytek krypt ve studovaném
intervalu byl vyrazn&jsi, pfiCemz dle miry procentudlni poklesu se u samic mys$i kmene
C57Bl/6] radiosenzitivita jednotlivych ¢asti tenkého stieva zvySuje od duodena smérem k ileu.

U zbyvajicich viabilnich krypt se jejich hloubka dale zvysila, nedokézala jiz ale produkci
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novych bunék zcela zajistit potfeby klki, a proto délka klki naopak klesla. Ztrata krypt v
tlustém stieveé (colon transversum) byla ve srovnani s ostatnimi ¢astmi gastrointestindlniho
po ozafeni 14 Gy.

Tlusté stievo vykazovalo tedy ze vSech studovanych ¢ésti traviciho traktu nejvyssi
stupen radiorezistence, coz je v souladu s dal$imi studiemi (Cai et al., 1997; Saha et al., 2012).
Mechanismy podminujici radiorezistenci bun¢k tlustého stfeva nejsou doposud presné znamy.
Souvisi vSak s mirou aktivace p53/p21 signalni drahy po poSkozeni DNA a expresi anti-
apoptotickych gent (Gibson et al., 2005; Harfouche a Martin, 2010; Merritt et al., 1995).
S morfologickymi zmény jsou také spojeny zmény funkcniho stavu. Je napiiklad narusena
peristaltika, kontraktilni viny jsou zna¢né nepravidelné, klesa reabsorpce konjugovanych
zlucovych kyselin, ptfevazuje dysbalance ve stievni mikroflofe a vznikd prijem
(Classen et al., 1998). S tim také ziejmé souvisi vahovy propad ozafenych zvifat pozorovany u
naseho modelu.

Podani paliferminu vykazovalo efekt v zavislosti na davce a ¢asti gastrointestinalniho
systému. Po ozateni 12 Gy zaznamenala aplikace tohoto riistového faktoru nizsi vahovy ubytek.
Regeneracni ucinky bylo mozné pozorovat v tenkém stfevé. Prodlouzila se hloubka krypt
I délka klki. Palifermin tedy stimuloval jak proliferaci, tak diferenciaci nové tvotenych bunék.
Vyssi ucinnost byla v duodenu a ileu nezli v jejunu. Odlisny ucinek vykazovala i rozdilna
davkovaci schémata. Pro zhodnoceni jejich celkového dopadu ve stfevé byly vytvofeny tabulky
¢. 13 a 14. Ob¢ tabulky ukazuji, ze nejefektivnéjsim davkovacim schématem bylo podéani
3 davek paliferminu 1, 24 a 48 h po ozafeni. Vyrazng&jsi ucinnost proti 2 davkam (1 a 24 h)
naznacuje, ze s poctem aplikovanych davek se terapeuticky dopad paliferminu stupiiuje. Do
jaké miry by vSak podani > 3 davek dokéazalo regeneraci sttevni sliznice dale podpofit, ziistava
neobjasnéno. Pokud je vSak 3 davkovy rezim aplikovany opozdéné (24, 48 a 72 h), jeho
efektivita se snizuje. V tenkém stifeveé byl nejvyssi narast poctu apoptotickych bun€k pozorovan
3 — 6 h po ozafeni (Potten a Grant, 1998). Aby bylo mozné zachranit maximalni mnozstvi
kmenovych a progenitorovych bungk, je tedy nutné s aplikaci paliferminu zacit co nejdiive po
ozafeni. Regeneracni ti¢inky paliferminu mély ale také své limity.

Pii ozafeni 12 Gy morfometrickd analyza nezaznamenala jakoukoliv zménu stavu
sliznice tlustého stieva. Pti narustu davky na 14 Gy palifermin svoji u¢innost v tenkém steveé
prakticky ztraci. V tlustém stfevé navic dochédzi ke snizeni poctu viabilnich krypt.

Mechanismus, ktery by tento nalez vysvétloval, neni zndm. V kazdém piipadé podani
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paliferminu osobam, u kterych doslo k expozici gastrointestinalniho traktu potencialné
letalnimi davkami, se proto nejevi jako perspektivni.

Dalsim cilem experimentalni ¢asti bylo zhodnotit vliv paliferminu na zmény krevniho
obrazu po ozaieni. I pfes kryti hlavy experimentalnich zvifat, byla podstatna cast kostni dien¢
zasazena vysokymi davkami IZ. Ke zménam doslo ve vSech krevnich fadach. Nejzdsadnéjsi
byly zaznamenany v poctu lymfocytl. Lymfocyty jsou obecné povazovany za nejcitliveé)si
bunky krevniho obéhu (Dainiak et al., 2002). Po expozici IZ nasledovaly ztraty eozinofilu,
granulocytil, trombocytii a erytrocyti. S poklesem poctu trombocytii korelovalo 1 sniZeni
celkového trombokritu. Ubytek erytrocyti se zase odrazel do hodnot hematokritu a koncentrace
hemoglobinu v krvi. Na druhou stranu to, jakym mechanismem doslo k snizeni stiedniho
objemu erytrocytl, neni jisté. Svoji roli mohlo sehravat naruSeni metabolismu Zeleza
(DeLoughery, 2017; Xie et al., 2016) nebo jen dehydratace a naruseni mineralni homeostazy
(Faucherre et al., 2014). Oproti vySe zminénym populacim bylo naopak pozorovano zvyseni
poctu monocytl 6. den po ozéfeni 12 Gy a basofilt pii 14 Gy. Monocyty jsou krevni buiiky,
které po stimulaci vykazuji mitotickou aktivitu. Tvorba a uvoliiovani faktorl ozarenymi
tkanémi, mohla pfi nizs$i davce stimulovat jejich proliferaci a vést k jejich taxi smérem do ob¢hu
(Langstein et al., 2000). Dtivod zvyseni poctu basofilti neni znam.

Aplikace paliferminu vykazovala vyznamny vliv pouze na erytrocyty a trombocyty
(viz tabulky &. 15 a 16). Casna aplikace 2 a 3 Zasnych davek paliferminu zvysila produkci
erytrocytll, coZ se odrazilo do dalSich parametrii jako je mnoZstvi hemoglobinu ¢i hematokrit.
Tento vysledek koreluje s nalezem Wilse et al. (2012), jez hodnotili vliv KGF
(200 ng/kg, 6 davek) na thymopoézu a krevni obraz makakti po autologni transplantaci
kmenovych bun¢k kostni dfené. Na druhou stranu byla v této studii pozorovana i akcelerace
obnovy leukocytli a desti¢ek. V této praci naopak pocet trombocytli a trombokrit klesly po
ozateni 12 Gy a po podani 3 ¢asnych i pozdni davek paliferminu. Je tedy otazkou, jako roli
hrali naptiklad faktory, jako je odliSnost zvifeciho modelu, davka zareni nebo stav hydratace

orgasmu.
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Z.avér

Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace bylo zhodnotit t¢inky KGF (paliferminu)
na zmény vyvolané v gatrointestinalnim traktu mysi kmene C57BIl/6J po ozéfeni vysokymi
davkami IZ s krytim hlavy. Za timto Gcelem byly pouzity 2 experimentalni modely.

V ramci prvniho experimentu zaméteného na prezivani zvirat byly hodnoceny 2 odlisné
davky rastového faktoru — 1 a 5 mg/kg. Z vysledku vyplyva, ze podani paliferminu neovlivituje
prezivani zvifat po ozafeni 14 a 15 Gy. Na prezivani méla vliv aplikace 1 mg/kg po expozici
16 Gy, kdy nastalo mirné, ale vyznamné zhorseni.

V druhém experimentu byl hodnocen vliv paliferminu (5 mg/kg) na vlastni stav sliznice
duodena, jejuna, ilea a colon transversum a krevni obraz. Tetovany byly 3 odlisné davkovaci
rezimy - 2 davky (1, 24 h), 3 davky (1, 24, 48h) a 3 davek (24, 48, 72 h) po ozafeni 12 a 14 Gy.
Podani paliferminu vykazovalo pouze efekt na regeneraci tenkého stfeva po ozafeni 12 Gy,
pfi¢emz nejucinnéjsi se jevilo podani 3 davek 1, 24 a 48 h po expozici IZ. Pti zvySeni davky na
14 Gy palifermin svoji u¢innost v tenkém stievé prakticky ztraci, a naopak v tlustém stievé
dochazi k potenciaci nezadoucich ucinku.

V krvi casna aplikace paliferminu podporuje obnovu erytrocytarni fady, pocet
trombocytll mize naopak sniZovat.

Vzhledem k tzkému terapeutickému oknu a moznému zhorSeni poSkozeni, které bylo

indukované 1Z, se palifermin nejevi jako vhodny radiomitigator.
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